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RESUMEN

El advenimiento de la moderna biotecnologia
abrioé por completo nuevas perspectivas para el uso
de microorganismos como generadores de
productos farmacéuticos. A la vista de la inmensa
variedad de grupos de genes biosintéticos de
productos naturales que ahora son accesibles a
través de la secuenciacion de alto rendimiento, es
deseable establecer tecnologias eficientes de
modificaciéon, transferencia y expresion. Los
métodos que la ingenieria genética provee pueden
ser utilizados para la produccion de productos
naturales derivados de microorganismos de lento
crecimiento o incluso de aquellos que no se pueden
cultivar. Estos métodos pueden modificar genes
biosintéticos o insertar genes especificos dentro del
ADN de una cepa productora de antibioticos para
obtener metabolitos secundarios modificados.
Aunado a lo anterior, nuevos metabolitos se pueden
obtener por combinar al azar los genes de dos o
mas grupos de genes que tienen influencia en rutas
biosintéticas similares. El presente articulo describe
brevemente diferentes clases de sustancias
médicamente Utiles producidas por actinomicetos
con aplicaciones farmacoldgicas. Ademas, se
mencionan los efectos de algunos compuestos
sobre diferentes organismos y la bacteria que lo
produce.

Key words: Actinomycetes, secondary metabolites,
bacterial natural products.

ABSTRACT

The advent of modern biotechnology opened totally
new perspectives for the use of microorganisms as
producers of pharmaceutical products. In light of the
immense variety of natural product biosynthetic
gene clusters that are becoming accessible through
high-throughput sequencing, it is highly desirable to
establish efficient modification, transfer and
expression technologies. The methods provided by
the genetic engineering can be used for the
production of natural products derived from slow-
growing or even uncultured microorganisms. These
methods could alter biosynthetic genes or insert
selected genes into the DNA of an antibiotic-
producing strain for obtaining modified secondary
metabolites. Moreover, a number of new
metabolites could be obtained by randomly
combining the genes of two or more gene clusters
governing similar biosynthetic pathways. The
present article briefly describe the various classes
of medically useful substances produced by
actinomycetes with pharmacological applications.
Furthermore, specifications are given on the effects
of some compounds on different organisms and the
bacteria producer.

INTRODUCCION

Los microorganismos viven en ambientes
naturales, donde su crecimiento es afectado tanto
por interacciones con otras poblaciones (sinérgicas,
antagonicas, etc.) como por las caracteristicas
fisicas y quimicas de su entorno. Como
consecuencia de esas interacciones, se producen
metabolitos secundarios con actividades bioldgicas
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variadas, que juegan un papel importante en su
sobrevivencia.

En contraste a los metabolitos secundarios
producidos por las plantas, cuyo uso contra
enfermedades tiene sus raices en la medicina
tradicional, los compuestos de importancia
farmacéutica obtenidos de microorganismos son el
resultado de intensas investigaciones de Ia
naturaleza como fuente de compuestos bioactivos
llevados a cabo por un gran numero de laboratorios
en todo el mundo. La identificacion vy
caracterizacion  biolégica 'y  molecular de
microorganismos utiles como agentes de biocontrol,
productores de compuestos bioactivos o sustitutos
de antibidticos, ha sido de gran interés para la
medicina y la agricultura moderna. En este contexto
se han evaluado microorganismos, se han aislado y
caracterizado quimica y biolégicamente sus
metabolitos secundarios, y se ha estudiado el papel
que estos juegan en el control de enfermedades y
en las respuestas de defensa (Martin, 2003;
National Research  Council (NRC), 2003
www.item.ba.crr.it/biopesti.htm.)

Originalmente la busqueda de compuestos utiles
se realizaba siguiendo varios pasos, entre los
cuales se pueden mencionar los siguientes: 1)
colectar sistematicamente microorganismos del
suelo, 2) crecerlos en cultivos axénicos, 3) probar la
capacidad de los medios donde crecian los
microorganismos para inhibir el crecimiento de
organismos patégenos, y 4) recuperar las
sustancias activas producidas por los
microorganismos.

