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1. RESUMEN

Segun el primer informe mundial de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
sobre la resistencia a los antibidticos, la salud pablica podria estar atravesando una era pos-
antibidtica; en la cual, el uso indiscriminado de este tipo de compuestos, ha facilitado a los
microorganismos el desarrollo de resistencia, por lo que la bdsqueda de compuestos
bioactivos con propiedades antimicrobianas, resulta transcendental en la época actual. Los
péptidos antimicrobianos (AMPS) procedentes de la piel de anfibios han demostrado ser
efectivos contra un amplio espectro de microrganismos. En consecuencia, el presente
estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial antimicrobiano de la secrecion cutanea
total de ocho especies de anuros ecuatorianos pertenecientes a las familias Bufonidae,
Dendrobatidae, Hemiphractidae, Hylidae y Ranidae, sobre cepas bacterianas tipo de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (“American Type Culture Collection”, ATCC) y
aislados clinicos multirresistentes. Para ello se realizaron pruebas de difusion en disco y de
microdilucion en caldo, de acuerdo a los parametros sugeridos por el CLSI (“Clinical and
Laboratory Standars Institute”). Con las secreciones cutaneas que presentaron actividad
antimicrobiana se realizaron pruebas hemoliticas, para medir el dafio celular que podrian
causar a los eritrocitos humanos. Adicionalmente, se realizaron Cromatografias Liquidas
de Alta Eficacia (HPLC) para corroborar la presencia de AMPs en las secreciones cutaneas
totales. Los resultados de los antibiogramas sobre cepas ATCC mostraron actividad
antimicrobiana de las secreciones de dos especies de anuros Hypsiboas rosenbergi
(Hylidae) y Rana sp. (Ranidae) sobre Serratia marcescens ATCC 13880 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923, a concentraciones de 4000 y 2000 pg/ml. Sin embargo, en los
ensayos de microdilucidn se obtuvo una concentracién minima inhibitoria de 7,82 pg/mi
para la secrecidn cutanea de Rana sp. sobre 12 aislados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina (CORSA). El porcentaje de hemdlisis observado a dicha
concentracion fue de 2.87%. El analisis del cromatograma para dicha secrecion muestra
moléculas con alta concentracion en los minutos 50.3, 59.7 y 62.5. Estos resultados
comprueban el efecto antimicrobiano de las secreciones cutaneas de anuros ecuatorianos,
con compuestos bioactivos que podrian ser usados como fuente alternativa a los
antibioticos convencionales.

Palabras clave: anfibios, concentracion minima inhibitoria, péptidos antimicrobianos,
resistencia bacteriana, secreciones cutaneas.



2. ABSTRACT

According to the first world report of the World Health Organization (WHO)
about the resistance to antibiotics, the public health could be crossing a post-antibiotic era;
in which, the indiscriminate use of this type of compounds, has facilitated micro-organisms
development of resistance. Thus, the search for bioactive compounds with antimicrobial
properties is transcendental at the current time. Antimicrobial peptides (AMPs) from the
skin of amphibians have proven to be effective against a broad spectrum of
microorganisms. Reason why the aim of this study is to evaluate the antimicrobial potential
of total skin secretion of eight ecuadorian anuran species belonging to the families
Bufonidae, Dendrobatidae, Hemiphractidae, Hylidae and Ranidae, on bacterial strains from
American Type Culture Colection (ATCC) and multidrug-resistant clinical isolates.
Diffusion testing disk and microdilution broth were performed according to the parameters
suggested by the CLSI ("Clinical and Laboratory Standards Institute”). Hemolytic tests
were performed on cutaneous secretions with antimicrobial activity to measure cell
damage that could cause to human erythrocytes. In addition, High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) were conducted to corroborate the presence of AMPs in total
skin secretions. The results of the antibiograms of strains ATCC showed antimicrobial
activity of the secretions from two species of anurans Hypsiboas rosenbergi (Hylidae) and
Rana sp. (Ranidae) on Serratia marcescens ATCC 13880 and Staphylococcus aureus
ATCC 25923, at concentrations of 4000 and 2000 pg/ml. However, the microdilution tests
yield a minimum inhibitory concentration of 7.82 pg/ml for the skin secretion of Rana sp.
over 12 clinical isolates of Staphylococcus aureus resistant to oxacillin (CORSA). The
percentage of hemolysis observed at this concentration was 2.87%. The analysis of the
chromatogram to the secretion shows molecules with high concentration in the minutes
50.3; 59.7 and 62.5. This results suggest an antimicrobial effect of skin secretions of
ecuadorian anurans, with bioactive compounds that could be used as an alternative to

conventional antibiotics.

Key words: anurans, minimum inhibitory concentration, antimicrobial peptids, bacterial

resistance, skin secretions.



3. INTRODUCCION

La piel de los anfibios se caracteriza por tener numerosas glandulas granulares
serosas y mucosas que se distribuyen en gran medida en el dorso del animal. Como parte
del sistema inmune innato dichas glandulas secretan alcaloides, esteroides, aminas
biogénicas, péptidos y proteinas (Conlon, 2004). Los péptidos antimicrobianos (AMPS)
son predominantes en las secreciones cutaneas y los ayudan a protegerse de patogenos y
depredadores a través de su accion basicamente citolitica. Estas moléculas de defensa
codificadas por genes, estan comprendidas entre ocho hasta 63 residuos aminoécidicos, de
los cuales al menos el 50% son hidrofébicos como la leucina y la isoleucina (Conlon y
Mechkarska, 2014). La mayoria de AMPs son cationicos debido a la presencia de maltiples
residuos de lisina. Estas caracteristicas les permiten interactuar directamente con las

membranas microbianas (Conlon, 2011).

En general las propiedades fisicas de los AMPs provenientes de distintos
organismos resultan similares, poseen homologias en sus secuencias muy limitadas y
forman una amplia gama de estructuras secundarias, destacando: dos a cuatro hojas -
plegadas, a-hélices, estructuras en forma de bucle y estructuras extendidas (Jenssen,
Hamill y Hancock, 2006). Respecto a los péptidos cationicos provenientes de anfibios, se
ha demostrado que en soluciones acuosas carecen de estructura secundaria estable, pero
tienden a formar una a-hélice anfipatica cuando interactan con las membranas formando

una vesicula fosfolipidica (Powers y Hancock, 2003).

Este disefio anfipatico de los AMPs les permiten matar a los microorganismos
mediante procesos donde no intervienen receptores, lisando las bacterias por
permeabilizacién de su membrana que estd compuesta a su vez de lipidos anfipaticos (Shai,
2002), mientras que otros se dirigen a constituyentes bacterianos anidnicos como acidos

nucleicos, componentes proteicos y citoplasmaticos (Brodgen, 2005).

Las estructuras secundarias anfipaticas en las que los residuos se segregan en
regiones hidréfobas y cationicas son quizas el mecanismo de accion bactericida mas
generalizado de los AMPs (Zasloff, 2002), pero a su vez la naturaleza de las interacciones

AMP-membrana sigue siendo controvertida y debatida ampliamente; por lo que se han



propuesto una variedad de mecanismos, entre los que se destacan: la formacion de poros en

forma de barril, poros toroidales y el modelo de alfombra.

La formacion de poros en forma de barril se da luego de la interaccion con la
membrana, debido al posicionamiento de los aminoacidos cargados positivamente cerca de
la cabeza de los fosfolipidos. Cuando el péptido unido alcanza una concentracion umbral,
los mondmeros peptidicos se autoagregan e insertan mas en la membrana de forma
perpendicular quedando las superficies hidrofobas de los péptidos hacia fuera, mientras
que las superficies hidrofilas forman el revestimiento de poro. La conformacion de estos
poros a menudo es irregular en tamafio y duracién, lo que ocasiona una pérdida del

equilibrio osmotico y del potencial de membrana (Jenssen et al., 2006) (Anexo 1).

Uno de los mecanismos mejor estudiado es el del poro toroidal o agujero de
gusano. En este modelo, los lipidos se intercalan con el péptido en el canal transmembranal
formando un complejo supramolecular en el cual el poro que atraviesa la membrana se
encuentra revestido con superficies de péptidos polares, asi como con las cabezas de los
fosfolipidos. En este modelo, los péptidos en el ambiente extracelular toman una estructura
a-hélice cuando interactian con la membrana bacteriana. Las hélices en un comienzo se
orientan paralelamente a la superficie de la membrana, debido a un umbral de relacion
péptido-lipido (por ejemplo, 1:30 para magainina). Aqui las hélices pueden comenzar a
auto-asociarse, de tal manera que sus residuos polares no queden expuestos a las cadenas
hidrocarbonadas de la membrana. Este compuesto transitorio y multimérico forma el
complejo peptido-lipido conocido como poro supramolecular o toroidal. Tras la
desintegracion del poro, algunos péptidos se trasladan al citoplasma, lo que sugiere que el
desmontaje del poro toroidal puede ser un mecanismo clave por el cual los péptidos

acceden a posibles dianas intracelulares (Yeaman y Yount, 2003) (Anexo 2).

En el modelo de alfombra, se acumula una alta densidad de AMPs sobre la
superficie de la membrana bacteriana (Anexo 3). Al igual que en los otros modelos, los
péptidos inicialmente se unen a la membrana a través de interacciones electrostaticas con
la bicapa de fosfolipidos. Sin embargo, no existe estructura secundaria o0 cuaternaria
especifica en este mecanismo de accion, de este modo, cuando se alcanza una
concentracion de péptido umbral, la membrana se ve sometida a condiciones desfavorables

perdiendo su integridad. La disolucion de la membrana se produce de tal forma que no



implica la formacion de canales, y los péptidos no se insertan necesariamente en la
membrana (Zasloff, 2002).

Los AMPs se pueden agrupar en familias de acuerdo a similitudes presentes en la
secuencia de aminoacidos. Secreciones cutaneas de la piel de una sola especie de anfibio a
menudo presentan varios AMPs pertenecientes a una familia de péptidos en particular que
se cree se han originado de varias duplicaciones de un gen ancestral (Conlon, y
Mechkarska, 2014), sugiriendo que los AMPs estan bajo seleccion positiva (Vanhoye,
Bruston, Nicolas y Amiche 2003).

