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Resumen/Abstract

RESUMEN

COMPUESTOS RELACIONADOS CON RAMOPLANINA PRODUCIDOS POR
ACTINOMICETOS

Las ramoplaninas son una familia de antibiéticos de tipo lipoglicodepsipéptido, de
sintesis no ribosomal, estructuralmente relacionadas con los lipodepsipéptidos
janiemicina, enduracidina y daptomicina, y funcionalmente con los glicopéptidos
vancomicina y teicoplanina, asi como con los lantibidticos mersacidina, actagardina,

nisina y epidermina.

La ramoplanina A2 fue descubierta a partir de una fermentacién de la cepa
Actinoplanes ATCC33076, aislada de una muestra de suelo recogida en la India, y como
componente mayoritario de una mezcla de 3 compuestos (Al, A2 y A3) que
estructuralmente solo se diferencian en la cadena lipidica que se encuentra en el
residuo de Asn® N-terminal, y que presentan actividades antimicrobianas virtualmente

indistinguibles.

La ramoplanina A2 es un prometedor candidato a farmaco ya que presenta actividad
frente a bacterias Gram-positivas aerobias y anaerobias resistentes a antibidticos
como glicopéptidos, macrdlidos y penicilinas, incluyendo Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, Staphylococcus epidermidis, streptococos, enterococos
resistentes a vancomicina, Bacillus spp., Listeria monocytogenes, y Clostridium difficile.
Ademas, inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose al transportador
lipido Il de la biosintesis del peptidoglicano, y no es suceptible de los mismos
mecanismos de resistencia que la vancomicina ya que el sitio de unién al transportador

lipidico de ambos antibidticos es diferente.

Pese a ser un compuesto tan interesante tanto su aprobacién como su uso clinico se
han visto obstaculizados por la actividad hemolitica que presenta cuando se administra
por via intravenosa. Como consecuencia de esta limitacidn, encontrar nuevos andlogos

gue puedan salvar este inconveniente se hace necesario.

Partiendo del potencial biosintético de los microorganismos, se realizd6 un ensayo
mediante cribado de alto rendimiento de 37,000 extractos de la coleccion de

Productos Naturales pertenecientes a la Fundacion MEDINA usando como diana el
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transportador lipidico de la biosintesis del peptidoglicano con el objetivo de encontrar
compuestos relacionados en actividad biolégica o estructura quimica con las
ramoplaninas y confirmar si estos tenian o no propiedades mejoradas tanto a nivel de
actividad antimicrobiana como a nivel farmacolégico y de tolerabilidad local,

especialmente con respecto a su actividad hemolitica.

Con un ensayo de marcaje radiactivo de macromoléculas y mediante el andlisis de los
extractos por cromatografia liquida y espectrometria de masas de baja y alta
resolucién se corrobord, por una parte, si los extractos eran verdaderos inhibidores
de la sintesis del peptidoglicano vy, por otra, si su perfil quimico sugeria la presencia

de compuestos relacionados con la clase estructural de las ramoplaninas.

Siguiendo esta estrategia se seleccionaron 71 extractos que procedian de la
fermentacién en diferentes medios de cultivo de un total de 49 cepas de
actinomicetos aisladas a partir de muestras ambientales recogidas en diferentes

partes del mundo.

Estas cepas fueron estudiadas en mayor profundidad para determinar su taxonomia,
su relacion filogenética y su diverisad. El grupo taxonémico mas abundante fue la
familia Micromonosporaceae. El resto de las cepas se distribuyeron en tres familias
distintas: Streptomycetaceae, Pseudonocardiaceae y Nocardiaceae. Del anélisis de la
presencia y distribucidn de sistemas biosintéticos se obtuvieron altas frecuencias de
amplificaciones especificas positivas para NRPS y PKS-I y significtivamente bajas para
PKS-1I. Ademas, los resultados obtenidos mediante las técnicas BOX-PCR y REP-PCR

resaltaron la elevada diversidad del grupo taxonémico mayoritario.

Ademas, se caracterizo el perfil de actividad antimicrobiano de los extractos frente a
un panel de microorganismos formado por tres bacterias Gram-positivas, tres
bacterias Gram-negativas, una levadura y un hongo. De los resultados de estos
ensayos se confirmo que la mayor parte de los extractos seleccionados tenian un perfil

de actividad antimicrobiano similar al de las ramoplaninas.

Posteriormente, dado el pequefio volumen que de los extractos contiene la coleccion,
se prepararon nuevas fermentaciones a pequefia y mediana escala para tener
material suficiente con el que poder realizar la identificaciéon quimica y el aislamiento

de los compuestos de interés.
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Se confirmé el perfil quimico y la actividad antimicrobiana de los nuevos extractos, asi
como su citotoxicidad, y se seleccionaron los 36 mejores para fraccionamiento guiado
por bioensayo mediante HPLC semipreparativo, intentando escoger al menos un

representante de cada familia de microorganismos identificada.

La mayoria de los fraccionamientos presentaron zonas de actividad en el intervalo
comprendido entre las fracciones 40 y 48. Solo en el caso de los fraccionamientos de
los extractos de las familias Pseudonocardiaceae y Streptomycetaceae, las fracciones
activas se observaron desplazadas. Se eligieron las fracciones activas que mayor
actividad presentaron y se analizaron por HRMS para asociar la presencia de los
diferentes valores de m/z caracteristicos de las moléculas relacionadas con las

ramoplaninas con los picos de los perfiles cromatograficos de cada fraccionamiento.

De la cepa CA-178528 se consiguid obtener una fraccién en la que se detectaron dos
compuestos de peso molecular 2572 y 2556. El compuesto con peso molecular 2572
pudo ser purificado, aislado, y su estructura elucidada por comparacion de sus

espectros con los de un patrén de ramoplanina A2.

El nuevo andlogo comparte las caracteristicas estructurales de la ramoplanina A2, salvo
el aminodacido de la posicién 13 que en vez de ser hidroxifenilglicina (Hpg®®) es
dihidroxifenilglicina (Dhpg®) y el aminoéacido de la posicidn 15 que en vez de ser leucina
(Leu®) es valina (Val'®). Ambos compuestos también se diferencian en la cadena
alifatica lateral, que es saturada y con un carbono adicional en el caso de la

ramoplanina_2572.

Se estudiaron las propiedades antimicrobianas y farmacoldgicas del nuevo compuesto
en comparacion a la ramoplaina A2. En todos los casos se obtuvieron resultados muy
similares excepto en los ensayos de actividad hemolitica donde los valores que

presentd el nuevo andlogo fueron muy inferiores a los de la ramoplanina A2.

Afortunadamente, estamos ante un nuevo compuesto potencialmente capaz de
sortear la limitacidn de la tolerabilidad local de la ramoplanina A2, y con el que merece

la pena seguir realizando investigaciones adicionales.

De los resultados obtenidos en esta tesis se puede inferir que la produccion de

ramoplanina y sus andlogos esta relativamente extendida entre los actinomicetos.
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Sin duda, los resultados obtenidos apoyan la idea de que los extractos de productos
naturales de origen microbiano son una importante fuente de compuestos con
actividad biolégica. También demuestran que combinar nuevas estrategias de
screening con librerias de productos naturales es un buen método para encontrar

farmacos frente a patégenos resistentes.

SUMMARY

COMPOUNDS RELATED TO RAMOPLANIN PRODUCED BY ACTINOMYCETES

Ramoplanins are a family of lipoglycodepsipeptide antibiotics, of non-ribosomal
synthesis (NRPS), structurally related to the lipodepsipeptides janiemycin,
enduracidin and daptomycin, and functionally related to the glycopeptides
vancomycin and teicoplanin, as well as with the lantibiotics mersacidin, actagardine,

nisin and epidermin.

Ramoplanin A2 was discovered from a fermentation broth of Actinoplanes
ATCC33076, isolated from a soil sample collected in India, as a major component of a
mixture of 3 compounds (A1, A2 and A3) that structurally only differ in the lipid chain
found in the N-terminal Asn? residue, and whose antimicrobial activities are virtually

indistinguishable.

Ramoplanin A2 is a promising drug candidate since it is active against aerobic and
anaerobic Gram-positive bacteria resistant to antibiotics such as glycopeptides,
macrolides and penicillins, including methicillin-resistant Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, streptococci, vancomycin-resistant enterococci, Bacillus.
spp., Listeria monocytogenes, and Clostridium difficile. Furthermore, it inhibits the
synthesis of the bacterial cell wall by binding to the lipid Il transporter of
peptidoglycan biosynthesis and it is not susceptible to the same resistance
mechanisms as vancomycin because the binding site to the lipid transporter of both

antibiotics is different.

Although being an interesting compound, both its approval and its clinical use have
been limited by the hemolytic activity it presents when it is administered
intravenously. As a consequence of this limitation, finding new analogs that overcome

this inconvenience becomes necessary.
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Based on the biosynthetic potential of microorganisms, a total of 37,000 extracts from
the Natural Products collection belonging to the Fundacién MEDINA were tested in a
High-Throughput Screening assay whose target is the lipid transporter of
peptidoglycan biosynthesis, with the objetive of finding compounds related in
biological activity or chemical structure with ramoplanins and confirm whether these
compounds showed or not improved antimicrobial and pharmacological properties

including local tolerability, especially regarding hemolytic activity.