De esta busqueda se obtuvo que Ilos
actinomicetos eran los organismos que con mayor
frecuencia producian compuestos inhibidores del
crecimiento de bacterias patdgenas, en particular
cerca del 50% de las cepas aisladas de
Streptomyces presentan algun compuesto activo
principalmente contra bacterias Gram-positivas. De
tal manera que al inicio de los afos sesenta se
descubrieron miembros de las principales familias
de antibidticos clinicamente utiles. Con excepcion
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de las penicilinas, cefalosporinas y algunos
productos menores, todos eran producidos por los
actinomicetos. De manera colectiva su espectro de
accién cubria practicamente todos los patdgenos
bacterianos importantes (www.bib.gbf.de/
ergebnisbenisberech/1997/english/section-c/c3/
c3english.htm). Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de compuestos aislados, surgid la
necesidad de una revisiéon a fondo de los objetivos
y los métodos para buscar compuestos utiles. Esto
se dio por el hecho de que el numero de
antibioticos aislados fue tal que la competencia por
descubrir nuevos compuestos se volvié cada vez
mas frecuente. Sin embargo, considerando Ila
dificultad y costos elevados de aislar nuevas
estructuras y agentes antimicrobianos con formas
novedosas de actuar, el descubrimiento de nuevos
compuestos entré6 en una fase de decaimiento
acelerado (DiMasi et al., 1994), sobretodo si se
toma en cuenta que la probabilidad de encontrar en
los microorganismos compuestos bioactivos utiles
es de 1 por cada 10,000 cultivos examinados por
los métodos microbiolégicos tradicionales (Clark,
1996).

En este sentido, la busqueda de compuestos
activos comenzé a dar un giro importante,
principalmente teniendo como objetivo la busqueda
de compuestos contra hongos, virus o cepas
bacterianas resistentes a antibiéticos.

Por lo tanto, la estrategia de busqueda de
metabolitos novedosos se cambié lentamente en
muchos laboratorios, tomando en cuenta que
menos del 1% de las especies bacterianas y menos
del 5% de las especies de hongos son conocidas, y
que millones de especies microbianas permanecen
desconocidas, por lo que es grande el potencial de
los microorganismos como proveedores de
compuestos bioactivos utiles (Yung, 1997), algunos
de ellos han optado por métodos de busqueda
masiva de microorganismos inusuales o raros
(como algunos actinomicetos) u organismos que
viven en ambientes marinos  peculiares,
principalmente en ambientes de temperatura
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extrema 0 de elevadas presiones
(www.febras.ru/vpiboc/english/newpsoe1.htm;
Carte, 1996). Otros grupos han enfocado su
investigacion a la busqueda de nuevos sitios blanco
de los compuestos ya conocidos, en vez de aislar
nuevos organismos productores. El resultado de
todo ello ha sido el descubrimiento de agentes
antimicrobianos nuevos e importantes, sustancias
con actividad antitumoral e inhibidores de enzimas
de mamiferos de potencial interés farmacéutico,
entre otros compuestos.

Sin embargo, a pesar de contar con un numero
importante de metabolitos, se requiere de nuevos
productos que cubran diferentes necesidades en
las areas médica, agricola y alimenticia. Por
ejemplo, en la medicina se requiere de nuevos
productos debido a: 1) el desarrollo de resistencia
de microorganismos patégenos, 2) la apariciéon de
nuevas enfermedades (SIDA, virus Hanta, virus del
Ebola, enfermedad de Lyme, Escherichia coli
0157:H7, entre otras), 3) la existencia de bacterias
resistentes naturalmente y 4) la toxicidad de
algunos compuestos actualmente en uso (Demain,
1999); en la agricultura se requiere de compuestos
Utiles para combatir bacterias, virus, insectos y
nematodos fitopatdgenos; para la nutricion animal
se requiere de compuestos que puedan utilizarse
para la preservacion de alimentos.

Los progresos de la biotecnologia moderna han
abierto nuevas perspectivas para el uso de
microorganismos como productores de metabolitos
con aplicaciones farmacéuticas, auxiliandose de la
ingenieria genética como herramienta que provee
de nuevos métodos para la obtencién de
metabolitos secundarios modificados que cubran
las necesidades actuales.

METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUCIDOS
POR ACTINOMICETOS

Los metabolitos secundarios producidos por
bacterias son moléculas relativamente pequefias
producidas por un numero limitado de cepas, que al
parecer no tienen una funcion determinada en el

crecimiento celular. De hecho, las cepas
productoras de éstos, que por alguna mutacion han
perdido su capacidad de producirla, presentan
crecimiento y caracteristicas normales. Estos
metabolitos  incluyen  diferentes tipos de
compuestos de importancia econdémica, dentro de
los cuales se encuentran los antibidticos,
pigmentos, toxinas, feromonas, inhibidores
enzimaticos, agentes inmunomoduladores,
antagonistas y agonistas de receptores, pesticidas,
agentes antitumorales y promotores del crecimiento
en animales y plantas. Esta gran variedad de
compuestos producidos en la naturaleza se ve
reflejada en cerca de los mas de 23,000
metabolitos microbianos conocidos, de los cuales el
42% los producen hongos, 32% actinomicetos y el
resto producidos por otros grupos de bacterias
(Lazzarini et al., 2000).

En el caso de los actinomicetos, es ampliamente
reconocida la capacidad que tienen de producir una
gama muy variada de metabolitos secundarios
(Baltz & Hosted, 1996), algunos de los cuales se
describen a continuacién y que son relevantes por
su uso como farmacos.

1. Antibiéticos

Los metabolitos microbianos mas importantes
son los antibidticos, sustancias que a bajas
concentraciones inhiben el crecimiento de
diferentes especies de microorganismos y que
ejercen su mayor efecto sobre la salud, nutricién y
economia de la sociedad. Un aspecto importante es
el gran numero de antibidticos existentes, de los
aproximadamente 8,000 reportados hasta 1999,
45.6% eran producidos por estreptomicetos, 16%
por otros actinomicetos, 16.9% por otras bacterias y
21.5% por hongos (Lazzarini et al, 2000). Otro
aspecto importante de los antibiéticos se refiere a la
variedad de estructuras quimicas que presentan, en
donde todas las clases de moléculas de la quimica
organica estan representadas: cadenas alifaticas,
anillos aromaticos aislados o condensados, anillos
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heterociclicos, oligopéptidos y oligosacaridos entre
otros muchos mas.

La propiedad que hace que los antibidticos sean
considerados como “farmacos maravillosos”, es la
selectividad de su mecanismo de accion, que los
distingue de germicidas y desinfectantes sintéticos.
Su toxicidad selectiva contra algunas clases de
organismos, con pocas excepciones, los ha
convertido en los compuestos mas utilizados para
la terapia contra microorganismos patdgenos. Esto
ha significado que las ventas de algunos de estos
compuestos superen los 23 billones de délares,
ventas relacionadas a no mas de 300 productos

naturales, semisintéticos o sintéticos, que incluyen
cefalosporinas, penicilinas, quinolonas, tetraciclinas
y macrdlidos (Strohl et al., 1991).

Los antibidticos se agrupan en familias,
caracterizadas porque agrupan compuestos que
tienen una estructura quimica similar y comparten
el mismo mecanismo de accidon antimicrobiano
(Lancini et al., 1995). De manera breve se
describen algunos de los antibidticos producidos
por actinomicetos. La tabla 1 muestra los
principales antibiéticos, su estructura quimica y el
sitio donde actuan.

Tabla 1. Clasificaciéon de los principales antibiéticos producidos por actinomicetos de acuerdo a su estructura

quimica.

CLASIFICACION ANTIBIOTICO ESTRUCTURA
Cefoxitina. H gHsH
(Cefamicina semisintética). @/Y g =S
B-Lactamicos s 0 j:N(/ o
Inhibe sintesis de pared o S Y 2
celular. 20
07 oH
NH,
HN=<
HO NH
OH
. H
Estreptomicina. HzNYNmH
Aminoglucésidos Inhibe sintesis de NH o
proteinas. Ao
Unién en la subunidad H,C
ribosomal 30S. HO o
HO—CH; o |
"'O\RZN—CH3
HO H

Tetraciclina.

Inhibe sintesis de
proteinas.
Unién en la subunidad
ribosomal 30S.

Tetraciclinas
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Macrélidos

Eritromicina.

Inhibe sintesis de
proteinas.
Unioén en la subunidad
ribosomal 50S.

Polienos

Amfotericina B.

Alteraciéon de
permeabilidad en la
membrana.