Se han descrito hasta el momento 1021 AMPs (Wang, Li y Wang, 2016)
provenientes de la piel de ranas pertenecientes a las familias Alytidae, Bombinatoridae,
Hylidae, Hyperoliidae, Leiopelmatidae, Leptodactylidae, Myobatrachidae, Pipidae y
Ranidae (Conlon y Mechkarska, 2014).

Las ranas de la familia Hylidae han demostrado ser una rica fuente de AMPs, que
pueden agruparse en cinco familias principales en base a la similitud de la secuencia de
aminoacidos. Estos son las dermaseptinas, phylloseptinas, plasticinas, dermatoxinas y
algunos péptidos huérfanos que no han sido incluidos en estos grupos. Los miembros de
estas familias difieren considerablemente en estructuras primarias y actividades bioldgicas,
pero la conservacion de secuencias sefial de aminoacidos y prorregiones N-terminales de
precursores de biosintesis, demuestran que estan relacionados evolutivamente (Conlon,
2011).

El repertorio de AMPs en las secreciones de la piel de individuos de la familia
Ranidae es extremadamente diversa. Se mencionan brevininas, esculentinas, japonicinas,
nigrocinas, palustrinas, ranaciclinas, ranatuerinas y temporinas. En este contexto, una
familia de péptidos constituye un grupo de moléculas con caracteristicas estructurales
comunes que se han encontrado en mas de una especie. Los péptidos de las familias
brevinin-1 y temporinas tienen la distribucion mas amplia, encontrandose en la mayoria de
las especies de Eurasia y del Nuevo Mundo. Las actividades antibacterianas y antifungicas
de amplio espectro de éstos péptidos, por ejemplo esculentina-1, junto con su actividad
hemolitica relativamente baja, los convierten en candidatos para el desarrollo en agentes

terapéuticamente utiles (Conlon, 2011).



Estudios tanto clinicos como en laboratorio, han mostrado que el surgimiento de
resistencia contra los AMPs es menos probable que los observados para los antibioticos
(Perron, Zasloff, y Bell 2006). Los intentos de inducir resistencia en Escherichia coli y
Staphylococcus aureus por mutagénesis quimica no han tenido éxito, mostrando que no
hay evidencia de resistencia cruzada entre AMPs y cualquier antibiético en uso clinico
(Zaslof, 2002).

Debido a que el objetivo de los AMPs es la membrana bacteriana, un
microorganismo tendria que redisefiarla para generar resistencia, cambiando la
composicion y organizacién de sus lipidos lo que implicaria un alto “costo” para la
mayoria de las especies microbianas. Ademas, se ha visto que los AMPs pueden aumentar
la potencia de los antibidticos existentes in vivo, probablemente facilitando el acceso de

antibidticos a la célula bacteriana (Giacometti, Cirioni, Barchiesi y Scalise, 2000).

Segun el primer informe mundial de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
sobre la resistencia a los antibi6ticos, la salud publica podria estar atravesando una era pos-
antibidtica, en la cual, infecciones leves podrian convertirse en letales debido a que el uso
indiscriminado de este tipo de compuestos ha facilitado a los microorganismos el
desarrollo de resistencia (OMS, 2014).

Datos de la OMS para la region de las Américas muestran una resistencia
microbiana frente a antibi6ticos de tercera generacién en mas de la mitad de pacientes
portadores de enterobacterias del género Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Enterobacter
y Serratia (OMS, 2014).

Ecuador no esta exento de esta realidad, que se agrava ain mas cuando se trata de
patogenos de origen hospitalario, como Staphylococcus aureus, donde la resistencia frente
al uso de farmacos convencionales se incrementd del 21% al 40% en una década (Zurita,
2012), poniendo de manifiesto que el tratamiento con antibioticos disponibles actualmente,

es limitado.

Los programas de desarrollo de nuevas drogas parecen ser insuficientes para
proveer farmacos en los futuros 10 a 20 afios (Kumarasamy et al., 2010), pudiendo llegar a

ser una amenaza para la estabilidad mundial y la seguridad de los paises. Es por esto que,



en la Asamblea Mundial de la Salud llevada a cabo en mayo de 2015, se aprobd un plan de
accion mundial para luchar contra la resistencia a los antimicrobianos. Uno de sus
objetivos estratégicos planteados fue el de reforzar y aumentar la inversion en alternativas

terapéuticas que puedan hacer frente a esta creciente problematica (OMS, 2015).

Estudios previos realizados con anuros ecuatorianos, mostraron una alta eficacia
antimicrobiana de secreciones cutaneas de Agalychnis spurrelli, Atelopus elegans, y
Cruziohyla calcarifer frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como frente
a aislados clinicos multirresistentes (Caicedo, 2007; Cilveti, Rivera, Rodriguez-Riglos y
Alcocer, 2013; Vargas, Pérez, Ortega y Rivera, 2015; Proafio-Bolafios et al., 2016). Sin
embargo, el conocimiento de AMPs presentes en anfibios ecuatorianos recién ha empezado

a despuntar.

Siendo Ecuador el pais con el nUmero més alto de especies de anfibios por unidad
de area, con 579 descritas al momento (Ron et al., 2016), resulta relevante analizar las
secreciones cutaneas de anfibios antes no testadas, que presenten compuestos bioactivos

que podrian ser usados como fuente alternativa a los antibidticos convencionales.

3.4 OBJETIVOS

3.4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el potencial antimicrobiano de la secrecidn cutanea total de ocho especies

de anuros ecuatorianos sobre bacterias tipo y aislados clinicos multirresistentes.

3.42 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar un screening inicial mediante pruebas de difusién por disco de las
secreciones cutaneas totales de ocho especies de anfibios sobre cepas bacterianas tipo de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (“American Type Culture Collection”, ATCC) de
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Salmonella Enteritidis, Serratia marcescens y Staphylococcus aureus.



Determinar la concentracion minima inhibitoria de las secreciones cutaneas totales
que muestren actividad antimicrobiana previa, sobre aislados clinicos multirresistentes de
Serratia marcescens y Staphylococcus aureus, mediante la técnica de microdilucién en

caldo.

Evaluar el grado de hemolisis de las secreciones cutaneas totales que presenten

actividad antimicrobiana, sobre glébulos rojos humanos.

Detectar la presencia de péptidos en las secreciones cutaneas totales de las especies
estudiadas, a traves de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 ESPECIMENES DE ANFIBIOS A ANALIZARSE

Se realizaron dos salidas al campo en los afios 2014 y 2015 a la provincia de
Esmeraldas para recolectar individuos de las especies Hypsiboas rosenbergi (Hylidae),
Hypsiboas pellucens (Hylidae), Oophaga sylvatica (Dendrobatidae) morfotipo anaranjado
(A) y rojo (R), Rana sp. (Ranidae) y Smilisca phaeota (Hylidae) con el fin de obtener un

namero suficiente de especimenes que permitan llevar a cabo el estudio.

La recolecta de especimenes se llevo a cabo con los permisos de investigacion
cientifica N° 005-14 IC-FAU-DNB/MA y N° 003-15 IC-FAU-DNB/MA del Ministerio del
Ambiente (Anexos 4 y 5). La primera salida al campo se realiz6 del 20 al 23 de febrero del
2014, a la zona de Quinge, del Canton Muisne, coordenadas 00° 42> 51 N / 80° 04° 32~
W, y a la zona de Durango, canton San Lorenzo, coordenadas 01° 02> 31” N / 78° 37’ 26”
W (Tabla 1). La segunda salida se realiz6 del 27 al 29 de marzo del 2015, a las zonas de
Tundaloma y Durango, coordenadas 1° 10' 53.725" N / 78° 45' 4.,71" W cantdn San
Lorenzo (Tabla 2).

Todos los individuos recolectados fueron transportados vivos hasta el Laboratorio
de Investigaciones de Citogenética y Biomoléculas de Anfibios (LICBA) de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE) dentro de un cooler, en tarrinas plasticas
perforadas y humedecidas que permitieron mantener la cantidad adecuada de temperatura,
humedad y oxigeno. Ya en el laboratorio, las ranas fueron colocadas en terrarios
individuales y se les proporciono una dieta basada en grillos provenientes del bioterio de la
Balsa de los Sapos de la PUCE.

La identificacion de cada individuo se la llevd a cabo por personal especializado del
Museo de Zoologia de la PUCE (QCAZ).

Adicionalmente, se utilizaron individuos de Atelopus sp. (Bufonidae),

pertenecientes al proyecto Balsa de los Sapos; de Gastrotheca sp. (Hemiphractidae) que
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nacieron en cautiverio y de Trachycephalus jordani (Hylidae), que son mantenidas en el
LICBA (Tabla 3).

Aquellos especimenes que murieron en el desarrollo de la investigacion, fueron
procesados adecuadamente para ingresarlos al museo QCAZ, en donde se les asigno el
correspondiente numero de coleccion QCAZ.

4.2 EXTRACCION DE LAS SECRECIONES CUTANEAS DE ANFIBIOS

Para la obtencidn de las secreciones cutaneas de la piel de los anfibios recolectados
y mantenidos en cautiverio, se aplicaron en el dorso de cada espécimen leves descargas
eléctricas intermitentes de aproximadamente seis voltios durante un minuto, utilizando el
Transcutaneous Amphibian Stimulator (TAS) disefiado por Grant y Land (2002), (Figura
1A).

Luego se colectaron las secreciones cutaneas mediante un lavado con 10 ml de agua
“Milli-Q” de la superficie dorsal de cada rana por tres minutos (Figura 1B). Esta solucién
se recogio en cajas Petri para ser liofilizada el mismo dia de la extraccion en el equipo
VirTis adVantage Plus con un protocolo estandarizado en el LICBA especificamente para
secreciones de anfibios, de una duracion de 16,5 horas. El producto del liofilizado fue

almacenado a -20 °C.