Both, macromolecular labeling assay and liquid chromatography hyphenated to low
and high resolution mass spectrometry (LCMS and HRMS), were used to verify
whether the extracts were true inhibitors of peptidoglycan biosynthesis and if their
chemical profile suggested the presence of compounds related to the structural class

of ramoplanins.

According to this strategy, a total of 71 extracts were selected which arose from the
fermentation broth in different culture media of 49 strains of actinomycetes isolated

from environmental samples collected worldwide.

These strains were further studied to determine their taxonomy, their phylogenetic
relationship and their diversity. The most abundant taxonomic group was the
Micromonosporaceae family. The rest of the strains were distributed in three
different families: Streptomycetaceae, Pseudonocardiaceae and Nocardiaceae. From
the analysis of the presence and distribution of biosynthetic systems, high frequencies
of positive specific amplifications for NRPS and PKS-I were obtained while significantly
lower for PKS-II. Additionally, the results obtained through the BOX-PCR and REP-PCR

techniques pointed out the high diversity of the majority taxonomic group.

Furthermore, the antimicrobial activity profile of the extracts was characterized
against a panel of microorganisms including three Gram-positive bacteria, three
Gram-negative bacteria, one yeast and one fungus. From the results of these tests, it
was confirmed that most of the selected extracts had an antimicrobial activity prolfile

similar to that of ramoplanins.

Subsequently, given the small volume of the extracts contained in the collection, new
fermentations were prepared at small and medium scale to have enough material for

the chemical identification and isolation of the compounds of our interest.
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The chemical profile and the antimicrobial activity of the new extracts were
confirmed, as well as their cytotoxicity, and the 36 best ones were selected for semi-
preparative HPLC bioassay-guided fractionation choosing at least one representative

of each family of microorganisms identified.

Most of the chromatographic profiles displayed active zones between fractions 40
and 48. Only in the case of the extracts from Pseudonocardiaceae and
Streptomycetaceae families, the active fractions were in a different zone. The active
fractions with the highest activity were chosen and analyzed by HRMS to associate
the presence of the different values of characteristic m/z of the molecules related to

the ramoplanins with the peaks of the chromatographic profiles of each fractionation.

From strain CA-178528 a fraction was obtained in which two compounds of molecular
weights 2572 and 2556 were detected. The compound with molecular weight 2572
could be purified and isolated, and its structure elucidated by comparison with a

standard of ramoplanin A2.

The new analogue shares the structural features of ramoplanin A2, except for the
amino acid at position 13 which instead of being hydroxyphenylglycine (Hpg®®) is
dihydroxyphenylglycine (Dhpg®®) and the amino acid at position 15 instead of being
leucine (Leu®) is valine (Val*®). They also differ in the lateral aliphatic chain, which is

saturated and longer in one methylene in the case of ramoplanina_2572.

Antimicrobial and pharmacological properties of the new compound were studied in
comparison to ramoplanin A2. Very similar results were obtained in all the cases,
except for the hemolytic activity test where the values showed by the new analogue

were much lower than those of ramoplanin A2.

Certainly, this is a new analog potentially capable of avoiding the limitation of the
local tolerability of ramoplanin A2, and with which it is worthwhile to continue

carrying out additional research.

Our results additionally suggest that the production of ramoplanin analogs is
widespread within the actinomycetes, especially among strains of the family

Micromonosporaceae.
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The results obtained in this thesis also support the fact that natural products of
microbial origin are an unlimited source of compounds with biological activity. They
also demonstrate the power of using novel screening strategies that combine new
knowledge in biotechnology with libraries of natural products in order to find new

drug candidates against multi-drug resistance pathogens.
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2.1LOS PRODUCTOS NATURALES COMO FUENTE DE NUEVOS
MEDICAMENTOS

2.1.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

La naturaleza, por su extraordinaria diversidad, constituye una fuente inagotable de
productos naturales biolégicamente activos. Muchos de los beneficios de estos
productos naturales como antimicrobianos, insecticidas y antioxidantes son conocidos
y utilizados desde la antigliedad y sus propiedades han ido transmitiéndose de
generacién en generacion basadas en la experiencia adquirida sobre su uso a lo largo
de la historia. No obstante, su descubrimiento se fundamentaba en la intuicién y la
casualidad en la mayoria de los casos. El desarrollo de la quimica desde principios del
siglo XIX hasta la actualidad ha permitido aislar y caracterizar los componentes
responsables de los efectos beneficiosos de estos productos. Asi, hoy en dia, al hablar
de productos naturales (PNs) se hace referencia a todos aquellos compuestos
organicos de bajo peso molecular (no mas de 3000 Da), procedentes del metabolismo
secundario de los seres vivos, que no son esenciales para el organismo que los produce,
ya sea hongo, bacteria, planta, invertebrado marino o insecto. Por lo general, se
originan en familias de moléculas relacionadas quimicamente dentro de cada
organismo, son dependientes de las condiciones de crecimiento, y suelen ser

especificos de un grupo reducido de organismos (Ravelo y Braun, 2009).

Recientemente, se ha definido a este grupo de moléculas, cuya funcion en la
naturaleza de una gran parte de ellas esta aln por determinar, con el término de
parvoma, del latin parvus, que significa pequefio (Davies y Ryan, 2012) (Figura 1). Asi,
por ejemplo, en el caso de los metabolitos secundarios en los que se ha identificado
una actividad antibidtica a la que originalmente no se le atribuyd ninguna funcién
ecoldgica, sin embargo, se ha comprobado que los genes implicados en las rutas de
biosintesis de antibidticos incluso los que confieren resistencias, se desarrollaron miles
de afios antes a su uso en la préctica clinica. Por ello se cree que estas moléculas deben
tener ademas alguna funcion en la fisiologia de sus productores o en el ecosistema en
los que estos se encuentran. De hecho hay evidencias que sugieren que, a las bajas
concentraciones en las que se encuentran en la naturaleza, los antibiéticos pueden
actuar como seializadores interviniendo en diversos procesos celulares y pueden

influir en la expresion de genes especificos relacionados con la motilidad, virulencia,
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formacién o inhibicién de biofilms e incluso en fenédmenos de quorum sensing
(Sengupta et al., 2013). Se considera por tanto, que en la naturaleza los antibiéticos
tienen un efecto hormético, es decir a altas concentraciones son téxicos, pero a bajas
concentraciones pueden inducir respuestas adaptativas y/o beneficiosas (Davies et al.,

2006).

(Genoma) (Transcriptoma) (Proteoma) (Parvoma)

ADN g—3» ARN —3 Proteina —3p Productos Naturales

H

R N ’ S
ii [ PEu

w //\OH

Variadas
funciones
independientes

Figura 1. Incorporacién del término parvoma en el dogma central de la biologia (Davies

y Ryan, 2012).

Tanto a lo largo de la historia como actualmente, los productos naturales o sus
derivados constituyen el origen de una gran parte de los farmacos ya comercializados
o en fases de desarrollo clinico, principalmente en las areas de cancer y anti-infecciosos
(Harvey, 2009; Newman y Cragg, 2016). A finales del afio 2013, de los 100 compuestos
procedentes de productos naturales o sus derivados sometidos a estudios clinicos, la
mayoria de ellos estaban siendo estudiados para enfermedades cancerigenas (38) vy

anti-infecciosas (26) (Figura 2) (Butler et al., 2014).

En un estudio realizado, por Newman y colaboradores sobre los nuevos medicamentos
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) entre 1981 y 2010 (Newman y
Cragg, 2012) se concluyd que el 34% de los medicamentos que se basaban en pequefias
moléculas eran productos naturales o derivados directos de los mismos, incluyendo las
estatinas (farmacos para disminuir los niveles altos de colesterol y triglicéridos en sus
distintas formas), medicamentos contra el cancer de unién a tubulina e

inmunosupresores (Cragg y Newman, 2013).
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De enero de 2008 a diciembre 2013, se aprobaron para su comercializacién un total de
25 compuestos procedentes de productos naturales o sus derivados (Butler et al.,
2014), y de acuerdo al analisis mas reciente llevado a cabo de nuevo por Newman y
colaboradores (Newman y Cragg, 2016) en el que cubren el periodo entre 1981y 2014,
de un total de 1562 nuevos farmacos aprobados por la FDA, el 35% corresponden a
productos naturales no modificados y modificados, o cuyo farmacéforo es derivado de

un producto natural.

@ Anti-infecciosos

m Neuroldgicos
Cardiovasculares
& Metabdlicos

@ Inmunoldgicos &
Anti-inflamatorios

@ Oncoldgicos

Figura 2. Clasificacién por areas terapéuticas de los 100 compuestos derivados de

productos naturales en desarrollo clinico a finales de 2013 (Butler et al., 2014).