Glicopéptidos

Vancomicina.

Inhibe sintesis de pared
celular.

ZT

OH

Rifamicinas

Rifampicina.

Inhibicion de sintesis de
RNA.
Union ala RNA
polimerasa.

Fenicoles

Cloranfenicol.

Inhibe sintesis de
proteinas.
Unién en la subunidad
50S.
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Lincomicina.

Azlcares Inhibe sintesis de
complejos proteinas.
Union en la subunidad
50S.

Las estructuras quimicas de los metabolitos secundarios se disefaron empleando el programa MDL ISIS DRAW

version 2.5 (http://www.mdl.com/products/framework/isis_draw/index.jsp).

Antibioticos B-Lactamicos. La estructura quimica
tipica de estos antibidticos es la presencia de
cuatro anillos unidos por un enlace amida,
compuestos que son activos sobre un gran numero
de bacterias inhibiendo el ensamblaje de los
componentes de peptidoglicano de la pared celular.
Los hongos son los que producen los antibiéticos
clasicos (penicilina y cefalosporina); sin embargo,
algunas bacterias pueden producir cefalosporinas
modificadas como la cefamicina.

La tienamicina, producida por Streptomyces
cattleya es de los ultimos antibidticos comerciales
que se usa y uno de los mas potentes, con un
amplio espectro de accién contra bacterias aerobias
y anaerobias, Gram-positivas y Gram-negativas
incluyendo Pseudomonas. A pesar de que es un
antibioético beta lactdmico, no es un miembro de las
penicilinas o cefalosporinas, mas bien es un
carbapenemo (Demain, 1999), que difiere de los
beta lactamicos convencionales por la presencia de
un atomo de carbono en lugar de azufre en el anillo
condensado al anillo lactamico y por la
configuracion trans de los atomos de hidrogeno del
anillo lactdmico (Kahan et al, 1979).

Aminoglucdésidos. Quimicamente estos
compuestos son oligosacaridos que comprenden
aminoazucares y un residuo aminociclitol, que es
un anillo de seis miembros aliciclico con
sustituyentes hidroxilo y amino. Son activos
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principalmente contra bacterias Gram-negativas,
inhibiendo de manera irreversible la sintesis de
proteinas. El producto principal de esta familia es la
estreptomicina producida por Streptomyces griseus,
y la gentamicina producida por Micromonospora
purpurea.

Tetraciclinas. Este grupo de antibidticos se
componen de cuatro anillos de seis atomos
arreglados linealmente. Estos compuestos de
amplio espectro actian inhibiendo la sintesis de
proteinas a nivel ribosomal, actuando sobre la
subunidad ribosomal 30S. A nivel clinico se usa la
oxitetraciclina producida por Streptomyces rimosus
y la tetraciclina y clortetraciclina producidas por S.
aureofaciens.

Macrdlidos. Esta familia de antibidticos incluye
un gran numero de compuestos caracterizados por
un anillo de lactona de 12 a 16 atomos de carbono
y que contiene dos o0 mas azucares. El miembro
representativo de este grupo y el mas conocido es
la eritromicina, compuesto que es producido por
Saccharopolyspora erythrea y que inhibe la sintesis
de proteinas, uniéndose a la subunidad ribosomal
508S.

Polienos. Estos macrolidos antifungicos difieren
de los macrolidos antibacterianos en el tamario del
anillo de lactona, que varia de 26 a 38 atomos, y en
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la presencia de una serie de dobles enlaces
conjugados. El compuesto sistematicamente
utilizado es la amfotericina B producida por
Streptomyces nodosus, cuya actividad antifungica
se debe a que interfiere con los esteroles de
membrana alterando su permeabilidad.

Glicopéptidos. Entre el gran numero de
compuestos pertenecientes a esta familia de
antibidticos, los mas empleados son los antibiéticos
llamados “dalbaheptidos”, denominacién que se
debe a su mecanismo de accion (D-alanina-D-
alanina  binding) y a su composicién
(heptapeptidos). Los antibidticos mas conocidos de
este grupo son vancomicina y teicoplanina,
producidos por Amycolatopsis orientalis 'y
Actinoplanes teichomyceticus respectivamente.