4.3 PRUEBAS DE DIFUSION POR DISCO SOBRE CEPAS BACTERIANAS ATCC

Para determinar la susceptibilidad bacteriana a las secreciones cutaneas totales de
ocho especies de anfibios se realizaron pruebas de difusion por disco, con agar Miiller-
Hinton (DIPCO), en cajas Petri desechables (VQIR) de 150*15 mm, analizando cinco
concentraciones distintas (4000 pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml y 250 pg/ml),
con tres repeticiones, siguiendo los parametros sugeridos por el “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (2014).

Los antibiogramas se realizaron con aislados bacterianos controles de, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Enterobacter cloacae ATCC 19606, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
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Serratia marcescens ATCC 13880 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Todas estas
cepas fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia de la PUCE vy validadas
mediante pruebas bioquimicas de Citrato, TSI, MR/VP, SIM, MILI, Urea, Fenil Alanina,
MIO (Figura 3, Tabla 4).

Las diluciones seriadas del extracto liofilizado se realizaron en agua “Milli-Q”
conteniendo 0.01% de acido acético glacial y 0.2% de Suero Albamina Bovino (BSA,
Promega). Para evitar error de pipeteo, se preparé 10 ml de agua “Milli-Q” a los que se
afiadio 0.02 g de BSA y 1 pl de &cido acético glacial; a partir de esta solucion se utilizo la

cantidad necesaria para obtener las concentraciones a ensayarse.

Los discos para test de susceptibilidad antimicrobiana (OXOID) se colocaron de
manera equidistante con la ayuda de una pinza estéril y se afiadié en cada uno de ellos,
12 pl de las respectivas diluciones. Como control positivo se usd secrecion cutanea de
Agalychnis spurrelli y como control negativo se utiliz6 la solucion en la que se diluyo el
péptido (Agua Milli-Q, BSA y acido acético).

Posterior a esto se incubaron las cajas Petri a 37 °C durante 18 horas. Transcurrido
este tiempo se midieron lo halos de inhibicién en milimetros, utilizando una regla. En base
a los resultados obtenidos por Caicedo (2007), secreciones que formaron halos de

inhibicion entre 8 y 13 mm, fueron consideradas como positivas.

4.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(MIC) MEDIANTE EL METODO DE MICRODILUCION EN CALDO

Para las secreciones que presentaron actividad antimicrobiana en las pruebas de
difusion por disco, se realizaron pruebas de microdilucion en caldo sobre aislados clinicos
de bacterias multirresistentes: Serratia marcescens (18) y Staphylococcus aureus (12)

proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia de la PUCE (Tabla 5y 6).

Para determinar la concentracion mas baja de la secrecion cutanea que previene el
crecimiento visible de las bacterias (MIC) se siguid el protocolo descrito por Wiegand,
Hilpert, y Hancock (2008). Se prepar6é una solucion madre 20x de la secrecidn cutanea

liofilizada, para realizar diluciones seriadas con BSA 0.20% y 0.01% de &cido acético
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hasta obtener concentraciones de 4000 pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml, 15.63 pg/ml y 7.82 pg/ml. Los ensayos se
realizaron en placas de microtitulacion de poliestireno (COSTAR 3590) de 96 pocillos, en
cada uno de los cuales se coloco 10 ul de cada dilucion de la secrecion y 90 ul de bacteria
diluida 1:200 de la escala 0.5 de Mec-Farland, medida en un espectrofotometro
(BioPhotometer plus), lo que resulta en un in6culo final de 5 x 10° UFC mlI. Se incub6
durante 18 horas a 37 °C y se midio la absorbancia a 630 nm en un lector de placas de

microtitulacion (iMark Bio Rad). Cada ensayo se lo realizé por triplicado.

Como control positivo de crecimiento se colocd 100 ul de bacteria sin secrecion y

como control negativo, 100 pl de agar Mueller Hilton Broth.

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria se obtuvieron regresiones
lineales a partir de los promedios de las medidas de absorbancia de cada dilucion ensayada,
en donde la variable dependiente fue el crecimiento bacteriano y la variable independiente

fueron las distintas concentraciones ensayadas.

4.5 EVALUACION DEL GRADO DE HEMOLISIS

De acuerdo al protocolo establecido por Asoodeh, Sepahi y Ghorani- Azam (2014)
se requiere una concentracion de globulos rojos al 5%. Para ello se recogi6 2 ml de sangre
de hombre y de mujer en tubos que contenian heparina (VACUETTE). Se realizaron tres
lavados con 5 ml de solucion tamponada fria (PBS 1X Gibco) a 3600 rpm durante 10 min.

Las células lavadas se diluyeron hasta un volumen final de 40 ml de PBS.

Para el ensayo hemolitico se afiadio 20 ul de cada dilucion del péptido y 180 pl de
los glébulos rojos al 5%. Se establecio un control positivo de hemdlisis del 100%
afnadiendo 2 pl de Triton 100X (Promega) a 198 pl de sangre diluida y un control negativo
sin hemolisis, afiadiendo 2 pl de PBS a 198 ul de sangre diluida. Se incubd durante una
hora a 37 °C.

Luego de la incubacidn, se centrifugd por 5 min a 4000 rpm. Se recogié 100 pl del

sobrenadante de cada dilucién ensayada en placas de microtitulacién de poliestireno
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(COSTAR 3590) de 96 pocillos, para medir la hemoglobina liberada mediante un
espectrofotometro (iMark Bio Rad) a 570 nm.

De esta manera se cuantifico el dafio celular que puedan causar las moléculas a las

concentraciones testadas.

4.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

Para detectar la presencia de compuestos potencialmente bioactivos se obtuvieron
los perfiles cromatogréficos de las secreciones en un Cromatografo Liquido De Alta
Eficacia (HPLC) Waters. Para ello se procesaron las muestras en base a Marenah et al.
(2004), donde se utiliz6 20 mg de cada muestra liofilizada diluida en 2 ml de acido
trifluoacético (TFA) al 0.12% (TFA/H20). La solucion obtenida se la pasé por filtros de 0,2
pum en viales para HPLC. Se acondicion6 la columna semi-preparativa Waters XBridge™
BEH300 C1s con una solucion acuosa de TFA al 0.12%, con flujo de 2 ml/min. Se inyecto
la muestra de manera automatica en un volumen de 1000 pl y se monitore0 la corrida a 214

nm mediante un detector UV/Vis (Waters 2489) durante 74 minutos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESPECIMENES DE ANFIBIOS ANALIZADOS

Se realizaron dos salidas de campo en las que se recolectaron especimenes de las
familias Hylidae, Dendrobatidae y Ranidae. En la primera salida al campo realizada del 20
al 23 de febrero del 2014, a la zona de Quinge y a la zona de Durango, cantén San
Lorenzo, se logré recolectar un total de 35 individuos (Tabla 1). En la segunda salida al
campo realizada del 27 al 29 de marzo del 2015, a las zonas de Tundaloma y Durango, se

recolectd un total de 15 especimenes de anuros (Tabla 2).

Cabe mencionar que las condiciones de traslado de los especimenes del campo al
Laboratorio de Investigaciones de Citogenética y Biomoléculas de Anfibios (LICBA) de la
PUCE, resultaron ser idoneas puesto que la tasa de mortalidad fue nula. En relacion al
mantenimiento de los especimenes en el LICBA, si bien es cierto que se les mantuvo en las
mejores condiciones de temperatura y humedad posibles, alrededor del 20% de ellos murié
durante las tres primeras semanas posteriores a la fecha de colecta. Esto lleva a deducir que

la etapa de aclimatacidn es critica o decisiva para su adaptacion en cautiverio.

Por tanto, para el analisis de la actividad antimicrobiana de las secreciones cutaneas
se, utilizaron 10 individuos de Atelopus sp. (Bufonidae), 6 de Gastrotheca sp.
(Hemiphractidae), 7 de Hypsiboas pellucens (Hylidae), 13 de Hypsiboas rosenbergi
(Hylidae), 5 de Rana sp. (Ranidae), 24 de Oophaga sylvatica (Dendrobatidae), 10 de
Smilisca phaeota (Hylidae) y 1 de Trachycephalus jordani (Hylidae), que se resumen en la
Tabla 3.

5.2 EXTRACCION DE LAS SECRECIONES CUTANEAS DE ANFIBIOS

Con los especimenes antes mencionados se realizaron un total de 234 extracciones
de secreciones cutaneas producidas en las glandulas granulares de la piel de los anfibios
(Tabla 7), teniendo la precaucion de no repetir la extraccion al mismo espécimen durante el
lapso de 3 semanas, debido a que es el tiempo que se necesita para que se regeneren las

glandulas secretoras (Mangoni, Miele, Renda, Barra y Simmaco, 2001).
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Se hace necesario resaltar el hecho de que la cantidad de liofilizado del extracto
crudo obtenido, varia notablemente no solo entre especies diferentes, sino entre individuos
de la misma especie, lo que obligé a que, de acuerdo a las circunstancias, se realice un
mayor numero de extracciones en aquellos individuos en los que se obtuvo poco
liofilizado, como es el caso de las especies: Atelopus sp. (Bufonidae) y Ophaga sylvatica
(Dendrobatidae) (Tabla 7).

La razén por la cual se obtuvo poca cantidad de liofilizado a partir de éstas
especies, podria radicar en el hecho de que la metodologia usada en este trabajo estuvo
enfocada a la obtencion de péptidos antimicrobianos (AMPs) pero, los principales
compuestos secretados por anuros de familias como Bufonidae y Dendrobatidae son los
alcaloides. Estos compuestos no son sintetizados por los individuos, sino que los capturan
de los invertebrados como hormigas, termitas, etc. de los que se alimentan en la naturaleza
(Konig, Bininda-Emonds y Shaw, 2015). Tomando en cuenta que en el LICBA los
especimenes son alimentados con grillos, se podria especular que este tipo de dieta también
esté influyendo, no solo en la calidad de las secreciones cutaneas, sino también en la

cantidad de esta.