Sin duda, estos logros no dejan de ser impresionantes dado el contexto actual, en el
que las grandes compafiias farmacéuticas, ya desde la década de los 90, han
disminuido considerablemente la atencién hacia los productos naturales como fuente
de nuevos medicamentos, centrandose, en cambio, en los compuestos sintéticos
obtenidos mediante técnicas de quimica combinatoria (Harvey et al., 2015). Los
motivos desencadenantes de este hecho son muy variados: a) por un lado, la idea de
qgue los extractos generados a partir de cultivos de microorganismos o plantas son
inadecuados para las técnicas de deteccion utilizadas en los ensayos de HTS; b) por
otro, que el tiempo desde el descubrimiento de la actividad bioldgica hasta la
obtencién del producto responsable de la misma es demasiado largo y costoso (debido
al proceso de aislamiento e identificacidn del principio activo del extracto); c) también
la alta frecuencia de redescubrimiento continuo de compuestos previamente
conocidos; d) e incluso la complejidad estructural de muchas de estas moléculas, que
ha sido considerada como un inconveniente al suponer un verdadero reto para la

sintesis quimica y su derivatizacidon, que debe realizarse durante los procesos de
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optimizacidn de candidatos a farmacos (Leads). De la misma forma, otro obstaculo
adicional es la necesidad de suministro de grandes cantidades de compuesto durante
las fases de estudios preclinicos, clinicos y su comercializacién (Peldez, 2006; Lam,
2007), aunque esta problemadtica se puede salvar mediante fermentacion a gran escala

en el caso de los productos naturales activos provenientes de microorganismos.

La diversidad quimica de los productos naturales es complementaria a la diversidad
encontrada en los compuestos sintéticos obtenidos mediante quimica combinatoria.
La enorme diversidad de estructuras quimicas observada entre los metabolitos de
origen microbiano deriva de un nimero relativamente pequefio de rutas biosintéticas
basicas que se han diversificado enormemente durante el curso de la evolucidon
(policétidos, péptidos no ribosomales, terpenoides y de las posibles combinaciones de
todas ellas). Los PNs ocupan un espacio quimico diferente y mas amplio que los
compuestos sintéticos (Krause y Tobin, 2013) y tienden a tener farmacdforos con
estructuras tridimensionales que son menos lineales y con mas grupos funcionales que

los compuestos sintéticos (Paterson y Anderson, 2005).

Recientemente pequenas compaiias biotecnoldgicas, centros de investigacién vy
algunos grupos académicos estan contribuyendo al resurgimiento de los productos
naturales, basando sus proyectos de busqueda de nuevos farmacos en diferentes
aproximaciones que sortean muchos de los inconvenientes expuestos anteriormente,
y apoyandose en el hecho de que la quimica combinatoria no ha sido todo lo fructifera
que se esperaba, principalmente por no ser capaz de proporcionar la novedad y
diversidad estructural que se puede encontrar en la naturaleza (Payne et al., 2007).
Algunas de esas estrategias incluyen: a) la creacion de colecciones de fracciones o de
compuestos puros aislados de los extractos para simplificar el proceso de identificacién
de las moléculas con actividad; b) la manipulacién genética de las rutas metabdlicas de
las cepas productoras que permite modificar los rendimientos en la obtenciéon de
productos naturales de interés; c) la utilizacién de métodos de desreplicacién
taxondmica para reconocer especies o cepas de microorganismos similares tratando
de aportar la mayor biodiversidad posible o bien quimica para detectar la presencia en
los propios extractos de compuestos ya conocidos; d) el co-cultivo de microorganismos
para aumentar la produccion de metabolitos secundarios que no se expresan en
condiciones estandar; e) asi como diferentes métodos de identificacion de nuevas

dianas terapéuticas entre las que destacan la gendmica comparada y el andlisis
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diferencial de la expresion génica en microrganismos productores (Lam, 2007; Harvey

etal., 2015).

Dos de los ejemplos mas recientes de éxito que han resultado de la confluencia de los
progresos, avances y mejoras aplicadas en el desarrollo de nuevos farmacos a partir de
productos naturales, son el descubrimiento de dos antibidticos: la teixobactina (Figura

3) (Ling et al., 2015) y la pseudouridimicina (Figura 4) (Maffioli et al., 2017).
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Figura 3. (A) Estructura de la teixobactina. (B) Fotografia del iChip de aislamiento de la
bacteria que dispone de varios cientos de camaras de difusion en miniatura para

inocular en cada una de ellas una Unica célula y proceder a su cultivo.

La teixobactina (Figura 3) es un antibidtico con actividad especifica frente a bacterias
Gram-positivas, incluyendo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM),
Mycobacterium tuberculosis y Enterococcus spp. (enterococos resistentes a
vancomicina, ERV) (Fiers et al., 2017), que ha sido aislado a partir de una bacteria de
suelo, Eleftheria terrae, que no podia cultivarse en los medios y condiciones habituales
de laboratorio (Figura 3). Con el objetivo de cultivar este tipo de bacterias se ha
desarrollado una metodologia de camaras de difusion con membranas
semipermeables que restringen el movimiento de las células, pero permiten por

difusién el libre intercambio con el medio externo de nutrientes y metabolitos. Con
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este método, llamado iChip, se pueden crecer bacterias del suelo dentro del mismo

suelo (Nichols et al., 2010).

El mecanismo de accidon de este antibidtico esta basado en la inhibicidn de la biosintesis
de la pared celular dado que se une al lipido Il, precursor de la biosintesis del
peptidoglicano (PG), y al lipido lll, precursor de la biosintesis del acido teicoico de la
pared. La impresionante actividad bactericida de la teixobactina se debe a la inhibicién
sinérgica de ambas dianas, lo que provoca daio de la pared celular, deslocalizacién de

autolisinas y como consecuencia la lisis celular (Homma et al., 2016).

La pseudouridimicina (Figura 4), conocida como PUM, es el primer analogo de
nucledsido capaz de unirse selectivamente a la ARN polimerasa (ARNP) bacteriana e

inhibir la transcripcion.
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Figura 4. (A) Estructura de la ARN polimerasa bacteriana. Se muestran los sitios de
unién para los antibidticos pseudouridimicina (PUM) y rifampicina (Maffioli et al.,
2017). (B), (C) y (D) Estructuras de la rifampicina, pseudouridimicina y UTP,
respectivamente (Chellat y Riedl, 2017).
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La PUM es un producto natural identificado durante el screening de una libreria de
aproximadamente 3000 extractos de origen microbiano llevado a cabo mediante un
proyecto liderado en su conjunto por tres grupos académicos de la Universidad de
Rutgers (USA), Milan (ltalia) y Bonn (Alemania) y por tres compafiias biotecnoldgicas

italianas (NAICONS Laboratories Srl, Vicuron Pharmaceuticals y NeED Pharma Srl).

PUM es producido por dos cepas de Streptomyces aisladas de unas muestras de suelo
recogidas en ltalia y Francia (Maffioli et al., 2017) y tiene actividad, tanto in vitro como
in vivo, frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas incluyendo a algunas multi-
resistentes tales como aislados clinicos relevantes de Staphylococcus aureus vy

Streptococcus pneumoniae (Trautman y Crawford, 2017).

Se ha demostrado que la pseudouridimicina inhibe la ARNP a través de un mecanismo
y sitio de unidn diferente al de las rifamicinas (como la rifampicina) (Figura 4) y las
lipiarmicinas (como la fidaxomicina), hecho que explica la ausencia de resistencia
cruzada con dichos antibidticos, asi como su efecto aditivo al ser coadministrada con
ellos. Ademds, como se puede apreciar en la Figura 4, se han encontrado en la ARNP
solo de 2 a 4 sitios (color azul) de mutacidn que confieren resistencia a PUM mientras
que para la rifampicina se conocen 25 sitios diferentes (color rojo) (Maffioli et al.,

2017).

2.1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS DE ORIGEN MICROBIANO

Centrandonos en los metabolitos secundarios de origen microbiano, podemos afirmar
gue estos han tenido un extraordinario impacto en el bienestar de la humanidad, asi
como en el espectacular aumento de la esperanza de vida observado durante la
segunda mitad del siglo XX. Muchos de los agentes antibidticos, antifingicos,
inmunosupresores e hipolipemiantes utilizados en la practica clinica durante los

ultimos 60 afios son derivados de compuestos de origen microbiano.

Los microorganismos productores de moléculas bioactivas mds relevantes son las
Actinobacterias (Actinomycetales) ya que son responsables de la produccion de
alrededor del 45% de las mismas, representando ademds éstas un 60% de los
antibidticos comerciales. Los hongos les siguen en importancia con el 38 % de las

moléculas bioactivas y, por ultimo, otros grupos bacterianos tales como Bacillus,
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Pseudomonas, Cyanobacteria, Myxobacteria, que producen el 17 % de las moléculas

bioactivas (Tabla 1) (Berdy, 2005).

Moléculas con Moléculas con | Moléculas | Compuestos en
actividad antibiotica | otra actividad bioactivas practica clinica

Bacterias 2900 3800 10-12
Actinomycetales 8700 1400 10100 100-120

Hongos 4900 3700 8600 30-35
Total 16500 6000 22500 140-160

Tabla 1. Biomoléculas activas segun los distintos productores de origen microbiano

(Berdy, 2005).

