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RESUMEN

El género Streptomyces es un grupo de microorganismos de gran importancia industrial
debido a que son los principales microorganismos productores de antibidticos de uso
tanto médico, como veterinario y agricola [20]. El descubrimiento de la estreptomicina en
1943 por el grupo de trabajo de Selman Waksman fue el detonante de la exploracion de
fuentes naturales en la busqueda de antibidticos, ya que este farmaco fue el primero en
ser producido y comercializado como agente antimicrobiano para tratar la tuberculosis.

[9]

Desde entonces se han buscado metabolitos secundarios para el tratamiento de diversas
enfermedades. La mayoria de los metabolitos secundarios provenientes de
microorganismos, con algun tipo de actividad biolégica han sido aislados de cepas del
género Streptomyces. La actividad antibidtica ha sido la mas estudiada, ya que a pesar de
que se han descrito muchas moléculas, pocas alcanzan la etapa de uso clinico, se
considera que el numero de antibidticos descubiertos es un porcentaje muy bajo del
estimado de posibles moléculas producidas por actinomicetos. Por lo que la bisqueda de
nuevos metabolitos secundarios continda y el potencial de descubrir nuevos compuestos
de ambientes no explorados sigue siendo relevante [11].

La identificacién de una nueva molécula requiere de su purificacion, por lo que en el
presente trabajo se describe el proceso llevado a cabo para producir, aislar e identificar a
el/los metabolitos secundarios responsables de la actividad antibidtica producido por la
cepa K-155 aislada de suelo salitroso en el Valle de Chalco, Edo. De Mex.

El microorganismo aislado e identificado como Streptomyces sp. cepa K155, fue sometido
a un analisis filogenético para determinar su relaciéon con otras especies de Streptomyces
conocidas y determinar si pertenece a alguna de estas.

Para determinar el medio de cultivo dptimo para la produccién de los metabolitos
bioactivos fuecrecido en diferentes medios de cultivo, de los cuales, se eligido aquel en el
gue se observd un mayor efecto inhibitorio sobre las cepas de prueba (>20mm de
diametro).

El compuesto fue producido a mayor escala y se extrajo del sobrenadante del medio de
cultivo empleando metanol, para posteriormente fraccionarlo por medio de
Cromatografia en Columna. La purificacién se llevé a cabo por medio de Cromatografia
Liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés), para finalmente realizar una
aproximacion a su estructura por medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.



Resumen

La identificacién estructural resulté ardua debido a la dificultad para purificar al
metabolito secundario mayoritario y con actividad antibidtica, ya que presentd un
caracter muy polar con mejor solubilidad en agua que en los disolventes empleados para
su extraccién. Presentd un pico de absorcion a menos de 200 nm, mejor estabilidad a pH
mayor a 7. Actividad contra microorganismos Gram-positivos y contra Saccharomyces
cerevisiae, estabilidad a temperaturas mayores a 100°C por 20 minutos. Los espectros de
masas indicaron una masa molecular de aproximadamente 600 m/z, mientras que el
espectro de RMN muestra sefales que pueden indicar la presencia de determinados
grupos funcionales como heteroatomos, enlaces N-H e incluso aromaticos, asi como
hidroxilos o hidrégenos unidos a grupos muy electronegativos como los carbonilos.

Todas estas propiedades nos brindaron una idea del tipo de molécula del que puede
tratarse, no obstante, es necesario realizar la purificacién para determinar si se trata de
una nueva estructura o no.



INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas son actualmente una de las principales causas de muerte a
nivel mundial, provocando cerca del 25% de los decesos (alrededor de 13.3 millones)[9].
Algunos de los factores que contribuyen a este nimero incluyen el aumento de
enfermedades infecciosas, el uso indiscriminado de antibidticos, las demandas de
pacientes por los antibidticos y la sobre-prescripcidn, asi como los microorganismos
resistentes [10].

Por ello es que desde hace muchos afos se han buscado diversas curas para este tipo de
enfermedades, llevando al descubrimiento e incluso a la formulacién de farmacos capaces
de controlarlas [83].

Las primeras observaciones de antagonismo entre microorganismos llevaron a los
cientificos a especular sobre la existencia de los ahora llamados metabolitos secundarios
gue tenian como propdsito la supervivencia de los mismos [10]. Posteriormente a este
efecto se le describié como antibidtico, término acufiado por el reconocido premio Nobel
Selman Waksman, el cual se empled para designar la accién de sustancias (agentes
quimicos) producidos por microorganismos y que poseen un efecto antimicrobiano.

La busqueda de este tipo de compuestos empezd con el descubrimiento de la
actinomicina en 1940 [15], seguido de cerca por la estreptomicina, descubrimiento que
fue muy importante gracias a que este antibiético fue el primero en ser usado contra la
tuberculosis [10]. El interés siguid creciendo y se encontraron muchos antibidticos mas
como el cloranfenicol, las tetraciclinas, la eritromicina y la nistatina entre muchos otros.
Fue entonces cuando se despertd el interés por los actinomicetos, y en particular por el
género Streptomyces, pues todos los antibidticos mencionados fueron aislados a partir de
microorganismos pertenecientes a este género. Hasta el momento, se han reportado
cerca de 22,500 metabolitos secundarios bioactivos, de estos, 16500 tienen actividad
antibidtica, cerca del 45 % (10,100) son producidos por actinomicetos, de entre los cuales,
el género Streptomyces produce mas del 70% (7,630).

En la actualidad se siguen encontrando nuevos antibidticos con potencial uso clinico,
como el caso de la daptomicina, la epirubicina, analogos del carbapenem y la tienamicina
entre otros [75] lo cual sigue resaltando la importancia de este género como productor de
metabolitos secundarios bioactivos. Asi pues, un enfoque que se ha tomado para
favorecer la busqueda de nuevos compuestos con actividad bioldgica es la busqueda y el
aislamiento de nuevas especies de microorganismos capaces de producir metabolitos
secundarios [10].



Introduccion

Por otra parte, tomando en cuenta la estimacion de Baltz (2005) de que solamente una
trillonésima parte de la tierra se ha examinado en busca de actinomicetos, resulta
interesante continuar con la blisqueda de estos microorganismos capaces de producir una
gran variedad de antibidticos con diversos espectros antimicrobianos, con una gran
diversidad de mecanismos de accién asi como una gran diversidad quimica [68].



JUSTIFICACION

El nimero de cepas de microorganismos que han desarrollado resistencia a los
antibidticos disponibles ha aumentado en los Ultimos afios, por lo que es necesario
retomar la busqueda de metabolitos secundarios con actividad antibidtica. Por otra parte
se sabe que el estudio de nuevas especies de microorganismos brinda una mayor
posibilidad de encontrar compuestos bioactivos novedosos, en especial de ambientes
“desconocidos” o no estudiados previamente. Es por ello que el estudio de los antibidticos
producidos por la cepa K-155 de Streptomyces sp. resulta relevante debido a que este
microorganismo puede tratarse de una nueva especie, proveniente de un ambiente
salitroso.

OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL

Llevar a cabo la caracterizacion de el/los metabolitos secundarios con actividad antibidtica
producidos por la cepa K-155 de Streptomyces sp.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer la relacion filogenética de la cepa K-155 con las especies mas cercanas
encontradas para determinar si existen reportes previos de actividad antibidtica de estas
especies

Establecer las condiciones dptimas para la produccion de los antibidticos mediante el
empleo de diferentes medios de cultivo

Obtener un incremento de la produccion de los antibidticos mediante la modificacion y
evaluacidn de los diferentes componentes del medio de cultivo elegido.

Realizar la extraccién y purificacidon de los metabolitos bioactivos.

Llevar a cabo una primera aproximacién de su estructura quimica.



1 ANTECEDENTES

El estudio de antibidticos producidos por microorganismos tuvo su gran auge durante la

época de oro en los 40°’s y 50’s, sin embargo con las tecnologias que surgen cada dia
ayudadas de los andlisis clasicos, se siguen encontrando nuevas especies de
microorganismos y nuevas moléculas con distintos tipos de actividades.

1.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LA CEPA K-155 DE Streptomyces.

En el 2010 se realizé la caracterizacidon de una cepa de Streptomyces que se aisld de suelo
salitroso de un jardin en Valle de Chalco en el estado de México [7]. Este microorganismo
resulté de interés debido a la actividad antibidtica observada contra 3 cepas de prueba:
Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae (Fig. 1). Posteriormente,
fue sujeto a una caracterizacion polifdsica, ya que preliminarmente se le identific6 como
perteneciente al género Streptomyces por medio de la secuencia parcial del DNA
ribosomal 16S, mas no se logrd identificar su especie. Durante la realizacion de dicha
caracterizacidon se repitié el andlisis de DNA ribosomal 16S, se obtuvo la secuencia
completa y se encontrd una similitud del 98% con dos especies: Streptomyces aureus y
Streptomyces thermocarboxydus segun los resultados obtenidos al realizar el alineamiento
empleando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)del sitio NCBI
(National Center for Biotechnology information) y el segmatch del RDP (Ribosomal
Database Project).

S. cerevisiae

C. albicans

B. subtilis

M. luteus

E. coli

Figura 1. Actividad antibidtica de Streptomyces K-155 contra los microorganismos de prueba.
Fotografia facilitada por Catalina Cardenas. [14]

Se realizd entonces la caracterizacién morfolégica observando su macro vy
micromorfologia, ésta ultima con ayuda de un microscopio electrénico de barrido. Se
encontrd que formaba colonias redondas, de color gris debido a las esporas que produce,
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las cuales poseen una superficie lisa, asi como un pigmento difusible al medio de color
café. Estas dos pruebas resultaron diferentes en comparacidon con las cepas con las que
posee parentesco, ya que S. thermocarboxydus no produce pigmentos y sus esporas son
rugosas, mientras que S. aureus produce pigmentos amarillo-ocre y sus esporas son lisas.
También se observaron diferencias fisiolégicas en cuanto a la tolerancia a diferentes
temperaturas de crecimiento, pues como su nombre lo indica, S. thermocarboxydus puede
crecer a temperaturas mayores a 50°C a diferencia de S. aureus y la cepa K-155 que no lo
hacen. Otra diferencia fisiolégica que se observé fue que la cepa K-155 es mas tolerante a
concentraciones mas elevadas de NaCl (10%) mientras que las otras dos cepas de
referencia no lo son.

En cuanto a las fuentes de carbono que emplean se encontraron mas diferencias, por
ejemplo S. thermocarboxydus es capaz de degradar el inositol mientras que S. aureus y la
cepa K-155 no.

Sin embargo, también se encontraron similitudes entre la cepa K-155 y ambas especies de
referencia, como por ejemplo, la maltosa y el D- Arabitol fueron degradados tanto por la
cepa K-155 como por S. thermocarboxydus, mientras que la trehalosa fue empleada como
fuente de carbono por K-155 y S. aureus, mas no por S. thermocarboxydus. Una similitud
entre las tres cepas de referencia es el color gris que producen las esporas en el medio
YMG (anexo), en la degradacidon de algunas fuentes de carbono como el almiddn, la
caseina y la celulosa, y finalmente la similitud en la secuencia de DNA ribosomal, por lo
gue no fue posible asignarle una especie por medio de esta metodologia.

Existen otro tipo de metodologias que pueden posteriormente ser aplicadas para
determinar con mayor precisién si la cepa K-155 corresponde a una nueva especie del
género Streptomyces, por ejemplo la hibridacion DNA-DNA o la realizacién de andlisis
filogenéticos empleando tanto el gen que codifica para el DNA ribosomal 16 S como otros
genes denominados “housekeeping” como el gyrB, el rpoB, el atpD entre otros [34].

1.2 GENERO Streptomyces

Streptomyces es un grupo de microorganismos pertenecientes a la clase Actinobacteria,
son bacterias aerobias Gram-positivas ubicadas dentro del orden de los Actinomycetales.
Poseen un alto contenido de G + C en su DNA, alrededor del 69-78% mol [51]. Estos
microorganismos se encuentran habitando practicamente todos los ecosistemas, sin
embargo son mas abundantes en suelo.
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Estas bacterias poseen un ciclo de vida caracteristico, el cual inicia con la germinacién de
una espora que produce uno o mas filamentos multinucleados; durante esta etapa existe
replicacion del DNA sin que se produzca division celular, lo que da lugar a la formacion de
estructuras filamentosas o micelio vegetativo. Este micelio vegetativo da paso a la formacion de
micelio aéreo que poco a poco va septandose produciendo esporas que son una forma de latencia
y reproduccion del microorganismo Fig. 2 [51].

Espora

& Nerminacién
N q
sporulacion &
\Formacién del micelio

vegetativo

e

Ciclo de vida de

Streptomyces \ Crecimiento del micelio
\ 4 aéreo

Septacion \

Enroscamiento del micelio
aéreo

.

Figura 2. Ciclo de vida de Streptomyces. Modificado de Kinashi, Haruyasu. Universidad de
Hiroshima. (http://home.hiroshima-u.ac.jp/mbiotech/hosenkin_lab/Strepto-E.html)

Durante este ciclo de vida, se llevan a cabo una serie de procesos en diversas etapas. Se
sabe que la germinacion de la espora se produce en respuesta a la disponibilidad de
nutrientes solubles y cuando estos nutrientes se terminan entonces se secretan enzimas
para degradar los nutrientes insolubles y asi poder asimilarlos. Asi pues, se piensa que los
antibidticos son secretados durante este mismo tiempo, pues esto evita que otros
microorganismos aprovechen los nutrientes ya solubilizados. Durante este periodo,
cuando los metabolitos facilmente asimilables se empiezan a terminar, se forma el micelio
aéreo, este micelio crece empleando algunos nutrientes del micelio vegetativo, el cual se
degrada parcialmente para proveer de nutrientes al micelio aéreo. En este punto, la
secrecion de antibidticos también protege estos nutrientes de microorganismos invasores
[18], (Fig. 3).
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©®)

Micelio
aéreo
esporulando ~a

-
Produccion de

antibidtico

+  Micelio

primario \ e

Figura 3. (a) Corte vertical de una colonia de Streptomyces creciendo en agar. (b) Diagrama
indicando como la produccion del antibi6tico en la parte baja de la colonia puede proteger los
nutrientes liberados de la muerte de las células (en blanco) para que puedan soportar el crecimiento
y la esporulacion. Las células vivas se muestran en negro. (Tomado de Chater F. 2006)

Las caracteristicas morfoldgicas que se presentan durante su ciclo de vida son sumamente
importantes, pues son de gran utilidad en una variedad de estudios, desde su caracterizacién y
clasificacion hasta su estudio genético. Estas bacterias, cuando son cultivadas en medio sélido,
generalmente forman colonias de tipo liquenoides o rugosas, que en un inicio son relativamente
lisas pero conforme su ciclo de vida avanza, se tornan rugosas. Finalmente, aquellas colonias
capaces de formar esporas presentan una apariencia polvosa.