Rifamicinas. Esta familia de compuestos
pertenece a la extensa clase de compuestos
lamados ansamicinas, que son moléculas
caracterizadas por presentar un nucleo aromatico
atravesada por una cadena alifatica. Su mecanismo
de accion se da a través de la inhibicion de la
sintesis de RNA al unirse a la RNA polimerasa.
Industrialmente la rifamicina B y rifamicina SV son
producidas por Amycolaptosis = meditarranei,
compuestos que son usados como materia prima
para producir de manera semisintética rifampicina o
rifapentina.

Fenicoles. En este grupo de compuestos se
encuentra el cloranfenicol, antibiético que inhibe la
sintesis de proteinas al unirse a la subunidad
ribosomal 50S, bloqueando la formacién del enlace
peptidico al inhibir la actividad de peptidil
transferasa. Este compuesto se aisld6 de
Streptomyces venezuelae aunque actualmente se
produce por sintesis quimica.

Azucares complejos. En este grupo se
encuentran los antibidticos lincomicina y su

derivado clindamicina. La lincomicina se aislé de
Streptomyces linconlnensis, y al igual que el
cloranfenicol inhibe Ila sintesis de proteinas
uniéndose a la subunidad ribosomal 50S afectando
la actividad de peptidil transferasa.

Se ha visto que compuestos con actividad
antibidtica también presentan otras actividades
importantes (Demain, 1983), algunos de los cuales
han sido discretamente explotados en el pasado,
pero que deberian ser explotados en el futuro. En
este sentido se ha llevado a cabo una amplia
busqueda de antibidticos activos contra organismos
diferentes a  microorganismos, asi como
compuestos con otras aplicaciones farmacologicas
aplicadas a enfermedades que actualmente son
tratadas soélo con compuestos sintéticos. Se han
identificado compuestos bioactivos con diversas
aplicaciones en el campo de la medicina, algunos
de ellos se describen a continuacion y se presentan
en la Fig. 1.

1. Agentes antitumorales.

La mayoria de los compuestos usados para
quimioterapia de tumores son antibioticos
producidos por actinomicetos (Tomasz, 1995),
dentro de los que se encuentran actinomicina D,
mitomicina,  bleomicina, neomicina y las
antraciclinas,  daunorubicina y  doxorubicina
(Demain, 1999). Por ejemplo, en humanos la
neomicina inhibe angiogénesis inducida por
angiogenina en células endoteliales (Hu, 1998),
mecanismo que al parecer actla via la capacidad
de la neomicina para inhibir la fosfolipasa C.
Sorprendentemente, otros aminoglucésidos como la
gentamicina, estreptomicina, kanamicina, amikacina
y paronomicina no tienen la propiedad antitumoral,
a pesar de que entre algunos de estos compuestos
exista una pequena diferencia; por ejemplo, la
paronomicina difiere de la neomicina solamente

porque presenta un "OH en la posicion 6 de la
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H3 /g/(
anilloa NH anilloB

OCH 4H/<
N O)‘\CH
H.C i

Actinomicina D

FK-506 (Tacrolimus)

/CH

Doxorrubicina

Avermectina
(22,23 dihidroavermectina B14)

Fig. 1. Metabolitos secundarios producidos por Streptomyces con actividades antitumoral (A,B), inmunosupresora (C) y

contra parasitos (D).

glucosa en lugar de un grupo -NH,.

Por su parte, la actinomicina D es un antibiético
polipeptidico aislado de Streptomyces, al que se le
reconocio actividad anticancerigena, aunque debido
a su elevada toxicidad no es un compuesto muy
usado. Sin embargo, es ampliamente utilizado en
investigacion de biologia celular para inhibir la
transcripcion al unirse al DNA en el complejo de
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inicio de la transcripcion, evitando la elongacion del
RNA por la RNA polimerasa (Sobell, 1985).

Ill. Agentes Inmunosupresores.