Se estima que existen alrededor de 3 millones de especies de bacterias y 1,5 millones
de especies de hongos, de las cuales solo se conocen el 0,2% en el caso de las bacterias
y el 5% en el caso de hongos. Por ello, sin lugar a dudas, los microrganismos siguen
siendo una fuente extraordinaria aun por explorar para el descubrimiento de nuevas
moléculas candidatas a farmacos (Harvey, 2000). Porciones significativas del genoma
microbiano son responsables de la produccidon de metabolitos secundarios. Un solo
microrganismo puede producir 50 o0 mas compuestos con propiedades antibidticas,
anticancerigenas, inmunosupresoras y muchos de ellos ademas tienen aplicaciones
como antivirales, antihelminticos, nutraceuticos o tensoactivos, entre otras (Demain,

2014).

Historicamente la mayor parte de los PNs se aislaron a partir de bacterias terrestres,
pero actualmente como consecuencia de los avances en las metodologias de
muestreo, nuevas fuentes que incluyen ambientes marinos (costas, aguas marinas,
invertebrados y sedimentos del fondo marino) ademas de habitats inusuales y
extremos (regiones de alta o baja temperatura o presion, zonas de alto nivel de acidez
o alcalinidad), estan siendo objeto de estudio y brindan innumerables oportunidades
para aislar microorganismos que hasta el momento no se habian explorado y que
pueden proporcionar numerosos y novedosos productos naturales bioactivos (Huang

y Lin, 2017).
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2.1.2.1 Proceso de descubrimiento de nuevos farmacos a partir de

productos naturales de origen microbiano

Los productos naturales de origen microbiano han sido objeto de gran nimero de
proyectos de descubrimiento de nuevos farmacos. El proceso (Figura 5) se inicia con la
recogida de muestras ambientales de diferentes lugares del mundo y de diversas
fuentes, tales como suelo, plantas, rocas, agua, liquenes, rizosferas, ambientes
marinos, etc., tratando asi de conseguir la mayor biodiversidad microbiana posible.
Una vez que los microorganismos son aislados de las diferentes fuentes, éstos deben
ser desreplicados mediante distintas técnicas moleculares que indiquen, por ejemplo,
el grado de similitud o el parentesco genético entre las cepas, para asegurar la

seleccidn de las mas novedosas o de las menos frecuentes.
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Figura 5. Esquema general del proceso de descubrimiento de farmacos a partir de

productos naturales de origen microbiano.

Posteriormente, las cepas seleccionadas se fermentan en diferentes condiciones
ambientales de temperatura, luz, humedad, etc., asi como en varios medios de cultivo
Optimos para su crecimiento a la vez que estimulan en ellos la produccidn de nuevos
metabolitos secundarios. Seguidamente, se procede a la extraccion de dichos
metabolitos secundarios con diferentes disolventes orgdanicos, y a la generacién de
colecciones de extractos. Estos se prueban frente a dianas con diversos intereses
terapéuticos y los extractos que resultan activos se fraccionan con el objetivo de aislar

el compuesto responsable de la actividad. Finalmente se identifica, se purifica en
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cantidad y se determina la estructura de la molécula activa mediante técnicas de
cromatografia liquida acoplada a masas (LCMS) y resonancia magnética nuclear (RMN)

(Figura 5).

El éxito en el descubrimiento de fdrmacos a partir de productos microbianos se basa
en la combinacidn adecuada de tres factores clave: a) la seleccion apropiada de las
cepas que asegure una alta diversidad de microrganismos; b) las condiciones de cultivo
gue deben facilitar la produccidon de compuestos con quimica novedosa; y c) la eleccién
de dianas apropiadas y validadas para el cribado de alto rendimiento de los extractos

de metabolitos secundarios producidos (Genilloud et al., 2011).

2.1.3 LOS ACTINOMICETOS

Los actinomicetos son un grupo de bacterias filamentosas muy diverso y ampliamente
distribuido en suelos, en otros habitats terrestres, y en ambientes acuaticos dulces y
marinos (Leiva P et al. 2004). Son bacterias Gram-positivas que se caracterizan porque
poseen un complejo ciclo biolégico desde la formacién inicial de micelio vegetativo a
la posterior diferenciacién con formacidon de micelio aéreo y esporulaciéon. Ademas,
forman un grupo taxondmicamente complejo que se ha definido filogenéticamente
como una serie de taxones de alto contenido en guanina y citosina (G+C),
pertenecientes al Phylum Actinobacteria, dentro de la Clase Actinobacteria, integrada

por 15 6rdenes, 43 familias y 224 géneros (Bergey’s, 2012).

Los actinomicetos desempefian un papel ecolégico importante por su participacion en
la degradacién de la materia organica y en el reciclaje de los nutrientes existentes en
su nicho. La mayoria de las especies descritas son saproéfitas y tienen la capacidad de
usar casi cualquier fuente de nutrientes disponible para su desarrollo. Incluso también
hay algunos que pueden formar asociaciones parasiticas o simbidticas con plantas o
animales. Son capaces de colonizar todo tipo de sustratos en los ecosistemas mas
diversos y, aunque principalmente se aislan de la zona aerdbica del suelo, se
distribuyen ampliamente en sedimentos, rizosferas, material vegetal en
descomposicion, rocas (Salazar et al., 2006), liquenes (Gonzalez et al., 2005),
ambientes marinos (Hassan y Shaikh, 2017), desérticos (Mohammadipanah y Wink,

2015) (Rateb et al., 2018) e incluso en lagos de la Antartida (Rojas et al., 2009).
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Estos microorganismos producen una gran diversidad de compuestos en su
metabolismo secundario, en muchos casos, como respuesta a diferentes tipos de
estimulos y factores de estrés, ya que comparten habitat con otras bacterias y hongos
con los que compiten por los nutrientes (Davies y Ryan, 2012). También se ha
postulado que sus metabolitos secundarios tienen una importante funcién en el
mantenimiento, sefializacién y colonizacion del habitat al que pertenecen (Gonzélez et

al., 2005).

La mayoria de los actinomicetos aislados de los suelos pertenecen a los géneros
Streptomyces, Nocardia y Micromonospora (Figura 6) y pueden estar presentes como

esporas o como hifas vegetativas.

Figura 6. Diferencias morfolégicas de los tres géneros de actinomicetos que mas
comunmente se aislan de los suelos: A) Micromonospora, B) Nocardia, C)

Streptomyces.

El desarrollo de la morfologia de las colonias de los actinomicetos les distingue de las
demas bacterias, ya que se originan a partir de esporas u otros propagulos asociados
a particulas de tierra. Su crecimiento comienza con la elongacidn y ramificacion de las
hifas vegetativas, tanto sobre la superficie como dentro del medio sélido, y continta
con el desarrollo del micelio aéreo que normalmente coincide con el inicio de la
produccién de metabolitos secundarios que se prolonga durante la maduracion del
cultivo. Factores como la composicion del medio y la temperatura, influyen altamente

sobre su produccién de micelio aéreo (Williams et al., 1983).
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La distincién entre ambos micelios vegetativo y aéreo, no se basa Unicamente en su
localizaciéon, sino que se debe también a que ambos son diferentes morfoldgica,
estructural y fisiolégicamente. Durante el desarrollo del micelio aéreo, el micelio
vegetativo sufre una fragmentacion vy lisis que coincide con el desarrollo de las hifas
aéreas, de forma que no se produce un cambio neto en el peso seco de la colonia pues
los compuestos presentes en el micelio vegetativo son utilizados como nutrientes por
el micelio aéreo. A medida que este ultimo se desarrolla, los compuestos del micelio
vegetativo migran desde la base de la colonia hacia la regidn superior. Se ha postulado
por ello, que los actinomicetos son propensos a la produccidon de antibidticos para
prevenir la invasion por bacterias de su micelio vegetativo lisado (Chater y Merrick,
1979). Por otro lado, a nivel molecular, tanto la expresion de dichos metabolitos
secundarios como su desarrollo morfoldgico, estan altamente regulados por complejas
cascadas de sefializacién controladas por diferentes familias de proteinas reguladoras,

en algunos casos exclusivas de este tipo de microorganismos (Bush et al., 2013).

Actualmente, el desarrollo y el abaratamiento de las técnicas de secuenciacién masiva
han permitido acceder a las secuencias gendmicas de miles de actinomicetos, lo que
ha puesto de manifiesto el gran potencial de estos microorganismos para producir una
multitud de nuevos metabolitos secundarios cuyas rutas de biosintesis estan
silenciadas o cripticas en su genoma. Algunas de las estrategias que se han llevado a
cabo en el intento de activar la expresion de esas rutas para encontrar nuevos PNs, son
aquellas basadas en la mineria del genoma (genome mining), en la expresion
heterdloga de rutas especificas y en la peptidogendmica guiada por espectrometria de

masas (Behie et al., 2017).

