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El azar solo favorece a los espiritus preparados

Louis Pasteur (1822-1895)
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INTRODUCCION

Desde la aparicion del hombre se ha librado una lucha para combatir enfermedades
infecciosas, lo que ha generado la busqueda de sustancias que puedan ayudar a preservar la
vida e incrementar la salud, lo que llevé a encontrar terapias con medicamentos,
antibioticos, entre otros. La definicion de antibidtico se conoce como compuesto quimico
producido por un ser vivo o producido por sintesis utilizado para eliminar o inhibir el
crecimiento de organismos infecciosos, tiene un origen griego "anti" y "bios", que
significan "contra" y "vida" respectivamente. El uso de los antibi6ticos se conoce desde la
antigtedad, el primer registro de uso de estos fue encontrado en una tableta de barro
proveniente de Sumeria, cuya antigiiedad corresponde al tercer milenio antes de Cristo. En
ella se describe como mezclarse vino, ciruelas y aceite para aplicar sobre la piel o heridas.
(Ponce de Leodn, 1998). Mediante el método de “ensayo-error”, el hombre prehistorico fue
encontrando plantas y sustancias minerales que resultaban eficaces frente a las infecciones
y construyd poco a poco una auténtica farmacopea para el tratamiento de los procesos
infecciosos basada en conocimientos —rudimentarios si se quiere— acerca de la desinfeccion.
Asi sucede, por ejemplo, con los aborigenes australianos, de los cuales es bien conocido el
uso que han hecho; desde los tiempos mas remotos, con las hojas de té para tratar heridas,
mordeduras y todo tipo de infecciones cutaneas (Garcia J, 2006; Garcia Rodriguez José
Angel, 2006). Los extractos de ciertas plantas medicinales se han utilizado durante siglos,
en la civilizacion egipcia era comun el uso de aceite de ricino, menta, opio, aloe, asi como
distintos minerales. También era conocido el uso de la ipecacuana por los indios del
Amazonas, o de la quinina y la cocaina por los incas (Alanis, 2007), a su vez el uso de miel
combinada con otras sustancias para curar afecciones de la piel en Circa Egipto (Ponce de
Leon, 1998).

Las primeras observaciones de lo que hoy en dia se denominaria efecto antibiético fueron
realizadas por J. Henle, quien en 1840 defendi6 desde un punto de vista cientifico el origen
microbiano de las enfermedades contagiosas y la especificidad de los gérmenes. Después, J.

Davaine describid el bacilo causante del carbunco (1855) y produjo experimentalmente la

1
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enfermedad (1860). Por esas mismas fechas, L. Pasteur mostrd la interaccion entre un
Penicillium y algunas bacterias y sefialé que las bacterias (infusoria) no se desarrollaban en
un caldo de cultivo cuando estaba presente el Penicillium. Seria también L. Pasteur quien
descubriera la vida anaerobia, desmintiera mediante pruebas experimentales la teoria de la
generacion espontanea, demostrara la teoria microbiana de la infeccion y formulara la ley
fundamental de la accién antibidtica (Garcia, 2006). Estos trabajos fueron las bases que
trazaron el desarrollo del uso, aplicacion y produccion de antibioticos que han beneficiado a

la humanidad en el altimo siglo.

De los antibidticos que se han descubierto el porcentaje utilizado en medicina y/o
veterinaria es del 1% (Madigan, 2006). Menos del 0.1% usados para el control de
enfermedades en plantas (McManus, 1999). No obstante el impacto que han tenido los
antibidticos contra las infecciones es fundamental. La eficacia de algunos se ha modificado
qguimicamente en el laboratorio, obteniendo asi antibidticos semisintéticos que modifican su
modo de accidn favoreciendo su actividad en contra de su microorganismo diana (Garcia,
2006).

Los antibidticos han contribuido decisivamente tanto al aumento de la esperanza de vida de
la poblacién como a la mejora de la calidad de vida de las sociedades. Los antibidticos han
sido, como probablemente ningln otro grupo de medicamentos una fuente de bienestar,
pero, el uso y abuso de los mismos han traido consigo importantes problemas sanitarios y
medioambientales, a la cabeza de los cuales hay que situar la aparicion y desarrollo de las
resistencias bacterianas (Garcia, 2006). El impacto de esta aparicion de resistencia a
terapias con medicamentos en humanos ha generado el desuso de los antibioticos

restringiendo asi la aplicacion en uso veterinario y/o agricola.
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Clasificaciéon de los antibisticos

Una primera clasificacion depende de su mecanismo de accion frente a los organismos
infecciosos. Algunos lesionan e inhiben la formacion de la pared celular, otros alteran la
membrana celular y afectan su permeabilidad, la mayor parte de ellos inhiben la sintesis
proteica, es decir inhiben la trascripcién y traduccién de material genético, otras inhiben la
formacion de &cidos nucléicos y polimeros constituyentes de la célula bacteriana (Cordiés,
1998). Otra clasificacion agrupa a los antibioticos en funcién de las bacterias contra las que
son eficaces, estafilococos, estreptococos y Escherichia coli. Otra clasificacion toma como
base su estructura quimica (Cordiés, 1998). Se diferencian asi las penicilinas, las
cefalosporinas, los aminoglucosidos, las tetraciclinas, los macrolidos y las sulfamidas, entre

otros

Clasificacion segun la tincion de Gram de las bacterias.

Dependiendo de la actividad que tienen los antibiéticos frente a las bactertias gram
positivas y gram negativas que pueden clasificarse de la siguiente manera (Figura 1)
(Sande, 1993).

== Antibidticos contra Gram (+

* penicilinas, glicopéptidos, lincosamida, rifamicinas

== Antibidticos contra Gram (-

« aminoglucosidos, monobactamicos, aminociclitoles, polipéptidos

=1 Antibidticos de amplio espectro

» cefalosporinas, carbapenémicos, amfenicoles, macrolidos,
guinolonas,tetraciclinas.

Figura 1: Clasificacion segun la tincion de gram (Cué, 1998).
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La sensibilidad de los microorganismos a los antibidticos varia. Las bacterias gram
positivas son generalmente mas sensibles a los antibioticos que las bacterias gram
negativas, aunque algunos antibidticos solo actien en bacterias gram negativas. Un
antibidtico que actle tanto en bacterias gram positivas como gram negativas se denomina

antibidtico de amplio espectro (Madigan, 2006).

Clasificacion segun el mecanismo de accién

Es el mecanismo por el cual un antibiotico es capaz de inhibir el crecimiento o destruir una
célula bacteriana. Se dividen en inhibidores de la formaciéon de la pared bacteriana
impidiendo la formacion de peptidoglicano, inhibidores de la sintesis proteica que afectan a
nivel ribosomal, inhibidores de la duplicacion de acidos nucléicos, agentes anti metabdlicos
que afectan rutas metabolicas y agentes que acttan directo sobre de la membrana (Cué,
1998).

Inhibidores de la formacion de la pared bacteriana

Varias clases de antibioticos actdan inhibiendo la sintesis del peptidoglucano, ya sea por
blogueo directo del lugar catalitico de alguna enzima, o mediante la formacion de
complejos con determinados sustratos (Martinez, 2007).

Penicilinas, cefalosporinas y otros antibidticos betalactamicos (todos los betalactamicos
actuan en el altimo paso de la sintesis del peptidoglucano, e inhiben las reacciones de
transpeptidacion catalizadas por varias proteinas fijadoras de penicilina), agentes disimiles,
como vancomicina, bacitracina, cicloserina, inhibidores de betalactamasa y los

antimicaticos imidazolicos, miconazol, ketoconazol y clotrimazol (Cué, 1998).

Inhibidores de la sintesis proteica

Varios antibidticos inhiben la sintesis proteica y la mayoria lo hacen uniéndose a distintas

bases nitrogenadas del ARN ribosomico (ARNr) que forman parte del centro de
4
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decodificacion, que son parte fundamental de la formacién de enlaces peptidicos
(peptidiltransferasa) o de la region proxima de la entrada al tunel de salida del péptido

recién sintetizado (Hermann, 2005; Tenson y Mankin, 2006).

En el ribosoma bacteriano, el centro de decodificacion se halla en una pequefia region del
ARNTr 16S de la subunidad 30S, mientras que el lugar de formacion de péptidos y la entrada
al tunel de salida de la proteina recién formada estan constituidos por nucleétidos
contenidos en un bucle del dominio V del ARNr 23S de la subunidad 50S. El &cido fusidico
actla por un mecanismo distinto, se une al factor de elongacion G y estabiliza el complejo
formado entre ese factor y el difosfato de guanosina, lo cual impide que el ARNt pueda
desplazarse desde el centro de decodificacion al centro de formacion de enlaces peptidicos.
Constituye otra excepcién la mupirocina, un antibiotico de uso exclusivamente tépico que
inhibe la sintetasa de isoleucil-ARNt, una enzima que cataliza la formacion de isoleucil-
ARNLt a partir de isoleucina y ARNt. La mupirocina impide la incorporacion de isoleucina a
los péptidos en formacién y determina el blogueo de la sintesis proteica (Martinez, 2007)
Tabla 1.