Durante muchos afios la ciclosporina A,
originalmente descubierta como péptido
antifingico de espectro de limitado
producido por un hongo (Pritchard, 2005),

un
accion
se
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empleé como agente inmunosupresor en pacientes
que recibian transplantes de corazén, rifidn e
higado (Demain, 1999). Sin embargo, dos
productos producidos por actinomicetos han dado
buenos resultados como inmunosupresores. Tal es
el caso de los policétidos FK-506 (tacrolimus) (Kino
et al, 1987), aislado de Streptomyces tsukubaensis
y de la rapamicina (Sirolimus) (Vezina et al, 1975)
aislado de Streptomyces hygroscopicus. El uso de
FK-506, tracolimus o Prograf su nombre comercial,
fue aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) en 1994 para usarse en un principio
en pacientes sometidos a transplante de rifion y
posteriormente para transplantes de higado,
corazon, pancreas, traquea, piel y cornea. La
rapamicina originalmente se empleé como agente
antifungico, aunque se dejo de utilizar como tal una
vez que se descubri6 que tenia propiedades
inmunosupresoras y antiproliferativas.

El  mecanismo de accibn de estos
inmunosupresores ha ayudado a incrementar el
conocimiento acerca de la activacion y proliferacion
de las células T (Demain, 1999). En el caso de FK-
506, este antibiotico macrélido actua
interaccionando con una proteina intracelular
(inmunofilina, FKBP-12), formando un complejo
(FKBP-12-FK506) el cual interacciona e inhibe a la
calcineurina inhibiendo los eventos de transduccién
de sefales de los linfocitos T y la transcripcién de
IL-2 (Liu et al, 1991).

IV. Compuestos antiparasitos.

Una de las enfermedades con efectos
econdmicamente importantes en la avicultura es la
coccidiosis, enfermedad causada por el protozoario
Eimeria. Por mucho tiempo esta enfermedad fue
exclusivamente combatida con  compuestos
sintéticos; sin embargo, debido a que el parasito
desarrollaba rapidamente resistencia al tratamiento
se desarrollaron nuevos compuestos sintéticos con
actividad coccidiostatica. Sorprendentemente, se
encontré un antibidtico toxico parenteralmente y de
espectro de accién estrecho, la monensina, que

presenta alta toxicidad contra los coccidios. A pesar
de este descubrimiento, el proceso fermentativo
para producir este poliéter deberia ser mejorado a
niveles en que producirlo resultara
econdémicamente viable. Para ello, la genética y la
ingenieria  bioquimica  jugaron  un papel
trascendental ya que se logré mejorar el proceso de
fermentacion, teniendo como resultado que hoy dia
los  poliéteres monensina  (producido  por
Streptomyces cinnamonenis), lasalécido (producido
por Streptomyces lasaliensis) y salinomicina
(producido por Streptomyces albus) dominan la
produccion de  coccidiostaticos  comerciales
(Westley, 1977).

Otro problema importante en el campo
veterinario han sido las enfermedades causadas
por helmintos en los animales de granja. En un
inicio la principal forma de obtener compuestos con
actividad antihelmintica se realizaba probando
diferentes compuestos sintéticos contra nematodos,
de los cuales algunos presentaban dicha actividad.
Por otra parte, se habian encontrado algunos
antibidticos que poseian actividad antihelmintica
contra nematodos y cestodos, aunque resultaron
menos eficientes que los compuestos sintéticos.
Posteriores busquedas de cultivos microbianos con
actividad antihelmintica, produjeron un cultivo
fermentativo no téxico que mataba al nematodo
(Nematosporoides dubius), patéogeno intestinal del
raton. El cultivo de Streptomyces avermitilis, el cual
fue aislado por Omura y su equipo en el Instituto
Kitasato de Japon (Ilkeda & Omura, 1997), producia
una familia de metabolitos secundarios que
presentaba
insecticidas, los cuales se denominaron
“avermectinas”. Estos metabolitos son disacaridos
derivados de lactonas macrociclicas, con una
excepcional actividad contra parasitos, siendo al
menos diez veces mas potente que cualquier
agente antihelmintico sintético conocido. A pesar de
su estructura macrdlida, las avermectinas no tienen
actividad contra bacterias y hongos, no inhiben
sintesis de proteinas ni son iondforos; en lugar de

actividades antihelminticas e
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ello su actividad esta relacionada con interferir con
la neurotransmicion en muchos vertebrados,
teniendo actividad contra nematodos y artropodos
parasitos de ovejas, vacas, perros, caballos y
cerdos. Un derivado semisintético, 22,23-
hidroavermectina B1 (lvermectina) es unas cien
veces mas potente que el tiobenzol y es un
producto veterinario comercial (Demain, 1999)