Una reciente revisidon (Genilloud, 2017) que describe los antibidticos descubiertos
producidos por actinomicetos entre 2006 y 2017, pone de manifiesto que estos
microrganismos contindan siendo una de las fuentes mas importantes de nuevos
compuestos y con mayor diversidad quimica. Asimismo, en este estudio se refleja que:
el desarrollo de técnicas innovadoras para aislar especies previamente no cultivadas,
los nuevos criterios de cribado de colecciones de PNs, asi como los enfoques
novedosos para encontrar la mayor diversidad microbiana y explotar el potencial
biosintético de los actinomicetos, contribuyen al continto descubrimiento de nuevos
compuestos bioactivos y nuevos analogos de moléculas previamente conocidas

(Genilloud, 2017).
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2.2 LOS ANTIBIOTICOS

2.2.1 LOS ANTIBIOTICOS: BREVE HISTORIA

Los antibidticos, del griego avti — anti (en contra) y Blotikog - biotikos (dado a la vida),
son sustancias quimicas producidas por un ser vivo o fabricadas por sintesis quimica,
capaces de paralizar el desarrollo de ciertos microorganismos patégenos por su accién

bacteriostatica o por causar la muerte de los mismos debido a su accidn bactericida.

El empleo de compuestos naturales, como los extractos de algunas plantas para el
tratamiento de las infecciones, se conoce desde la antigliedad. Incluso existe
constancia documental de la utilizaciéon de ciertos hongos que crecen en algunos
quesos para el tratamiento tépico de los procesos infecciosos. Sin embargo, no fue
hasta los primeros afios del siglo XX cuando Paul Ehrlich desarrolld el concepto
denominado “toxicidad selectiva”: actividad selectiva frente a los microorganismos
infecciosos pero no frente a las células humanas, y descubrié uno de los primeros
agentes quimioterapéuticos, el salvarsan (arsénico que salva), un compuesto de
arsénico con accién selectiva frente a las espiroquetas, las bacterias responsables de
la sifilis, siendo el Unico tratamiento eficaz contra esta enfermedad hasta la
comercializacién de la penicilina. Mas tarde, en 1932, Gerhard Domagk descubrid la
actividad del rojo prontosil (precursor de las sulfamidas, antimicrobianos sintéticos)
para el tratamiento de las infecciones estreptocécicas. Dicho hallazgo, publicado en

1935, le hizo merecedor del Premio Nobel de Medicina en 1939.

Con el descubrimiento en 1928 de la penicilina por Alexander Fleming, metabolito
secundario derivado de Penicllium notatum, y su posterior introduccidn en la practica
clinica como antibidtico en 1943, por Ernst B. Chain y Howard W. Florey, comenzd una
nueva etapa en la lucha contra las enfermedades infecciosas, la denominada “era

moderna de los antibidticos” (Figura 7).

51



Introduccion

¢ Polypeptides
¢ Rifamycins
+ Macrolides
+ Lincosamides
¢ Cycloserine
¢ Glycopeptides

¢ Tetracyclines ¢ Streptogramins

Oxazolidinones
¢ Aminoglycosides 4 Nitromidiazoles t

¢ Lipopeptides

¢ Beta-lactams® ¢ Quinolones Mubiiod M i
4 Sulfonamides 4 Chloramphenicol + Trimethoprim p\.rocm + e““’m“ "
(topical) (topical)
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Figura 7. Clases de antibidticos introducidos en el mercado para uso en clinica entre

1935y 2010.

Entre los afios 1940y 1970, “la época dorada” de los antimicrobianos, se desarrollé un
gran numero de compuestos altamente eficaces frente a los patdégenos mas
frecuentes. El descubrimiento de la gramicidina en 1939 (Dubos, 1939), el primer
agente bactericida aislado de una bacteria del suelo (Bacillus brevis), supuso el inicio
del aislamiento sistematico y el cribado de alto rendimiento (screening) de bacterias y
hongos del suelo en busca de nuevos antibidticos. El descubrimiento del
aminoglicosido estreptomicina en 1943, (Riedlinger et al., 2004) puso a las bacterias
gue pertenecen a la clase Actinobacteria, los actinomicetos, en el centro de atencién
de la investigacion en el descubrimiento de antimicrobianos. Este compuesto fue el
primero de un gran numero de metabolitos secundarios derivados del género
Streptomyces que sigue siendo hoy en dia el grupo mas prolifico en cuanto a

produccién de antibidticos y compuestos bioactivos (Bérdy, 2005).

Durante el periodo comprendido entre 1935y 1968 se descubrieron e introdujeron en
el uso clinico para el tratamiento de las infecciones bacterianas catorce clases
diferentes de antibidticos, presentando cada una de ellas un nuevo mecanismo de
acciéon, e incluyendo entre otros a los B-lactdmicos, las tetraciclinas, los
aminoglicésidos y los macrélidos. En concreto, en los 10 afios que siguieron al término
de la Segunda Guerra Mundial se describieron 96 antibiéticos distintos producidos por
57 especies de microorganismos, principalmente actinomicetos. Y en la década de los
sesenta se abrié una nueva fase en la era de los antibidticos, ya que se obtuvieron
compuestos semisintéticos por modificacién quimica de antibiéticos naturales. Asi, se

consiguieron reducir los problemas de resistencia bacteriana que habian empezado a
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aparecer frente a algunos antibidticos, y se disminuyd en muchos casos los efectos

secundarios, al tiempo que se amplid su espectro de accidn.

Sin embargo, desde el afio 1970 el descubrimiento de nuevos compuestos con
actividad antibacteriana ha ido disminuyendo. En las décadas siguientes, sélo se logré
hacer mejoras en clases de antibiéticos ya existentes. Esto ha supuesto un importante
problema, sobre todo teniendo en cuenta el incremento alarmante en las resistencias
a estos farmacos, que dificultan enormemente el tratamiento de muchas infecciones
bacterianas en la actualidad. Desde entonces y hasta el afio 2014, tan solo cinco nuevas
clases de antibidticos han sido aprobadas por la FDA (Food and Drug Administration)
de Estados Unidos, dos de ellas con uso limitado como tépicos (Laxminarayan et al.,
2007). Estas 5 nuevas clases son: las oxazolidinonas (linezolid), los lipopéptidos
(daptomicina), las pleuromutilinas (retapamulina), las tiacumicinas (fidaxomicina) y las

diarilquinolinas (bedaquilina) (Butler et al., 2013).

En mayo de 2017, 51 nuevos antibidticos con potencial para tratar infecciones
bacterianas de alta prioridad clinica se encontraban en desarrollo clinico, siendo en su
mayoria modificaciones de clases de antibidticos ya existentes o combinaciones de
compuestos ya conocidos. Sin embargo, solo ocho de estas moléculas han sido
clasificadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como tratamientos
innovadores. Dado que la tasa de éxito en el desarrollo clinico de medicamentos es
baja, solo 1 de cada 5 compuestos consiguen llegar a ser aprobados para su uso en
pacientes, el reciente informe Antibacterial agents in clinical development: an analysis
of the antibacterial clinical development pipeline, including tuberculosis
(WHO/EMP/1AU/2017.11) concluye que hay muy pocas opciones terapéuticas posibles

para combatir la creciente amenaza de la resistencia a los antimicrobianos.
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2.2.2 MODOS DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

La actividad de los antibiéticos frente a las bacterias depende en un primer lugar de su
capacidad para atravesar la pared bacteriana y esta capacidad no solo depende de su
naturaleza fisicoquimica sino también de la estructura de la barrera que han de
atravesar. Tanto las bacterias Gram-positivas como las Gram-negativas disponen de
una membrana citoplasmatica, rica en fosfolipidos y proteinas, que sirve de barrera
osmotica solo permeable al agua y a las moléculas orgdnicas sin carga y de pequefio
tamafio, y sobre ella se sitla una capa de peptidoglicano (exoesqueleto bacteriano),

mas gruesa en las bacterias Gram-positivas que en las Gram-negativas (Figura 8).

Para las bacterias Gram-positivas el peptidoglicano representa hasta el 90% de la
pared, si bien otra parte corresponde a los acidos teicoico (TA) y el acido teicurinico,
polimeros hidrosolubles que contienen ribitol o residuos de glicerol unidos por medio
de enlaces fosfodiéster y que tienen uno o mas aminodcidos o sustitutos del azucar.
Existen dos tipos de acidos teicoicos: el acido teicoico de la pared unido de manera
covalente al peptidoglicano y el acido teicoico de la membrana, o también llamado
acido lipoteicoico (LTA), unido por enlaces covalentes al glucolipido de esta. Sin
embargo, para las bacterias Gram-negativas, el peptidoglicano constituye solo
alrededor del 10% de la pared, y el resto esta constituido por una capa compleja (Figura
8). Se diria que tienen una estructura trilaminar: membrana citoplasmatica, capa de

peptidoglicano y membrana externa.

Asi, la membrana externa es una bicapa lipidica similar a la membrana celular cuyos
lipidos orientados hacia dentro son fosfolipidos tipicos, pero que estan ubicados hacia
la cara externa que es donde se encuentran los lipopolisacaridos (LPS), moléculas
exclusivas de las bacterias Gram-negativas cuyos acidos grasos estan saturados. Estos
lipopolisacdridos le confieren carga negativa y repelen moléculas hidrofébicas y
ademas pueden actuar como antigenos en el reconocimiento de ciertos bacteriéfagos

(Madigan et al., 2008).
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Figura 8. Composicion y estructura de la membrana de bacterias Gram-positivas (a) y

Gram-negativas (b) (L. Brown et al., 2015).