Presentan ademds una caracteristica particular dentro de su composicion celular, que es la
presencia de grandes cantidades de dacido L-diaminopimélico, lo cual lo diferencia de otros
actinomicetos.

1.3 STREPTOMYCES COMO PRODUCTORES DE METABOLITOS SECUNDARIOS
BIOACTIVOS.

El término de metabolito secundario ha estado en discusién debido a que se considera
gue no forman parte esencial o no tienen un rol explicito en la economia interna del
organismo que lo produce [87], a pesar de que algunos de ellos presentan una actividad o
funcién util para el mismo microorganismo. Por ello desde hace muchos afios se han
postulado diversas teorias sobre el origen, la evolucidén y la funcién de los metabolitos
secundarios.

En 1989, Williams D.H. et al, se plantean la pregunta: ¢por qué son biosintetizados los
metabolitos secundarios?, llegando a la conclusién de que estos metabolitos son



Antecedentes

producidos en respuesta a su entorno. Esta conclusion es aceptada hasta la actualidad, ya
gue resulta consistente con varias explicaciones, empezando con el por qué los
organismos emplean gran cantidad de energia y material genético para la sintesis de estos
compuestos, pues esto le provee una ventaja adaptativa favoreciendo su supervivencia.
Por otro, lado la gran cantidad de moléculas producidas se puede relacionar con el
numero de receptores o respuestas fisioldgicas, pues la diversidad de éstas es amplia y la
complementariedad entre las moléculas y los receptores es notable [87].

Ademas de aceptar la hipdtesis de que los metabolitos secundarios son sustancias
producidas por los organismos a modo de adaptacién al entorno y como método de
supervivencia ya que les brindan una ventaja selectiva frente a otros seres vivos,
encontramos que estas sustancias son producidas por una gran variedad de organismos,
como las plantas [22] y los microorganismos; en estos ultimos destacando los hongos y
algunas bacterias, dentro de este grupo, se encuentra el caso de estudio: los
estreptomicetos [11].

Desde el descubrimiento de la estreptomicina en 1943, el primer antibidtico efectivo para
tratar la tuberculosis, los actinomicetos han sido ampliamente estudiados como
productores de antibidticos. De los cerca de 22,000 compuestos conocidos hasta el 2002
con actividad bioldgica y producidos por microorganismos, el 17% es producido por
bacterias unicelulares, el 38% por hongos y el 45% es producido por actinomicetos
(bacterias filamentosas), dentro de este grupo el género Streptomyces produce el mayor
numero de metabolitos secundarios bioactivos, aproximadamente el 70% [11].

Los actinomicetos siguen siendo un amplio campo de estudio, pues en la actualidad se
siguen encontrando moléculas bioactivas con efecto antibiético, asi como otro tipo de
actividades, como inhibidores enzimaticos, herbicidas, insecticidas, inmunosupresores,
antiparasitarios y antitumorales, entre otros [25].

Incluso en el siglo XXI la tendencia continda, con la obtencidén de nuevos antibidticos como
la daptomicina, epirubicina, analogos del carbapenem y la tienamicina. Un factor central
en el proceso del descubrimiento de nuevos farmacos de extractos microbianos es el
aislamiento de nuevas especies de microorganismos que sean productoras de metabolitos
secundarios [10] ya que por ejemplo, Baltz en 2005 estimé que solo una parte de 10** de
la superficie de la tierra ha sido seleccionada o registrada en busqueda de actinomicetos

[9].

Actualmente, la quimica orgdnica ha logrado sintetizar una gran cantidad de los
compuestos que se emplean en la clinica, sin embargo, el nimero de compuestos totales
producidos por los microorganismos sigue siendo mayor, ademds de que se siguen
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encontrando moléculas bioactivas con mayor afinidad, eficiencia e incluso (aunque en
menor medida) con nuevos esqueletos que se emplean como base para el desarrollo de
farmacos con mayor potencia, efectividad o menor toxicidad.

Quiza la actividad mas estudiada de los metabolitos secundarios sea la antibidtica, en la
cual, los estreptomicetos llevan la delantera, pues el nimero de estas sustancias
producidas por estos microorganismos es muy alto, sin embargo, se estima que aun se
desconoce la mayoria de estos, pues en el estudio de los genomas de Streptomyces
coelicolor y Streptomyces avermitilis se han encontrado cerca de 30 clusters de genes
relacionados con la produccién de varios metabolitos secundarios. A pesar de ello, en S.
avermitilis pocos se han aislado como por ejemplo: las avermectinas, oligomicinas y
pentalenolactonas [11]. Por otro lado, no sdlo es la diversidad en nimero de antibidticos
producidos sino en su estructura quimica, por ejemplo, bacterias como Bacillus y
Pseudomonas producen antibidticos de tipo peptidico, mientras que Streptomyces
produce una gran diversidad de estructuras quimicas [71] con una gran variedad de
propiedades fisicoquimicas, como las que se describen a continuacion.

1.3.1 Antibiéticos B-Lactamicos y acido clavulanico.

Streptomyces cattleya produce el antibidtico Tienamicina (1), que fue descubierto en
1976, posee un esqueleto que consta de un anillo B-Lactamico unido a un anillo de 5
carbonos. Estos antibidticos son efectivos principalmente contra bacterias Gram positivas
aunque también pueden tener efecto contra Gram negativas a mayores concentraciones.

HyC

CoH (1)

Mas recientemente se ha encontrado la producciéon de antibiéticos B-Lactdmicos en
conjunto con inhibidores de las B-Lactamasas como es el caso de Streptomyces
clavuligerus que produce la cefamicina C (2) y 4cido clavuldnico (3).

o

"
! =
6 s
) ) A "
NH, o /_N _ o NH, 5 N\)I

(2) (3)
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Se han encontrado otros estreptomicetos que producen cefamicina C (2) y acido
clavuldnico (3) como S. jumonjinensis y S. katsurahamanos, sin embargo no se han
encontrado cepas productoras Unicamente de acido clavuldnico, pero si de cefamicina C,
por lo que se piensa que la produccién de acido clavulanico evolucioné de un productor
ancestral de cefamicina como respuesta a la adquisicién de resistencia mediada por B-
Lactamasas [17].

Ciertas caracteristicas fisicoquimicas son comunes en algunos antibidticos de este tipo,
como por ejemplo la solubilidad en agua, un pico de absorcién en el espectro UV de
aproximadamente 290 nm, asi como su peso molecular relativamente bajo (200-350 uma)
[39].

1.3.2 Aminoglucésidos.

Los aminoglucdsidos son moléculas formadas por un aminociclitol unido a un azulcar, son
antibidticos con accién bactericida que actuan principalmente en contra de bacterias
Gram-negativas. Un ejemplo es la estreptomicina (4) producida por Streptomyces griseus y
la kanamicina (5) producida por Streptomyces kanamyceticus [33].

oH OH

N HO HO OH

(4) (5)

La estreptomicina fue el primer antibidtico en ser empleado a nivel clinico, ya que
también posee actividad contra los microorganismos causantes de la tuberculosis. Es una
molécula altamente polar, gracias a los azucares que la conforman, debido a que no posee
dobles enlaces conjugados, presenta un pico de absorcién a menos de 200 nm, y su peso
molecular es de 587 uma [28].

1.3.3 Policétidos

Los policétidos son compuestos que presentan grupos carbonilo y metileno alternados,
también llamados policetonas. Estos derivan de condensaciones sucesivas de acetil
coenzima A en primer lugar y posteriores condensaciones de otros compuestos derivados
como malonil coenzima A. Existen dos grupos con actividad especifica contra bacterias, los
macrdlidos y las tetraciclinas [10].
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La estructura base de los macrélidos se compone de un anillo de lactona, usualmente de
14-16 atomos de carbono que pueden estar unidos a azlcares. Son inhibidores de la
sintesis de proteinas, su mecanismo de accién involucra la unién de la subunidad 23S del
rRNA con lo cual bloquea la traduccidn por la disociaciéon del complejo peptidil-tRNA. Dos
ejemplos son la espiramicina (6) producida por Streptomyces ambofaciens y las
kanchanamicinas (7) de Streptomyces olivaceus. La espiramicina tiene un peso molecular
de 843 uma, es poco soluble en agua y posee un espectro de absorcién UV
aproximadamente a 231 debido al par de enlaces conjugados que posee, a diferencia de
la eritromicina que no los posee, ésta es soluble en agua y etanol y su absorcién mdaxima
se obtiene a menos de 200 nm [28, 73].

(6)

CHy
OH

CH,

(7)

Las tetraciclinas son moléculas conformadas por un esqueleto de cuatro anillos,
tetraciclicos como su nombre lo indica o de octahydrotetracen-2-carboxamida, sustituidas
generalmente con grupos hidroxilo como la clorotetraciclina (8) producida por
Streptomyces aureofaciens [10].

13



Antecedentes

Existen otros tipos de macrdlidos, como por ejemplo las ansamicinas, que comparten la
estructura de un macrdlido a excepcion de que en el nucleo poseen un grupo NH. Su
espectro antimicrobiano es principalmente contra bacterias Gram-positivas. Sus
principales ejemplos son las estreptovaricinas (9) [89] producidas por Streptomyces
spectabilis y la geldanamicina (10) aislada de Streptomyces hygroscopicus que ademas
posee un anillo de benzoquinona dentro de la molécula.

(9) (10)

1.3.4 Estreptograminas

Las estreptograminas son un grupo que consiste de dos compuestos diferentes; Ay B con
estructura quimica diferente. El tipo A son macrolactonas ciclicas poliinsaturadas
formadas por un hibrido de péptido-policétido. El grupo B corresponde a hexa o
heptadepsipéptidos ciclicos que se cicliza via un enlace éster entre el carboxilo terminal y
el grupo secundario de un residuo de treonina en la posiciéon 2. Tienen un mecanismo de
accién singular pues actian de manera sinergistica inhibiendo la sintesis de proteinas, sin
embargo, al ser administradas independientemente el efecto es bacteriostatico. La unién
de las estreptograminas A provoca un cambio conformacional en la subunidad 50S del
ribosoma, lo cual aumenta la actividad de las estreptograminas de tipo B 100 veces. Las
estreptograminas B previenen la extensién de las cadenas proteinicas liberando entonces
los péptidos incompletos [80]. Los ejemplos de tipo A son la pristinamicina ll5 (11) y del
tipo B la pristinamicina I (12).
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Estas moléculas tienen un peso molecular de aproximadamente 823 y 866
respectivamente debido a su estructura de mayor tamafio, la primera tiene un pico de
absorcién a 305 nm al igual que la segunda, sin embargo ésta ultima posee ademas otros
picos a 243, 260 y 281 nm. Son poco solubles en agua, pero solubles en etanol y metanol
[97,98]. Son efectivas contra bacterias resistentes a vancomicina como Staphylococcus
aureus y algunos Enterococcus.

1.3.5 Glicopéptidos

Los glicopéptidos son moléculas que constan de un péptido no ribosomal ciclico o
policiclico glicosilado. Actuan contra de microorganismos Gram positivos inhibiendo la
transpeptidaciéon de las cadenas de peptidoglucano en su pared celular como la
vancomicina (13) [62] aislada de Streptomyces orientalis [4]. Existen otros antibidticos
glicopeptidicos también sintetizados por Streptomyces pero que han adquirido mayor
relevancia clinica como antitumorales, como es el caso de las bleomicinas (14) que
produce S. verticillus usadas en el tratamiento de distintos tipos de cancer, como el
carcinoma de células escamosas, el cancer testicular, de cabeza y cuello y algunos
linfomas. Su mecanismo de accidn no estd completamente elucidado pero se ha
demostrado que se puede unir a cadenas sencillas o dobles de DNA y cortarlas. Esta
actividad requiere de la presencia de Fe (ll) y de oxigeno molecular con lo cual puede
también generar especies reactivas de oxigeno [64]. Estas moléculas en general son
sensibles a la temperatura, por ejemplo, la vancomicina es inestable a temperaturas
mayores a 37 °C, cuando se encuentra a pH alcalino, pero también disminuye su
estabilidad cuando la temperatura sobrepasa los 50°C, sin importar el pH [62]. La
bleomicina por su parte tiene un peso molecular de 2927 uma y es soluble en agua. Al

15



Antecedentes

tener un cardcter peptidico, su tamafio es mas grande y su absorcion se obtiene a 280 nm
[90].
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1.3.6 Lipopéptidos

El ejemplo mas conocido de los lipopéptidos es la daptomicina (15), producida por
Streptomyces roseosporus. Este compuesto es un lipopéptido ciclico formado por 13
aminodcidos unidos a una cadena de &acido decanoico. Es un antibiético empleado
actualmente en contra de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la vancomicina y a
la meticilina debido a su potente accion bactericida contra microorganismos Gram-
positivos. Este es un metabolito dependiente de calcio, y su mecanismo de accién
menciona que la cadena lipofilica se inserta en la membrana causando una
despolarizacion y salida de iones potasio a lo que le sigue la inhibicién de la sintesis de
DNA, RNA y proteinas causando la muerte celular [60, 77].

HO,C H3C(HzC)s
o
CONH,
o

NH,
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COQH
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Esta molécula es poco soluble en agua, soluble en metanol y etanol, picos de absorcién UV
a 224, 262 y 365 nm con un peso molecular también mas elevado (1619 uma) debido a sus
cadenas peptidicas [77].

1.3.7 Sideroéforos

Los siderdéforos son moléculas quelantes de hierro, que al encontrarse presentes en el
medio, atrapan este elemento creando una deficiencia para los demas organismos
produciendo un efecto de inhibitorio sobre su crecimiento. Sin embargo, estos
compuestos son empleados principalmente en la terapia de quelacién de hierro para el
manejo de intoxicaciones. Un ejemplo es la desferrioxamina (16) producida por
Streptomyces pilosus [61] y la oxachelina (17) producida por una cepa de Streptomyces sp
[76].
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Estos compuestos son muy solubles en agua y polares debido a los hidroxilos y a los
grupos carbonilo que poseen [99]. La desferrioxamina tiene pico maximo de absorciéon UV
se obtiene a menos de 200 nm, mientras que para el segundo compuesto tiene varios
picos a 203, 245, 255 y 303 nm [28] y son activos principalmente contra microorganismos
Gram positivos, aunque a mayores concentraciones también poseen efecto contra
algunos hongos y levaduras.

1.3.8 Otros metabolitos bioactivos producidos por estreptomicetos

Existen otros compuestos que poseen actividad antibacteriana pero que son mas
empleados en la clinica y en la industria por su actividad antitumoral, antifingica,
antiparasitaria e inmunosupresora entre muchas otras. Ejemplos de antitumorales son la
mitomicina C (18) [28] aislada de Streptomyces caespitonis que contiene una quinona,
ésteres de carbamato y un anillo de aziridina, y todos ellos participan en su interaccién
con el DNA. La actinomicina D (19), producida por varias especies de Streptomyces,
también es un compuesto antitumoral [38] que posee un croméforo de fenoxazona unido
a dos lactonas pentapeptidicas.