Por otro lado, Mangoni et al. (2001) sugiere que la sintesis de AMPs se induce
cuando el animal estd en un ambiente que promueva el crecimiento de microorganismos
que estimulen la actividad de su sistema inmune; tal es el caso del ambiente en el que
naturalmente crecen los anfibios, mientras que en el laboratorio se les mantiene en
condiciones de asepsia. De igual manera se ha registrado que el nivel de AMPs en
secreciones cutaneas esta relacionado con las condiciones de temperatura ambiental que
pueden afectar el crecimiento de microorganismos (Matutte, Storey, Knoop y Conlon,
2000). Dos factores claves que podrian también incidir en la cantidad y calidad de las

secreciones cutaneas obtenidas.

Las secreciones cutaneas de Gastrotheca sp. y Trachycephalus jordani mostraron
ser viscosas y adhesivas, patron caracteristico en especies donde el valor defensivo de la
secrecion parece ser mecanico, en lugar de quimico, antimicrobiano o citotoxico (Konig et
al., 2013).
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5.3 PRUEBAS DE DIFUSION POR DISCO DE LA SECRECION CUTANEA DE
ANUROS SOBRE CEPAS BACTERIANAS ATCC

Para comprobar la actividad antimicrobiana de las secreciones cutaneas totales
extraidas de un total de 76 individuos de 8 distintas especies anfibios, se realizaron pruebas

de difusion por disco (Figuras 3y 4).

Debido a la obtencidn de poca cantidad de secrecidn en algunas especies de anuros
estudiados, se optd por reunir el liofilizado de distintos individuos de la misma especie y
realizar las distintas soluciones. Sin embargo, al obtener resultados negativos en todos los
ensayos, se vio la necesidad de realizar las pruebas individualmente. Al respecto Konig, et
al. (2013) reportan que hay indicios cada vez mayores sobre la variacién intra-individual
de los productos de secrecion entre los diferentes tipos de glandulas granulares lo que pone
de manifiesto ain méas la notable plasticidad y valor adaptativo del sistema de 6rganos

cutaneos en anfibios.

Se encontr6 que la secrecion de Hypsiboas rosenbergi SC26960 fue capaz de
inhibir el crecimiento de Serratia marcescens ATCC 13880 a 4000 pg/ml pues, como se
puede observar en la Figura 3A y Tabla 8, formo halos de inhibicion de 8 mm. De igual
manera, controld el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 formando halos

de inhibicion de 9 mm a concentraciones de 4000 y 2000 pg/ml (Figura 4A, Tabla 8).

Otra de las especies de ranas cuya secrecion cutanea total presentd actividad
antibacteriana fue Rana sp. SC27141 pues logré formar halos de inhibicién de 9 mm para
Serratia marcescens ATCC 13880 a la concentracion de 4000 pg/ml (Figura 3B, Tabla 8),
y halos entre 12 a 10 mm para Staphylococcus aureus ATCC 25923 a concentraciones de
4000, 2000 y 1000 pg/ml (Figura 4B, Tabla 8).

Estas dos especies que presentaron actividad antimicrobiana son representantes de
las familias Hylidae y Ranidae. En la literatura se reporta que, precisamente, estas dos
familias son en las que se ha detectado el mayor nimero de AMPs de anfibios con
actividad, no solo antimicrobiana, sino incluso antiviral, antifingica y antitumoral
(Mangoni et al., 2001).
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Con respecto a las secreciones cutaneas de anfibios de las restantes especies
analizadas no se obtuvieron halos de inhibicion sobre ninguna de las bacterias ATCC, que
indiguen algun grado de actividad antimicrobiana (Tabla 8), razon por la cual no se pudo

Ilevar a cabo ningun analisis estadistico.

Los resultados negativos en la deteccion de actividad antibacteriana de las
secreciones cutaneas obtenidos en las pruebas de difusién por disco, no significan
necesariamente la ausencia de compuestos defensivos de esas especies. De hecho, se ha
visto que en ausencia de factores a los que se ven expuestos los anfibios en la naturaleza, la
sintesis de péptidos recae en gran medida y su actividad antimicrobiana se ve reducida

hasta en una quinta parte (Mangoni et al., 2001).

Se hace necesario mencionar que los especimenes cuyas secreciones no formaron
halos de inhibicion en este estudio, fueron mantenidos en cautiverio (fuera de su ambiente
natural) por mas de un afio; por lo tanto, si se toma en cuenta lo propuesto por Mangoni et
al. (2001), la ausencia de actividad antimicrobiana se deberia a una baja concentracién de
moléculas bioactivas, presentes en ellas. Esto generaria la necesidad de implementar una
técnica que permita detectar AMPs presentes en las secreciones cutaneas totales a
concentraciones bajas, tal es el caso de la técnica de microdilucion en caldo que se analiza

en la siguiente seccion.

Las ranas pertenecientes a diferentes especies o incluso subespecies producen
distintos AMPs (entre 6 y 20) con un tamafio, carga, hidrofobicidad, conformacién y
espectro de accion distintos; esta diversidad entre AMPs estrechamente relacionados es
consistente con la hipdtesis de que han sido sometidos a una seleccion positiva (Tossi,

Sandri y Giangaspero, 2000).

A pesar de las similitudes de secuencia, los miembros de una familia de péptidos en
particular tienen un espectro distinto de la actividad antimicrobiana y se ha especulado que
esta diversidad molecular es importante para proteger al animal de la invasion por una

amplia gama de distintos microorganismos (Duda, Vanhoye y Nicolas, 2002).

Se ha reportado que un numero considerable de especies de anfibios parecerian

carecer totalmente de AMPs. Tal es el caso de la familia Hemiphractidae (Anexo 6) a la
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que pertenece una de las especies estudiadas en esta investigacion (Gastrotheca sp.). Segun
el andlisis realizado por Konig et al., (2015), si los AMPs funcionan exclusivamente como
parte del sistema inmune innato contra patégenos microbianos, esta deficiencia reduciria la
aptitud de estas especies. Sin embargo, miembros de este género estan bien representados
en nuestro pais (Ron et al., 2016); esto implicaria que su sobrevivencia frente a los
patdégenos del medio ambiente en los que se desenvuelven, podria deberse a que su
inmunidad innata estaria relacionada a otros factores como son: la presencia en su piel de
flora bacteriana que controlan patdgenos, presencia de otro tipo de moléculas diferentes a

los AMPs como aminas biogénicas, esteroides, etc.

Llama la atencion el hecho de que especies dentro del mismo género, unas
presenten secreciones con actividad antimicrobiana y otras no. Por ejemplo, en este estudio
se constato que la secrecidn cutanea total de Hypsiboas rosenbergi controla el crecimiento
de Staphylococcus aureus, mientras que Hypsiboas pellucens no lo hace. Ademas, Cilveti
et al. (2013) reportaron que Atelopus elegans inhibe el crecimiento de aislados clinicos
multirresistentes de Serratia marcescens, mientras que los individuos de Atelopus sp.,
analizados en este trabajo, no presentaron actividad antimicrobiana. En definitiva, hay un
namero elevado de especies de anfibios en las cuales la ausencia de AMPs no puede ser
facilmente explicada y se presume que la expresion de los genes que los codifican puede
verse afectada por factores extrinsecos como exposicién a los patdgenos, temperatura
ambiental, etc. (Konig et al., 2015).

5.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(MIC) MEDIANTE EL METODO DE MICRODILUCION EN CALDO

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) se define como la concentracion mas
baja de un agente antimicrobiano que previene el crecimiento visible de un
microorganismo (Wiegand et al., 2008). Estos valores de MIC se determinan a partir de

pruebas de microdilucién en caldo.

Para este ensayo se utilizaron las secreciones cutaneas totales de anfibios que
mostraron efecto inhibitorio en las pruebas de difusion por disco, las cuales fueron
Hypsiboas rosenbergi SC26960 y Rana sp. SC27141, sobre un total de 18 aislados clinicos

resistentes de Serratia marcescens (Tabla 5) y de Staphylococcus aureus (Tabla 6).
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Durante el transcurso de esta investigacion el individuo de Hypsiboas rosenbergi
SC26960 murio, por lo que no se pudo realizar las pruebas suficientes con la secrecion

cutanea total proveniente de esta especie.

En los resultados presentados en la Figura 5 y Tabla 9, se observa un efecto
inhibitorio casi nulo de la secrecidon cutanea de Rana sp. sobre los 18 aislados clinicos
multirresistentes de Serratia marcescens a 4000 pg/ml a pesar de que ésta fue la mayor
concentracion probada. Este resultado es consistente con lo reportado por Zasloff (2002)
donde se observo que bacterias del género Serratia muestran en su membrana externa una
carencia de lipidos &cidos, que dificultan a los AMPs adherirse a su sitio de unién,
sugiriendo que éste es el posible método de defensa del microorganismo, a la accion de las

moléculas peptidicas.

A diferencia de lo observado con Serratia marcescens, el efecto inhibitorio de la
secrecion cutanea de Rana sp. resulté sumamente eficaz sobre los 12 aislados clinicos
multirresistentes de Staphylococcus aureus, pues con todas las concentraciones probadas
(desde 4000 a 7.82 pg/ml), hubo efecto inhibitorio (Figura 6, Tablas 10 - 12).

Cabe mencionar que estos datos son consistentes con estudios previos reportados en
la bibliografia en los que se comprobd una potente actividad de AMPs, aislados a partir de
otras especies del género Rana, sobre Staphylococcus aureus (Conlon et al., 2003; Conlon
et al., 2009).

En definitiva, tal como se constata en la Figura 5 y Tablas 10 - 12, la Concentracién

Minima Inhibitoria de la secrecion cutanea total de Rana sp. es de 7.82 pg/ml.