La parte lipidica de las moléculas de LPS es el lipido A, que se comporta como
endotoxina bacteriana cuando es liberada y constituye un importante factor de
virulencia en las especies patogenas (Raetz y Whitfield, 2002). Hacia fuera de las
moléculas de LPS se situan largas cadenas de azlcares de composiciéon y longitud muy
variable denominadas antigeno O. Las cadenas O estan unidas al lipido A, mediante el
oligosacarido central (“core”) que contiene un acido caracteristico: el acido 3-desoxi-

D-mano-oct-2-ulosdnico (KDO). Ademas, la membrana externa dispone de unos poros,
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formados por polimeros de unas proteinas llamadas porinas, a través de los que se

regula el flujo de sustancias en funcidn de su tamario, hidrofilia y carga molecular neta.

Entre la membrana externa y la citoplasmdtica hay un espacio llamado periplasma
(Figura 8), en el que se encuentran la fina capa de peptidoglicano y varios enzimas,

como por ejemplo las B-lactamasas (Madigan et al., 2008).

Por todo ello, la pared celular es mas permeable a los antibidticos en el caso de las
bacterias Gram-positivas que en el caso de las bacterias Gram-negativas, ya que estas
ultimas poseen una barrera de permeabilidad selectiva adicional que constituye una

defensa natural a la libre difusion de antibioticos al interior de la bacteria.

Desde el punto de vista molecular, los antibiéticos de uso clinico ejercen su accién en
algunas de las siguientes estructuras o funciones bacterianas: a) inhibiendo la sintesis
de la pared bacteriana; b) alterando la integridad de la membrana citoplasmatica; c)
impidiendo la sintesis proteica; d) bloqueando la sintesis o las funciones de acidos
nucleicos; y/o e) protegiendo a otros antibidticos de las enzimas hidroliticas
bacterianas, como es el caso de los inhibidores de B-lactamasas (Calvo y Martinez-

Martinez, 2009) (Kapoor et al., 2017).

Atendiendo a su mecanismo de accién y estructura quimica, los principales grupos de
antimicrobianos de interés clinico y sus principales representantes se muestran en la

Figura 9.

Dentro del grupo que interfiere en la sintesis de la pared celular se incluyen los
glucopéptidos como la vancomicina y teicoplanina que se unen al extremo terminal de
las unidades precursoras de la cadena del peptidoglicano y evitan asi la formacién de
una pared celular estable. También forman parte de este grupo los antibidticos B-
lactdmicos como penicilinas, cefalosporinas y monobactam que interfieren con
enzimas que participan en la sintesis de la capa de peptidoglicano e inhiben por tanto

la sintesis de la pared celular (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos de accion de los antibidticos y principales representantes de

cada grupo (Brock, 1999).

Antibiéticos como los aminoglicésidos (kanamicina, gentamicina, estreptomicina),
macrolidos (eritromicina, claritromicina), cloranfenicol, oxazolidinonas, lincosamidas y
tetraciclinas se unen al ribosoma deteniendo la traduccién e inhibiendo asi la sintesis
de proteinas. La interferencia se produce con la subunidad ribosémica 30S en el caso
de aminoglucésidos y tetraciclinas, y con la subunidad 50S en el caso de macrdlidos,
lincosamidas, oxazolidinonas y cloranfenicol. Asimismo, antibidticos como mupiracina
y puromicina inhiben competitivamente la enzima isoleucil-ARNt sintetasa, impidiendo
la incorporacion del aminoacido isoleucina al péptido en formacién e inhibiendo

consecuentemente la sintesis de proteinas (Figura 9).

Por otro lado, existen varios grupos de antibidticos que inhiben alguno de los
componentes esenciales de la sintesis de dcidos nucleicos. En el caso de las quinolonas
(acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina) actuan inhibiendo la accidn de las
topoisomerasas Il y IV, indispensables en la sintesis de ADN, que controlan el
superenrollamiento y desenrollamiento del ADN cromosémico bacteriano. Y por su
parte, las rifamicinas (rifampicina, rifamicina B), inhiben la sintesis de ARN ribosémico

y mensajero al bloquear la subunidad beta de la ARN polimerasa (Figura 9).
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La ruta metabdlica que conduce a la sintesis de acido félico se ve bloqueada por la
combinacion, habitualmente usada en la practica clinica, de trimetoprim vy
sulfametoxazol. Y la accién de las polimixinas modifica la estructura de la membrana
citoplasmdtica, ya que aumentan su permeabilidad provocando la pérdida de

contenido intracelular (Figura 9).

2.2.3 SINTESIS DEL PEPTIDOGLICANO

La sintesis de los diferentes componentes de la pared celular es una diana clave en el
descubrimiento de nuevos agentes antibacterianos. En concreto, el peptidoglicano es
un componente esencial que rodea completamente las células bacterianas
proporcionandoles resistencia mecanica frente a la presién osmoética y confiriéndoles
la forma caracteristica de los diferentes grupos bacterianos. Al mismo tiempo,
representa un papel importante en los procesos de crecimiento y de divisién celular (J
van Heijenoort 2001). El peptidoglicano es un polisacarido en el que se alternan, unidos
mediante enlaces B 1-4, mondmeros de N-acetil-glucosamina (NAG) y acido N-acetil-
muramico (NAM). A este ultimo se une una cadena lateral pentapeptidica entre cuyos
residuos se establecen enlaces amida, resultando asi la estructura tridimensional del

polimero (Meroueh et al., 2006).

El PG estd ausente en la pared celular de la célula eucaridtica, incluidas las células
humanas, por lo que los antibidticos que actian afectando a su proceso de sintesis
carecen de efectos adversos importantes sobre las células del huésped. Esta
caracteristica hace que esta ruta sea una diana atractiva, elegida por numerosos
grupos académicos e industrias farmacéuticas, en los programas dedicados a la
busqueda de nuevos antimicrobianos. Histéricamente, la biosintesis del
peptidoglicano, junto con la biosintesis de proteinas en el ribosoma, ha resultado ser
el sitio de accion de un gran nimero de antibidticos descubiertos, ya que ambas vias
tienen multiples etapas reguladas por diversas enzimas, lo que ofrece diversas
oportunidades a los antibidticos para interrumpir el ciclo celular de una célula

bacteriana sana (Von Dohren, 2004).

La sintesis de peptidoglicano (Figura 10) se describe generalmente en tres etapas, que

se producen en tres lugares diferentes en la célula.
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Figura 10. La sintesis del peptidoglicano es un proceso con multiples etapas reguladas
por diferentes enzimas que se lleva a cabo a ambos lados de la membrana

citoplasmatica (Pinho et al., 2013).

El proceso comienza en el citoplasma, donde se biosintetizan UDP-N-acetilglucosamina
(UDP-GIcNAc), UDP-N-acetilmuramico (UDP-MurNac) y UDP-MurNAc-pentapéptido
(Nucleétido de Park). La segunda etapa tiene lugar en la membrana citoplasmatica,
donde el UDP-MurNAc-pentapéptido se une al lipido de transporte undecaprenilo
pirofosfato, dando lugar a la formacién de lipido |. Después al incorporarse una unidad
de GlcNAc se forma el lipido II. A continuacidn, el Lipido Il es pasado al lado externo de
la membrana por proteinas FtsW, y es en este lado donde proteinas PBPs (del inglés
Penicillin-Binding Proteins, que hace referencia a su capacidad de unir penicilina) lo
incorporan al PG incipiente. Durante una tercera etapa, las proteinas PBPs catalizan las
reacciones de transglicosilacién y transpeptidacion, que generan respectivamente la

polimerizacién y el entrecruzamiento de las hebras de glicano (Pinho et al., 2013).

En la Figura 11 se puede observar un esquema general del proceso con ejemplos de

aquellos mas representativos y los lugares donde actuan.
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Figura 11. Algunos de los antibidticos mas representativos que inhiben las diferentes

etapas de la biosintesis del peptidoglicano (Chellat et al., 2016).

En los siguientes apartados, se describe en detalle cdmo diversos antibidticos

interfieren bloqueando las diferentes etapas de la biosintesis del peptidoglicano.

2.2.3.1 Antibidticos que inhiben la primera etapa de la biosintesis del PG

Como se ha comentado anteriormente, la primera etapa de la biosintesis de
peptidoglicano tiene lugar en el citoplasma de la célula (Barreteau et al., 2008). Para
la biosintesis del precursor UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) se requieren
cuatro enzimas: Glucosamina-6-P-sintasa (GImS), Fosfoglucosaminamutasa (GImM),
Glucosamina-1-P-acetiltransferasa (GImU) y N-acetilglucosamina 1-P-uridiltransferasa
(GImU) (Figura 11). Seis enzimas, desde MurA hasta MurF, catalizan las siguientes fases

hasta llegar al nucledtido de Park (El Zoeiby et al., 2003).