(18)
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Compuestos con actividad antifungica existen muchos, dos ejemplos son la nistatina (20)
producida por Streptomyces noursei [12], la molécula se une al ergosterol de la membrana
fungica formando poros que provocan la salida de potasio y la muerte celular. La
nicomicina (21) por su parte también es activo contra hongos e incluso contra algunos
insectos, se trata de un nucledsido que inhibe la sintesis de quitina [59].
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Las avermectinas (22) son los compuestos antiparasitarios mas conocidos producidos por

(21)

Streptomyces, su molécula es una lactona macrociclica, su efecto se da a nivel de los
canales de ién cloruro, pues facilita la entrada de estos iones produciendo una
hiperpolarizacién y paralisis muscular [66].
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Asi pues los estreptomicetos producen compuestos bioactivos contra otros organismos,
tanto procariontes como eucariontes, en su mayoria se les ha encontrado un uso humano
como los antibidticos descritos anteriormente y como la rapamicina (23) producida por
Streptomyces hygroscopicus, ya que este compuesto es inmunosupresor por lo cual es
ampliamente empleado en los transplantes de drganos para evitar rechazo.

La lista de metabolitos secundarios sigue, sin embargo su descripcidn es interminable pues
se siguen encontrando derivados de interés debido a las diferencias estructurales que
modifican la potencia, la toxicidad o incluso su espectro de accién.

1.4 ENSAYO DE INHIBICION DE CRECIMIENTO POR DIFUSION DE DISCO O
KIRBY - BAUER TEST

Este método para determinar la susceptibilidad de los microorganismos a los antibidticos es el mas
empleado sobre todo en la clinica, se han realizado estandarizaciones y actualmente el CLSI o
Instituto de estandares de laboratorios clinicos es el encargado de actualizar y modificar el método
original [91].
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El test de Kirby Bauer se emplea para determinar la sensibilidad o resistencia a los antibidticos,
principalmente de microorganismos patdgenos como auxiliar en la determinacién del tratamiento
antibacteriano adecuado para el paciente. Sin embargo, esta metodologia bien puede ser aplicada
en la busqueda de metabolitos secundarios con actividad antibidtica, ya que la informacidn
generada es la misma: la presencia o ausencia de crecimiento alrededor de los discos indica la
capacidad de la sustancia colocada en el disco de inhibir al organismo.

Es una metodologia ampliamente empleada pues es muy facil de realizar, consiste en una caja
Petri con agar en la que se inocula al microorganismo por estria masiva, y sobre este se colocan los
discos previamente impregnados con el antibidtico a probar. El compuesto difundira a partir de los
discos hacia el agar por lo que los microorganismos sensibles a ese antibidtico no creceran
alrededor del disco creando el llamado halo de inhibicidn.

Para realizar el ensayo de inhibicion de manera cuantitativa se puede emplear también este
método, conociendo la concentracién de la muestra aplicada en cada disco, pero también existen
otras metodologias que nos permiten determinar la concentracién minima inhibitoria, por
ejemplo, el ensayo en placa de 96 pozos, el cual consiste en colocar en cada pozo una
concentracién determinada del microorganismo de prueba junto con una concentracidon conocida
y diferente del antibidtico en cada pozo, determinando asi crecimiento o inhibicién del mismo por
densidad dptica [41].

1.5 OBTENCION Y PURIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Existen diversas técnicas empleadas actualmente para la recuperacién de los metabolitos
secundarios, sin embargo la mas usada cuando se busca el aislamiento, la purificacién y la
elucidacion o identificacion de las estructuras quimicas de los mismos, empieza por medio
de una extraccién con disolventes organicos. Cuando los metabolitos bioactivos son
extracelulares lo mas comun es la separacion por particién en la que se separan los
componentes de una mezcla de acuerdo a la solubilidad relativa de cada compuesto en
cada fase. Para este tipo de separacion se emplean disolventes organicos inmiscibles con
el agua por lo que al formar dos fases facilitan su separacion. Ejemplos son el hexano, el
cloruro de metileno, cloroformo, acetato de etilo y butanol. Los disolventes como la
acetona y el metanol se usan principalmente cuando los metabolitos son intracelulares,
pues estos ayudan a disolver la membrana y la pared celular, desnaturalizar y precipitar
proteinas como las enzimas y asi liberar los metabolitos secundarios. Estos disolventes
también se emplean cuando los metabolitos son muy polares no facilmente extraibles
con otro tipo de disolventes.
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El siguiente paso de la extraccién es la purificacion, que suele empezarse con un
fraccionamiento. Este puede llevarse a cabo por diferentes tipos de cromatografias
dependiendo de la cantidad de metabolito que se desea obtener.

1.5.1 Cromatografia

En primer lugar se emplea la cromatografia en capa fina o CCF. Esta técnica es una de las
mas empleadas debido a su facilidad de uso y bajo costo. Consiste en una fase
estacionaria colocada sobre una placa; el material mas comun empleado es la silica, pero
pueden emplearse otros como la celulosa o el 6xido de aluminio [79] e incluso algunos se
emplean como adsorbentes dentro del medio o de la fase de la cual se desea separar el
compuesto de interés por medio de interacciones hidrofébicas o polares, como por
ejemplo, la resina amberlite®, que son ésteres poliméricos con lo cual se facilita la
extraccién y la purificacion.

Sobre este soporte o adsorbente de la CCF, se coloca la muestra en la base de la placay se
lleva a cabo la separacion por medio de elucién con un disolvente o mezcla de estos
mismos conocida como fase movil. La selecciéon de la fase moévil depende de diversos
factores como las propiedades de los disolventes y la naturaleza de las interacciones entre
disolventes, sin embargo, la mds importante es la naturaleza del compuesto que se desea
separar. Por ejemplo, compuestos polares se adsorben fuertemente con fases polares
estacionarias como la silica por lo que se requerird una fase mévil mas polar para que este
eluya por la placa, mientras que compuestos como los hidrocarburos son sustancias de
baja polaridad, por lo que no sera necesario que la fase moévil interaccione con mayor
fuerza que la fase estacionaria para separar el compuesto de interés [79]. Esta técnica
también se emplea como un analisis previo para determinar el sistema de elucién a
utilizar para su escalamiento a un sistema de separacidon de mayor tamano.

Con la misma metodologia de la cromatografia en capa fina se lleva a cabo Ia
cromatografia en capa preparativa (CCP) la diferencia radica en el grosor de la fase
estacionaria que permite colocar y separar una mayor cantidad de muestra.

Otro tipo de cromatografia empleada para el fraccionamiento de mezclas es la
cromatografia en columna, aplica el mismo principio que la CCF, con una fase estacionaria
(usualmente silica gel) y una fase movil que depende de la mezcla a fraccionar. Sin
embargo, ésta técnica nos permite separar y colectar los diferentes componentes de la
mezcla. Los componentes se separan de acuerdo a su tamano y a su capacidad de
interaccionar con la fase estacionaria. Una ventaja de esta técnica es que permite el
monitoreo de los compuestos durante la elucién, por ejemplo en el caso de compuestos
coloridos estos se observan a simple vista como bandas que migran a través de la
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columna, si los compuestos no son coloridos, en ocasiones se pueden monitorear por
medio de luz UV iluminando la columna con esta luz y de la misma manera se observaran
bandas fluorescentes correspondientes a los compuestos que absorben a longitud de
onda UV, finalmente si los compuestos de interés tienen actividad bioldgica, la separacién
se monitorea por medio de los ensayos biolégicos como por ejemplo los ensayos de
antibiosis.

Finalmente, la cromatografia liquida de alta eficiencia, o HPLC por sus siglas en inglés, es
una técnica mejorada de la cromatografia en columna, pues se basa en los mismos
principios a diferencia de que en ésta, la fase mévil no eluye con ayuda de la gravedad
sino por medio de presidn ejercida por medio de una bomba. La elucidn se lleva a cabo de
forma mas rdpida y tiene una mejor resolucién para la separaciéon de compuestos debido a
que se emplean columnas empacadas con una fase estacionaria que permite el uso de
particulas mds pequefias, con didmetros de poro mucho menores que la silica empleada
en columna lo cual crea una mayor superficie de interaccién entre los compuestos y la
fase estacionaria.

En la actualidad existen una diversidad de fases estacionarias que permiten realizar una
diversidad de cromatografias ya sea TLC, de columna o HPLC por ejemplo cuando se usa
silica como fase estacionaria se le denomina fase normal pues la fase estacionaria es mas
polar que la fase moévil. La fase reversa consiste en la silica modificada afiadiéndole
cadenas hidrocarbonadas, generalmente de 8 o 18 carbonos. En este caso la fase movil
consiste de disolventes polares como el agua o el metanol.

1.6 DETERMINACION ESTRUCTURAL
1.6.1 Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica ampliamente empleada en la identificacién de
compuestos ya que permite conocer su peso molecular y algunas propiedades de su
estructura, lo cual resulta de ayuda en la elucidacién estructural de los compuestos
desconocidos. Posee diversas ventajas, entre ellas que se crea un espectro que la mayoria
de veces es como una “huella quimica” de los compuestos, por lo cudl puede ser
comparado con espectros ya reportados o con muestras estandar. Sin embargo, la
principal ventaja de esta técnica radica en su sensibilidad, ya que la cantidad necesaria
para realizar este tipo de andlisis se encuentra en el orden de pmolar.

La técnica consiste en 4 etapas, la primera es la ionizacidon de la muestra, la cual, puede
realizarse por diferentes metodologias que se mencionardn mas adelante, esta ionizaciéon
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rompe la muestra en diferentes fragmentos los cuales en el segundo paso son acelerados
mediante un campo eléctrico. En seguida estos iones son dispersados de acuerdo a su
relacion de masa/carga (m/z) los cuales son finalmente detectados

Existen diferentes técnicas de ionizacidon. A continuacidon se mencionaran dos de acuerdo a
las empleadas en el presente trabajo.

1.6.1.1 lonizacién por impacto electrénico MS-IE

Este tipo de ionizacion no implica la colision entre un electrén y la molécula, sino que mas
bien indica el acercamiento del electrén a la molécula neutra, se da una interacciéon y se
transfiere energia a la entidad neutra. La ionizacién de la molécula se lleva a cabo en la
fuente de iones del espectrdmetro que consiste de una cdmara hueca que contiene la
muestra de forma gaseosa. Alrededor de esta se encuentra un filamento que puede ser de
tungsteno calentado hasta los 2000 K con lo cual se produce el flujo de electrones. El
filamento se mantiene en un potencial negativo con respecto a la cdmara. Los electrones
son entonces acelerados hacia la cdmara entrando por un pequefio hueco donde entran
en contacto con la muestra en forma de vapor dando lugar a la ionizacién. Los iones que
son formados son empujados hacia fuera de la cdmara por un electrodo repelente de
iones que posee un potencial variable positivo con respecto al de la camara [46].

1.6.1.2 FAB (FAST ATOM BOMBARDMENT) MS-FAB*

Este tipo de ionizacion se emplea para compuestos que practicamente no poseen presion
de vapor, es decir, que no se volatilizan. Se utiliza para obtener espectros de masas de
azucares, compuestos idnicos y proteinas pequefias.

En este método se emplean dtomos de argdn o xendn. La muestra es disuelta en un
disolvente con alto punto de ebullicion como el glicerol, se coloca en una placa con un
potencial elevado para que los iones sean rapidamente acelerados y alejados para formar
una corriente y ser detectados [46].

1.6.2 Espectroscopia de infrarrojo

Otra técnica complementaria muy utilizada en la elucidacion estructural es la
espectroscopia Infrarroja. Se basa en la medida de absorcidn de diferentes frecuencias de
Infrarrojo. L a radiacién de infrarrojo es una seccion del espectro electromagnético que
posee nimeros de onda de 13,00 a 10 cm™ también medidos en longitud de onda de 0.78
a 1000 um. La informacion que se genera es usualmente presentada en forma de un
espectro con la longitud de onda o numero de onda en el eje de las X y Y la intensidad de
absorcién o porcentaje de transmitancia en el eje de las Y.
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Esta técnica se basa en la vibracion que presentan las moléculas, pues cuando la
frecuencia de vibracién especifica es igual a la frecuencia de la radiacidn IR incidida sobre
la molécula, ésta absorbe la radiacion. El nUmero total de bandas de absorcién observadas
es generalmente diferente al numero total de vibraciones fundamentales. Algunas bandas
adicionales se generan por la aparicion de sobretonos, interacciones o acoplamientos
entre vibraciones fundamentales, por ello, estas combinaciones generan un espectro de
infrarrojo Unico para cada compuesto que puede ser interpretado con ayuda de tablas que
agrupan las sefiales caracteristicas de cada grupo funcional.

Esta técnica se puede realizar de diferentes maneras, dos de las mas comunes son en
solido o en disolucion. En sélido se puede emplear una pastilla de bromuro de potasio
moliendo la muestra justo con esta matriz y formando una pastilla por medio de presién.
Y en disoluciéon empleando tetracloruro de carbono generalmente para la regiéon de 4000
a 1330 y disulfuro de carbono de 1330 a 625 por la ventana transparente que poseen en la
region de infrarrojo, es decir, practicamente no presentan sefiales de absorcion [32].

1.6.3 Resonancia magnética nuclear de proton.

En las ultimas décadas la espectroscopia de resonancia magnética nuclear ha tomado un
lugar muy importante en la determinacién de la estructura de compuestos organicos, se
emplea para elucidar la estructura de distintos tipos de moléculas y en la actualidad es
una herramienta muy versatil en el estudio de biomacromoléculas, pues permiten obtener
una resolucién a nivel atémico, por ejemplo, se puede identificar la conformacién de
moléculas como las proteinas en solucién, el plegamiento adquirido, si se encuentran en
un estado ionizado, los aminoacidos presentes en el sitio activo, también se puede
emplear para determinar la estructura de compuestos farmacolégicamente activos y
como se da la unién con sus receptores. Incluso, en la actualidad, se ha empleado para
determinar los compuestos o familias de compuestos presentes en el metaboloma de
organismos como plantas, hongos y bacterias [21].

Esta técnica se basa en la propiedad de spin (I) que poseen los nucleos de los atomos.
Puede ser un spin entero (I1=0,1,2,3...), fraccional (1=1/2, 3/2, 5/2...). El spin genera un
campo magnético que a su vez resulta en un momento magnético (p). Cuando un nucleo
con un spin diferente de 0 se coloca en un campo magnético este es capaz de absorber
energia. La frecuencia (vo) a la que un nucleo en particular absorbe energia depende del
tipo de nucleo, caracterizado por su radio giromagnético (y) y la fuerza del campo
magnético (Bo). Esta relacion la explica la ecuacién de Lamor {1} [92].