Como se pudo ver mediante la prueba de difusion en disco, la secrecion de Rana sp.
formd un halo de inhibicidon solo a las concentraciones de 4000 y 2000 y 1000 pg/ml. Sin
embargo, la prueba de microdilucién en caldo permitié detectar el control bacteriano de la
secrecion cutanea a concentraciones tan bajas como la de 7,88 pg/ml. Esto nos permite
afirmar que la técnica de microdilucion en caldo es mucho més sensible que la de difusion

por disco.
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5.5 EVALUACION DEL GRADO DE HEMOLISIS

Tomando en cuenta que el objetivo es buscar moléculas que puedan ser una
alternativa en el tratamiento de infecciones bacterianas reduciendo la posibilidad de
generar resistencia, se hace necesario realizar pruebas que detecten el efecto de éstas, sobre
los glébulos rojos humanos.

Por consiguiente, en este trabajo se evaluo el grado de hemolisis de la secrecion
cuténea total de Rana sp. en dos muestras de donantes hombre y mujer de 28 y 26 afios
respectivamente (Figura 7), para obtener la concentracion letal que provoca el 50% de
dafo celular (LC50) como una medida de toxicidad de la secrecién (Henkelman, Rakhorst,
Blanton y Van Oeveren, 2009).

En base a los resultados que se resumen en la Figura 8 y Tabla 13 se pudo
determinar que la concentracion letal que causa lisis celular a mas del 50% de eritrocitos es
igual a 500 pg/ml (LCso = 500 pg/ml). La accion hemolitica observada, fue similar tanto

en la muestra de hombre como de mujer.

Es necesario recalcar que a la concentracién de 7.8 pg/ml, que resulto ser el MIC

para la secrecion de Rana sp., el porcentaje de hemolisis es de apenas el 2.85%

Estos resultados ratifican que la secrecion proveniente de la piel de Rana sp. es
altamente prometedora como una futura alternativa terapéutica para tratar afecciones con

patdgenos muy agresivos.

Resulta interesante mencionar que estudios in vitro con péptidos provenientes de
ranas de este género, han mostrado que ademas de la actividad antimicrobiana, éstos
presentan también actividad citotdxica sobre células tumorales. Por ejemplo, el péptido
ranatuerin-2, resulto altamente eficaz en el control de una amplia gama de tipos de células
de cancer hepatico, sugiriendo que puede tener potencial para el desarrollo en un agente
anticancerigeno (Conlon et al., 2009).
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5.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA (HPLC)

En el cromatdgrafo liquido de alta eficacia, HPLC, se realizaron siete corridas de la
secrecion cutanea total obtenida a partir de la piel de individuos de Gastrotheca sp.
(Hemipractidae), Hypsiboas pellucens (Hylidae), Hypsiboas rosenbergi (Hylidae),
Oophaga sylvatica (A y R) (Dendrobatidae), Rana sp. (Ranidae) y Smilisca phaeota
(Hylidae) y se obtuvieron los respectivos perfiles cromatograficos (Figuras 9 - 15). Todas
las corridas en el HPLC presentaron un patron cromatografico estandar para cada una de
las especies analizadas.

El cromatograma correspondiente a Hypsiboas rosenbergi (Figura 11) muestra alta
concentracion peptidica entre el minuto 19 al 25, y el minuto 38 al 45, pues en estos
minutos de retencion presenta picos con mayor valor de absorbancia en unidades (Au).
También se puede observar que los picos que conforman estos periodos de tiempo
presentan pesos moleculares cercanos entre si. Este cromatograma también muestra
presencia de moléculas peptidicas desde los 6 a los 68 minutos de corrida, pero a
concentraciones relativamente bajas, pues no alcanza valores superiores a 0.2 Au de
absorbancia.

El cromatograma correspondiente a Rana sp. (Figura 12) muestra presencia
proteica en concentraciones bajas no mayores a 0.6 Au de absorbancia, con excepcion de
los picos correspondientes a los tiempos de retencion 21.8; 50.3; 59.7 y 62.5 cuyos valores
oscilan entre 1.1 Au y 1.6 Au. En el periodo en tiempo de retencién entre 33 y 46 minutos
se observa una fuerte presencia de moléculas peptidicas con pesos moleculares cercanos
entre si, razén por la cual no se puede obtener linea base en este periodo.

La secrecion cutanea total de Rana sp. es una muestra prometedora porque ha
demostrado en este estudio, tener una potente actividad antimicrobiana sobre
Staphylococcus aureus. Esto hace necesario que se proceda a realizar la purificacion y
caracterizacion de las moléculas responsables de este tipo de actividad. Para ello se
requiere recuperar cada una de las fracciones separadas en el HPLC para realizar pruebas
antimicrobianas con cada una de ellas y asi poder dilucidar posteriormente, mediante
técnicas moleculares y/o analiticas, la estructura de aquellas fracciones que mantienen su
efecto inhibitorio.
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6. CONCLUSIONES

De las ocho especies de anfibios analizados, solo las secreciones cutaneas totales de
Hypsiboas rosenbergi (Hylidae) y Rana sp. (Ranidae) presentaron actividad
antimicrobiana en las pruebas de difusion por disco a concentraciones de 4000 y
2000 pg/ml sobre cepas bacterianas ATCC de Serratia marcescens vy

Staphylococcus aureus.

La secrecion cutanea mas eficiente resultd ser de Rana sp., pues presentd inhibicion
bacteriana sobre aislados clinicos multirresistentes de Staphylococcus aureus con
un MIC de 7,82 pg/ml.

Concentraciones menores a 4000 pg/ml de la secrecion de Rana sp. resultan
ineficientes para inhibir el crecimiento bacteriano de aislados clinicos de Serratia

marcescens.

El ensayo de microdilucion en caldo, muestra mayor sensibilidad en comparacion
con la técnica de difusion en disco, ratificando su uso como método de referencia

para pruebas de sensibilidad “in vitro”.

La secrecion cutanea de Rana sp. presenta un grado de hemdlisis del 2.85% para la

concentracion mas baja ensayada (7.82 pg/ml).

El analisis del cromatograma de Rana sp. muestra moléculas con alta concentracion
en los minutos 50.3; 59.7 y 62.5.

En definitiva, estos resultados comprueban el efecto antimicrobiano de las
secreciones cutaneas de anuros ecuatorianos, con compuestos bioactivos que

podrian ser usados como fuente alternativa a los antibi6ticos convencionales.
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7. RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta que factores como la humedad, temperatura y modo de
alimentacion, afectan la produccién de compuestos antimicrobianos en las
glandulas granulares de los anfibios, se deberian realizar extracciones cutaneas
totales en el sitio de colecta y comparar sus propiedades antimicrobianas con
extractos realizados en el laboratorio.

Se debe buscar el mecanismo que permita descifrar la inmunidad innata de los
dendrobatidos, empezando por analizar si los alcaloides poseen o no actividad
contra patogenos o estudiando la flora bacteriana asociada a su piel, la misma que
podria estar involucrada en el control de microorganismos potencialmente

patogenos para el anfibio.

Debido a la alta sensibilidad de la prueba de microdilucién en caldo para la
deteccidn de la actividad antimicrobiana, se deberia aplicar esta técnica a todas las
secreciones cutaneas de anfibios que mediante la prueba de difusién por disco

dieron negativas, haciéndose énfasis en la de Hypsiboas rosenbergi.

En base a la potente actividad antimicrobiana de la secrecion cutanea de Rana sp.
resulta importante recuperar cada una de las fracciones separadas en el HPLC para
realizar ensayos antimicrobianos con cada una de ellas y encontrar el o los

compuestos responsables de dicha actividad.
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9. FIGURAS

Figura 1. Obtencidn de secreciones cutaneas de anfibios. A: Hypsiboas rosenbergi, B:
Rana sp. Mediante estimulacién eléctrica utilizando el Transcutaneous
Amphibian Stimulator (TAS)



Figura 2.
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Validacion de Salmonella Enteritidis mediante pruebas bioquimicas.
Izquierda a derecha: Citrato, TSI, MR/VP, SIM, MILI, MIO, Fenil Alanina
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Figura 3. Prueba de difusion por disco de Serratia marcescens ATCC 13880. Secrecion
cutanea de A: Hypsiboas rosenbergi, B: Rana sp., a concentraciones de 4000,
2000, 1000, 500 y 250 pg/ml.
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Figura 4. Prueba de difusion por disco de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Secrecion cutanea de A: Hypsiboas rosenbergi, B: Rana sp., a concentraciones
de 4000, 2000, 1000, 500 y 250 pg/ml.
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Figura 5. Efecto inhibitorio de la secrecién cutanea total de Rana sp. sobre aislados
clinicos multirresistentes de Serratia marcescens
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Figura 6. Efecto inhibitorio de la secrecion cutanea total de Rana sp. sobre aislados

clinicos multirresistentes de Staphylococcus aureus
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Figura 7. Efecto hemolitico de la secrecion cutanea de Rana sp. Se observa la placa de
microtitulacion con tres repeticiones para dos individuos: Hombre (A-C), Mujer
(F-H). Columna 1 — 10 concentraciones: 4000 pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml, 15.63 pg/ml y 7.82
pg/ml. Control no hemolitico (columna 11), control de hemolisis (columna 12)
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Figura 8. Porcentaje de hemolisis de la secrecion de Rana sp., en muestras sanguineas
de hombre y mujer
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10. TABLAS

Tabla 1. Lista de individuos colectados en la salida al campo de 2014

38

Serie
Fecha Localidad Coordenadas Especies colectadas de
campo
Oophaga sylvatica (color rojo) 27136
Esmeraldas, ) _
cantén Oophaga sylvatica (color rojo) 27137
Muisne, 0 An> =19
21-feb-2014  parroquia 000 42, 51,, N/ Oophaga sylvatica (color rojo) 27138
: ) 80° 04’ 327 W
Quinge, Via a
la antena de Oophaga sylvatica (color rojo) 27139
Movistar
Oophaga sylvatica (color rojo) 27140
Hypsiboas rosenbergi 26960
Hypsiboas rosenbergi 27142
Hypsiboas rosenbergi 27144
Hypsiboas rosenbergi 27152
Hypsiboas rosenbergi 27153
Hypsiboas rosenbergi 27154
Esmeraldas,
canton San  01° 02’ 317 N/ : .
22-feb-2014  Lorenzo  78°37°26”w  ypsiboasrosenbergi - 27155
Durango . :
Hypsiboas rosenbergi 27156
Lithobates sp., 27157
Lithobates sp., 27141
Lithobates sp., 27143
Smilisca phaeota 26961
Smilisca phaeota 26962
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Tabla 1. Lista de individuos colectados en la salida al campo de 2014 (Continuacion)