Tabla 1: Antibioticos que inhiben la sintesis de proteinas (Macarulla, 1994).

Microorganism . rganism
croorganismo Accion Organismos

Antibiotico productor sensibles

Se une al Rb 30s. Inhibe la
Streptomyces griseus | iniciacion y provoca errores | Procariotas
de lectura de tripletes.

Estreptomicina
(Schneider y col., 2011)

Tetraciclinas Streptomyces

(Rodrigez y 1998) FIMOSLS Inhiben la iniciacion. Procariotas
Cloramfenicol Streptomyces Inhibe la peptidiltranferasa .
(Morales, 2007) venezuelae del Rb 50s. Procariotas
Cicloheximida . Inhibe la peptidiltranferasa .
(Kominek, 1975) Streptomyces griseus del Rb 60s. Eucariotas
Erlltromlcma Streptomyces Se une al Rb 50s e inhibe la Procariotas
(Goémez, 2007) erythreus translocacion.
Puromicina Streptomyces Provoca terminacion Procariotas
(Espinosa, 1999) alboniger prematura del péptido. y Eucariotas
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Inhibidores la sintesis de acidos nucléicos

Dos familias de antibioticos clinicamente relevantes, las quinolonas y las rifamicinas
(rifampicina y anédlogos) tienen como dianas especificas varias enzimas involucradas en la
sintesis de &cidos nucléicos. Las quinolonas inhiben la actividad de las topoisomerasas de
tipo 2 bacterianas después de que éstas se han unido al ADN. La mayoria de bacterias
contienen 2 clases de topoisomerasas de tipo 2, la girasa y la topoisomerasa IV. Ambas son
tetrameros constituidos por 2 tipos de subunidades. EI voluminoso ADN bacteriano cabe en
el interior de la célula gracias a que se encuentra densamente enrollado sobre si mismo. Sin
embargo, para que el ADN pueda replicarse y transcribirse es preciso contar con la
actividad de enzimas que relajen su estructura superhelicoidal y separen las moléculas hijas
que, de otra manera, quedarian encadenadas. La girasa se encarga del “desenrollado” y la
topoisomerasa IV de la separacion de las moléculas hijas. EI proceso incluye la ruptura de
la doble cadena de ADN vy su sellado posterior. Las rifamicinas se fijan a la subunidad beta
de la polimerasa del ARN dependiente del ADN y bloquean la elongacion del ARNm
cuando ésta alcanza 2 o 3 nucledtidos. Todos los derivados comparten el mismo mecanismo

de accion y la resistencia suele ser cruzada (Martinez, 2007).

Antibiéticos que actuan en la membrana externa de bacterias gram negativas o en la
membrana citoplasmatica

Las bacterias gram positivas tienen una cubierta de peptidoglucano gruesa situada por fuera
de la membrana citoplasmatica. Los microbios gram negativos poseen también una capa de
peptidoglucano, mas fina que la de los gram positivos, pero disponen ademéas de una
membrana exterior de composicion asimétrica. La lamina interna de esta membrana esta
constituida por fosfolipidos, mientras que la externa contiene un lipido glucosilado especial
denominado lipopolisacarido o endotoxina. Varios derivados de naturaleza lipopeptidica
tienen la capacidad de insertarse en las membranas lipidicas. Este mecanismo de accion es
completamente distinto al de otros antibidticos y, por tanto, no hay resistencia cruzada. Las

polimixinas acttan especificamente en la cubierta externa de las bacterias gram negativas.
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Las polimixinas, en su estado policatidnico, determinan la destruccion de la membrana
externa de las bacterias gramnegativas mediante el desplazamiento de los puentes de Ca~y
Mg++ que estabilizan las moléculas de lipopolisacarido. La insercion del farmaco en la
membrana exterior esté facilitada por la interaccion entre el lipido del lipopolisacérido y el
acido graso de la polimixina. El resultado es un aumento de la permeabilidad de la
membrana externa y la muerte rapida de la bacteria, con independencia del estado

metabdlico en que se encuentre (Evans y col., 1999; Li y col., 2006; Martinez, 2007).

Clasificacion de los antibi6ticos segun su estructura guimica

Esta clasificacion es la mas utilizada en la literatura cientifica. Se fundamenta en la
similitud quimica de algunos antibidticos, segln los nucleos base de sus estructuras, los
cuales les confieren cierta semejanza en sus propiedades fisico-quimicas y farmacologicas,
en dependencia también de las adiciones de grupos quimicos que posean en dichos nlcleos
base, Tabla 2 (Cué, 1998).

Tabla 2: Clasificacion de los antibidticos segun su estructura quimica, se muestra un
ejemplo representativo de cada grupo (Madigan, 2006).

Clasificacion
del Subclasificacion Ejemplo Estructura representativa
antibiotico
. Azucares puros Nojirimicina PH HaN
Compuestos Aminoglicosidos Estreptomicina HO- N2 o N)\NHZ
gue contienen Ortosomicinas Everninomicina N0 P o
carbohidratos N-Glicosidos Estreptotricina O”COH . Y-NH,
(Nufiez, 2006) | C-Glicésidos Vancomicina * N
Glicolipidos Moenomicina
. Antibioticos macrolidos. | Eritromicina
Antibioticos poliénicos.
Lactosas Ansamicinas. Candicidina
macrociclicas Macrotetrolidos.
(Giner, 1995) Tetranactina
(Caballero,
2007)
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Clasificacién
del

antibiotico
1. Tetraciclinas. Tetraciclina
Quinonas y Antraciclinas. Adriamicina
compuestos Naftoquinonas. Actinorrodina
relacionados Benzoquinonas. Mitomicina
V. Derivados Cicloserina.
aminoacidicos.
Antibidticos B- Penicilina
lactamicos. ceftriaxona .
Aminogcidos y s _ o TY T 5
analogos Antibidticos peptidicos. | Bacitracina oons \L/j‘_f o M
peptidicos Cromopéptidos. Actinomicina *h E'S/&\/S
Depsipéptidos. Valinomicina o
Péptidos formadores de | Bleomicina. Ceftriaxona
quelato.
V2 o
HN)JTR‘
Compuestos /1\ /,l
heterociclicos Antibidticos |
gue contienen nucleosidicos. Polioxinas. “:in—NHHN-‘-‘H
nitrégeno. fuor Q
(Becker y col., Loconi M
1983)
VI.
Compuestos Antibioticos poliéter. Monensina.

heterociclicos
gue contienen

oxigeno
VII.
Derivados Derivados del Cicloheximida
aliciclicos. cicloalcano.
Antibidticos esteroides. | Acido fusidico.
VIII. Derivados del Benceno. | Cloranfenicol.
Aromaticos
Compuestos condensados. Griseofulvina.
aromaticos

Eter aromaticos.

Novobiocina.
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Clasificacion
del Subclasificacion Ejemplo Estructura representativa
antibidtico
IX.
Compuestos 0
alifaticos HaC | OH
(Gobenardo, Compuestos que Fosfomicina SH...... “OH
2003) contienen fésforo g H
[_Fosfomicina |
X. 4-Quinolona. Acido nalidixico. 9 0
Compuestos Fluoro-4-quinolonas. FMOH
quinoldnicos. Ciprofloxacino. A \
wJ L
[ciprofioxacino |
XI. H
Nw/‘;:o
Oxazolidinona | Lactona ciclica. 2-Oxazolidinona t
0
Produccién de Antibidticos.

De todos los productos de origen bioldgico producidos a escala industrial, los antibioticos
son probablemente los mas importantes desde el punto de vista sanitario. Los antibidticos
son compuestos organicos de bajo peso molecular producidos por ciertos microorganismos
para eliminar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos. El habitat natural de la
mayoria de los microorganismos productores de antibidticos es el suelo. Entre los
productores mas importantes figuran hongos filamentosos (Aspergillus, Penicillium vy
Cephalosporium), bacterias Gram (+) formadoras de endosporas (Bacillus), bacterias
filamentosas (Streptomyces), animales como los sapos productores de margininas, insectos
productores de defensinas y algunas plantas. Desde el punto de vista metabdlico, son

productos del metabolismo secundario (Evangelista, 2007).
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Metabolitos secundarios.

Existen dos tipos basicos de metabolitos microbianos: primarios y secundarios. Un
metabolito primario es el que se forma durante la fase exponencial de crecimiento y que es
fundamental para el crecimiento y mantenimiento en esta fase, mientras que un metabolito
secundario es dificil de definir en palabras concretas pero podemos definirlo como las
moléculas que se forman casi al final de la fase exponencial de crecimiento, con frecuencia
muy cerca de o ya en la fase estacionaria de crecimiento. Las caracteristicas mas

importantes de los metabolitos secundarios (Madigan, 2006):

1. No son esenciales para el crecimiento y la reproduccion.

2. Su formacion depende fundamentalmente de las condiciones de cultivo, sobre todo
de la composicion del medio.

3. A menudo se producen como un grupo de estructuras relacionadas.

4. Se puede incrementar su produccion.

De esta forma, los metabolitos secundarios producidos por bacterias son moléculas
generalmente méas pequefios que el tamafio promedio de las macromoléculas biologicas;
son producidas por un numero limitado de cepas, que al parecer no tienen una funcién
determinada en el crecimiento celular. De hecho, las cepas productoras de éstos, que por
alguna mutacién han perdido su capacidad de producirla, presentan crecimiento y
caracteristicas normales (Evangelista, 2007).