La enzima MurA (Brown et al., 1995) cataliza el acoplamiento de UDP-GIcNAc con PEP

(fosfoenolpiruvato) y transfiere el grupo “enol” del PEP al 3°-OH del UDP-GlucNac para
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producir EP-UDP-GIcNAc (UDP-N-acetil-glucosamina enolpiruvato) (Walsh et al., 1996).
A continuacion, la enzima MurB, usando NADPH como agente reductor, reduce el
enolpiruvato del EP-UDP-GIcNAc, dando lugar a UDPMurNAc (acido UDP-N-
acetilmuramico) (Benson et al., 1996). Este UDPMurNAc sirve como sustrato para la
biosintesis del UDP-MurNAc-péptido en la que intervienen cuatro enzimas Ilamadas

“Mur-ligasas”: MurC, MurD, MurE y MurF (Figura 12).
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Figura 12. Reacciones citoplasmaticas de la primera fase de la biosintesis del

peptidoglicano (Barreteau et al., 2008).

Las enzimas MurC (Mol et al., 2003), MurD (Bertrand et al., 1997) y MurE (Mengin-
Lecreulx et al., 1999) son una serie de ligasas de aminodacidos dependientes de ATP que

llevan a cabo reacciones andlogas: la adicion de subunidades peptidicas en el lactato
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para formar el tripéptido. Asi, la enzima MurC afade L-alanina al dcido UDP-N-
acetilmuramico, continua la enzima MurD adicionando D-glutamico (D-Glu), y por
ultimo la enzima MurE afiade L-lisina (L-Lys) en el caso de las bacterias Gram-positivas,
0 bien acido meso-diaminopimélico (meso-Dap) en el caso de las bacterias Gram-

negativas (Figura 12).

Por ultimo, la enzima MurF afiade el dipéptido D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala) en el
grupo lactilo del UDP-MurNAc-tripéptido para formar UDP-MurNAc-pentapéptido,
también conocido como nucledtido de Park, precursor monomeérico de peptidoglicano
(Kahne et al., 2005). Con esta etapa concluye la fase citoplasmatica de la biosintesis de

peptidoglicano (Figura 12) (Barreteau et al., 2008).

Se conocen varios antibidticos que inhiben esta primera etapa de la biosintesis del PG.
Por un lado, se encuentra la fosfomicina (Figura 13), el Unico compuesto
comercializado hasta el momento, inhibidor natural de la cascada enzimatica MurA-
MurF. Fue aislado por primera vez en 1969 (Hendlin et al., 1969) a partir del cultivo de
varias especies de Streptomyces. La fosfomicina actla como un andlogo de PEP
inactivando la enzima MurA por alquilacion del sitio activo, que es un residuo de
cisteina (Cys), produciendo un aducto covalente estable que bloquea dicho sitio y con

ello evitando la renovacion catalitica posterior (Skarzynski et al., 1998).

O
OI OH
H3C -:: HN ..m\NHz
Wt "y OH
H “H \
O 0O
Fosfomicina Cicloserina

Figura 13. Inhibidores naturales de la primera etapa de la biosintesis del

peptidoglicano: fosfomicina y cicloserina.

La fosfomicina (Figura 13) es un antibidtico de amplio espectro, activo frente a cepas
bacterianas Gram-negativas y Gram-positivas, incluyendo SARM y VRSA (del inglés
Vancomycin-Resistant Staphylococcus aureus), y es usada a menudo en las infecciones

del tracto urinario. Sin embargo, Mycobacterium tuberculosis no es susceptible a la
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fosfomicina ya que la enzima MurA de este microorganismo emplea en el sitio activo
un residuo de 4cido aspartico (Asp) en vez de uno de Cys (Higgins et al., 2005).

Ademas, se ha reportado la inhibicién de la enzima MurB por algunos derivados de
tiazolidinonas (Andres et al., 2000) y también se ha estudiado y publicado el efecto
inhibidor sobre las enzimas MurC, MurD, MurE y MurF de diferentes derivados de
fosfinatos (El Zoeiby et al., 2003; Marmor et al., 2001; Tanner et al., 1996; Miller et al.,
1998), si bien la actividad in vivo de estos compuestos no ha sido probada en alguno
de los casos y en otros, no aparentan ser compuestos lo suficientemente
prometedores como para realizar estudios posteriores. Asimismo, la feglimicina,
inhibidor natural del virus del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) aislado
de Streptomyces, ha sido también descrito como inhibidor especifico de las enzimas

MurA y MurC (Rausch et al., 2011).

Adicionalmente a los esfuerzos por encontrar inhibidores individuales de las enzimas
implicadas en esta etapa, recientemente, ha sido sintetizada una serie de derivados de
5-benzylidenethiazolidin-4-ona que mostraron inhibicién multidiana de las enzimas
MurD-MurF. Estos compuestos se ensayaron frente a E. coli, S. aureus, E. faecalis o P.
aeruginosa, pero ninguno de ellos mostré un efecto antibacteriano considerable frente

a estas cepas de bacterias (Tomasic¢ et al., 2010).

La cicloserina (Figura 13), es otro inhibidor natural de los primeros pasos de la
biosintesis del PG aunque no actla en ninguna de las reacciones catalizadas por las
enzimas Mur. Fue aislada en 1952 a partir de Streptomyces orchidaceous, e inhibe la
accion de las enzimas alanina racemasa (Alr o DadX) y D-alanina ligasa (Ddl)
responsables de la formacién de D-alanil-alanina, sustrato de la enzima MurF (Lambert
y Neuhaus, 1972). Este antibidtico es activo frente a la mayoria de las bacterias,
incluyendo M. tuberculosis, pero rara vez se utiliza debido a sus efectos secundarios
adversos, principalmente sobre el sistema nervioso central (Sharma et al., 2015). Sin
embargo, recientemente se han hecho estudios en los que exitosamente se utiliza D-
cicloserina para el tratamiento de los trastornos de ansiedad y depresiones (Attari et

al., 2014) y del autismo (Urbano et al., 2014).
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2.2.3.2 Antibidticos que inhiben la segunda etapa de la biosintesis del PG

La segunda etapa de la biosintesis de peptidoglicano tiene lugar en el citoplasma en la
cara interna de la membrana celular e implica a las enzimas MraY y MurG (Figura 10).
MraY (fosfo-MurNac-pentapéptido translocasa) o translocasa | es una enzima asociada
a la membrana que cataliza la reaccién en la que interviene UDP-MurNAc-pentapétido
con una molécula lipidica transportadora, Css undecaprenil fosfato (también conocido
como bactoprenol), que esta situada en la superficie de la parte interna de la
membrana para generar el lipido | (undecaprenil-pirofosfato MurNAc-pentapétido),
liberando una unidad de UMP (Bouhss et al., 2008). Después, el lipido | se conecta con
una segunda unidad de GIcNAc procedente de otra molécula de UDP-GIcNAc mediante
una reaccion catalizada por la enzima MurG (glicosiltransferasa) o translocasa Il, dando
lugar al lipido Il que posteriormente pasard a la cara externa de la membrana

citoplasmatica (Heijenoort, 2007).

Se ha descrito un nimero considerable de inhibidores de la enzima MraY (Dini, 2005)
(Lecerclé et al., 2010), pero existen tres familias representativas de este tipo de
antibidticos que ademds han sido ampliamente estudiadas. Estas estdn constituidas
por el conjunto de compuestos que forman las tunicamicinas, las mureidomicinas y
las liposidomicinas (Figura 14) (Bouhss et al., 2008), todos ellos productos naturales
de origen microbiano que se piensa que actian compitiendo con el sustrato (UDP-

MurNAc-pentapéptido) de dicha enzima.

La tunicamicina fue aislada en 1971 de una cepa de Streptomyces lysosuperificus, y
presenta actividad frente a las bacterias Gram-positivas, levaduras y hongos, asi como
también actividad antivirica y antitumoral. Estructuralmente esta formada por un
grupo uracilo, N-acetilglucosamina, dos restos azucarados unidos por enlace O-
glucosidico (aminodialdosa de 11 carbonos) que se conoce como fragmento de

tunicamina, y una cadena de acido graso ligada al grupo amino.

La tunicamicina se produce como una mezcla de varios antibidticos homélogos que se
diferencian en la longitud y saturacién de la cadena del acido graso (Figura 14). Su
accion bioldgica no es selectiva frente a la enzima MraY de la biosintesis del
peptidoglicano en células procariotas, ya que ademas se descubrid que la tunicamicina
también era un inhibidor reversible de la UDP-GIcNAc-dolicil-fosfato-GlcNAc-1-fosfato

transferasa, enzima que participa en la biosintesis de glicoproteinas de células de
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mamiferos (Heifetz et al., 1979). Debido a su alta toxicidad, la tunicamicina no se usa
como antibidtico en la practica clinica, pero si como herramienta experimental ya que
induce el desplegamiento de las proteinas como respuesta al estrés celular (Mitra et
al., 2002). También se ha usado como modelo en el estudio de mecanismos
bacterianos (Ichikawa, 2008) y recientemente se ha utilizado en estudios relacionados
con la supresion de la respuesta inmune donde se ha observado que reduce la
proliferacidn de los linfocitos-T y retrasa la incidencia de diabetes tipo 1 (Shaabani et

al., 2012).