Serie
Fecha Localidad Coordenadas Especies colectadas de
campo

Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26941
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26942
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26944
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26945
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26946
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26947
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26948

Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26949

23. Esmeraldas,
canton San 1°1° 56” N/ : .
;824 L orenzo 78937° 49" W Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26950

Durango Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26951

Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26952
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26953
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26954
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26955
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26956
Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26957

Oophaga sylvatica (color anaranjado) 26958




Tabla 2. Lista de individuos colectados en la salida al campo de 2015

40

Fecha Localidad Coordenadas Especies colectadas Serie de
campo
Hypsiboas sp. 26686
Hypsiboas sp. 26687
Pristimantis achatinus 26689
Hypsiboas pellucens 26692
2/-mar- Esrgzga:ijoarsénczac? o 1°1053.725" N/ Scinax quinquefasciatus 26693
2015 ’ 78° 45' 4.71" W quing
Tundaloma
Smilisca phaeota 26694
Scinax quinquefasciatus 26695
Scinax quinquefasciatus 26696
Hypsiboas pellucens 26697
Oophaga sylvatica 26698
Oophaga sylvatica 26699
Hyloxalus sp. 26701
Hypsiboas rosenbergi 26702
Hypsiboas rosenbergi 26703
Esmeraldas, cantdn
' 1°10'53.725" N / .
28-mar- San Lorenzo 78° 45' 4.71" W Hypsiboas pellucens 26704
2015 Tundalomay Durango
Hypsiboas pellucens 26705
Hypsiboas rosenbergi 26706
Lithobates sp. 26707
Lithobates sp. 26708
Oophaga sylvatica 26711




Tabla 3. Especies de anfibios de los que se obtuvo secreciones cutaneas

Familia Especie Seriede  Numero
campo QCAZz
Bufonidae Atelopus sp. 26597 5923
Atelopus sp. 26598 65924
Atelopus sp. 26599 65925
Atelopus sp. 26600 65926
Atelopus sp. 26601 65927
Atelopus sp. 26602 -
Atelopus sp. 26603 65928
Atelopus sp. 26604 65929
Atelopus sp. 26605 57051
Atelopus sp. 26606 65930
Dendrobatidae Oophaga sylvatica (A) 26699 -
Oophaga sylvatica (A) 26711 -
Oophaga sylvatica (A) 26941 65905
Oophaga sylvatica (A) 26942 65906
Oophaga sylvatica (A) 26944 65907
Oophaga sylvatica (A) 26945 -
Oophaga sylvatica (A) 26946 -
Oophaga sylvatica (A) 26947 -
Oophaga sylvatica (A) 26948 65908
Oophaga sylvatica (A) 26949 65909
Oophaga sylvatica (A) 26950 65910
Oophaga sylvatica (A) 26951 -
Oophaga sylvatica (A) 26952 65911
Oophaga sylvatica (A) 26953 65912
Oophaga sylvatica (A) 26954 -
Oophaga sylvatica (A) 26955 65913
Oophaga sylvatica (A) 26956 65914
Oophaga sylvatica (A) 26957 65915
Oophaga sylvatica (A) 26958 65916
Oophaga sylvatica (R) 27136 65896
Oophaga sylvatica (R) 27137 65897
Oophaga sylvatica (R) 27138 65898
Oophaga sylvatica (R) 27139 65899
Oophaga sylvatica (R) 27140 65900
Hemiphractidae Gastrotheca sp. 26595 -
Gastrotheca sp. 26750 -
Gastrotheca sp. 26751 65931
Gastrotheca sp. 26752 65932
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Tabla 3. Especies de anfibios
(Continuacién)
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de los que se obtuvo secreciones cutaneas

- . Seriede  Numero
Familia Especie campo QCAZ
Hemiphractidae Gastrotheca sp. 26753 -
Gastrotheca sp. 27116 -
Hylidae Hypsiboas pellucens 26692 65918
Hypsiboas pellucens 26697 65919
Hypsiboas pellucens 26704 -
Hypsiboas pellucens 26705 65921
Hypsiboas pellucens 27146 57781
Hypsiboas pellucens 27147 57782
Hypsiboas pellucens 27148 -
Hypsiboas rosenbergi 26702 -
Hypsiboas rosenbergi 26703 -
Hypsiboas rosenbergi 26706 -
Hypsiboas rosenbergi 26923 65917
Hypsiboas rosenbergi 26959 -
Hypsiboas rosenbergi 26960 -
Hypsiboas rosenbergi 27142 -
Hypsiboas rosenbergi 27144 65901
Hypsiboas rosenbergi 27152 65903
Hypsiboas rosenbergi 27153 -
Hypsiboas rosenbergi 27154 65904
Hypsiboas rosenbergi 27155 -
Hypsiboas rosenbergi 27156 -
Smilisca phaeota 26681 57844
Smilisca phaeota 26682 65933
Smilisca phaeota 26683 -
Smilisca phaeota 26684 65934
Smilisca phaeota 26685 -
Smilisca phaeota 26694 -
Smilisca phaeota 26922 -
Smilisca phaeota 26961 -
Smilisca phaeota 26962 -
Smilisca phaeota 27150 -
Trachycephalus jordani 27135 -
Ranidae Rana sp. 26707 65922
Ranidae Rana sp. 26708 -
Ranidae Rana sp. 27141 -
Ranidae Rana sp. 27143 57050
Ranidae Rana sp. 27157 57052
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Tabla 4. Registro de las pruebas bioquimicas para la confirmacion de las especies de bacterias ATCC

CITRATO TSI MR/VP SIM MILI UREA FA MIO
H,S - . Motilidad -
A/A .o Motilidad - "
Enterobacter cloacae + Gas ++ - Motilitdad - Lisina - - - Ornitina +
Indol -
Enterobacter aerogenes + AIA - |\/|O'E| I2itSd<:;1d + Motilidad + - - Motilidad +
g Gas + Lisina + Ornitina +
Indol —
Escherichia coli - AA + Moylzifd;ld + Motilidad + - - Motilidad +
Gas + Lisina + Ornitina +
Indol +
Klebsiella pneumoni + AIA - |V|O'[|_i||2i?d-ad - Motilidad - + - Motilidad +
S pneumoniae Gas + Lisina + Ornitina -
Indol -
H,S + . .
e K/H2S . Motilidad + Motilidad +
Salmonella Enteritidis + Gas - + Motilitdad + Lising + - - Ornitina +
Indol —
. K/IA Motilitdad + Motilidad + .
Serratia marcescens + Gas poco - Indol - Lisina + - - Motilidad +
Ornitina +

TSI, Triple Sugar Iron; MR/VVP, Rojo de Metilo/VVoges Proskauer; SIM, Sulfuro Indol Movilidad; MILI, Moatilidad Lisina; FA, ; FA: Fenil Alanina;
MIO, Movilidad Indol Ornitina; A, 4cido; K, alcalino; H2S, gas sulfidrico; +, prueba positiva; -, prueba negativa.



Tabla 5. Datos de origen de los aislados clinicos de Serratia marcescens analizados
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Cadigo del aislado Origen Fecha de aislamiento
CB-QCA 3420 Sangre 09/09/2010
CB-QCA 3421 Sangre 09/09/2010
CB-QCA 3422 Secrecién traqueal 09/09/2010
CB-QCA 3423 Sangre 09/09/2010
CB-QCA 3424 Herida pierna 09/06/2010
CB-QCA 3425 Esputo 25/01/2011
CB-QCA 3426 Orina 05/11/2010
CB-QCA 3427 Sangre 05/11/2010
CB-QCA 3429 Herida torax 05/11/2010
CB-QCA 3430 Ulcera de muslo 25/01/2011
CB-QCA 3431 Secrecién traqueal 25/01/2011
CB-QCA 3432 Histopatologia tibia 25/01/2011
CB-QCA 3433 Secrecién herida tibia 25/01/2011
CB-QCA 3443 Neonato 21/06/2011
CB-QCA 3469 Sangre 09/03/2012
CB-QCA 3471 Sangre 25/04/2012
CB-QCA 3472 Sangre 25/04/2012
CB-QCA 3473 Muestra peritoneal 25/04/2012
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Tabla 6. Datos de origen de los aislados clinicos de Staphylococcus aureus analizados

Cadigo del aislado Origen Fecha de aislamiento
8a C-ORSA Sec. absceso regién mamaria 27/07/2004
11 aC-ORSA Humor acuoso 27/09/2002
20 C-ORSA Secrecion absceso mano 20/11/2004
28 C-ORSA Secrecion absceso mano 04/02/2005
77 C-ORSA Absceso de tejido blando 14/01/2006
80 C-ORSA Sangre 17/01/006
81 C-ORSA Esputo 20/01/2006
83 C-ORSA Secrecion absceso mama 24/01/2006
88 C-ORSA Secrecion oreja 20/03/2006
99 C-ORSA Esputo 19/04/2006
103 C-ORSA Absceso 04/05/2006

104 C-ORSA Absceso 04/05/2006
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Tabla 7. NUmero total de extracciones cutaneas realizadas

Especies de anfibios

NUmero de extracciones

Peso total obtenido del

realizadas liofilizado en gramos
Atelopus sp. 75 0.0074
Gastrotheca sp. 11 0.015
Hypsiboas pellucens 9 0.0356
Hypsiboas rosenbergi 30 1.027
Rana sp. 19 0.1929
Oophaga sylvatica (A 69 0.0447

YR)

Smilisca phaeota 19 0.0365
Trachycephalus 9 0.0076

jordani

TOTAL EXTRACCIONES:

234



Tabla 8. Diametros del halo inhibicion de las pruebas de difusion por disco en bacterias ATCC