Un aspecto metabolico importante de las plantas y los hongos es la capacidad de producir
sustancias que no son esenciales para su supervivencia, como son los metabolitos
secundarios. Existen gran cantidad de tipos de metabolitos secundarios en plantas y se
pueden clasificar segun la presencia o ausencia de nitrdgeno en su composicion, no
obstante, los tres grupos de metabolitos secundarios mas importantes en plantas son los
terpenoides (o isoprenoides), fenilpropanoides (0 compuestos fendlicos) y los alcaloides

(este ultimo grupo lleva nitrégeno en su estructura).

10
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Antibidticos naturales son, dentro del grupo de los compuestos fendlicos, algunos
isoflavonoides de leguminosas; de los terpenos estan los sesquiterpenos tales como el
capsidiol, sintetizado por la planta de tabaco. Mientras que son pocos los alcaloides que
puedan actuar como antibidticos, como ejemplo esta el del benzofenantridina alcaloide
escoulerina. Las plantas también utilizan los metabolitos secundarios como agentes de
sefializacion durante la interaccion con patdgenos. Tras la infeccion con un patdgeno,
algunas especies vegetales, tales como el tabaco, trigo, pepino y arroz, desarrollan una

resistencia hacia otros patégenos (Bourgaud, 2001).

Los metabolitos secundarios vegetales también pueden actuar como valiosos
anticancerigenos. La vincristina y la vinblastina son indol alcaloides sintetizados por la
vincapervinca Catharanthus roseus de Madagascar y es utilizada para tratar la
enfermedadde Hodgkin y la leucemia. Otro importante anticancerigeno de reciente
descubrimiento es el terpenoide taxol, producido por el Tejo del Pacifico. Algunos
metabolitos secundarios tales como los flavonoides y otros compuestos fendlicos, actdan
como antioxidantes, capturando especies reactivas de oxigeno previniendo asi de la
oxidacién celular. Otros, tales como los glucosinolatos, parecen ser toxicos selectivamente
solo para las células pre-cancerosas reduciendo el riesgo de formacion de carcinomas (Rao
y Ravishankar, 2002).

En contraste a los metabolitos secundarios producidos por las plantas, cuyo uso contra
enfermedades tiene sus raices en la medicina tradicional, los compuestos de importancia
farmacéutica obtenidos de microorganismos son el resultado de intensas investigaciones de
la naturaleza como fuente de compuestos bioactivos llevados a cabo por un gran nimero de
laboratorios en todo el mundo. La identificacion y caracterizacion biologica y molecular de
microorganismos, Utiles como agentes de biocontrol, productores de compuestos bioactivos
0 sustitutos de antibioticos, ha sido de gran interés para la medicina y la agricultura
moderna. En este contexto se han evaluado microorganismos, se han aislado vy
caracterizado quimica y biolégicamente sus metabolitos secundarios, y se ha estudiado el
papel que estos juegan en el control de enfermedades y en las respuestas de defensa
(Evangelista, 2007).

11
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La propiedad que hace que los antibidticos sean considerados como “fdrmacos
maravillosos”, es la selectividad de su mecanismo de accion, que los distingue de
germicidas y desinfectantes sintéticos. Su toxicidad selectiva contra algunas clases de
organismos, con pocas excepciones, los ha convertido en los compuestos mas utilizados
para la terapia contra microorganismos patégenos. A continuacion se muestran algunos de

los antibioticos producidos comercialmente (Tabla 3).

Tabla 3: Antibiéticos producidos comercialmente (Madigan, 2006).

Antibidtico Microorganismo productor Tipo de microorganismo
Bacitracina Bacillus licheniformis Bacteria formadora de endosporas
(Séenz, 2005)

Cefalosporina .

(Lizarbe, 2009) Cephalosporium sp. Hongo
Cefamicina _ _ _

(De la Fuente y col., Streptomyces clavuligerus Actinomiceto
2002)
Cloranfenicol . .
(Morales, 2007) Streptomyces venezuelae Actinomiceto
Cicloheximida . . .

(Kominek, 1975) Streptomyces griseus Actinomiceto

Eritromicina . .

(Gomez, 2007) Streptomyces erytreus Actinomiceto

Estreptomicina _ _ _
(Schneider y col. , Streptomyces griseus Actinomiceto
2011)

Gentamicina . . . .

(Oliveira, 2006) Micromonospora equinospora Actinomiceto

Griseofulvina - . .

(Edward, 1938) Penicillium griseofulvin Hongo
Kanamicina . . .

(Yanai y col., 2006) Streptomyces Kanamyceticus Actinomiceto
Lincomicina . . . .
(Duy col., 2012) Streptomyces Lincolnesis Actinomiceto
Neomicina . . .
(Dulmage, 1953) Streptomyces fradiae Actinomiceto
Nistatina . . .
(Jonsbu y col., 2000) Streptomyces noursei Actinomiceto
Penicilina .

(Sanjurjo, 1997) Penicillium chrysogenum Hongo

Polimixina B . .

(Rufy col., 2013) Bacillus polymyxa Bacteria formadora de endosporas
Rifamicina . . . . .
(Verma y col., 2011) Amycolatopsis mediterranei Actinomiceto

Tetraciclina . . .

(Rodriguez y 1998) Streptomyces rimosus Actinomiceto

12
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Importancia de encontrar nuevos antibidticos gue remplacen los existentes.

Los actinomicetos, son ampliamente reconocidos por la capacidad que tienen de producir
una gama variada de metabolitos secundarios, que son relevantes por su uso como farmacos
(Baltz y Hosted, 1996).

Actinomicetos

Los actinomicetos son un grupo de microorganismos filamentosos, con un crecimiento en
forma de red llamado micelio (fig 2). La mayoria de los actinomicetos forman esporas y la
manera en que éstas se forman y se agrupan, se usa en la separacion de los subgrupos
(Madigan, 2006).

Figura 2: imagen tomada en microscopio Olympus de fluorescencia con objetivo 100X de
Streptomyces coelicolor A3. Forma un abundante micelio aéreo, filamentos ramificados,
crecidos en medio Phage.

13
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Tabla 4: Actinomicetos y géneros relacionados (Madigan, 2006).

Grupo | : aerobios facultativos; sin micelio, bacilos.

* Actinomyces
* Arachnia

Grupo lI: filamentos transitorios.

*Mycobacterium

Grupo llI: fijadores de nitrogeno simbiontes de plantas.

*Frankia

Grupo IV: se produce verdadero micelio, esporulado con esporas dentro de esporangios.

*Actinoplanes
* Streptosporangium

Grupo V: los filamentos miceliares se dividen transversalmente en dos planos,

ocasinalmente responsable de infecciones epidérmicas

*Dermatophilus

Grupo VI: contenido lipidico de pared celular muy alto.

*Nocardia

Grupo VII: micelio permanece intacto , abundante micelio aéreo y cadenas largas de

esporas.
* Streptomyces

Grupo VIII: micelio intacto, esporas Unicas, pares o cadenas muy cortas, algunas

termofilicas

*Micromonospora
* Thermobispora

Entre las caracteristicas mas importantes de las bacterias que pertenecen al Streptomyces, se
encuentran, que son microorganismos que tienen como habitat principal el suelo, presentan
dos atributos inusuales, uno de ellos es su complejo ciclo de vida, y el otro es su habilidad

de producir un gran nimero de metabolitos secundarios.

Desde un punto de vista biotecnol6gico el género Streptomyces, posee un interés muy
particular, debido a que alrededor de dos tercios de los antibi6ticos producidos

industrialmente son sintetizados por miembros de este género.

14
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La diversidad funcional de los compuestos sintetizados es amplia ya que se pueden
encontrar con actividad antibacterial, inmunosupresores, anticancerigenos, antihelminticos,

herbicidas, fungicidas entre otros (Hopwood, 2003).

Streptomyces

La palabra Streptomyces fue propuesta por Waksman y colaboradores en el afio 1943. El
género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y al orden de los
Actinomicetales. Engloba bacterias filamentosas, miceliares, Gram-positivas, aerobias,
capaces de utilizar un gran nimero de compuestos organicos como fuente de carbono y
energia y con un elevado contenido en guaninas y citocinas (74% G + C) en su genoma
(Woese, 1987). Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, siendo el suelo su habitat
méas comun, aunque también se han hallado en lechos marinos (Zhong y col., 2002). Estas
bacterias son capaces de colonizar la rizosfera y tejidos vegetales (Castillo y col., 2002;
Tokala y col., 2002), donde aprovechando su produccion de antibioticos, podria establecer

relaciones simbidticas con la planta.