Diferentes derivados de las avermectinas han
sido obtenidos, un ejemplo interesante de esto es la
“Doramectina” (ciclohexil-avermectina B1)
desarrollada por el método de Dbiosintesis
mutacional (Stutzman-Engwall et al, 2001), siendo
el primer ejemplo de un producto comercial
desarrollado de esta manera. Naturalmente, la
avermectina contiene cadenas laterales de 25
carbonos de 2-metil butiril o isobutiril, grupos que
son adicionados por la 2-cetoacido deshidrogenasa
a partir de isoleucina y valina, respectivamente
(Chen et al, 1989). La eliminacion del gen bkd, que
codifica para la 2-cetoacido deshidrogenasa, evita
que los cultivos produzcan avermectina a menos de
que se le adicione al cultivo acido isobutirico o
acido (S)-2-metilbutirico, o bien afadiendo otros
acidos grasos, lo que permite obtener nuevos
derivados de avermectinas (Dutton et al., 1991). En
este sentido, se han probado mas de 800 acidos
grasos produciéndose 60 avermectinas incluyendo
la ciclohexil-avermectina B1 (Doramectina).

INGENIERIA GENETICA DEL METABOLISMO
SECUNDARIO DE ACTINOMICETOS.

Desde sus inicios la genética ha estado
intimamente relacionada con la produccién de
compuestos de origen bacteriano, lograndose
incrementar la productividad de las fermentaciones,
aunque también incrementando los costos de
operacion de las mismas, incrementos que tienen
que ver con procesos de mutagénesis y de
busqueda de cepas de bacterias con una alta
produccion. Sin embargo, en afios recientes la
miniaturizacion, automatizacion de los
procedimientos de busqueda y el desarrollo de
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métodos de seleccidbn para obtener cepas
mejoradas, han auxiliado en gran medida al
desarrollo de nuevos productos.

La mutacién, como método elegido para obtener
nuevos productos ha servido para: a) elevar la
proporcion de metabolitos producidos en el cultivo a
una proporcidon mas favorable, b) elucidar las rutas
de biosintesis del metabolismo secundario y c)
producir nuevos compuestos.

El potencial de la tecnologia de DNA
recombinante utilizada en mejorar los antibiéticos o
descubrir nuevos se ha
notablemente, sobretodo porque se ha venido
encontrando que los genes de las rutas
biosintéticas de los antibidticos se encuentran
agrupados con los genes de resistencia para ese
antibidtico. Este arreglo facilita la transferencia de
una ruta completa en un solo paso y cuando se
aplica a las fermentaciones se tiene una
sobreproduccion de las enzimas importantes de esa
ruta biosintética, incrementando de esa manera la
produccion del compuesto final.

Muchos de estos compuestos pertenecen a
productos que pertenecen a las familias de péptidos
no ribosomales y de policétidos, sintetizados por
sistemas enzimaticos conocidos como policétido
sintasa (PKS) y sintasa de péptidos no-ribosomales
(NRPSs) (Stauton & Weissman, 2001).

Tomando en cuenta que muchos de los
compuestos conocidos han sido aislados de
microorganismos dificiles de cultivar, que crecen
muy lentamente o inclusive no se pueden cultivar
(Fortman & Sherman, 2005), surge el interés de
transferir la via de biosintesis de los compuestos a
un hospedero facil de crecer y manejar y que se
considera una buena alternativa para producir altas
cantidades del compuesto deseado, o bien, puede
proveer de las bases para posteriores estudios de
biosintesis combinatoria.

Existen un gran numero de ejemplos de la
produccion heterdloga de metabolitos secundarios
especificos. Las estrategias empleadas varian
desde la transformacion directa de pequefos
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clusters de antibioticos dentro de una bacteria
relacionada a la ingenieria de DNA de grandes
rutas biosintéticas.

En el caso de la expresion heteréloga de rutas
biosintéticas de estreptomicetos en actinomicetos
relacionados, se tiene el caso del sistema PKS tipo
Il de la produccion de medermicina en
Streptomyces coelicolor (Ichinose et al., 2003). En
este ejemplo, el cluster biosintético esta contenido
en un césmido de aproximadamente 40 kb de los
cuales 3 son propios del cluster, que es
directamente transformado a una cepa apropiada
(S. lividans y S. -coelicolor), produccion que
depende del promotor original y sus elementos
regulatorios.