_"Bo {1}
27

Vo
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En presencia de un campo magnético externo se presentan dos estados de spin, +1/2y -
1/2. El de menor energia (+1/2), precesa en direccion al campo magnético, mientras que
los de mayor energia lo hacen en sentido contrario. La distribucion de Boltzman describe
el comportamiento de ambos estados, resultando en un pequeiio exceso en la proporcién
del estado de menor energia, lo cual da un aumento en la absorcidn neta de energia
cuando el nucleo es irradiado con la radiofrecuencia correcta. La energia absorbida es
después disipada a los alrededores, a esto se le conoce como relajacidén caracterizada por
el tiempo de relajacién spin-red (T1). Un segundo mecanismo de relajacidn spin-spin (T2)
es el que describe el regreso al equilibrio de la magnetizacidn transversa. Esta magitud es
siempre menor oigualaT1 [93].

1.6.3.1 Desplazamiento quimico

Es claro que el ambiente especifico de cada nudcleo modifica ligeramente el campo
magnético que este experimenta. Los nucleos sufren apantallamiento dependiendo de la
densidad electrdnica que los rodea. Por ello la frecuencia a la cual el nucleo es capaz de
absorber energia es caracteristica del ambiente del nucleo. El desplazamiento quimico (6)
se expresa en partes por millén (ppm) {2} [21].

6
10 (Vmuestra - Vreferencia)

5(ppm) =
Vreferencia {2}

El desplazamiento quimico es independiente de la fuerza del campo magnético del
espectrometro usado. El tetrametilsilano (TMS) es usado como referencia para los
espectros de 4 y B, y se le asigna un desplazamiento quimico de 0.00 ppm.

1.6.3.2 Acoplamiento spin-spin

Muchas de las sefales en resonancia no aparecen como lineas solas, muchas de ellas se
dividen en multipletes debido al efecto de los nucleos vecinos. Este fenédmeno, ocurre via
los electrones de enlace y nos da informacién acerca de la interconexién de los nucleos
acoplados. La separacién entre dos lineas es la misma para cada resonancia y se le conoce
como constante de acoplamiento (J) expresada en Hertz. Esta constante depende de la
naturaleza y el nimero de enlaces involucrados pero es independiente del campo
magnético aplicado en el que se registra el espectro [21].

Tanto el desplazamiento quimico como el fendmeno de acoplamiento spin-spin hacen a la
RMN muy uatil en la determinacién estructural.
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2 MATERIALES Y METODOS

Seleccion del material biolégico (cepa
K-155 de Streptomyces sp.) y Analisis
filogenético

Crecimiento de la cepa
K-155 en diferentes

medios de cultivo

{

Determinacion Determinacion de las
del espectro condiciones 6ptimas de _ Ensayo de antibiosis
antimicrobiano produccion de antibiéticos

. ] Seleccion del disolvente
Ensayo de Extraccion de los metabolitos adecuado para la extraccion de

termoestabilidad secundarios bioactivos los metabolitos secundarios
bioactivos

Seleccion del
sistema de elucién
Separacion de los
compuestos activos por
Cromatografia en columna Antibiosis para
determinar
fracciones activas
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UV de las fracciones
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Purificacion de los metabolitos con

actividad antibidtica por HPLC OISR el

determinar pico(s)
activo(s)

Andlisis quimico: RMN 1H,
MS, IR

Diagrama 1. Descripcion de la metodologia general empleada para la produccion,
extraccion y caracterizacion de los metabolitos secundarios con actividad antibiotica.
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En este proyecto se buscd la obtencion de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana producidos por la cepa K-155 de Streptomyces sp., para ello fue necesario
realizar fermentaciones sumergidas para la obtencién de dichos compuestos asi como el
empleo de técnicas analiticas para su separacion, purificacion y elucidaciéon estructural.

2.1 CRECIMIENTO DE LA CEPA K-155 DE Streptomyces sp.

La cepa K-155 fue aislada en un trabajo previo (Cardenas, 2009), su identificacion se
realizd en el 2010 mediante una caracterizacion polifasica (Avalos, 2010) en ella se
determind que pertenece al género Streptomyces, sin embargo su identificacion a nivel de
especie aun no se ha determinado, debido a su similitud con 2 especies de Streptomyces
(S. aureus y S. thermocarboxydus). Esta cepa es capaz de esporular por lo que fue
conservada de acuerdo a la metodologia convencional para su trabajo a corto y mediano
plazo, conservando las esporas en glicerol al 20%.

Para inocular los cultivos se partio del stock de esporas conservadas en glicerol al 20%, en
primer lugar fue necesario verificar su pureza realizando un cultivo en medio TSB y YMG
(Anexo), para lo cual se prepararon 50 mL de cada medio de cultivo liquido y se colocaron
en matraces Erlenmeyer de 250 mL bafleados. Se esterlizaron en autoclave a 121°C 15 Ib
presién por 20 min. Los matraces se inocularon con 50 plL del stock de esporas (10%°
esporas/mL), se incubaron por 24 h a 29°C con agitacién a 180 rpm. De estos cultivos se
tomod una asada y se estrié en los mismos medios de cultivo sélidos para la obtencion de
colonias aisladas caracteristicas de este género.

Una vez determinada la pureza del stock de esporas, este fue usado para todos los
experimentos subsecuentes.

2.2 FILOGENIA DE LA CEPA K-155

Debido a que se cuenta con la secuencia de DNA ribosomal completa y por duplicado
proveniente del estudio de la caracterizacién polifasica de la cepa K-155, fue pertinente
realizar un analisis filogenético para determinar si este tipo de estudio computacional nos
permite conocer con mayor precision con que especie de Streptomyces posee mayor
parentesco la cepa K-155, para asi establecer si existe algin antecedente sobre
metabolitos producidos por esta.

Para ello se realizé un analisis empleando el método de “maximum likelihood” empleando
el programa MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation), con el cual se
comparé la secuencia del DNA ribosomal de la cepa K-155 con las aproximadamente 500
secuencias de DNA ribosomal 16S reportadas en el Ribosomal Database Project
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correspondientes a las especies o cepas tipo aceptadas dentro de la taxonomia de este
género.

2.3 SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE
ANTIBIOTICO

En estudios anteriores [7], se encontré actividad antibidtica contra microorganismos Gram
positivos y levaduras en medio sdélido, Agar YMG.

En primer lugar se buscé un medio de cultivo liquido adecuado para la produccién de los
metabolitos secundarios con la actividad antibiética mencionada. Para ello se probaron los
siguientes medios de cultivo minimos y complejos (Anexo):

- YMG

- NMMP

- MM

- Caldo Nutritivo
- Bennet

- M4

Estos medios de cultivo fueron seleccionados tomando en cuenta la literatura relativa a
Streptomyces, pues se sabe que en condiciones de estrés como la escasez de nutrientes,
estos microorganismos producen una mayor concentracion de los metabolitos
secundarios. Por otra parte los medios de cultivo complejos como el Bennet o el YMG son
ampliamente empleados en la producciéon de antimicrobianos como los antifungicos y
antibioticos.

2.3.1 Preindculo, indculo y fermentacion

Se realizaron fermentaciones por duplicado de cada medio de cultivo evaluado. Para ello
se prepararon 3 matraces (2 para la fermentacion y 1 para el preinéculo) Erlenmeyer
bafleados de 250 mL con 50 mL del medio de cultivo respectivo. Para el preindculo se
tomaron 50 pL de la suspensidon de esporas en glicerol de la cepa K-155 y se adicionaron a
un matraz Erlenmeyer bafleado con 50 mL del medio de cultivo. Se incubaron por 24 h a
29°C con agitacién a 180 rpm. Pasado este tiempo el cultivo se centrifugd, se lavé con
solucién salina isoténica y se resuspendié en 10 mL de agua destilada estéril, de esta
suspension se tomaron 500 pL para inocular cada matraz de fermentacién. Se tomaron
muestras de 5 mL a las 24, 48, 96, 120, 144, 168 y 192 horas. Estas muestras se
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centrifugaron y se filtraron con una membrana Millipore de 0.45 um, el sobrenadante se
alicuoté en voliumenes de 1 mL y se concentré a vacio empleando el equipo Speedvac
savant ISS110 de Thermolab. Con este concentrado de volumen final de 200 uL se
realizaron los ensayos de antibiosis.

2.3.2 Ensayo de antibiosis

El efecto antibidtico fue el indicador de que los metabolitos se estdn produciendo en ese
medio de cultivo. Para realizar estos ensayos se eligieron las siguientes cepas de prueba:

- Escherichia coli (Gram negativo)

- Micrococcus luteus (coco Gram positivo)
- Bacillus subtilis (Bacilo Gram positivo)

- Saccharomyces cerevisiae (Levadura)

Estos microorganismos fueron crecidos previamente por 24 h. Las bacterias en Caldo
nutritivo y las levaduras en YD (Anexo). Los cultivos fueron empleados para inocular cajas
petri con agar nutritivo por estria masiva; sobre este indculo se colocaron los biodiscos de
6 mm de didmetro impregnados con 25 plL del sobrenadante del medio de fermentacion
empleado (Fig. 7). Las cajas se mantuvieron en refrigeraciéon (4°C) al menos una hora para
permitir una mejor difusidon del sobrenadante en el agar y posteriormente se incubaron
de 15-18 h (“overnight”) a 37°C. El efecto antibidtico se observd por la generacién de
halos de inhibicidn del crecimiento de las cepas de prueba y se midié el didametro del halo
en mm. Dentro de este experimento se realizé también la determinacién del pH del
sobrenadante a lo largo de la fermentacién para determinar a qué pH se producen y son
activos los antibidticos de interés.

2.3.3 Actividad antibiotica intracelular

Segun los antecedentes [7], en medio sdlido se observé la produccidon de metabolitos
secundarios en la cepa K-155 en agar YMG después de incubar por 6 dias, asi que resultod
relevante determinar si la produccion de estos metabolitos era realmente extracelular o
si se trataba de metabolitos intracelulares y Unicamente se liberaban al medio cuando el
microorganismo empezaba a morir. Para ello se empled el medio YMG liquido, se realizd
la fermentacion de la misma manera que para la seleccidon del medio de cultivo, pero en
este caso se hizo por sacrificio de matraz, es decir, que cada muestra correspondiod al
contenido de un matraz de 250 mL con 50 mL de medio inoculado. El cultivo se centrifugo,
se recuperaron las células, se lavaron 2 veces con SSI (solucién salina isotdnica, NaCl
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0.85%), se le retird bien todo el sobrenadante de SSI y se conservaron congeladas a -20°C
para trabajar todos los tiempos juntos y romper las células por sonicacidn.

La sonicacion se llevd a cabo con el siguiente buffer

Concentracion Sustancia
75 mM KH,PO, pH=7.0
2 mM DTT
1 mM EDTA

Tabla 1. Composicion del buffer empleado para sonicar las muestras de biomasa de la cepa K-155.

(NOTA) Al momento de sonicar se le anade inhibidor de proteasas (cocktail protease
inhibitor de SIGMA).

La sonicacidn se realizé con 3 mL de células a 50 W por 30 segundos con 5 pulsos, dejando
un intervalo de 1 minuto de reposo en hielo durante cada pulso.

El debris celular se separd del sobrenadante centrifugando a 13000 rpm por 15 minutos
en microtubos de 1.5 mL.

Se probd el debris celular y el sobrenadante (conteniendo el extracto intracelular)
concentrado a 200 pL empleando el speedvac para determinar el efecto antibidtico
realizando los ensayos de antibiosis ya descritos.

2.3.4 Modificacion del medio YMG

Una vez que se determind en qué medio de cultivo se producia el antibidtico, se modificé
para determinar si al modificar las concentraciones de los componentes de dicho medio se
obtiene una mejor actividad antibidtica. Para ello se empled un disefio factorial 2° (dos
niveles y tres variables), en el cual, las modificaciones que se realizaron fueron a un nivel
alto y bajo en relacién al medio original (tabla 2). El nivel alto (+) se refiere a un
incremento del 50% de cada componente del medio de cultivo y el nivel bajo a una
disminucion del 50% de cada componente respecto al YMG original. El disefio quedd
organizado como se muestra en la tabla 3, donde cada experimento corresponde a un
medio de cultivo de diferente composicion.
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Medio YMG
Componente Concentracién g/100 mL
Extracto de levadura (L) 0.4
Extracto de malta (M) 1
Glucosa (G) 0.4

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo YMG.

Experimento

i [L] [M] [G] [Llg/100mL [M]g/100mL  [G] g/100 mL
o Medio
1 - - - 0.2 0.5 0.2
2 + - - 0.6 0.5 0.2
3 - + - 0.2 1.5 0.2
4 + - 0.6 1.5 0.2
5 - - + 0.2 0.5 0.6
6 + - + 0.6 0.5 0.6
7 - + + 0.2 1.5 0.6
8 + + + 0.6 1.5 0.6

Tabla 3. Composicion de cada medio de cultivo empleado en el disefio factorial 2°. [L]; extracto de
levadura, [M]; extracto de malta, [G]; glucosa.

Este experimento se llevd a cabo de igual manera que las fermentaciones previamente
realizadas, partiendo de un preinéculo con las esporas en glicerol. Después de 24 h se
centrifugd, se lavé con SSI y se resuspendid en 10 mL de agua destilada estéril. De ésta
suspensidon se tomaron 500 pL para inocular cada matraz de los diferentes medios.
También se tomaron muestras a las 24, 48, 72, 96, 144 y 192 horas.

Las muestras se centrifugaron y se separd el sobrenadante de la biomasa, ésta se empled
para determinar crecimiento por peso seco, y del sobrenadante se tomaron 2 mL para
medir el pH de cada condicidn. El volumen restante se concentré 4 veces y con ello se
determiné actividad antibidtica.

2.4 EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios se extrajeron a partir de una fermentacidon pequefia en
matraces Erlenmeyer bafleados de 250 mL con 50 mL del medio de cultivo seleccionado.
Después de crecer a la cepa K-155 por 6 dias, se centrifugd el cultivo y se filtré a través de
membranas Millipore de 0.45 um para separar la biomasa del sobrenadante. La extraccién
se realizo a partir de éste ultimo.
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Debido a que se desconocia la naturaleza quimica de los metabolitos con actividad
antibidtica, asi como sus propiedades de polaridad y solubilidad para realizar su extraccién
del resto de componentes del sobrenadante se emplearon por separado disolventes de
diferente polaridad: hexano, éter etilico, tetracloruro de carbono, cloroformo, acetato de
etilo, acetona, butanol, y metanol. Para el caso de la acetona y el metanol que son
miscibles con el agua, fue necesario eliminar el agua del sobrenadante por medio de
liofilizacién para después adicionar el disolvente. Se emplearon 10 mL de disolvente, éste
se agitd para solubilizar los componentes y finalmente se filtré para separar el extracto de
los residuos de sobrenadante liofilizado. El disolvente conteniendo el extracto se evapord
empleando un rotavapor y el residuo se resuspendid en agua destilada estérilizada
(Fraccién A) para poder realizar los ensayos de antibiosis. Los residuos de sobrenadante
liofilizado se disolvieron nuevamente en el volumen minimo de agua necesario (Fracciéon
B) para realizar también los ensayos de antibiosis.