La importancia de estos organismos radica en su capacidad de producir una gran diversidad
de metabolitos secundarios entre los que se encuentran desde analogos de metabolitos
primarios (aminoécidos, nucle6tidos o polipéptidos) hasta antibiéticos. De igual manera se
caracterizan por ser productores de una gran cantidad de enzimas de interés en el sector
industrial, entre las que destacan: proteasas, celulasas, nucleasas, amilasas, lipasas,

quitinasas y xilananas (Madigan, 2006).

Streptomyces coelicolor es una bacteria representativa del género. Es muy util como
modelo de estudio de la biosintesis de metabolitos secundarios; por una parte esporula bien,
es relativamente facil de transformar y hay una gran cantidad de herramientas genéticas
desarrolladas para su manipulacion. Su genoma ha sido secuenciado (Bentley y col., 2002)
y produce cuatro tipos de antibidticos: actinorrodina (codificada en el act cluster);
undecilprodigiosina: (red cluster); metilenomicina (mmr cluster) y antibiético dependiente

de calcio (CDA, del inglés “cluster dependent antibotic”; codificado por el cda cluster).
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Es interesante destacar que en 40 afios de experimentos de genética molecular clasica solo
se descubrieron esos cuatro clusters de biosintesis y desde que se ha publicado el genoma,
simples busquedas de homologia con policétido sintasas y péeptido sintetasas, han revelado
otros 18 metabolitos secundarios (poliquétidos, terpenos, esteroles, butirolactonas)
(Thompson y col., 2002).

Caracteristicas genéticas del género Streptomyces.

Una propiedad del ADN gendmico de Streptomyces es el alto porcentaje de G+C (guaninas
y citocinas), esta caracteristica es de gran importancia para la identificacion de genes ya
que hace inevitable que los codones ricos en GC, tengan mayor posibilidad de ser usados,
se ha observado que en 9 de cada 10 codones la tercera posicién es una G o una C
(Mariano, 2009).

La distribucion de los genes en el genoma no es aleatoria, se ha visto que los genes que
resultan esenciales, se encuentran en el centro del cromosoma, mientras que los genes
codificantes para funciones tales como la sintesis de metabolitos secundarios o enzimas
hidroliticas, se localizan en los brazos del cromosoma. Se cree que con esta organizacion
génica se evita la pérdida de genes esenciales a causa de deleciones que puedan ocurrir en
los extremos de los brazos (Hopwood, 2003). Los elementos extracromosomales son
frecuentes en Streptomyces. Se han encontrado plasmidos circulares y lineales con
proteinas asociadas a sus extremos (Kinashi y Shimaji, 1987), asi como plasmidos capaces
de integrarse en sitios especificos del cromosoma de Streptomyces (Combes y col., 2002).
También se ha descrito la existencia de fagos y elementos genéticos transponibles.

(Lomovskaya y col., 1980).

La secuenciacion de genomas completos de organismos como S. coelicolor, S. avermitilis y
S. griceus, ha permitido tener un conocimiento mas amplio sobre las caracteristicas
genéticas del género Streptomyces. En la tabla 5 se presenta una relacion comparativa entre
los diferentes genomas secuenciados del género (Bentley y col. , 2002; Ohnishi y col.,
2008).

16



AN\

Cata shwerts & tempo ag"ﬂ/;’ 4
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA 754/

Tabla 5: caracteristicas de genomas secuenciados de Streptomyces (Martinez, 2007).

Longitud Contenido | ORFs (marcos Genes del
Especie Cromosoma (pb) de G+C (%) abiertos de metabolismo
lectura) secundario
S. coelicolor Lineal 8,667,507 72.1 7,825 20 grupos
S. avermitilis Lineal 9,025,608 70.7 7,574 30 grupos
S. griceus Lineal 8,545,929 72.2 7,138 34 grupos

Streptomyces vy sus metabolitos secundarios

Como ya se menciond, la principal caracteristica del género Streptomyces, junto con la
diferenciacion morfoldgica, es la produccién de una gran variedad de metabolitos
secundarios con diferentes actividades biologicas: antibacteriana (Tabla 6), antiviral,
antitumoral, antiflngica, herbicida, antihelmintica e incluso inmunosupresora (Tabla 7)
(Demain, 1999).

Tabla 6: Ejemplos de algunos antibidticos producidos por el género Streptomyces
(Ribelles, 2008).

Organismo
Antibiotico productor Diana
Cloranfenicol S. venezuelae Ribosoma bacteriano

A Ani ; Inhibidor -

Acido clavulanico S. clavuligerus lactamasa
. . . Pared celular

Fosfomicina S. wedmorensis bacteriana

Novomicina S. niveus Girasa bacteriana
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Tabla 7: Productos naturales del género Streptomyces con otras aplicaciones distintas a
la de antibitticos (Ribelles, 2008).

+Mitomicina +S. caespitosus *Replicacion del DNA « Anticancerigeno
« Anfotericina «S .nataensis *Esteroles de membrana « Antifungico
 Avermectina +S. avermitilis * Neur?ttgané. « Antiparasitico
*Rapamicina +S. hygroscopicus []::1(:‘:) fitcrg 08 « Inmunosupresor

Los genes cuyos productos intervienen en su biosintesis estan fisicamente agrupados en
clusters. El tamafio de estos suele ser variable, extendiéndose desde 15 Kb hasta 100 Kb, y
los genes implicados en resistencia, transporte y regulacion también suelen incluirse en

dichas agrupaciones génicas (Ribelles, 2008).

Streptomyces paucisporogenes

El nmero de estos microorganismos se ha incrementado hasta alcanzar aproximadamente
1900 especies identificadas en la actualidad segun el buscador NCBI (National Center for
Biotechnology Information). De las cuales son responsables de al menos 10 000 moléculas

bioactivas de interés industrial o académico (Anderson, 2001).

Una de las especies reportadas es Streptomyces paucisporogenes, de la cual se han descrito
al menos 2 compuestos de interés, tranglutaminasa (Nagy y Szakacs, 2008), antifongina

(Hagemann, 1962) que presenta actividad en contra de algunos hongos y levaduras.
La clasificacion taxondmica de Streptomyces paucisporogenes es:

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales; Streptomyci

neae; Streptomycetaceae, Streptomyces paucisporogenes
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=85003&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2037&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=85011&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=85011&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2062&lvl=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&keep=1&srchmode=1&unlock
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JUSTIFICACION

Los actinomicetos son importantes en la produccion de medicamentos y antibidticos con
aproximadamente el 55% proveniente de Streptomyces y el 11% de Actinomyces, fuera de
este grupo el 12% para bacterias no filamentosas y 22% proveniente de hongos
filamentosos (Marinelli, 2009). EI numero de compuestos reportados producidos por las
especies de este género se vio incrementado casi de manera exponencial desde el
descubrimiento de la estreptomicina en 1942 hasta tener un maximo en los afios 70°s con
un substancial decaimiento en la década de los 80°s y 90"s (Milind, 2001). En los proximos
afios seguirdn encontrandose nuevos antibioticos provenientes del género de Streptomyces
que suplan a los ya utilizados en el mercado, sin que presenten las desventajas propias del

mismo.

Las desventajas encontradas en los tratamientos terapéuticos son derivadas del uso excesivo
o incorrecto de los antibidticos, que genera el desarrollo de nuevas cepas resistentes,
provocando un problema publico de salud debido a la capacidad de las bacterias de mutar,
transferir genes entre ellas, sin importar si estas son patégenas o no patégenas propiciando
una seleccion de cepas que contengan en su genoma este tipo de informacion de resistencia
a antimicrobianos (Milind, 2001).

Por otro lado, muchos cultivos de plantas alimenticias y ornamentales son susceptibles a
enfermedades causadas por bacterias. Las enfermedades bacterianas en las plantas son muy
dificiles de controlar y con frecuencia resultan en repentinas y devastadoras pérdidas
financieras para los agricultores. La diversidad y cantidad de antibidticos usados para el
control de enfermedades en plantas son menores, en comparacién con el uso médico y
veterinario, pero se han desarrollado agentes patdgenos de plantas resistentes a los

antibioticos. (Mcmanus, 1999).
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Tabla 8: Antibiéticos agricolas cominmente usados (Modificado de Mcmanus, 1999).

Antibiotico

Microorganismo
productor

Nombre comercial

Uso

Control de bacteriosis

- . Agrimycin 17 foliares de manzana,
Estreptomicina | Streptomyces griseus Agri-strep pera, chile, tomate y
apio.
Cicloheximida | Streptomyces griseus Acti-dione Aplicada al suelg y Ser
Acti-spray absorbida por raices.
Enfermedades causadas
Terramicina | Streptomyces rimosus Agrymycin 901 TSGR O

durazno, manzana,
nectarina.