Enterobacter Enterobacter Escherichia Klebsiella Salmonella

. : L Serratia marcescens Staphylococcus aureus
aerogenes cloacae coli pneumoniae Enteritidis ATCC 13880 ATCC 25923
ATCC 13048 ATCC 19606 ATCC 25922 ATCC 13883 ATCC 13076
Atelopus sp. 0 0 0 0 0 0 0
Gastrotheca sp. 0 0 0 0 0 0 0
Hypsiboas 0 0 0 0 0 0 0
pellucens
Hypsiboas 0 0 0 0 0 8 mm para 4000 9 mm para 4000 y
rosenbergi pg/ml 2000 pg/ml
12 mm para 4000 pg/ml,
Rana sp. 0 0 0 0 0 9 mm pz;1rrgl4000 11 mm para 2000 pg/mly
H9 10 mm para 1000 pg/ml
Oophaga sylvatica
0 0 0 0 0 0 0
(AyR)
Smilisca phaeota 0 0 0 0 0 0 0
Trachycephalus 0 0 0 0 0 0 0

jordani
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Tabla 9. Medidas de absorbancia a 630 nm de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de la secrecién de Rana sp. frente a cepas
multirresistentes de Serratia marcescens

Cadigo del BLANCO Control de 4000 2000 1000 500 250 125 62,5 31.25 15.63 7.82

aislado (MHB) crecimiento ug/ml pg/ml ug/ml ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml ug/ml pg/ml ug/ml
CB-QCA 3420 0,0376 0,4616 0,2335 0,2690 0,2923 0,3124  0,2787  0,3325 0,3079 0,3056 0,3130 0,3104
CB-QCA 3421 0,0353 0,3410 0,2985 0,2811 0,2773 0,3027 0,2994  0,3119 0,3202 0,3145 0,3042 0,3290
CB-QCA 3422 0,0357 0,3413 0,3435 0,3001 0,3380 0,3134 0,3097 03192 0,3229 0,3003 0,3217 0,3040
CB-QCA 3423 0,03833 0,3636 0,257 0,2475 0,2700  0,2557 0,3014 0,2809  0,3275 0,3206 0,3220 0,3110
CB-QCA 3424 0,0353 0,3710 0,3045 0,2445 0,2576 0,2547  0,3057  0,2959 0,3265 0,3180 0,3054 0,3250
CB-QCA 3425 0,0376 0,3800 0,2810 0,2641 0,3010  0,3064 0,3144 03135 0,3452 0,3276 0,3144 0,3424
CB-QCA 3426 0,0343 0,6076 0,3831 0,6105 0,6153  0,5914 0,5800 05765  0,5345 0,5366 0,6054 0,5757
CB-QCA 3427 0,0340 0,5596 0,3035 0,5165 0,5593 0,5137 05010 0,5072 0,5039 0,5053 0,5187 0,5477
CB-QCA 3429 0,0336 0,6273 0,4385 0,5685 0,5863 0,5890 0,5657  0,5889 0,6052 0,5793 0,5857 0,6014
CB-QCA 3430 0,0346 0,6416 0,3415 0,3061 0,6223  0,6117 05810 05529  0,5395 0,5256 0,5517 0,6210
CB-QCA 3431 0,0346 0,7063 0,4748 0,6241 0,6240 0,6510 0,6624 0,6349  0,5709 0,6126 0,6547 0,6737
CB-QCA 3432 0,0346 0,5970 0,2068 0,3528 0,383 0,4047  0,4257  0,4749 0,4742 0,4800 0,4797 0,4907
CB-QCA 3433 0,0346 0,5846 0,4208 0,5305 0,522 0,5017  0,4877 0,4829  0,4922 0,474 0,4797 0,4950
CB-QCA 3443 0,0350 0,5880 0,3098 0,4285 0,4616  0,4694 0,4654 04645  0,4392 0,433 0,4610 0,5094
CB-QCA 3469 0,0353 0,4566 0,3395 0,3615 0,3656 0,3590 0,3944  0,3555 0,3452 0,314 0,2907 0,3270
CB-QCA 3471 0,0350 0,5300 0,2983 0,3701 0,4393 0,4447  0,4500 0,4415 0,4062 0,4136 0,4137 0,4097
CB-QCA 3472 0,0346 0,4103 0,2825 0,3751 0,3836 0,3710 0,3540 03785  0,3309 0,3133 0,3334 0,3807
CB-QCA 3473 0,035 0,6006 0,4318 0,5498 0,5446 0,5410 0,5213  0,5109 0,4842 0,4483 0,4704 0,4761
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Tabla 10. Medidas de absorbancia a 630 nm de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de la secrecion de Rana sp. frente a cepas

multirresistentes de Staphylococcus aureus

Cddigo del Blanco Control de 4000 2000 1000 500 250 125 62,5 31.25 15.63 7.82

aislado (MHB) crecimiento pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
8a C-ORSA 0,0366 0,1940 0,0775 0,0513 0,0680 0,0470 0,0426 0,0410 0,0406 0,0403 0,0386 0,0383
11a C-0RSA 0,0356 0,1360 0,073 0,0590 0,0550 0,0470 0,0423 0,0380 0,0376 0,0380 0,0390 0,1276
20 C-ORSA 0,0376 0,3550 0,0773 0,0700  0,07033 0,0643 0,0540 0,0483  0,0456 0,0436 0,0416 0,0413
28 C-ORSA 0,0363 0,3576 0,0803 0,0866 0,0663 0,0690 0,0586 0,0493 0,0695 0,0443 0,0405 0,0610
77 C-ORSA 0,0360 0,3973 0,0740 0,0700 0,0683  0,0540 0,0493 0,0416  0,0440 0,0383 0,0450 0,0636
80 C-ORSA 0,0370 0,3596 0,0833 0,0750 0,0783 0,0626  0,05633  0,0503 0,0485 0,0540 0,0405 0,0406
81 C-ORSA 0,0355 0,2967 0,0630 0,0615 0,0492  0,0430 0,0417 0,0415  0,0395 0,0397 0,0380 0,0367
83 C-ORSA 0,0357 0,4465 0,0665 0,0620 0,0540  0,0487 0,0477 0,0425  0,0402 0,0395 0,0370 0,0362
88 C-ORSA 0,036 0,3832 0,0725 0,06875  0,05975  0,0583 0,047 0,0613 0,0445 0,0383 0,039 0,0370
99 C-ORSA 0,0356 0,2236 0,0836 0,0593 0,0496 0,042 0,0393 0,037 0,0363 0,0346 0,035 0,0343
103 C-ORSA 0,0365 0,3465 0,071 0,0725 0,06075 0,051 0,048 0,0427 0,0417 0,0412 0,0405 0,0385
104 C-ORSA 0,0370 0,4027 0,0795 0,0785  0,06525 0,057 0,053 0,049 0,0485 0,0455 0,042 0,0397




Tabla 11. Porcentaje de sobrevivencia de Staphylococcus aureus frente a la secrecion de cutanea Rana sp.
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Cadigo del aislado | 4000 pg/ml | 2000 pg/ml | 1000 pg/ml | 500 pg/ml | 250 pg/ml | 125 pg/ml | 62,5 pg/ml | 31.25 pg/ml | 15.63 pg/ml | 7.82 pg/ml
8a C-0RSA 40% 26% 35% 24% 22% 21% 21% 21% 20% 20%
11a C-ORSA 54% 43% 40% 35% 31% 28% 28% 28% 29% 26%
20 C-ORSA 22% 20% 20% 18% 15% 14% 13% 12% 12% 12%
28 C-ORSA 22% 24% 19% 19% 16% 14% 12% 12% 11% 17%
77 C-ORSA 19% 18% 17% 14% 12% 10% 11% 10% 11% 16%
80 C-ORSA 23% 21% 22% 17% 16% 14% 13% 4% 11% 11%
81 C-ORSA 21% 21% 17% 14% 14% 14% 13% 13% 13% 12%
83 C-ORSA 15% 14% 12% 11% 11% 10% 9% 9% 8% 8%
88 C-ORSA 19% 18% 16% 15% 12% 16% 12% 10% 10% 10%
99 C-ORSA 37% 27% 22% 19% 18% 17% 16% 15% 16% 15%
103 C-ORSA 21% 21% 18% 15% 14% 12% 12% 12% 12% 11%
104 C-ORSA 20% 19% 16% 14% 13% 12% 12% 11% 10% 10%
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Tabla 12. Perfil de susceptibilidad de Staphylococcus aureus a antibidticos y a la secrecion cutdnea de Rana sp.

NOI1D3HD3S

VNIOIWODNVA

TOZVLANVATINS
-NIddOLINITEL

VNITTOI1OVd13dl

VNIDIdIANVHIH

VNITIOIN3d

VNITIOVXO

VNIOOIdOAON

VNIDIANTILAN

VNIOINVLNIO

VNIJINOY1I43

VNITIOVXOT10

VNIDINVANITO

VNIOVXO1404ddID

VNIAVY4d430

VNILIOXO43D

VNIX31V43D

VNIDINOYLIZVY

VNITIDIdNY

VNITIOIXOINY

O2IX1dIT¥N OdIdY

Aislados clinicos de
Staphylococcus aureus

8a C-0RSA

11a C-ORSA

20 C-ORSA

28 C-ORSA

77 C-ORSA

80 C-ORSA

81 C-ORSA

88 C-ORSA

99 C-ORSA

103 C-ORSA
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Tabla 13. Porcentaje de hemolisis de la secrecién de Rana sp., en muestras sanguineas
de hombre y mujer

31.25 | 15.63 | 7.82 | Control (-)

2000 1000 500 250 125 62,5
pg/ml | hemdlisis

Control (+) | 4000
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi

hemolisis pg/ml | pg/ml | pg/ml

HOMBRE 100,00% 93,37% | 93,12% | 98,30% | 82,24% | 5,20% | 3,65% | 2,87% | 3,05% | 2,76% | 2,87% 2,88%

2,64% | 2,96% | 2,73% | 2,84% 2,88%

MUIJER 100,00% 86,49% | 87,16% | 87,97% | 65,64% | 4,91% | 2,87%




53

11. ANEXOS

de barril. Las regiones hidrofilas del péptido se muestran en color rojo, las
regiones hidréfobas del péptido se muestran en color azul. (Tomado de Brodgen,

Anexo 1. Modelo de accion de los péptidos antimicrobianos segun el modelo de poro
2005)

%
(0

v
(ot
<SS
..O_.Pf.._'f'
jr Uf" (s

X

)

WO

iff
it

i

i
U

e

1)
ff




54

Anexo 2. Modelo de accion de los péptidos antimicrobianos segun el modelo de

formacién de poro toroidal. Las regiones hidrofilas del péptido se muestran en
color rojo, las regiones hidrofobas del péptido se muestran en color azul.