La extraccidn con disolventes no miscibles en el agua, se realizé empleando un embudo de
separacion, en el cual se adiciond el sobrenadante, enseguida se agregdé el disolvente
seleccionado, se agitd, se dejd escapar el vapor formado y se dejo reposar para permitir la
separacion de fases. El procedimiento se repitid al menos tres veces para asegurar la
completa extraccion de los componentes solubles. Las fracciones de cada disolvente se
juntaron y el disolvente se evapordé empleando el rotavapor. El residuo se resuspendié en
el volumen minimo de agua destilada esterilizada para solubilizarlo (en ciertos casos se
empled una minima porcion del disolvente empleado para la extraccién, el cual
posteriormente fue evaporado) [Fraccién D] antes de realizar los ensayos de antibiosis. La
Fraccién C fue el sobrenadante residual con los componentes que no se extrajeron con el
disolvente empleado.

Con cada fraccidon obtenida de cada uno de los diferentes disolventes empleados se
realizd un ensayo de antibiosis en placa para determinar en cual se mantenia la actividad
antibidtica, para determinar asi el disolvente ideal para extraer a los metabolitos
secundarios. Esta metodologia se resume en la Fig. 4.

2.5 FRACCIONAMIENTO DE LOS COMPONENTES DEL EXTRACTO Y
PURIFICACION DEL ANTIBIOTICO.

2.5.1 Cromatografia en capa fina

Una vez que se obtuvo un extracto crudo se analizé por medio de cromatografia en capa
fina (CCF) para conocer si dicho extracto presentaba una gran cantidad de componentes,
estimados por el nimero de manchas observadas. Fue entonces necesario en primer lugar
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determinar los disolventes que componen la fase mévil y que permiten una adecuada
separacion del extracto. Para esta determinacion se emplearon placas de aluminio de 10 x
5 c¢m recubiertas de silica gel de MERCK (Cat. No. 1.05554 TLC Silicagel 60 F254) para
revelar con luz UV. En estas placas se aplicaron 3 uL del extracto.

Extraccion con disolventes de diferente

polaridad
polaridad
E *
Hexano Eter CCl, CHCI; Acetatode Acetona Butanol Metanol
etilo
*
1. Evaporacion del agua
‘ del sobrenadante
| 2. Adicién del disolvente
}T|L T
4
I ‘]f
l Residuo (B) Extracto en
disolvente (A)
¥ \’
Extracto en Residuo de antibiosis ¥
Disolvente (D) sobrenadante (C) antibiosis
antibiosis antibiosis

| |
|

Seleccion de la fraccion que conserva actividad antibidtica

Figura 4. Diagrama del Procedimiento general de la seleccion del disolvente para la extraccion de
los metabolitos secundarios bioactivos El asterisco representa el butanol, que es polar pero
inmiscible con el agua.

Para eluir las cromatoplacas se probaron diferentes mezclas de disolventes, y dos fases,
normal y reversa al igual que en la determinacion del disolvente adecuado para la
extraccién, los metabolitos son desconocidos, por lo cual se realizaron las siguientes
mezclas con disolventes de diferente polaridad y constante dieléctrica que permitieran la
separacion en fase normal de los componentes presentes en el extracto:

» Hexano:acetona:agua 1:5:1

* Hexano:acetona:metanol 4:4:2
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*» Acetonitrilo:Agua 1:1, 7:3
* Acetonitrilo:lsopropanol 1:1, 7:3
Para la fase reversa se emplearon mezclas de Acetonitrilo:agua, (4:6, 1:1y 9:1)

Estas mezclas se colocaron en camaras de elucion que se dejaron saturar por
aproximadamente 1 hora y en las cuales posteriormente se colocd la placa a eluir
cuidando que quedara derecha para que el eluyente corriera de manera pareja.

Una vez que se eluyé cada cromatoplaca hasta cerca de 0.5 cm del borde, se retird de la
camara de elucidn, se dejé evaporar el disolvente, y se revelé en primer lugar con luz UV y
posteriormente con una mezcla de metanol:acido sulfurico 80:20 .

Se selecciond la mezcla de disolventes con la cual se observaron un mayor numero de
manchas, mejor definidas y separadas.

2.5.2 Cromatografia en capa fina preparativa

Una vez que se obtuvieron las condiciones de elucion se realizé el mismo procedimiento,
pero esta vez realizando una cromatografia en capa fina preparativa para poder recuperar
las diferentes manchas o fracciones y realizar ensayos de antibiosis para asi poder
determinar la fraccion activa.

Para esta cromatografia se emplearon cromatoplacas en vidrio de 20 x 20 cm recubiertas
de silica gel de 2 mm de espesor de MERCK, (Cat. No. 1.05745.0001 PLC Silica gel 60).

En la cdmara de elucién se colocd la mezcla de disolventes elegida. La muestra se colocd a
1.5 cm de la base. Se aplicaron 10 mL del extracto metandlico. Se dejé eluir hasta 1.5 cm
del borde superior. Se observaron las bandas con luz UV y se fraccionaron recuperandolas
raspando la placa con ayuda de una espatula y colectandolas en matraces Erlenmeyer de
150 mL.

A cada fraccion de silica se le adiciond agua destilada suficiente para cubrirla, se agito por
10 minutos y se dejd reposando por 1 hora aproximadamente para favorecer la
solubilizacién de los componentes activos. La suspension se colectd en tubos cénicos de
15 mL, se centrifugaron para separar la silica y ésta se volvié a lavar con un volumen de
agua. Ambos lavados se juntaron, se tomd una muestra de 5 mL, se hicieron alicuotas de
1 mL en microtubos de 1.5 mL y se concentraron a 200 pL empleando el sistema a vacio:
speedvac Savant 1SS110 de Thermolab. Se juntaron los volimenes concentrados de cada
fraccién y se emplearon para realizar ensayos de antibiosis en Agar Nutritivo (Anexo)
contra las cepas de prueba.
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2.5.3 Fermentacion de 1l en el medio seleccionado

Después de seleccionar el medio de cultivo donde se obtiene una mayor produccién de
metabolitos secundarios bioactivos, fue necesario escalar a una fermentaciéon de mayor
volumen para obtener una mayor cantidad de los metabolitos, para lo cual se preparé 1L
del medio seleccionado y se inoculd con 1% de biomasa de un preinéculo de 24 horas en
el mismo medio de cultivo .

Debido a que la mejor produccién del metabolito se encontraba aproximadamente a la
semana, la fermentacion se detuvo a los 6 dias, se centrifugé a 8000 rpm, se separo el
sobrenadante y se filtré con ayuda de vacio a través de filtros Millipore de 0.45 um.

Se recuperaron aproximadamente 700 mL de sobrenadante, los cuales se liofilizaron con
el equipo Labconco Freeze Dry System LYPH LOCK® 4.5. Al residuo seco se le adicionaron
100 mL de metanol y se dejé resposar por una hora para favorecer la extraccién de la
mayor cantidad de metabolito posible. Se centrifugd para separar los residuos insolubles y
se recuperd Unicamente el metanol, el cual se evaporé empleando el rotavapor, y el
residuo se resuspendié en una mezcla de acetonitrilo:agua (70:30).

2.5.4 Cromatografia en columna (CC)

La cromatografia en columna se realizé para fraccionar el extracto, y eliminar compuestos
sin actividad antibidtica y que no interfirieran al momento de su purificacion por medio de
HPLC . Para esta cromatografia se empled una columna de 1 m de alto por 2 cm de
diametro que se empacé con silica gel. El procedimiento a seguir fue el que se describe a
continuacion:

La columna se empacd con silica gel 100 (MERCK CAT. No. 1.10185). empleando
acetonitrilo, con ayuda de una pipeta de vidrio se adiciond el extracto cuidando que
guedara sobre el empacado de manera uniforme. Se probaron dos gradientes de elucion,
hexano: metanol empezando por hexano 100%, siguiendo con hexano:metanol 50:50,
40:60, 30:70, 20:80, 90:10 y finalmente 100% de metanol y acetonitrilo:agua desde 100%
de acetonitrilo que fue modificAndose con variaciones del 10% y finalmente empleando
100% de agua. Se colectaron fracciones de 25 mL.

El disolvente (Hexano y acetonitrilo) de cada una de las fracciones obtenidas se evapord
por medio de rotavapor hasta 10 mL de volumen final, se tomd una alicuota de 1 mL y se
evaporé empleando el Speedvac. Se realizé ensayo de antibiosis con cada fraccidn
colectada y concentrada a 200 pL contra las cepas de prueba para determinar en qué
fraccién o fracciones se estaba recuperando el metabolito con actividad antibidtica.
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2.5.5 Espectro de absorcion UV

Con el fin de determinar la longitud de onda de maxima absorcion de los metabolitos
secundarios que presentan actividad antibidtica, se realizé un barrido de longitud de onda
empleando las fracciones obtenidas de la cromatografia en capa fina preparativa, la
cromatografia en columna asi como el extracto metandlico resuspendido en agua y el
sobrenadante del medio de cultivo sin extraer. El barrido se realizé de 190 a 800 nm, para
el sobrenadante completo y de 190 a 400 nm para las fracciones empleando el
espectrofotémetro de UV/vis Ultrospec 2100 pro de Amersham Biosciences.

2.5.6 Purificacidon por cromatografia liquida de alta eficiencia o HPLC

El resto del volumen total de cada fraccién se concentrd hasta 1 mL para su purificacion
por medio de HPLC con el equipo Varian ProStar con detector UV-Vis, empleando una
columna de Macherey-Nagel Nucleodur C18 Pyramid de 5um.

Para la purificacion fue necesario en primer lugar filtrar la muestra para evitar la presencia
de impurezas que pudieran tapar la columna o dafiar el equipo. Asi pues la muestra se
filtr6 para posteriormente inyectarla en el cromatégrafo. Para la elucién se tuvo que
realizar primero un ensayo previo para determinar la mezcla de elucién a utilizar. Se
probaron tres sistemas, uno con gradiente de acetonitrilo:agua, otro solo con agua y un
ultimo con un buffer de acetato de trietilamonio. Finalmente, se eluyd con acetato de
trietilamonio ya que presentd la misma definicion de picos que con agua, con la ventaja de
mantener un pH estable. Se colectaron las diferentes fracciones que abarcaran a los picos
observados a 220 nm, se evaporé la fase madvil y se resuspendié el residuo en agua MilliQ
estéril para realizar los ensayos de antibiosis y determinar cuadl era el pico activo.

Una vez que se determind qué pico era activo, se repitié el procedimiento para contar con
una mayor concentracién del metabolito de interés.

2.6 APROXIMACION A LA ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Con la muestra conteniendo el metabolito de interés, es decir el antibidtico, se realizaron
los analisis subsecuentes. Se evaporé a sequedad la fase moévil para eliminar el disolvente,
se realizaron varios lavados con agua MilliQ, y una vez obtenido el polvo seco del
antibidtico, éste se empled para las pruebas de Resonancia Magnética Nuclear, Infrarrojo
y Espectrometria de masas.

Los andlisis se realizaron en el Instituto de Quimica, en los respectivos Laboratorios de
Espectroscopia de Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de masas.
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2.7 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

A la par se realizd esta determinacion siguiendo el procedimiento de Wiegand et al., 2008
[86] modificado empleando a Micrococcus luteus y a Saccharomyces cerevisiae como
microorganismos de prueba.

En primer lugar se realizé la estandarizacidn del indculo por medio de un crecimiento con
cultivos “overnight”. Para esto, se cultivaron los microorganismos de prueba por 14-18 h.
De esta suspensién se toméd una alicuota de 10 plL para cada tubo con 5 mL de medio de
cultivo. Se dejaron crecer hasta cierta densidad o6ptica (0.5, 0.7 y 1.0). De estos nuevos
cultivos se realizé una dilucién 1:100 (102) y posteriores diluciones de 1:10 hasta 10°. Las
diluciones se plaguearon en caja Petri y se incubaron “overnight”. Se contaron las colonias
y se calcularon las unidades formadoras de colonia (UFC) por medio de la siguiente
féormula.

~ C*10
10°°

Donde N = UFC*mL; C = #colonias por placa; D = dilucién 1:10

Se empled la suspensidn bacteriana a una densidad éptica que diera como resultado un
total de 10% UFC/mL pero al momento de inocular el protocolo sugiere realizar una dltima
dilucion de 1:100.

Una vez que se determind a que densidad dptica se debia trabajar, se prepararon las
siguientes diluciones del antibidtico, partiendo de un stock de 1 mg/mL: 500, 250, 125,
62.25, 31.25, 15.6, 7.8 y 3.9 pug/mL. Se evalud el antibidtico purificado y una fraccion
activa de la cromatografia en columna (Fraccién 20). Las diluciones se realizaron en caldo
nutritivo (anexo).

El ensayo se realizé en placa de 96 pozos por medio de microdilucién, en cada pozo se
afadieron 100 pL de la dilucién del antibidtico y 100 pL de la suspensién del
microorganismo de prueba. Se incubd overnight de 18-24 horas y se midid el crecimiento
por turbidez con ayuda de un lector de placas a 600nm.

Como controles positivos se emplearon la eritromicina que es activa contra
microorganismos gram positivos y la cicloheximida que inhibe el crecimiento de levaduras.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

La cepa K-155 fue aislada como parte de un trabajo previo (Cardenas, 2009), de suelo
salitroso en Valle de Chalco, Estado de México y conservada en forma de esporas en una
suspension de glicerol al 20% con una concentracién de 1X10® esporas/mL. Esta cepa
resultd de interés debido a su actividad antibidtica contra microorganismos Gram
positivos y levaduras, observada durante su caracterizacién polifasica llevada a cabo en un
estudio anterior (Avalos, 2010). Dentro de este estudio se demostrd la pertenencia de
dicho microorganismo al género Streptomyces, y se describié la cepa, mdas no se le pudo
asignar especie debido a su similitud con dos especies de Streptomyces (Streptomyces
aureus y Streptomyces thermocarboxydus) seglin una comparacion realizada empleando el
BLAST del NCBI. Por esta razén, y debido a que se cuenta con la secuencia completa
correspondiente al DNA ribosomal 16S, el cual es ampliamente empleado en la taxonomia
bacteriana, el primer estudio que se realizé fue la filogenia de la cepa K-155 basandonos
en esta secuencia contra las aproximadamente 500 cepas tipo reportadas en el RDP
(Ribosomal Database Project) para el género Streptomyces para determinar con qué
especie se encuentra mas relacionada filogenéticamente.