Este trabajo se desarroll6 con el fin de encontrar nuevas moléculas que presenten actividad

antimicrobiana, que a su vez sean producidas por algn microorganismo proveniente de

Streptomyces, o bien que sean antibidticos conocidos pero a partir de microorganismos no

reportados con esta capacidad. Lo que nos permitird encontrar ya sea nuevos compuestos

que puedan ser utilizados en agronomia o medicina para combatir enfermedades que

presentan cepas mutadas con resistencia a antibioticos conocidos, o bien nuevos

microorganismos productores (Milind, 2001).
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OBJETIVOS
Objetivo general:

» ldentificar una sustancia con actividad antimicrobiana proveniente de una coleccion

de actinomicetos aislados de diferentes muestras de suelo

Objetivos particulares:

» Determinar, mediante bioensayos con fitopatdgenos, la actividad antimicrobiana de

los diferentes actinomicetos de la coleccidn a evaluar.

> ldentificar a los fitopatogenos sensibles al metabolito antimicrobiano encontrado.

» Seleccionar el actinomiceto productor.

> Probar diferentes medios conocidos para favorecer la produccion del metabolito de

interés.

» Obtener el metabolito de interés por extraccion liquido-liquido.

» Separar por cromatografia en capa fina los diferentes compuestos obtenidos en el

extracto.

» ldentificar la fraccion que contiene el principio activo.

» Determinar el peso molecular del antibiético mediante cromatografia de alta

resolucion acoplado a masas.

» Elucidar la estructura quimica por resonancia magnética nuclear.
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MATERIALES Y METODOS

Los microorganismos usados en este trabajo se mencionan en la siguiente tabla, asi como
los medios de cultivo utilizados.

Tabla 9: Microorganismos utilizados

Cepa

Fermentacion
liguida

Fermentacion
solida

Conservacion
-20°C

B. subtillis
P. aurofaciens
P. florescens
Ralstonia
P. syringae
Xanthomonas

Medio LB

LB Agar

Glicerol 40% y medio
LB

Streptomyces
badius
Streptomyces
platensis
Streptomyces
paucisporogenes
Streptomyces

espectabilis

Streptomyces
lividans TK 24

Streptomyces
violaciusniger
S. flavor
Streptomyces
flavoviridis
Streptomyces
gedanensis

Medio MS (mannitol
soya flour medium),
medio AN
(actinorodina), medio
Phage, medio UP.

Medio MS agar

Suspension esporas
glicerol 40% Tween 1%,
suspension micelio.
Glicerol 40%.

Las cepas de Streptomyces fueron usadas de coleccion de aislados de suelos de diferentes

origenes. Mientras que las bacterias usadas como testigo, fueron cepas fitopatdgenas
silvestres aisladas de campos de cultivo del estado de Chihuahua.
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Crecimiento y conservacion

Las cepas silvestres de fitopatogenos se crecieron a 30°C en medio sélido y se conservaron
como suspensiones celulares en glicerol 20% concentracién final a una temperatura de
-20°C. Las cepas utilizadas con mayor frecuencia también se conservaron mediante
resiembra periddica en placas de LB agar. Las placas se mantuvieron selladas con papel
Parafilm a 4°C.

Las cepas de Streptomyces se crecieron en medio MS agar, y medios tanto de crecimiento
(MS y Phage ¢) como de producciéon (AN y UP) a la temperatura de 30°C, a una agitacion
de 150 rpm para los medios liquidos. En matraces Erlen-Mayer de vidrio (500 ml con 50 ml

de medio).

Las cepas de Streptomyces se conservaron como suspensiones de esporas y/o células de

micelio en glicerol 40% a temperatura de -20°C.
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Medios de cultivo

Tabla 10: medios de cultivo utilizados para el crecimiento de Streptomyces y otras
bacterias fueron tomados de Keise et al, (2000):

Medio Phage (¢:

0.5 g/L sulfato de magnesio heptahidratado. J.T. Baker.
*0.74 g/L cloruro de calcio dihidratado. J.T. Baker.

+10 g/L glucosa. J.T. Baker.

5 g/L bacto triptona. BD Difco.

5 g/L extracto de levadura. BD Bioxon.

*5 g/L lab. Lemco powder

10 g/L Harina de soya. Nutricasa
+20 g/L manitol. J.T. Baker.

Medio MS agar:

+10 g/L Harina de soya. Nutricasa
+20 g/L manitol. J.T. Baker.
+ 20 g/L Bacto Agar. BD Difco.

Medio Undecilprodigiosina (UP:

+5 g/L bactopeptona. BD Difco.
* 1% glicerol. J.T. Baker.

Medio Actinorrodina (AN):

+1 g/L extracto de carne. BD Bioxon.
* 2 g/L extracto levadura. BD Bioxon.
5 g/L bacto peptona. BD Difco.

*5 g/L cloruro de sodio. J.T. Baker.

Meclio LB:

+ 10 g/L bacto peptona. BD Difco.

5 g/L extracto de levadura. BD Bioxon.
5 g/L cloruro de sodio. J.T. Baker.

* Ajustar pH a 7.2.

Medio LB agar:

+ 10 g/L bacto peptona. BD Difco.

5 g/L extracto de levadura. BD Bioxon.
*5 g/L cloruro de sodio. J.T. Baker.

* Ajustar pH a 7.2.

Bioensayos para determinar actividad antimicrobiana.

Se trabajo con un cepario de coleccion de muestras que se obtuvieron en suelo, y que
fueron clasificadas taxonémicamente para la realizacion de este trabajo. Las cuales, se

sembraron en placa Petri.
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Posteriormente mediante bioensayos que nos permitieran definir a las especies con
actividad antimicrobiana, se pusieron dichas especies en contacto con diferentes bacterias

fitopatogenos recolectadas en campos de cultivo del estado de Chihuahua.

“Bioensayo de cobertera” para Streptomyces en medio MS agar en placa.

Las especies de Streptomyces que presentaron actividad antimicrobiana, se hicieron crecer
en medio MS agar en un area no mayor a 3 cm de diametro en el centro de la caja Petri,
hasta presentar morfologia de esporas y se encontraban en una etapa de envejecimiento
considerable para garantizar la produccion de metabolitos secundarios. Aproximadamente
10 dias a 30°C.

Transcurrido este tiempo, se prepara una mezcla de agar LB suave (50% agua con 50 % de
agar LB) que se deja enfriar hasta 40 °C para inocular con microorganismos indicadores
suficientes (Xanthomonas sp. o B. subtillis) para tener 30 a 300 colonias por placa de Petri.
Esta suspension se agrega sobre las cajas y se incuba a 30 °C por 48 horas. Los resultados

se muestran en la tabla 10 y figura 3.

“Bioensayo de inmersion de fitopatogenos en agar LB suave para monitorear
actividad inhibidora de crecimiento”

Con la finalidad de monitorear la produccion del metabolito secundario con actividad
inhibidora se realizaron bioensayos que permitan ver la inhibicion de crecimiento del
microorganismo indicador (Xanthomonas sp. y B. subtillis) sin la presencia de Streptomyces

(sin micelio) en cinética de produccion 24 hr a 144 hr.

Las condiciones de bioensayo en LB suave fueron: 50% del extracto de fermentacion sin
micelio, con 50% de LB agar inoculado con una concentracion final de UFC de 30-300
colonias por placa Petri que se almacenaron a 30 °C por 48 horas, para observar actividad

antimicrobiana.
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“Bioensayo de inmersion de fitopatogenos” en agar LB suave para probar
fracciones provenientes de las extracciones liquido-liquido.

La muestra previamente purificada obtenida de la extraccion liquido-liquido se deseco a
temperatura ambiente en campana de extraccion hasta eliminar residuos de solventes
organicos (dicloro metano o acetato de etilo) dicha muestra se rehidraté y esterilizé por
filtracion en membrana de 0.45um hasta tener un volumen de 10 mL suficiente para
mantener la relacién 1:1 en placa Petri (muestra: agar LBsuave ). Con concentracion de
UFC de microorganismo indicadores (Xanthomonas sp. y B. subtillis) final de 30-300 por

caja Petri.

“Bioensayo de extension en superficie”

Se sembro en agar LB suave (50% LB agar con 50% agua) suspension de bacterias
suficiente para cubrir por césped; es decir, que la cantidad de UFC no pueda ser

determinado debido a la cercania de las colonias.

Este tipo de bioensayo se utilizd para poner en contacto discos de papel filtro whatman # 5
(sensidiscos) con el extracto obtenido, para monitorear el principio activo purificado. A su
vez se uso este bioensayo para técnica de autobiogramas, donde se coloca en contacto la

placa de cromatografia en capa fina con la superficie y asi observar halos de inhibicién.

Extraccién de principio activo por precipitacién por pH y extraccién liquido-liquido por
solventes organicos.

Antes de extraer el principio activo se requiere retirar la biomasa que surgio de la
fermentacion de los medios de produccién (AN y/o UP).EI primer paso de eliminacion es
por centrifugacion a 10,000 g por 30 minutos a temperatura ambiente para garantizar la

eliminacion de restos celulares del medio.