(Tomado de Brodgen, 2005)
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I modelo de
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Anexo 3. Modelo de accién de los péptidos ant

regiones hidrofobas del péptido se muestran en color azul. (Tomado de

Brodgen, 2005).
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Anexo 4. Permiso de investigacion cientifica N° 005-14 1C-FAU-DNB/MA del
Ministerio del Ambiente

A\ 4

Ministerio
del Ambiente

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA
N* 005-14 IC-FAU-DNB/MA

FLORA FAUNA X

El Minsteno ded Ambiente, én uso de las sinbucones que le confiere La CodSicacitn & la Ley Forestal y
de Conservacikin de Areas Naturales y Vida Silvestre auloozs 8 Alvaro Barragdn Documento de |dentided
cedula No. 1711585511, Santiago Bumeo Documento de Kerddad cédula No. 1711685816, Santiago
Ron Oocumento de identdad cédula No. 1705863300, Omar Tormes Carvajad Documento de Identidad
ceéculs No. 1706380587, José Luis Rvera Pama Documente de identidad cedula No, 1716763782 de
naconshdad ecualoniana, para que feven a cabo la investigacan * Plan General de Colecta Museo de
Zoologia QCAZ de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador”.

De acuerdo @ ias sguianies especiicacones:

\J

weuN

Solictud de: Mercedes Rooviguez M.Sc Directora Escuela de Ciencias Bioldgeas Ponoficia
Urwersidad Catdhca del Ecuador.

Valoracidn tecnica del proyecto: Gabinela Mentoya. Direcatn Nacional de Biodversdad
Auapicie de Inatitucidn Cientifica Cxtranjern: Ninguna,

Auspicio de nstitucion Ciertifica Naconal: Pontifica Urniversidad Caohca ded Ecuador.
Contraparie del Miristano del Ambiente: Direccidn Naconal de Bicdhenidad y Dwecciones
Provinciales dal Ministano ded Amblente,

Complementos Autonzados de 13 Investigacidn 6.1, Investigacion en muestras Zooldgices:
Invertebrados, Anfibos, Reptiles, Aves, Mamifercs,

Duraadn: 03 febrero 2014 af 02 de febrero de 2018,

Cbigaciocnes del mvestigador SE COMPROMETE A DEPOSITAR DUPLICADOS DE LOS
ESPECIMENES DE ESTA INVESTIGACION EN UNA UNIDAD DE MANEJD AUTORZADA
POR EL MINISTERIO DEL AMBIENTE: MUSEC QCAZ DE LA PONTIFICIA UNIVERSIDAD
CATOLICA DEL ECUADCR PATENTE No 09-2013-FAU-DPAP-MA. ENTREGAR 2 (DOS)
COPIAS DEL INFORME FINAL 1 (UNA) COPIA A CADA UNA DE LAS DIRECCIONES
PROVINCIALES DONDE SE REALIZO LA INVESTIGACION y 1 (UNA) COPA A LA
DIRECCION NACIONAL DE BIODIVERSIDAD, EN ESPAROL, IMPRESO Y DIGITAL EN
FORMATO PDF, ENTREGAR LA LOCALIZACION EXACTA DE LOS ESPECIMENES
COLECTADOS U OBSERVADOS, UNA COPIA DE LAS FOTOGRAFIAS QUE FORMEN PARTE
DE LA INVESTIGAGION EN FORMATO DIGITAL AL MINISTERIO DEL AMBIENTE Y CUMPLIR
CON TODOS LGS REQUERIMIENTOS ESTABLECIDOS POR NUMERALES EN LA PARTE
POSTERIOR DE ESTA AUTORIZACION

EL PLAZO DE ENTREGA DEL INFORME VENCE EL 03 DE FEBRERO DEL 2014

Del cumplimiento de lss obligaciones dispuestas en el parrafo anterior se responsabilza a:
Alvaro Bamsgan, Santiago Bumeo Santiago Ron, Omar Tarres Carvaisl, José Luis Rivera Parra
Investigadoras y Maercades Rodriguez Direciors Escuels de Ciendcias Boldgicas, PUCE

e -
A e g A e

Francisco Prato

Director

W DR

Nacional de Biodiversidad

CL Cuirdractres de Petrvrorss et
Nispornetes de Vas Senrw
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Anexo 4. Permiso de investigacion cientifica N° 005-14 1C-FAU-DNB/MA del

Ministerio del Ambiente (Continuacion)

DEUGACONES ¥ CONDICONES FRRA LA VGENOA DE E5TA AUTORZACION:

b |

u

u

W ESTA AUTCACADION B3 EWTOA BAXD (08 TERVMNGS APRORRDOE EN LA PADPUESTA DE MVEETIOACION POR TANTO WO
HARLITA EXPORTACION, VOMLZACCN O MANED OE FAUNA SN EL CORREGPONUENTE SERMED

I SE AUTCRZA LA INVESTISACION EN LA FROVINGIAE DE ADAY. BOUWAE. CARAR CARGH CHauBORAZ] COTORARL &1 Ok
FOMERAOAR OUAYAS WEABURA LOM. LIS MIOS MAKRSL MONDNA SANTIAGD NSO, ORELLANA PASTAZA FEMMCHA
BUCUNROE TUNGURAHM ¥ m

2 BE AUTORIZA LA WASTEAGON DE VUESTRAS ZDOLOGICAS I At Asm Werwioos GON EL
PROAIRTO D

135 Laacon on eee e
0)2wnmm

133

fsammmy -

350 e
15 SE AUTONIZA LA UTILZADION DE LOS SIGUENTES WATERMLES Y/l EOUPCS PARA LA REALZACION DE £5TA WVES TIGACON
tawo WATERALES

[ 21 Tindws o0 Macic
A L Trewges Mg, Torsaant e 0 s

AR Mapap Wrdie
Lrterras e [rer T

LAS MU STRAS FROOUC TO OF E5TA ME S THAAG Oy OEBESAN S50 CATALOGADAS SCR INCHICUO. DESCE Bu MWERD S000-003-
14 AL DR HASTA D008 143G FALLDNERIA RASADC) EN LA SOUCTUD DE SVESTHIACON

LOS INCIVDUOS CUE 52 DESTIMEN FARA COLECODM EN ESTA WVESTIGADON. DEDERAN SEN FIESERVADOS CUMADOS ¥
DEPOSTACOS EN LA UMOAD D€ NANEID AUTORZADA POR [ MIMSTERD DO AVISENTE. DF AUUEADO A LU ESFECHCADG EN
ELNUMERAL 3 DE E5TA RUTONZADON OUREN CENTIFICANA EL WOMEED A SU COLECOON

X EL CASD OF ERCONTRARIE MUEVAS ESPECES DERERA WOTHICARSE 4 (A COON NACIONA DF RIOCHERSOAD LA
ocawcou OF LA ESPECE mumwoo LA RESPECTIA ww:ou A\OR§ WS TPO DRRERAN DEPOSITARSE Th

muumow!ouw MNSTERD 06 AVMFRTE DF ADESDO A LD RSPICFICADO IV IL NUMERAL & 0F
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Anexo 5. Permiso de investigacion cientifica N° 003-15 IC-FAU-DNB/MA del
Ministerio del Ambiente
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Anexo 5. Permiso de investigacion cientifica N° 003-15 IC-FAU-DNB/MA del
Ministerio del Ambiente (Continuacion)
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Anexo 6. Filogenia de anfibios que muestra la distribucion de compuestos presentes
en su piel. Familias en rojo han sido investigadas, pero aparentemente no
presenta compuestos (Tomado de Konig et al., 2015).

W AR
alkaloids
sermid

= MPs
= Emines

s - m Leiopelmatidas
r— Rhinophrynidae
LaPipidae
p—mAlytidae

m = Bombmatoridas

Pelodvtidas

Scaphiopodidae X
I_E Pelobatidae

Megophrvidas &

B H zleophrvmidas ¥ X X
Sooglossidas (incl Nasinbenchide)  ®
Batrachophrynidas ~Cabptocephalidee) &
Limnodyvnastidas E

s Mvobatrachidas XN XX

H e phractidas

Ceuthomantidas ®

P Eleutherodact viidae & X
_|_ Brachvesphalidas ®
_E Strabomantidas
Craugastoridas
- H vhdas XN X
Centrolenidae jimel Allophrymidas) ®
m =-m Leptodactylidae (nd. Leiperidaey XXX

Ceratophryidas ;
Cycloramphidae (incl Hylodides X

Thompidas £
_E Dendrobatidae (incl Ammobaidac) £ X
Bufonudas X x

= Microhvhdas XX
H e sotidas
Brevicipi tidas ®

&8 Hyperol iidas NN X
A dhroleptidas

[ bombesins | ; Ptvechadenidas

bradykinins 7 Ceratobatmchidae X
Micn xalidae
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F
ut

=

EIPIAH

B 2% E&{u?}d

o

BP0

e P hrymiobatrachidas
_E Petropedetidas (ind. Ranimbidae) ®
Pywicephalidas N X

O . Dicroglossidas XX
Mantel hdas ® XX
Racophoridae
M wctibatrachidae ®

B s JRanidae XXX

i

miscellansous

ides

AMPs: péptidos antimicrobianos; NPs: péptidos neuroactivos; x, compuesto reportado para
esta familia; *, no investigado hasta el momento para AMPs.
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