3.1 FILOGENIA DE LA CEPA K-155

El arbol filogenético resultante se muestra en la Fig. 5. Con este andlisis se determind que
la cepa K-155 presenta mayor similitud con S. thermocarboxydus formando un clado con S.
lusitanus, pues S. aureus queda muy lejos en el arbol filogenético formando un clado con
S. durmitorensis.

En la Fig. 6 se observa un acercamiento de la region del arbol filogenético donde se
encuentra la cepa K-155. Aqui se nota que forma un clado con S. thermocarboxydus y con
S. lusitanus. Por ello se decidié realizar otro arbol filogenético mas para compararla
Unicamente con las cepas mas relacionadas, el resultado se muestra en la Fig. 7. Este arbol
nos muestra que la clasificacidon de las cepas de Streptomyces cercanas a la cepa K-155 no
es muy clara, pues la cepa SCSIO de S. lusitanus se encuentra separada de la cepa tipo de
esta especie, y forma un clado con la cepa CA-23 de S. thermocarboxydus. Por ello, a pesar
de que K-155 se encuentra dentro de este grupo, no se asocia directamente con ninguna
cepa de S. thermocarboxydus, por lo que aln se mantiene la duda de si pertenece o no a
esta especie. En términos generales se le puede asociar con S. thermocarboxydus, sin
embargo para determinarlo con mayor precisiéon se emplearan las secuencias de genes
“housekeeping” o de mantenimiento, ya que son genes encargados de funciones bdsicas
celulares como la girasa (gyrB), la ATP sintasa (atpD), la RNA polimerasa (rpoB) entre
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otros, por lo cual se encuentran altamente conservados pero con regiones variables que
en combinacion, permiten una identificacién mas precisa a nivel de especie [67].

Streptomyces aureus

Streptomyces K-155
Streptomyces thermocarboxydus

0.3

Figura 5. Arbol filogenético realizado con la secuencia del gen 16S empleando el programa
MUSCLE. En rojo se sefiala la ubicacion de Streptomyces aureus, en amarillo la de la cepa K-155y
en azul la de Streptomyces thermocarboxydus. En verde se sefiala la regién empleada para realizar
la figura 1b. (Arbol filogenético elaborado con ayuda del Dr. Eneas Aguirre von Wobeser).
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Figura 6. Regidn del arbol filogenético donde se encuentra la cepa K-155 con las especies mas
cercanas a ésta en base al gen 16S. (Arbol filogenético elaborado con ayuda del Dr. Eneas Aguirre
von Wobeser).
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Figura 7. Arbol filogenético elaborado con la cepa K-155 y las especies mas cercanas, S.
thermocarboxydus, S. lusitanus y S. lomondensis. (Elaborado con ayuda del Dr. Eneas Aguirre von
Wobeser).

A pesar de que no se ha determinado con certeza si la cepa K-155 pertenece o no a la
especie S. thermocarboxydus, debido a la ambigliedad de los resultados obtenidos con la
secuencia del DNA ribosomal 16S, su estudio posee relevancia ya que en el estudio y
descripcidn de la especie de S. thermocarboxydus no se le encontrd actividad antibiotica
[53] lo cual incrementa la probabilidad de que los metabolitos aislados sean nuevos, por
ello, se decidid continuar con la busqueda de estos compuestos.

3.2 SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE
ANTIBIOTICOS

Cuando se descubrié que la bacteria K-155 era capaz de inhibir a las cepas de prueba
Micrococcus luteus, Bacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae, se decidid buscar un
medio de cultivo adecuado para la produccién de los compuestos con actividad
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antibiotica. Se probaron 6 medios de cultivo diferentes YMG, NMMP, MM, Caldo
Nutritivo, Bennet y M4.

En medio NMMP y en medio YMG se observd actividad contra bacterias Gram Positivas
como Micrococcus luteus principalmente y Bacillus subtilis en menor medida. Se
observaron halos de inhibicion de 20 mm de diametro contra M. luteus. El efecto
antibiotico se observé a partir de las 144 horas en medio YMG (Fig. 8) y a partir de las 48
horas en medio NMMP, sin embargo, la actividad contra S. cerevisiae se observo
Unicamente en el medio YMG. Esto nos indica que el tipo de metabolitos que se producen
en cada medio son diferentes, pues los producidos en el medio YMG poseen una actividad
con mayor espectro de accién o quiza se producen diversos metabolitos cada uno con una
actividad especifica contra un tipo de microorganismo, mientras que los metabolitos
producidos en el medio NMMP son de un espectro de accién mas especifico.

Figura 8. Resultados del ensayo de antibiosis del sobrenadante concentrado de YMG obtenido a
diferentes tiempos de fermentacion desde las 24 h hasta las 192 h contra M. luteus. La actividad se
observa a partir de las 144 horas.

En los medios restantes no se observé actividad antibiodtica, por lo que se eligié al medio
YMG como el mas adecuado para la produccidon de metabolitos secundarios bioactivos. En
ninguno de los medios de cultivo empleados se obtuvo actividad contra bacterias Gram
negativas. Con este resultado podemos descartar la pertenencia de los metabolitos
activos al grupo de los aminoglucésidos, ya que éstos tienen actividad principalmente
contra bacterias Gram negativas.

Existen reportes [8, 65, 78] de produccion de metabolitos bioactivos (antifingicos vy
antibidticos) en medios de cultivo que poseen entre sus componentes extracto de
levadura y glucosa, por lo que tomandolos en cuenta y determinando que bajo las
condiciones evaluadas se produjeron los metabolitos de interés en este medio, se eligid
como el adecuado para realizar las fermentaciones de las cuales se llevaria a cabo la
extraccion de los metabolitos secundarios con actividad antibidtica.
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La actividad antibidtica se observé en el sobrenadante del medio de cultivo, sin embargo,
debido a que se encontré la actividad a tiempos tardios de la fase estacionaria, se decidid
determinar si la actividad era de tipo extracelular o intracelular.

El extracto intracelular se obtuvo por sonicacidn de cada tiempo de muestreo. Se separé el
sobrenadante y el debris celular por centrifugaciéon, ambas fracciones fueron empleadas para
realizar ensayos de antibiosis, el sobrenadante colocado sobre un biofiltro y el debris sobre un
pozo en el agar. En ningln caso se obtuvo actividad antibidtica, confirmando asi que la actividad es
extracelular.

3.3 MODIFICACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

Para mejorar la produccién de los antibidticos, se realizé un disefio factorial de dos niveles
con tres variables tomando como base al medio YMG, modificando las concentraciones de
sus componentes ya que se conoce que los constituyentes del medio de cultivo son un
factor importante en la produccién de antibidticos [44]. En primer lugar se realizé la curva
de crecimiento de los 8 medios de cultivo resultantes del disefio experimental (Gréfica 1.),
en ella se observa que los medios de cultivo con mayor concentracion de nutrientes como
el medio 8, y en aquellos con un porcentaje mayor de extracto de levadura y de glucosa
(medio 4 y 6) poseen una biomasa mayor.
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Gréfica 1. Crecimiento de K-155 de Streptomyces sp. en los diferentes medios modificados.

La produccion de los antibidticos se determind por medio del incremento en el diametro
de los halos de inhibicion. Los resultados se presentan en la gréfica 2.
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Grafica 2. Efecto antibi6tico en funcion del didmetro de inhibicion de los diferentes medios de
cultivo del disefio factorial 2°.

La grafica anterior nos muestra que tanto el medio 2 como el medio 6 tienen produccidn
de los antibidticos a un menor tiempo. Para el caso del M2 se produce desde las 24 horas,
mientras que para el M6 a partir de las 48 horas. Recordando la composicién de los
medios (ver tabla 3), la similitud que se observa es que ambos tienen un porcentaje de
extracto de levadura mayor y un menor porcentaje de extracto de malta, por lo que se
infiere que la variacién de estos componentes en el medio resulta esencial para la
produccién de los antibidticos. Segun el andlisis de los resultados de esta fermentacion, se
encontré que, individualmente, la modificacién de la concentracién de extracto de
levadura ejerce un mayor efecto sobre la produccion de los antibidticos, mientras que la
modificacidn del extracto de malta es la que ejerce un menor efecto. Esto coincide con los
resultados, ya que en todos aquellos medios que tuvieron un porcentaje elevado de
extracto de levadura (2, 4, 6 y 8) hay producciéon de los metabolitos secundarios bioactivos
tanto en mayor proporcién como en menor tiempo.

A su vez, en todos aquellos medios de cultivo con el extracto de levadura elevado hay un
mayor crecimiento, entonces se infiere que la mejor produccién de los antibidticos se da
en los medios de cultivo en los que el microorganismo crece bien, pero que aln se
encuentra sometido a condiciones de estrés por la escasez de nutrientes o el consumo
rapido de los mismos, lo cual lo induce a la produccion de los metabolitos bioactivos. Por
ello en el medio 8 donde todos los componentes se encuentran en mayor proporcion, los
metabolitos se producen a tiempos mas largos de la fase estacionaria. En los medios que
tienen menor concentracién de nutrientes, principalmente de extracto de levadura como

45



Resultados y Discusion

el 3, 5y 7 no se producen antibiéticos o al menos no en cantidad suficiente para ser
efectivos debido al poco crecimiento del microorganismo.

Por otra parte, al evaluar la interaccidn entre los 3 componentes del medio de cultivo, se
observé que al disminuir el porcentaje de glucosa se obtiene un mayor efecto sobre la
produccién de los antibidticos, por ello en el medio 2 con extracto de levadura elevado y
glucosa disminuida se producen mas rapido los metabolitos, sin embargo, el crecimiento
también se ve limitado porque se consume la glucosa en menor tiempo, llegando a la fase
estacionaria a partir de las 24 horas, por lo tanto se detiene la produccién del metabolito.
En contraste, en el medio 6 los metabolitos bioactivos empiezan a producirse a partir de
las 48 horas. Sin embargo, como este posee una mayor concentracion de glucosa, el
microorganismo sigue creciendo por mds tiempo y produce una mayor cantidad de
metabolitos bioactivos.

A estos resultados se les puede sumar también el efecto que ejercen las fuentes de
nutrientes, llamada represidn catabdlica. Para el caso de la glucosa la represion por fuente
de carbono puede no considerarse, pues en general los reportes de represion catabdlica
por glucosa mencionan que esta ejerce un efecto represor a partir del 6% o incluso mayor,
pues para la produccién de doxorrubicina por S. peucetius se necesita una concentraciéon
mayor a 100mM, [44,69] y la concentracion mayor empleada para este estudio no rebasa
los 35 mM. Por otra parte la fuente de nitrdgeno puede también ejercer un efecto en la
produccién de antibidticos. A pesar de que no existe un consenso general sobre la
influencia de la fuente de nitrégeno sobre la produccién de antibidticos, pues algunos
reportan un efecto inhibitorio mientras que otros reportan estimulacion [70] se han
realizado estudios de evaluacién de nutrientes como el extracto de levadura y el extracto
de malta [1,56,81]. También se menciona que la acumulacion de los antibidticos en
muchos casos aumenta después de que la fuente de nitrégeno ha sido consumida casi por
completo, lo cual lleva a pensar que la fuente de nitrogeno presente en el extracto de
levadura es mas facilmente metabolizable por la cepa K-155 que el extracto de malta. Sin
embargo para determinarlo con certeza seria necesario realizar un estudio mas profundo.

Durante este estudio se realizdé también la determinacién del pH del cultivo a lo largo de Ia
fermentacion (Gréafica 3). Esta se realizé para verificar que éste no fuera un factor que
influyera sobre el efecto antibidtico y que pudiera dar un falso positivo, asi, después de
realizar las determinaciones de pH, se realizé un control con los medios sin inocular, a los
cuales se les ajustd el pH segun cada determinacion durante la fermentacién, es decir
entre un rango de 5 hasta 9, se concentraron de la misma manera que las muestras y se
realizaron los ensayos de antibiosis con este concentrado. No se observé efecto de
inhibicién de los microorganismos de prueba por lo que el efecto inhibitorio no se debe al
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pH. Por otra parte, se encontré que los medios en los que hay produccién de los
metabolitos se encuentran a un pH mayor a 7 (grafica 3), por lo que se puede inferir que la
fermentacion debe encontrarse a un pH alcalino para observar el efecto antibidtico. Esto
puede deberse a dos situaciones, ya sea que los metabolitos se producen o se secretan
cuando la fermentacion alcanza este pH, o quizd que los metabolitos son estables y/o
activos a pH mayora 7.
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Gréfica 3. Valores de pH de los diferentes medios de cultivo a lo largo de la fermentacion.

Con este disefio se encontrd que el medio 6 (ver tabla 2) con un mayor porcentaje de
extracto de levadura y glucosa y menor porcentaje de extracto de malta favorece la
produccién del metabolito secundario con actividad antibidtica, por lo que se decidié
emplear este medio como el medio de fermentaciéon para realizar todos los ensayos
siguientes.

A continuacidn se realizod la fermentacidn empleando matraces Fernbach de 2800 mL con
1 L de medio de cultivo.

3.4 EXTRACCION DE METABOLITOS BIOACTIVOS

El medio de cultivo (M6, Gréfica 2) en el cual se observd un mayor efecto inhibitorio fue
tratado con disolventes orgdnicos (hexano, éter etilico, tetracloruro de carbono,
cloroformo, acetato de etilo, acetona, butanol, y metanol). Solo se observé actividad
contra M. luteus y S. cerevisiae, en el extracto metandlico (Fig. 9), lo cual nos did un
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primer indicio de la naturaleza polar de los compuestos bioactivos. Los residuos insolubles
en metanol y acetona también mostraron antibiosis, pero no fueron estudiados
posteriormente.

M. luteus S. cerevisiae

Figura 9. Antibiosis con los extractos de los disolventes polares sobre M. luteus y S. cerevisiae.
A, By C: extracto de metanol, acetona y butanol, respectivamente, del medio de cultivo; a ,b, y c:
residuo del sobrenadante no soluble en metanol, acetona y butanol, respectivamente.

Con este resultado podemos descartar algunos compuestos de tipo peptidico Unicamente
constituidos por aminoacidos, como el tioestreptdn, ya que disolventes como el metanol
los precipitan; esto debido a que estos disolventes tienen la propiedad de alterar la
capacidad del agua para separar y solubilizar a los grupos cargados de algunas proteinas,
por lo que estas interaccionan entre si formando agregados. Sin embargo, existen
compuestos con porciones peptidicas como los lipopéptidos o glicopéptidos que si son
solubles en metanol.

Con los disolventes organicos menos polares e inmiscibles con el agua no se obtuvo
actividad antibidtica, y como se muestra en la Fig. 9, en el caso del butanol la actividad se
mantuvo en los componentes que no se extrajeron con el disolvente y se mantuvieron en
la fase acuosa.