Precipitacion con &cido clorhidrico concentrado para tener la solucién a pH fijo de 1, 2, 3,

4,5y 6. Hidroxido de sodio para llevar la solucion a pH fijode 7, 8, 9, 10, 11y 12.
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“Extraccion del principio activo con solventes organicos grado reactivo”

En esta etapa se usaron 2 volimenes de trabajo por uno de muestra en embudos de
separacion operando a 80% de su capacidad maxima, los solventes utilizados los siguientes:
Acetato de etilo, dicloro metano, cloroformo, tolueno, hexano y benceno.

De la extraccién se conservaron ambas fases (organica y acuosa) para experimentos
posteriores de actividad por bioensayo, e identificar fraccion que mantiene el principio

activo.

Separacion de principio activo por cromatografia en capa fina

Todas las cromatoplacas se corrieron en silicagel 60 con factor UV,s, usando mezclas
dicloro metano — acetona 6:4, para separar la mezcla del extracto crudo. Siendo revelados

por luz UV a 254 y 363 nm y/o sulfato sérico.

Espectroscopia de infrarrojo cercano

Se trabajo en un espectro Perkin Elmer FTIR 14000 y se analizaron muestras liquidas para
determinar el infrarrojo cercano de 650 a 4000 nm, con gentamicina comercial diluida en
agua calidad HPLC a concentracion de 2 mg/ml y muestra purificada proveniente de

fermentacion con concentracion final de 2mg/ml.
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Cromatografia de liquidos de alta resolucién.

Las muestras se analizaron en columna Eclipse plus C18 Fase movil MeOH/agua 55/45

flujo 0.2 mL/min analizando los siguientes parametros.

lon  source | ESI lon polarity | Positive Alternating | Off

type ion polarity

Mass Range | Std /normal | Scan begin %0m/z Scan end 1000 m/z
Mode

Capilarity 128.5 volts Skim 1 40 volts Trap drive 65.3

exit

Accumulation | 20951 ps Averages 10 Spectra Auto off

time MS/MS
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RESULTADOS

Bioensayos:

Bioensayo para determinar actividad antimicrobiana.

Se probaron 9 diferentes especies del género Streptomyces en medio solido MS, con
bioensayo por cobertera con agar LB suave con 6 fitopatogenos: Pseudomonas aurofaciens,
Pseudomonas flourescens, Ralstonia sp., Pseudomonas. syringae, Xanthomonas sp. Y un
no fitopatogenos B. subtillis. Identificando cuél de ellos presentaba sensibilidad a los
productos excretados por los actinomicetos.

Los datos del bioensayo después del crecimiento por 10 dias de los Streptomyces en medio

MS se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 11: Muestra resultados de bioensayo de cobertera para Streptomyces en medio MS
agar en placa donde si = inhibiciéon de crecimiento. No = sin actividad. Parcial = inhibicion
de crecimiento parcial.

Bacillus . P. Ralstonia P. Xanthomonas
- P. aureofaciens .
cepa subtillis florescens sp. syringae sp.
S. badius No no no no no no
S. platensis Si parcial no no parcial Si
S.
paucisporogenes Si no parcial no parcial Si
) tabili . . . . .
S. espectabilis Si Si parcial no parcial Si
S. lividans tk 24 no no no no no no
S. violaciusniger no no no no no no
S. flavo no no no no no no
S. flavoviridis no no no no no no
S. gedanensis no no no no no no

Las placas que mostraron inhibicion de crecimiento parcial o total se tomaron como
muestras de analisis y se pusieron en crecimiento en medio liquido, utilizando 3 medios

conocidos para la obtencion actinorodina, undecilprodigiosina (ya que estos 2 medios
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favorecen la formacion de metabolitos secundarios) y un medio para esporular
actinomicetos (MS agar, descrito anteriormente), tomando una muestra de dichos medios
cada 24 horas en un periodo de 144 horas para identificar en que momento se presento la
mayor actividad inhibidora de crecimiento. Cada punto analizado se congel6 a -70 °C para
conservar el principio activo, el cual mostré su actividad al ser analizado por bioensayo de
inmersion de fitopatogenos en agar LB suave (descrito anteriormente) con extracto de la

fermentacion libre de micelio, en una proporcion 1:1 (extracto:agar).

Para eliminar el micelio producido en la fermentacion, fue necesario centrifugarlo con una
fuerza relativa de 10,000 g hasta 35,000 g para eliminar todo residuo celular (el caldo de
cultivo al ser decantado arrastra parte del micelio ya que se disgrega con facilidad, debido a
esto y tratando de obtener la mayor cantidad de caldo de fermentacion la muestra que
presentaba este problema se centrifugd hasta en 3 ocasiones para formar pellets mas
consistentes). Para posteriormente realizar bioensayos con los productos solubles

excretados al medio durante la fermentacion.

Para realizar el bioensayo con el extracto sin restos celulares se tomé solo un fitopatégeno
que fuera representativo en la inhibicion de crecimiento de los diferentes fitopatdgenos,
siendo Xanthomonas sp. la cepa seleccionada para dicho ensayo, sin embargo los resultados
fueron corroborados con una cepa no patégena que tenia los mismos resultados B. subtillis,
esto con la finalidad de tener otro microorganismo indicador de méas facil manipulacion

para las pruebas posteriores.

Se inocularon las diferentes especies de Streptomyces; es decir que, en una placa que
contenia medio MS se formo un circulo con el inoculo y se dejé crecer para tener esporas
y/o micelio aéreo bien formado garantizando ademés la produccion de metabolitos

secundarios.

Teniendo este crecimiento, se realizaron bioensayos de cobertera con fitopatogenos
inmersos en el agar LB suave, suficientes UFC para tener césped de crecimiento. Las

fotografias correspondientes a los resultados se muestran en la fig 3.
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Figura 3: Muestra la forma en que se inoculé Streptomyces en medio MS agar en
presencia de algunos microorganismos indicadores en agar LB suave en bioensayo por
cobertera. Streptomyces de color oscuro en el centro de la placa y el crecimiento de
colores que se encuentra en la periferia pertenece a los diferentes indicadores usados
amarillo Xanthomonas sp y blanco con B. subtillis.

Conociendo que existe diferencia en la actividad inhibidora de crecimiento, se sugirié que
era posible mejorar la produccion del metabolito con un medio de produccién optimizado.
Segin Keiser et al existen 2 medios conocidos que favorecen la produccion de los
antibidticos coloreados de actinomicetos, siendo estos: la Actinorodina y la
Undecilprodigiosina. Estos pigmentos estan asociados a rutas diferentes de produccion de
metabolitos secundarios, por lo que se buscaron medios que fueran utilizados en dicha

produccion.

Los medios encontrados en la literatura se conocen como AN (ActiNorodina) y Undecil
Prodigiosina (UP) (Hoopwood, 1985).
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Sin embargo, este proceso de produccion requiere ser inoculado con un 10% de preinoculo
del actinomiceto proveniente de un medio de crecimiento y estar en la fase logaritmica
tardia, para asi garantizar un maximo de actividad y de crecimiento celular. Este pre-
inoculo fue crecido en medio Phage () y el comportamiento del crecimiento se muestra en
la gréfica 1.

curva crecimiento S.
pauciporogenes en medio
Phague

6

5
£.4
E
9 3
g
92
2

1

0

0 2 4 6 8 10
tiempo (dias)

Grafica 1: Muestra el comportamiento de crecimiento de Streptomyces paucisporogenes
en medio liquido Phage (). A 30°C y 150 RPM.

Sabiendo que el preinoculo en medio phage (¢) tiene un periodo para llegar a la fase
exponencial tardia de 6 dias, posterior a ese periodo se inocularon los diferentes medios

(MS, AN y UP) para poder comparar la inhibicion de crecimiento de Xanthomonas sp.

El bioensayo se disefié de la siguiente manera para poder identificar la presencia de la
actividad inhibidora de crecimiento; debido a que desconocemos la concentracion necesaria
para inhibir el crecimiento del metabolito. Se decidié tomar una muestra de 10 mL de
medio liquido sin restos celulares y 10 ml de medio LB al 2% de agar.
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Mezclarlos en presencia de Xanthomonas sp. (En cantidad necesaria para formar un

césped). Las imagenes se muestran a continuacion (fig 4).

Figura 4: A) Cajas Petri obtenidas de bioensayo de inmersion de fitopatégenos en agar LB
suave para monitorear actividad inhibidora de crecimiento de inmersién donde se muestra
los diferentes medios probados arriba medio AN, abajo medio UP y en medio MS con
Xanthomonas sp. Como indicador de crecimiento. B) Se muestra un acercamiento de los
resultados que presentan mayor actividad de los medios AN (arriba) y UP (abajo) a los
tiempos 46 horas y 72 horas.

Tomando en cuenta que el extracto presenta actividad, se intent6 extraer el principio activo

con solventes organicos. Generando los siguientes datos mostrados en la tabla 12.