Cuando la ruta de biosintesis esta contenida en
clusters que son mas grandes que lo que puede
mantener un cosmido o los vectores BAC, la
biosintesis del compuesto se obtiene al coexpresar
varios plasmidos, cada uno conteniendo una parte
de la ruta de biosinteis del compuesto (Kao et al.,
1994).

Pero, cuando lo que se busca es utilizar este
conocimiento para modificar especificamente una
ruta del producto final se realiza mutagénesis
dirigida (targeted mutagenesis) en un césmido o en
un sistema de expresiéon BAC usando el sistema
Red/ET, para producir compuestos relacionados
entre si que tengan la particularidad de que las
pequeias diferencias entre ellos les confiera una
funcién diferente (Zhang et al., 2000). La viabilidad
de este método se demostré al generar un nuevo
derivado de aureothina con una mejor actividad
(Fig. 2) (Ziehl et al., 2005). La inactivacion de los
genes biosintéticos implicados en la formacién de la
unidad inicial de la aureothina (p-nitro-benzoil-CoA)
por medio del sistema de recombinacion Red/ET y
la expresion de la via de biosintesis en
Streptomyces lividans, resulté en mutantes que no
producian aureothina; la adicion del sustrato p-
ciano-benzoato a estas mutantes resulté en la
produccion de un nuevo nitrilo andlogo a la

aureothina, el aureonitrilo, el cual presentd una
mayor actividad citostatica.

CONSIDERACIONES FINALES

Los antibioticos producidos por las bacterias han
sido empleados contra las infecciones producidas
por bacterias y hongos, muchos de ellos son
utilizados comercialmente y otros son
potencialmente Utiles en otras ramas de la
medicina.

Muchos de los metabolitos secundarios
producidos por los actinomicetos se emplean como
agentes antitumorales, agentes inmunosupresores,
inhibidores enzimaticos y agentes contra parasitos.
Un buen nudmero de estos fue descubierto
inicialmente como un antibiético que no tuvo un
impacto a nivel comercial, muchos de los cuales
aun estan en espera de que se le encuentre una
actividad mas importante sobre alguna enfermedad.
Esto significa que estos compuestos han ayudado a
cambiar  nuestras  expectativas de  vida,
revolucionando la medicina al tener una actividad
importante en el transplante de d&rganos,
considerando que mas de la mitad de los mejores
compuestos farmacéuticos son de origen natural o
relacionados a ellos, frecuentemente la molécula
por si misma no tiene un uso como tal, sin embargo
puede servir como una molécula a la cual se le
puedan realizar modificaciones quimicas o
genéticas para encontrarle una funcion.

La biologia molecular de las bacterias ha abierto
el camino para el desarrollo de la industria
biotecnolégica, siendo la biologia molecular la
fuerza que impulsa la investigacion farmacéutica.
De tal manera que se pueden producir analogos de
diversos polipéptidos, una segunda generaciéon de
polipéptidos recombinantes modificados para
alterar su especificidad, para alterar la
especificidad de los sitios blanco; o bien, la tercera
generacion de péptidos podria fusionar secuencias
de diferentes genes para que la liberacion de algun
farmaco se realicé de manera especifica.
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Fig. 2. Manipulacion del cluster de genes de aureothina para producir su derivado aureonitrilo. EI gen aurG de la p-
aminobenzoato sintasa fue eliminado del cluster de aureothina contenido en el pldsmido de expresion pHJ48 usando el
sistema de recombinacion Red/ET. El plasmido obtenido (pHJ97) se introduj6é en el huésped heterdlogo S. lividans. La
mutante obtenida (S. lividans ZX1::pHJ97) no produce aureothina; con la adicion al cultivo de p-ciano benzoato se produjo el

derivado aureonitrilo.

Finalmente, a pesar de que la ingenieria
genética de los actinomicetos muchas veces esta
limitada por barreras de restriccion en cuanto a la
introduccién de DNA a una célula, se han realizado
progresos importantes, tan es asi que se desarrollé
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un cromosoma artificial que tiene la capacidad de
transferir hasta 100 kb de DNA.
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