Una vez determinada la actividad antibidtica del extracto metandlico, se realizé la prueba
de termoestabilidad de los compuestos activos presentes en dicho extracto (Fig. 10) y en
el sobrenadante crudo (datos no presentados). Para ello ambos materiales se
concentraron y se sometieron a diferentes temperaturas, desde 37°C hasta 121°C por 20
minutos. Se realizd el ensayo de antibiosis con estas muestras y se encontré que el efecto
inhibitorio se mantuvo lo que indicéd que los compuestos bioactivos son termoestables.
(Fig. 10). Esta propiedad resulta muy interesante e importante, ya que la resistencia a
altas temperaturas nos permitié determinar que la purificacion subsecuente se podia
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realizar a temperatura ambiente sin necesidad de tener cuidados adicionales, ademas de
gue es una propiedad deseable en el manejo y preservacion o almacenaje de este tipo de
compuestos.

Los antecedentes de los antibidticos conocidos indican que por lo general los
glicopéptidos son termolabiles como la vancomicina [62], por lo que este resultado nos
permite inferir que los metabolitos activos no pertenecen a este grupo.

Q 77°C

Figura 10. Actividad antibidtica contra M. luteus después de someter el extracto metandlico a
temperaturas de 77, 87, 92 'y 121°C durante 20 minutos.

3.5 FRACCIONAMIENTO DE LOS COMPONENTES DEL EXTRACTO

Una vez que se determinid la antibiosis y termoestabilidad del extracto de metanol, se
realizd una separacién por medio de una cromatografia en capa fina (CCF, Gel de Silice ) y
se probaron diferentes mezclas de elucion: hexano:acetona:agua  (1:5:1)
hexano:acetona:metanol (4:4:2) , acetonitrilo:agua (1:1, 7:3) y acetonitrilo:isoporopanol
(1:1, 7:3) . Las cromatoplacas fueron reveladas empleando luz UV y una mezcla de
metanol:acido sulfurico 80:20. Como se observa en la Fig. 11, los mejores sistemas de
elucién fueron el conformado por hexano:acetona:agua en proporciéon 1:5:1 y
acetonitrilo:agua 7:3 pues se observa una mejor separacién de los componentes del
extracto. En el primer caso la acetona proporciona una fase de polaridad media que
permite que el hexano y el agua se mezclen.

49



Resultados y Discusion

Hexano:acetona:agua Acetonitrilo:agua Acetonitrilo:agua Acetonitrilo:lsopropanol Acetonitrilo:isopropanol
1:5:1 11 73 73 11

Figura 11. CCF del extracto metandlico en fase normal empleando diferentes sistemas de elucion.

Como se menciond en la descripcion de la metodologia, también se realizé CCF en fase
reversa (Gel de Silice C-18), pero como se observa en la Fig. 12, a pesar de que en la
proporcién acetonitrilo:agua 1:1 se observan varias manchas, la mayor parte de los
componentes del extracto se encuentran en la parte superior de las cromatoplacas eluidas
con proporciones de 4:6 y 1:1 indicando que no hubo una buena separacién de los
componentes del extracto. Se adiciond acido acético para observar si se obtenia una
mejor separacion y/o definicién de las manchas, sin embargo, el patrén es practicamente
el mismo con y sin acido. En la proporcién de 9:1 no hubo separacién, por lo que se
decidié que es mejor para el tipo de compuestos presentes en el extracto, un sistema de
separacion de fase normal empleando acetonitrilo:agua como sistema de elucién a pesar
de que no se trata del sistema mdas empleado, pues con una fase estacionaria normal
usualmente se emplean disolventes menos polares como eluyentes, sin embargo, existen
reportes que emplean este tipo de sistema con disolventes polares en cromatografia en
columna [6].
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4.6 1:1 1:1 9:1 9:1
Acidificado 0.1% CH3COOH

Figura 12. TLC del extracto metandlico en fase reversa empleando acetonitrilo:agua como sistema
de elucidn en diferentes proporciones.

Para realizar la separacién de los componentes activos del extracto metandlico se realizé
cromatografia en capa fina preparativa (CCP, Gel de Silice) usando como fase movil
hexano:acetona: agua (1:5:1). Los compuestos fueron observados como bandas utilizando
una ldmpara de luz UV a 254 y 365 nm. Se dividié la placa cromatografica en 12 fracciones
de mayor a menor polaridad, las cuales fueron analizadas por medio de ensayos de
antibiosis en placa encontrandose que las fracciones 2 y 3 mantuvieron actividad (Fig.13).
El Rf de estas fracciones fue de 0.15 y 0.18 respectivamente, es decir se encontraron muy
cerca del punto de aplicacién confirmando el caracter polar de los metabolitos al ser
retenidos por la silica.

Figura 13. Ensayo de antibiosis contra M. luteus de las primeras 4 fracciones de la cromatografia en
capa fina preparativa del extracto en MeOH eluida con Hexano:acetona:agua 1:5:1. Las fracciones 2
y 3 se refieren a las bandas activas recuperadas con Rf de 0.15 y 0.18 respectivamente.
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Se realiz6 el mismo procedimiento (CCP) con la segunda mezcla de elucidon
(acetonitrilo:agua, 7:3), logrando separar 12 fracciones, de las cuales el efecto antibiético
se observo en las fracciones 1y 2 (Fig. 14), siendo la fraccion 1 el punto de aplicacién, el Rf
de la fraccién 2 fue de 0.06 lo que nos indica que se mantuvo muy cerca del punto de
aplicacion y que el metabolito es muy polar.

Figura 14. Ensayo de antibiosis contra M. luteus de las fracciones activas obtenidas a partir de la
CCP del extracto en MeOH, eluida con acetonitrilo:agua 7:3. Fracciones 1y 2 con actividad
bioldgica.

Tanto a estas fracciones, como a las de las mezcla de elucion anterior, se les determind su
espectro absorcién en el UV (190-400 nm; H,0), para conocer la longitud o el rango al cual
absorben los compuestos activos, y en todos los casos se obtuvo un pico con longitud de
onda menor a 200 nm (Fig. 15), lo cual nos proporciona un indicio de que los metabolitos
no poseen dobles enlaces conjugados que permitieran observarlos en el rango de la luz
UV, de 200-400nm.

Figura 15. Espectro de absorcion UV de la fraccion 20 de la CCP eluica con
acetonitrilo:agua 7:3.
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Posteriormente, se procedid a separar los constituyentes del extracto metandlico por
cromatografia en columna (Gel de Silice). Para ello se empled el extracto metandlico
concentrado en rotavapor (1.5 g.) proveniente de 1 L de cultivo. Se empled un gradiente
de hexano-metanol para realizar la elucién, en primer lugar hexano 100% vy
posteriormente incrementando la cantidad de metanol (50:50) hasta terminar con
metanol 100%. Al final después de eluir repetidas veces con metanol 100%, aun se
observaban pigmentos retenidos en la columna por lo que se decidié hacer una elucion
final con agua destilada. Todas las fracciones obtenidas fueron empleadas para realizar
ensayos de antibiosis encontrando que los compuestos con actividad antibidtica habian
permanecido en la columna y se habian recuperado hasta la ultima elucién con agua. Esto
nos conduce a la conclusién de que el o los metabolitos bioactivos son sumamente
polares y que al adsorberse en la silica, es necesario emplear un disolvente tan polar como
el agua para recuperarlo. Esta caracteristica polar nos da pauta para pensar que no se
trata de metabolitos con baja o nula solubilidad en agua como la daptomicina
(lipopéptido) [77] vy las estreptograminas [97,98]

Debido a la fuerte interaccidn entre la silica y los metabolitos activos, se decidié entonces
emplear el otro sistema de elucidn probado (acetonitrilo:agua) el cual ademas no
representa un problema con la miscibilidad y facilita la separacién de los componentes del
extracto por polaridad. El extracto metandlico se evapord, se obtuvieron nuevamente
aproximadamente 1.5 g, los cuales se resuspendieron en una mezcla de acetonitrilo:agua,
7:3, se empled un gradiente desde el 100% de acetonitrilo hasta el 100% de agua. De esta
cromatografia se colectaron 39 fracciones, las cuales fueron probadas por ensayo de
antibiosis encontrando actividad desde la fraccion 18 hasta la fraccion 22, siendo las
fracciones 19,20 (50% ACN/50 %H,0) y 21 (40% ACN/60% H,0) las mas activas (Fig.16).
Cabe resaltar que con esta elucién se eliminan la mayor cantidad de compuestos coloridos
sin actividad antibidtica en las fracciones previas, 16 y 17, por lo cual la purificacién
subsecuente resulta mas facil. El rendimiento en total de la suma de estas fracciones fue
de aproximadamente 8 mg por cada litro de sobrenadante.

Se probé también la resina Amberlite XAD7H (Sigma-Aldrich) para intentar extraer los
metabolitos por adsorcidn. Sin embargo, los metabolitos no se adhirieron a esta y
permanecieron en el sobrenadante. Esto también nos indicd su gran afinidad y solubilidad
en agua, por lo cual fue necesario continuar con la metodologia antes empleada.
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Figura 16. Ensayo de antibiosis contra M. luteus de las fracciones activas (19-21) de la
cromatografia en columna eluida con acetonitrilo: Agua.

3.6 PURIFICACION DEL METABOLITO SECUNDARIO BIOACTIVO.

Las fracciones activas (19-21) obtenidas en la columna eluida con acetonitrilo agua, se
separaron en sus constituyentes por medio de HPLC. Para ello se empled un
cromatégrafo VARIAN PRO STAR con detector UV-VIS y una columna de Macherey-Nagel
C18 Pyramid, compatible con disolventes 100% acuosos. Esta columna se empled ya que
tiene la ventaja de poseer cadenas de carbono unidas a grupos OH en algunas de
lascadenas lo que permite que interaccionen tanto compuestos muy polares como otros
menos polares e incluso permite la interacciéon de regiones polares y no polares de una
molécula al mismo tiempo como se observa en la Fig. 17.

Figura 17. Representacidn de la interaccion entre una molécula y la columna de HPLC. Tomada del
catalogo de Macherey-Nagel Ed. VII.

En estas condiciones se encontré que la mejor separacion se obtuvo con un método
isocratico de agua al 100% con un flujo de 1ml/min y con el detector 220 nm. Con esta
separacion se obtuvieron varios picos pequefios y un pico mayoritario (Fig. 18). Debido a
gue la separacion inicial se realizé de la fraccién 19 de la cromatografia en columna, se
esperaba que el pico mayoritario fuera el correspondiente al metabolito activo. Se realiz
la separacion de los picos por minuto para confirmar que el pico mayoritario fuera el
compuesto biolégicamente activo. Se colectaron los siguientes picos: 2.5 min., los picos
entre los minutos 3 y 4, los picos entre los minutos 4 y 5, 5.1 min, la fraccion entre 6 y 7
minutos y finalmente el pico mayoritario de 7 a 9 minutos que se fraccioné en 3 porciones
de 1 minuto cada una. De las fracciones recolectadas se encontrd actividad por medio del
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ensayo de antibiosis a partir del minuto 7 al minuto 9 (Fig.19), lo cual confirmé que el pico
mayoritario corresponde con el compuesto activo. El mayor efecto inhibitorio se obtuvo
del minuto 8 al 9 que es donde se encuentra la mayor parte del compuesto.
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Figu

ra 18. Cromatograma de la purificacion por HPLC de la fraccion 19 obtenida de la cromatografia
en columna. Método isocratico con agua 100%.

Figura 19. Ensayo de antibiosis contra M. luteus de las fracciones por minuto de la purificacion por
HPLC. Cada biodisco representa una fraccién colectada correspondiente a un minuto, desde el
minuto 2 hasta el 9. Minutos 7-8, 8-9 y 9-10 resultaron las fracciones activas.
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Sin embargo, al repetir este método de purificacién para obtener la totalidad del
metabolito secundario bioactivo presente en las fracciones 19-21, se encontrdé que el
perfil de elucidn cambid, observandose una amplia curva en lugar del pico observado a los
ocho minutos, lo cual nos hizo pensar que el compuesto se estaba degradando, sin
embargo al determinar el pH del agua ésta se encontraba a pH = 5 quiza por el tiempo que
llevaba almacenada, asi que la afectacién en el compuesto que impedia la obtencién de
un pico como anteriormente se habia observado se debia al pH acido. Esto nos lleva a
pensar que el antibiético es estable a pH neutro e incluso ligeramente alcalino, ya que
recordando el disefio factorial 2° de la modificaciéon del medio de cultivo, la actividad
antibidtica se observaba incluso cuando el sobrenadante estaba en un pH cercano a 9.
Tomando en cuenta esta variacidon del agua empleada, se decidié emplear un eluyente
gue actuara como el agua pero sin acidificar el pH. Se selecciond el buffer de acetato de
trietilamonio (TEAA) ya que permite mantener un pH de 7, es ampliamente utilizado en
HPLC con columnas de fase reversa y es muy volatil.

Bajo estas condiciones se probaron nuevamente diferentes gradientes, en primer lugar se
eluyé la muestra con un gradiente de TEAA, pH=7 + acetonitrilo hasta el 10% a los 15
minutos, se colectaron 6 fracciones, 2.5-4,4-5,5-6,6-7,7-8.5yde 15 - 16.5 minutos
(Figura 20).
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Figura 20. Cromatograma de la purificacion por HPLCde la fraccion 20 de la cromatografia en
columna con. Gradiente de TEAA/acetonitrilo.

Con este nuevo sistema de elucidn se colectaron tres fracciones activas: de 6 a 7 min, de 7
a 8.5 min y de 15 a 16.5 min, ésta ultima con menor actividad (Fig. 21). Esto nos puede
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sugerir la presencia de mas de un metabolito secundario activo y el hecho de que durante
la extraccidon, el fraccionamiento y la purificacion se hayan aislado y practicamente
mantenido juntos puede darnos una pista de que se tratan de moléculas muy similares.
También se empled en el ensayo de antibiosis el buffer de TEAA tratado de la misma
manera y se determiné que éste no posee actividad antibidtica, por lo que los halos de
inhibicién observados corresponden al metabolito de interés

Figura 21. Ensayo de antibiosis contra M. luteus de las fracciones colectadas del HPLC, eluidas
con TEAA/Acetonitrilo. Fracciones activas: minuto 6-7 y 7-8.5 asi como del minuto 15 al 16.5.

Al realizar la purificacién Unicamente con TEAA, se obtuvo un cromatograma muy similar
al obtenido al eluir con agua (Fig. 22), se determind nuevamente que el pico mayoritario
entre 10 y 11 minutos corresponde al compuesto activo por lo que entonces se decidio
realizar la purificacién Unicamente con TEAA.

Una vez que se purificé el pico correspondiente al antibidtico se evapord a sequedad en
rotavapor para eliminar el buffer, seguido por un lavado con agua milliQ, reptiendo el
proceso varias veces y lifolizando. Al final del pre la evaporacidon se obtuvo un polvo
blanco. Este polvo se resuspendié en agua MilliQ para pasarlo nuevamente por la columna
de HPLC y realizar una segunda purificacién para asegurar la presencia de un solo pico en
la muestra. Esta vez se eluyd con agua 100% y nuevamente se colectd un solo pico con
actividad antibidtica.