Tabla 12: Descripcién aparente producida por el cambio de pH.

pH 1-2 3-4 5.6 7-8 9-10 11-12
Precipitado, Poco
D L, disminucion de precipitado, Sin Sin Sin Sin
escripcion : . ; . . . :
color, cambio de | ligero cambio | cambio | cambio | cambio | cambio
color del medio de color.

Sabiendo que el pH podria modificar la solubilidad del compuesto activo del caldo de
fermentacion se hizo extraccion liquido-liquido como se observa en la tabla 13 que se

muestra a continuacion.
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Tabla 13: extracto obtenido con diferentes solventes organicos resuspendido en agua a
pH 7 y puesto en contacto con de Xanthomonas sp. en ensayo con cobertera. Donde “si”

= inhibicion es total o el nimero de UFC es menor a 50 por caja, parcial”
de crecimiento UFC superior a 100, inferior a 200.

una inhibicién
no” = mayor de 400 UFC por caja

Petri.
H/
P 1-2 3-4 5.6 7-8 9-10 11-12
solventes
Acetato de . Parcial si si si il
atilo 0 arcia i i i parcia
Dicloro .
metano No No parcial No No No
Cloroformo No No parcial No No No
Tolueno No No No No No No
Hexanos No No No No No No
Benceno No No No No No No
Control No No No No No No

Para determinar qué fraccion extraida presentaba la actividad inhibidora de crecimiento se

realizd un bioensayo de inmersion del fitopatogeno en el que se inoculé con Xanthomonas

sp. como indicador, la fraccion purificada fue resuspendida en agua ajustando el pH a 7.

Los resultados se muestran en la tabla 13 y en la figura 5.
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Figura 5: Extraccion con pH y solventes organicos. pH de 1-2, 3-4, 5-6, 7-8, 9-10 11-12
consecutivamente de izquierda a derecha. A) Fitopatogenos Xanthomonas sp. Como
microorganismo sensible con 3 solventes utilizados en la extraccion liquido-liquido.
Benceno arriba, cloroformo en medio y acetato de etilo abajo. B) B. subtillis como
microorganismo sensible con 3 solventes utilizados en extraccion liquido-liquido.
Cloroformo arriba, acetato de etilo en medio y dicloro metano abajo.

Conociendo que el principio activo se extrae bien con acetato de etilo se decidié hacer

extracciones exhaustivas con este solvente para concentrar el posible antibiotico.

Sin embargo, al hacer extracciones posteriores con volimenes mayores de fermentacion se
forma un sub-producto de la extraccion, es decir que la formacion de acido acético fue
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inevitable en estas extracciones, lo que resultaria en errores en los bioensayos ya que el

acido acético por si mismo inhibe el crecimiento microbiano.

Teniendo esto en cuenta y conociendo la serie eluotrépica, se decidio hacer la extraccion
con un solvente con polaridad similar y que sea mas estable al estar en contacto con
muestras acuosas siendo el dicloro metano el solvente usado debido a que no forma

subproductos al calentarse o estar en contacto con agua.

El extracto de dicha fraccién se corrié en cromatoplacas de silicagel 60 con factor UV s,
con diferentes mezclas de solventes para probar la polaridad de los compuestos del
extracto. De esta forma poder separarlos eficientemente para examinar cada compuesto
purificado en estudios posteriores como espectro infrarrojo, cromatografia de alta

resolucién acoplado a masas, resonancia magnética nuclear, autobiogramas entre otros.

La mejor separacion se dio con una mezcla de dicloro metano-acetona en una proporcion de
6:4. Dando las siguientes cromatoplacas. Donde A) muestra cromatoplaca de 6 cm con
extracto de acetato de etilo en extraccion liquido-liquido, y muestra 8 compuestos que se
separaron debido a su polaridad. B) cromatoplaca de 6 cm con extracto de dicloro metano
en extraccion liquido-liquido, y muestra 12 compuestos que se separaron debido a su
polaridad. y C) muestra la comparacion de estas dos fracciones en una cromatoplaca de 10

cm.
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Figura 6: Cromatofolios de silicagel 60 factor UV,s, donde se utilizé una fase mavil de
diclorometano: acetona en proporcion 6:4. A) Cromatoplacas de 6 cm de largo que
muestra los extractos obtenidos con acetato de etilo. B) Cromatoplaca de 6 cm de largo
gue muestra extractos obtenidos dicloro metano. C) Comparacion de las fracciones
extraidas con diferentes solventes. Del lado izquierdo muestra el extracto que se obtuvo
con acetato de etilo, derecha muestra el extracto con diclorometano.

Autobiogramas

Se realiz6 una cromatografia en capa fina en silica gel 60, la cual después de ser eluida con
la fase movil se puso en contacto con un bioensayo de crecimiento en superficie lo que
permitié observar si la actividad se mantuvo (método conocido como autobiograma). Esta

técnica se realiza con bioensayo por extension en superficie. Los resultados se muestran en
la figura 7.
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Figura 7: Bioensayo de extension de superficie con B. subtillis. Muestra la actividad del
principio activo después de ser eluidas con fase movil de diclorometano: acetona en
proporcion de 6:4. Del lado izquierdo es una fraccién proveniente de la extraccion liquido-
liquido con acetato de etilo y del lado derecho es una muestra proveniente del caldo de
produccion (control positivo).

El principio activo se queda en el punto de aplicacion como se ve en la figura 7, debido a su

alta afinidad con la silica gel.

Espectrometria de infrarrojo cercano

Se trabajé en un espectro Perkin Elmer FTIR 14000 y se analizaron muestras liquidas para

determinar el infrarrojo cercano de 650 a 4000 nm. Como se ve en la figura 8.
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Figura 8: Comparacién de espectros de infrarrojo de 650 a 4000 hm en transmitancia
entre gentamicina comercial diluida (2mg/ml) con extracto concentrado de medio de
cultivo donde la linea que se encuentra por encima es la gentamicina comercial diluida a 2
mg/mL y la linea de abajo muestra la muestra purificada resuspendida en agua para tener
concentracion de 2 mg/mL.

Los resultados de cromatografia HPLC.

En analisis de masa obtenido con HPLC — ESI se separd en columna Eclipse C18 con fase
movil de MeOH/agua 55/45 con flujo de 0.2 mL/min
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Muestra los reportes de masa de las diferentes fracciones separadas en la

cromatografia con HPLC — ESI se separ6 en columna Eclipse C18 con fase movil de
MeOH/agua 55/45 con flujo de 0.2 mL/min.
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Resonancia magnética nuclear de hidré6geno (RMNH)

El principio activo que se separd y concentré de las extracciones se disolvio en piridina
deuterada y se analiz6 por RMNH tratando de identificar su estructura quimica.
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Figura 10: Espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno disuelto en piridina a
25 °C de la estructura proveniente de Streptomyces paucisporogenes.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el primer bioensayo se sembraron S. badius S platensis S. paucisporogenes S
espectabilis S. lividans TK 24 S. violaciusniger S. flavo S. flavoviridis S. gedanensis en
placas de medio MS agar, se pusieron en contacto con indicadores fitopatdgenos tales como
Xanthomonas sp., P. aurofaciens, P. flurescens P. syringae y Ralstonia sp y no
fitopatdgenos B. subtillis. Como se mostré en la tabla 11, solo 3 cepas presentaron
actividad inhibidora de crecimiento en contra de Pseudomonas syringae, Xanthomonas sp y
B. sultillis: esto difiere un poco de las referencias encontradas ya que segun Evangelista en
el 2007 indica que por lo menos el 50% de los microorganismos del genero Streptomyces
deben de producir al menos un compuesto que tenga actividad antibidtica gram positiva.
Sin embargo, la actividad hallada fue en contra de algunas Pseudomonas y Xantomonas sp.
Las cuales son bacterias gram negativas y B. subtillis que es gram positiva lo que nos
podria dar el indicio de que se trate de un antibiotico de amplio espectro ya que actda en

contra de gram positivas y gram negativas.

Por lo tanto cuando Streptomyces spectabilis, Streptomyces platensis y Streptomyces
paucisporogenes presentaron actividad antimicrobiana, se realiz6 una busqueda en las
bases de datos National Center for Biotechnology Information, NCBI y metabolic pathways
and enzymes, MetaCyc. Para saber que antibiéticos reportan para estas especies y asi
comparar los resultados obtenidos en la tabla 11. Donde se encontré que los antibidticos
platensiomycina, kanamicina y streptomycina provenientes de S. platensis y S. spectabilis
respectivamente son producidos de manera comercial por estos microorganismos
(Rodriguez, 1998). Por lo que estas especies fueron descartadas, debido a que posiblemente

la actividad encontrada sea causada por estos antibi6ticos ya conocidos.