El polvo obtenido se llevd a sequedad completamente y con él se realizaron los analisis
espectroscopicos, espectrométricos y la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria. Se obtuvieron aproximadamente 20 mg de 3L de fermentacién, lo cual es un
rendimiento bastante elevado comparado con el rendimiento total de 8 mg/L de las
fracciones activas 19-21 obtenidas por cromatografia en columna.
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Figura 22. Cromatograma de la purificacion de los compuestos biol6gicamente activos eluyendo
isocraticamente con TEAA 100%

3.7 APROXIMACION A LA ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Al obtener el espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) Unicamente se
observaron 3 seiales, que al ser analizadas se determiné que correspondian al acetato de
trietilamonio (TEAA) y al agua deuterada (Fig. 23 a), indicando que el buffer no habia sido
eliminado completamente. La muestra habia sido sometida a 15 lavados empleando
tanto el rotavapor como el Speedvac y finalmente liofilizando para eliminar el agua, y
tomando en cuenta que el buffer es muy volatil resultdé un poco extrano que
permaneciera en la muestra, lo cual nos lleva a pensar que podria existir cierta interacciéon
entre el TEAA y el antibidtico, quiza la formacion de un aducto o de algin complejo, o
quiza simplemente a pH = 7 quedd un residuo del TEAA cuando se lleva a sequedad, y de
alguna manera co-eluyé con el antibidtico de interés al momento de realizar la segunda
purificacién. Sin embargo al realizar un analisis computacional del espectro con ayuda del
programa MestreNova se observaron distintos picos no correspondientes al acetato de
trietilamonio, indicando la presencia del antibiético y dandonos algunas pistas sobre los
grupos funcionales o enlaces que pudiera poseer la molécula (Fig. 23 b).
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Figura 23. Espectros de RMN de protén. (a) espectro original donde las 3 sefiales mas intensas

corresponden a los hidrogenos del acetato de trietilamonio. (b) espectro ajustado, eliminando las
sefiales del acetato de trietilamonio.
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En el espectro de RMN 'H ajustado se observan sefales dentro de la regiéon de C-H
alrededor de 1y 3 ppm al igual que en el espectro original, sin embargo, las sefiales mas
llamativas son las de 7.3 y 8.5 ppm que no corresponden al TEAA, por lo cual nos podrian
sugerir la presencia de grupos aromaticos, heteroatomos o enlace N-H asi como un pico a
campo bajo (15 ppm) que puede tratarse de OH’s unidos a atomos mas electronegativos o
formando puentes de hidrégeno con grupos carbonilo.

En los espectros de masas MS-IE y MS-FAB® (Fig. 24 a y b respectivamente) se observan
los picos correspondientes al buffer de TEAA. En el primer caso se obtiene un pico base de
86 m/z, sin embargo se observa un ién molecular correspondiente a 603 m/z. Este
resultado nos apunta a la presencia de atomos de N de numero impar, sin embargo la
muestra fue completamente fragmentada, formando diversos picos de baja intensidad
por lo que se procedid a observar el espectro de FAB. En este espectro se observa el pico
del i6n molecular del acetato de trietilamonio en 102 m/z, sin embargo, también se
observa otro pico mayoritario de 239 m/z, el idn correspondiente al peso molecular en
este caso se observa a 578m/z. Asi pues, este espectro nos brinda mayor informacion
sobre los fragmentos del antibidtico pues al ser de mayor peso molecular no
corresponden al TEAA. Estos espectros se compararon empleando la base de datos del
“massbank” [95], sin encontrar similitud con algun tipo de molécula. Las mas cercanas
fueron carotenoides y fragmentos o moléculas de tipo peptidico, sin embargo la molécula
no posee colorido como los carotenoides ni presenta absorcidn en la region de 280 nm
gue es donde absorben las proteinas gracias a los aminoacidos aromaticos presentes en
ellas, sin embargo esto no descartaria la presencia de péptidos no aromaticos o enlaces
peptidicos.
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Figura 24a. Espectro de masas del compuesto purificado. IE-MS.
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Figura 24b. Espectro de masas del compuesto purificado. FAB*-MS.
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En el espectro de infrarrojo (Fig.25) se observan sefiales intensas cerca de 2900 cm™
correspondiente a la unién C-H asi como en 2400 y 2600 cm™ que pueden tratarse de
enlaces amino, sin embargo debido a que el buffer posee este tipo de enlaces no se puede
descartar la pertenencia de las sefiales al TEAA, pues también se observa un pico a 1670
cm™ caracteristico de grupo carbonilo que de igual manera se puede encontrar en el
antibidtico o en el grupo acetato del buffer.
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Figura 25. Espectro de Infrarrojo del metabolito purificado.

Finalmente, la informacién obtenida con base en los espectros presentados, resulta escasa
para poder presentar o proponer una estructura quimica, sin embargo, con las
caracteristicas fisicoquimicas observadas como su elevada polaridad y solubilidad en agua,
su absorcién a una longitud de onda menor a 200 nm, la masa molecular de
aproximadamente 600 m/z, los grupos funcionales que aparecen en el espectro de RMN y
el espectro de accidon antimicrobiano podemos recortar la pertenencia del metabolito a
activo a dos grupos principalmente: los macrdlidos y los sideréforos. No obstante, puede
darse el caso de que el metabolito pertenezca a otra clase de antibidticos, incluso de los
ya descartados, lo cual hablaria de que se trata de una nueva estructura.
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3.8 DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.

El ensayo de concentracion minima inhibitoria se realizdé para determinar la efectividad
del antibidtico, pues como se menciond anteriormente, una de las razones por las que se
siguen buscando metabolitos bioactivos es encontrar compuestos que tengan un mejor
efecto sobre los microorganismos de prueba.

Como se describié en el disefio experimental, este ensayo se realizd en placas de 96
pozos, en las cuales se inocularon las cepas de prueba, Saccharomyces cerevisiae y
Micrococcus luteus, y en cada pozo se adiciond una concentracién conocida del
compuesto purificado. También se empled la fraccion activa nimero 20 proveniente de la
cromatografia en columna eluida con acetonitrilo:agua.

Después de incubar por 20 horas, se midié la absorbancia de cada pozo y se obtuvieron
resultados que se resumen en las siguientes graficas.
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Grafica 4. Determinacion del efecto inhibitorio de diferentes concentraciones del compuesto
purificado contra M. luteus. Barras con lineas onduladas indican el compuesto obtenido después de
la purificacion con HPLC y las barras negras punteadas la fraccion 20 obtenida de la cromatografia

en columna. GC; control de crecimiento.

La grafica del efecto inhibitorio contra M. luteus nos muestra que existe un efecto
antibidtico, pues a partir de la concentracion mas pequefia probada (1.95ug/mL) se
observa inhibicion comparada con el control de crecimiento, sin embargo al realizar el
analisis estadistico empleando un analisis de varianza o ANOVA empleando el programa
GraphPad Prism, se determind que las concentraciones de 31.25 y de 62.5 pg/mL
presentan una diferencia estadisticamente significativa comparadas con el control de

64



Resultados y Discusion

crecimiento, y que en las concentraciones de 250 y 500 pg/mL la diferencia es ain mayor
para el compuesto purificado. Para el caso de la fraccién 20 se encontrd una
concentracién inhibitoria estadisticamente significativa también a partir de 31.25 pg/mL.
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Grafica 5. Determinacion del efecto inhibitorio de diferentes concentraciones del compuesto
purificado contra S. cerevisiae. Barras con lineas onduladas indican el compuesto obtenido después
de la purificacion con HPLC y las barras negras punteadas la fraccion 20 obtenida de la
cromatografia en columna. GC; control de crecimiento.

En el caso de S. cerevisiae la diferencia significativa se obtiene para las concentraciones
de 250 y 500 pg/mL comparadas con el control de crecimiento. Estos resultados son
interesantes ya que, a pesar de que los controles positivos empleados (eritromicina contra
M. luteus y cicloheximida contra S. cerevisiae) inhiben a los microorganismos de prueba a
concentraciones mucho menores de 1 pg/mL, ambos son especificos para cada
microorganismo, es decir la eritromicina no tuvo actividad contra S. cerevisiae y viceversa,
la cicloheximida no inhibe a M. luteus, lo que nos dice que el antibidtico obtenido sigue
siendo activo contra bacterias Gram positivas y levaduras incluso después de la
purificacion a diferencia de los antibidticos comerciales probados que solo son activos
contra un tipo de microorganismo.

Con este mismo programa estadistico se calculd la concentracién inhibitoria cincuenta o
Clsg la cual dio los resultados presentados en las siguientes tablas.
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Fraccién evaluada Clso (ng/mL) contra

M. luteus
Compuesto purificado 276.1
Fraccion 20 35.81

Clso (ug/mL) contra
S. cerevisiae

Compuesto purificado 489.3

Fraccion 20 357.0

Fraccion evaluada

Para ambos microorganismos observamos un efecto inhibitorio a mayores
concentraciones del antibiético, sin embargo no se logrd llevar a una concentraciéon
inhibitoria total, debido a que el antibidtico aun no se encuentra puro. Basandonos en que
el antibidtico se encuentra en una proporcion muy pequeia segun los analisis quimicos
realizados pues el pico mayoritario en el espectro de masas corresponde al acetato de
trietilamonio nos da un indicio de que el antibidtico tiene un efecto inhibitorio ain mayor
a concentraciones menores, por lo que para determinar realmente la concentracién
minima inhibitoria se necesitard el compuesto puro. Otro aspecto a observar en estos
resultados es que el efecto inhibitorio es mayor sobre M. luteus que sobre S. cerevisiae
pero en ambos casos la Clsg es menor en la fraccidn 20 de la CC, esto nos dice que en dicha
fraccién existe una mayor cantidad de compuesto que en el extracto “purificado” por
HPLC. No obstante, se necesitaria emplear el compuesto puro del metabolito para
observar el efecto inhibitorio al 100%.

Finalmente, como se menciond anteriormente en los ensayos de antibiosis realizados por
el método de difusién en disco, se probd el buffer empleado para la eluciéon por HPLC
(acetato de trietilamonio) y se determind que éste no ejerce un efecto antibidtico por lo
gue se determiné que el efecto observado se debe al compuesto bioactivo de interés.
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4 CONCLUSIONES

La especie mas cercana a la cepa K-155 es S. thermocarboxydus, sin embargo existen diferencias

gue con la informacién obtenida hasta el momento no permiten asociarla con certeza a esta
especie dando un indicio de su posible pertenencia a una nueva especie lo cual fortalece la idea de
qgue pueda tratarse de un antibidtico novedoso.

El medio 6ptimo para la produccidn de los metabolitos secundarios de la cepa K-155 resulté ser
YMG, en el cual son excretados al medio de cultivo. De éste, se recuperaron Unicamente con
metanol.

La modificacion de la concentracion de los nutrientes mediante un disefo experimental factorial
2* resultd en un incremento del efecto antibidtico.

Las propiedades encontradas fueron las siguientes:

v" Es activo contra bacterias Gram positivas y levaduras pero no contra bacterias Gram
negativas

Soluble en agua y metanol

Elevada polaridad

Termoestable

Estabilidad y mejor actividad en pH bdsico

Pico de absorcién a menos de 200nm

NANENENENEN

Peso molecular de aproximadamente 600m/z

Estas caracteristicas no son propias de todos los antibidticos por lo que nos permiten descartar
antibidticos aminoglucosidicos, tetracilinas, macrdlidos de tipo poliénico, beta lactamicos, la
mayoria de los glicopéptidos y algunos lipopéptidos como la daptomicina, por lo que quiza se
pueda proponer su pertenencia a la familia de los macrélidos o tratarse de un sideréforo, ya que la
mayoria de las caracteristicas arriba mencionadas corresponden a este tipo de moléculas. Sin
embargo, falta realizar pruebas analiticas mas especificas como la RMN de carbono que junto con
la de protdn nos permita realizar espectros bidimensionales que nos ayuden a elucidar su
estructura junto con los estudios ya realizados.
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PROSPECTIVA

Realizar nuevamente la purificacidon del metabolito secundario a mayor escala para obtener una
mayor cantidad del mismo, y poder realizar los andlisis estructurales restantes.

Una vez determinada la estructura, analizar si puede poseer otro tipo de actividades biolégicas.
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Anexo

MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

TSB (Caldo soya tripticaseina)

Sustancia Cantidad
Digerido pancreatico de caseina 17.0¢g
Digestidn enzimatica de harina de soya 30¢g
Dextrosa 25¢g
Cloruro de Sodio 5.0g
Fosfato dipotasico 25¢g
H,O destilada 1.0L

pH final = 7.2 Se esteriliza en autoclave.

YMG (Extracto de Levadura, Extracto de malta, Glucosa)

Sustancia Cantidad
Extracto de levadura 40¢g
Extracto de malta 10.0g
Glucosa 40¢g
Agua Destilada 1.0L

NMMP (Liquid Minimal Medium. Hodgson, 1982)

Sustancia Cantidad
(NH,)S0, 20¢g
Difco Casaminoacidos 50¢g
MgS0,.7H,0 06g
PEG 6000 50.0¢g
Elementos menores 1mL
Agua Destilada 800 mL
Elementos menores Cantidad
ZnS0,. 7H,0 10g
FeSO,. 7H,0 10g
MnCl,. 4H,0 10g
CaCl, anhidro 10g

Nota: Al momento de usar se anaden por cada 100 mL de medio:
15 mL de Buffer NaH,P0O,/K,HPO, (0.1M, pH = 6.8)
2.5 mL de fuente de Carbono al 20%
2.5 mL de Factores de crecimiento si los requiere
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MM (Minimal Medium. Hopwood, 1967)

Sustancia Cantidad
L-asparagina 05¢g
K;HPO, 05¢g
MgS0O, . 7H,0 0.2¢g
FeSO, . 7H,0 0.01g
Glucosa 10g
Agua Destilada 1L

Nota: La glucosa se ainade después de esterilizar.

Caldo Nutritivo

Sustancia Cantidad
Extracto de carne 30¢g
Peptona de gelatina 50¢g
Agua Destilada 1L
Bennet
Sustancia Cantidad
Glucosa 10.0g
Extracto de carne 10g
NZ-Amina A 20g
Agua Destilada 1L

M4 (Sacarosa y sales minerales)

Sustancia Cantidad
Sacarosa 240¢g
NH,CI 2.02¢g
K;HPO, 25¢g
NaCl 50¢g
MgS0O, . 7H,0 05g
FeSO, . 7H,0 20 mg
ZnS0,. 7H,0 50 mg
MnCl, . 4H,0 1mg
CoCl, . 6H,0 1mg
Agua Destilada 1L
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YD (Extracto de Levadura y Glucosa)

Sustancia Cantidad
Extracto de Levadura 10.0g
Glucosa 10.0g
Agua destilada 1L
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