Sabiendo que S. paucisporogenes presenta actividad inhibitoria de crecimiento en contra de
algunos fitopatdgenos (Pseudomonas syringae y Xanthomonas sp) y no fitopatogenos (B.
subtillis), y que ademas no se encuentran reportes que indiquen actividad antimicrobiana,
nos dimos a la tarea de buscar un medio de produccion que favorezca la produccién de este

posible antibidtico para poder identificarlo y caracterizarlo.
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Los medios de produccion mas conocidos y mas usados para Streptomyces son los
reportados en el libro “Practical Streptomyces Genetics” (Kieser, 1985) los cuales
favorecen la formacion de pigmentos, tales como la actinorodina y la undicilprodigiosina,
puesto que dirigen la formacion de metabolitos secundarios descritos en el apartado de
medios. Dichos medios se nombraron AN y UP.

La primer prueba de actividad que se realiz6 sobre un medio llamado MS agar nos permitié
identificar la actividad de inhibicidn de crecimiento antes mencionada, por lo que nuestro
disefio experimental debia contener los 2 medios encontrados en bibliografia (AN y UP) asi
como una modificacion del medio MS agar (que no deberia contener agar) y ver si es
posible obtener la misma actividad en medio liquido, al cual Ilamamos medio control (MS).
Cabe sefialar que durante el proceso de busqueda de condiciones 6ptimas para la
produccién del metabolito de interés, no se modificaron ni la temperatura, la velocidad ni
tipo de agitacién, por lo que se mantuvieron las fermentaciones liquidas en matraces
Erlenmayer a 30°C y 150 RPM.

De acuerdo a los resultados mostrados (figura 5) tras monitorear las cinéticas de
produccion, se determind que el metabolito de interés se produce solamente cuando el
cultivo de Streptomyces esta envejecido (aproximadamente 10 dias en caja Petri y al tercer
dia en caldo de fermentacion en medio de produccién; lo que indica que se produce en la
idiofase y por lo tanto, puede tratarse de un metabolito secundario como los antibioticos.
Este supuesto antibidtico se produjo en 3 medios diferentes que mostraron similitudes en la
actividad antimicrobiana con los indicadores Xanthomonas sp y B. subtillis, sin embargo, el
tiempo necesario para ver la formacion de halos de inhibicion es menor en B. subtiliis que
se obtuvo a las 24 horas, mientras que con Xanthomonas sp, los resultados se obtuvieron a
las 48 horas, por lo que se concluyd que es mejor trabajar con B. subtillis y con el medio
UP el cual tiene menor cantidad de compuestos que podrian interferir en la extraccién con

solventes organicos que los medios MS y AN.
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Durante una fermentacion microbiana se deben monitorear ciertos factores ambientales
para garantizar que el proceso ocurra de forma correcta y reproducible (Madigan 2006) los
factores descritos en la bibliografia son; temperatura, agitacion, concentracion de oxigeno,
masa celular y concentracion de productos y sustratos. Asumiendo estas variables se fijaron
algunas de ellas con los siguientes parametros, 30° C, 150 RPM, medio UP, 10% de
preinoculo, pH inicial de 7.2 y evitando superar 500 mL de caldo de fermentacion para
evitar problemas de aireacion en matraces Erlenmeyer. Lo que dio como resultado en
fermentaciones que variaban en niveles de inhibicién de crecimiento, que después de
analizar porque variaba la produccion de antibidticos se observd que lo matraces tenian
diferentes pH (5.5-7.6) al terminar las fermentaciones se determin6 que la fermentacion que
tenia pH final de 5.5 tenia mayor actividad que el resto de matraces. Como se corrobora en

los resultados en la figura 5 imagen B).

Conociendo que el medio de produccion UP favorece la produccion del antibidtico de
interés, se buscaron las caracteristicas del sistema de extraccion de 2 fases. De acuerdo con
Felder (1991), se modifico la polaridad del principio activo modificando pH, que nos
permite incrementar el coeficiente de reparto, para variar la distribucion entre las fases con
diferentes solventes tales como cloroformo, dicloro metano, acetato de etilo, tolueno y
hexano. Lo que resultd en 2 buenos modelos de extraccion con solventes como acetato de

etilo y dicloro metano.

Los productos extraidos en ambos sistemas de extraccién fueron analizados y separados por
cromatografia en capa fina para identificar la cantidad de compuestos presentes en los
extractos concentrados. Observando que el mejor solvente para hacer extracciones liquido-
liquido es el acetato de etilo, debido a que solo arrastra 8 compuestos aparentes separados
por cromatografia en capa fina, sin embargo este compuesto presenta algunos
inconvenientes, ya que al estar en contacto con alguna fuente térmica y pH acido, puede
generar compuestos que enmascaran la actividad antimicrobiana, es decir que el acetato de
etilo se descompone en &cido acético y etanol (ambos compuestos producen actividad
antimicrobiana), por lo que se trabajo simultaneamente con dicloro metano y acetato de

etilo para corroborar los resultados de actividad.
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Es importante mencionar que los compuestos separados presentan un olor y color
caracteristico a azucares (tipo melaza). Que después de ser analizador por el método de
Fisher de punto de fusion obtuvimos que la mezcla de compuestos tiene un punto de fusion
inicial a los 80 °C y se consume en su totalidad a 90 °C, por lo que podemos asegurar que
se trata de un compuesto organico el que produce la actividad antimicrobiana.

Conociendo que se trata de una mezcla intentamos separar los compuestos que estaban
presentes y que presentaran diferentes coeficientes de reparto (Felder, 1991)., haciendo
lavados secuenciales de acetato de etilo, dicloro metano y agua, (aproximadamente medio

mililitro) posteriormente se filtraron en membrana de nylon de 0.45 pm

Las fracciones separadas de la mezcla se analizaron por autobiégramas en cromatoplacas y
sabiendo que la muestra ya no presentaba impurezas que pudieran afectar otros estudios
(IR, HPLC-ESI y resonancia magnético nuclear de hidrégeno RMNH), se realiz6 un
espectro infrarrojo cercano de transmitancia, (figura 8), en donde los resultados muestran la
comparacion del patron de infrarrojo de la gentamicina comercial con el espectro de
infrarrojo de la muestra analizada, lo que dio como resultado una similitud en los picos de
trasmitancia, asi como el patrén absorcion de longitud de onda. Por lo que podemos esperar

que el compuesto analizado sea algiin aminoglucésido.

Los resultados de HPLC-ESI mostraron que a pesar de que se intento separar la mezcla que
contenia al principio activo, se encontr6 en el cromatograma que por lo menos se
encuentran 11 compuestos con polaridad muy similar al antibiético que se pudieron separar

en un flujo de 0.2 mL/minuto de metanol/agua 55/45.

Los picos mas significativos, es decir que parecen ser mayoritarios son 1(22%) y 5 (16.2%)
donde el peso molecular més probable sea de 577.3 g/mol y 701.5 g/mol respectivamente,
pero como sabiamos que la fase reversa tuvo que eluir los compuestos més polares al inicio

del cromatograma, sabemos que el peso molecular del antibidtico es de 577.3 g/mol.
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Al observar estos 2 compuestos con un 36% de la muestra previamente purificada. Nos dice
gue la maxima concentracion obtenida fue menor a un 50 %. Pero al hacer los estudios
comparativos de la muestra con concentracion final 10 mg/mL, tiene efecto similar a la
gentamicina comercial con concentracion de 40mg/mL. Por lo que es probable que este
antibidtico sea 6-8 veces mas potente que la gentamicina.

Por otra parte al analizar los espectros de resonancia magnética nuclear, se vio que existen
diferentes magnitudes en los picos en los espectros es decir, al encontrarse grupos de
sefiales con diferentes intensidades indica que existen compuestos diferentes en
concentraciones diferentes. Los picos se encuentran en el rango de 3.6 lo cual indica que
existe un alto contenido de glicerol. Por otra parte los picos encontrados en 2.3 que también
presenta una magnitud similar a los picos de glicerol, indican la presencia de por lo menos
3 compuestos con la misma polaridad en la muestra por lo que es imposible identificar la

estructura quimica con estos experimentos.

A pesar de que no se logro encontrar la estructura quimica del compuesto debido a los
multiples factores es importante mencionar que las comparaciones realizadas fueron
limitadas a los antimicrobianos utilizados de manera habitual en el laboratorio. Esto nos
permite plantear las perspectivas al comparar mediante diferentes grupos de antibiéticos ya

existentes para descartar que se trate de un aminoglucosido ya conocido.
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CONCLUSIONES

1. Streptoyces paucisporogenes produce un metabolito con actividad antimicrobiana

en contra de B. subtillis, Xanthomonas y P. syringe.

2. El medio de mejor produccion es el medio UP usado para la produccion de

Undecilprodigiosina.

3. El méximo de produccion se observa durante la fase estacionaria (idiofase), tipica

de metabolitos secundarios.

4. EIl tamafo del compuesto de interés es menor a 3 KDa.

5. El principio activo es polar.

6. El espectro IR indica que el compuesto es un aminoglucésido.

7.- El peso molecular méas probable es 577.3 g/mol.

8.- No es posible determinar su estructura quimica por RMNH debido a que existen por

lo menos 2 compuestos en la muestra.
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