Existen varios grupos de compuestos relacionados con la familia de las tunicamicinas,

como son las estreptovirudinas y las corinetoxinas (Eckardt, 1983).
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Figura 14. Inhibidores naturales de la segunda etapa de la biosintesis del
peptidoglicano: tunicamicina, liposidomicina B y mureidomicinas Ay B1 (Bouhss et al.,

2008).

En cambio, las mureidomicinas y las liposidomicinas (Figura 14), si que inhiben
especificamente la enzima bacteriana MraY con cinéticas de unidn distintas a las de la
tunicamicina (Brandish et al., 1996). Las mureidomicinas forman una familia de seis
compuestos de caracter peptidil nucledsido, que fueron asiladas por primera vez en
1989 de una cepa de Streptomyces flavidovirens. Ademas de un metilo y dos residuos

de tirosina, contienen el acido 2-amino-3-N-metilaminobutirico (AMBA) asi como
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uracilo o dihidrouracilo respectivamente. Estos antibidticos presentan una alta y
especifica actividad frente a cepas de Pseudomonas (CMI = 0.1-3.13 pg/mL) aunque no
existen derivados en uso clinico. Por su parte, las liposidomicinas muestran una
actividad muy buena frente a Mycobacteria, incluyendo Mycobacterium tuberculosis
multirresistentes, y debido a que su nivel de toxicidad es muy bajo pueden
administrarse mediante inyeccién intravenosa en dosis de hasta 500 mg/Kg.
Constituyen una familia de antibidticos del tipo uracil nucledsido originalmente

aislados en 1985 en Japdn a partir de Streptomyces griseosporeus (Isono et al., 1985).

Otros inhibidores naturales de la enzima MraY, menos estudiados o que se han descrito
mas recientemente, son la capuramicina (Yamaguchi et al., 1986), la napsamicina
(Chatterjee et al., 1994), la pacidamicina (Fronko et al., 2000), la muraimicina
(McDonald et al., 2002), el compuesto FR900493 (Hirano et al., 2007) y la
caprazamicina (Hirano et al., 2007). Muchos de estos inhibidores de origen natural han
inspirado la sintesis y semisintesis de varios otros (Kimura y Bugg, 2003). Asi, se han
sintetizado varios derivados de muraimicinas (Lin et al., 2002) y capuramicinas

(Bogatcheva et al., 2011) presentando, en algunos casos, mejores actividades in vitro.

Al contrario que para la enzima MraY, se han descrito muy pocos inhibidores de la
enzima MurG. Ademas, el estudio tanto de esta enzima como de su sustrato se ha visto
obstaculizado por el hecho de que estd presente en la célula en cantidades muy
pequefias. Recientemente han sido aislados algunos cristales puros, por lo que su
estructura ha podido ser finalmente elucidada (Hu et al., 2003a). Se han llevado a cabo
varios proyectos para identificar inhibidores sintéticos frente a la enzima MurG de

E.coli en los que se ha tenido un éxito relativo (Trunkfield et al., 2010).

2.2.3.3 Antibidticos que inhiben la tercera etapa de la biosintesis del PG

La tercera y Uultima etapa de la biosintesis del peptidoglicano la componen
principalmente dos reacciones, una transglicosilaciéon y una transpeptidacién que
permiten la formacion de los enlaces glicosidicos y peptidicos en el PG (polimerizacién
y entrecruzamiento de las cadenas de glicano respectivamente). Es considerada
enzimdticamente la etapa mas compleja debido a que ambas reacciones estan
catalizadas por un gran grupo de diferentes enzimas conocidas como proteinas

fijadoras de penicilina (penicillin binding proteins, PBPs). En este contexto es
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interesante destacar que, por ejemplo, E. coli puede producir 12 diferentes PBPs

(O’Daniel et al., 2010).

En esta etapa el lipido Il, precursor resultante de la fase anterior, es transferido al
exterior de la membrana citoplasmdtica de manera que el disacarido pentapeptidico
qgue se libera del bactoprenol, se incorpora al PG ya formado de la pared celular
existente mediante la polimerizacidn de varias unidades disacaridas. Esta es la reaccién
de transglicosilacion que consiste en la unién glicosidica (unién 3 1-4) entre el NAM (N-
acetil-muramico) del disacarido pentapéptido que se incorpora y la NAG (N-acetil-
glucosamina) de un disacarido pentapéptido previamente integrado en la pared
celular. Durante esta reaccion se libera pirofosforilundecaprenol, que serd
desfosforilado para obtener de nuevo bactoprenol, que serd util para la siguiente
translocacion. El bactoprenol permite el transporte y ensamblaje de sustancias que,
como los azucares, son hidrofilicas, y no podrian pasar por si mismas la barrera
hidrofobica de la membrana. Estas reacciones estdn catalizadas por enzimas

transglicosilasas, que son miembros de la familia de proteinas tipo PBPs.

Asi, el Ultimo paso de esta biosintesis es la unién entrecruzada de dos cadenas
paralelas de polisacaridos a través de la acciéon de enzimas transpeptidasas. En la
reaccion de transpeptidacién, que se da extracelularmente en ausencia de donadores
tipo ATP, primero se rompe el enlace del dipéptido terminal D-ala-D-ala. De esta
hidrélisis proviene la energia para la reaccion, y después la D-ala en la posicién 4 se
une con el aminodcido L-lisina de la posicidn 3 de una cadena contigua, formandose
un enlace peptidico entre ellos. Esta disposicidn estructural otorga al PG la firmeza
necesaria para asegurar la estabilidad de la célula y la resistencia a la alta presion

osmatica.

Las enzimas involucradas en esta ultima etapa de la biosintesis del peptidoglicano
constituyen una atractiva diana para muchos antibiéticos. No solo por el hecho de ser
esenciales y especificas de bacterias sino también porque, al estar localizadas en la fase
extracelular de la ruta en bacterias Gram-positivas y en el periplasma en bacterias
Gram-negativas, estan muy accesibles incluso para compuestos que no pueden
penetrar en la pared celular (Lovering et al., 2012). Inicialmente, las PBPs fueron
agrupadas segln su afinidad por la penicilina, pero después fueron clasificadas segun

su peso molecular en dos grandes grupos: PBPs de bajo peso molecular (<50 kDa) o
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PBPs de alto peso molecular (250 kDa). Ambos grupos de proteinas PBPs, de bajo y alto
peso molecular, estdn anclados a la membrana (O’Daniel et al., 2010). Mientras que
muchas de las enzimas que pertenecen al grupo de las PBPs de alto peso molecular
contienen dominios de transglicosilasa y transpeptidasa (Lovering et al., 2007), el otro
grupo de enzimas parece ser que sélo catalizan una de las dos reacciones (Kahne et al.,
2005). Las PBPs de alto peso molecular son las principales responsables de la
polimerizacién del peptidoglicano aunque también se cree que desempenan un papel
muy importante en la morfogénesis de la célula e interactian con proteinas del ciclo
celular (Sauvage et al., 2008). Por su parte las PBPs de bajo peso molecular estan

involucradas en la maduracion y reciclado del peptidoglicano (Sauvage et al., 2008).

A pesar de la gran variedad en nimero de diferentes PBPs, la mayoria de ellas son
inhibidas por los mismos antibidticos, lo que es debido al alto grado de conservacién
de los dominios activos que hay entre las mismas. Existe un numero bastante
considerable de compuestos de origen natural que inhiben esta ultima etapa de la
sintesis del peptidoglicano y podriamos clasificarlos en tres categorias diferentes: a)
los inhibidores de las transpeptidasas; b) los inhibidores de las transglicosilasas; y c)
aquellos que se unen al sustrato de reaccidén transpeptidacion/transglicosilacion
(Kahne et al., 2005). Los antibidticos pB-lactamicos pertenecen a la primera categoria,
y los miembros mas representativos de la segunda y tercera categoria son la

moenomicina y la vancomicina respectivamente (Figura 15).

Los antibidticos B-lactamicos poseen un anillo lactdmico en su estructura, con un
nitrégeno en posicidon B con respecto al grupo carbonilo con el que forma el enlace
lactama (Sudrez y Gudiol, 2009). En funcién de los radicales que se unen a este anillo
se distinguen varios subgrupos de los que los mds importantes son: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamas y carbapenemas (Asbel y Levison, 2000). Los B-
lactamicos bloquean las PBPs porque el anillo B-lactdmico tiene una estructura espacial
similar a la del residuo acil-D-alanin-D-alanina de las cadenas del peptidoglicano, que
es el sustrato natural de estas enzimas transpeptidasas y se unen a su sitio activo
(Waxman y Strominger, 1983). Estos antibidticos son producidos tanto por hongos
filamentosos como por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Brakhage et al.,
2005) y son de accidén bactericida lenta, con actividades dependiente del tiempo, que
en general tienen buena distribucion y escasa toxicidad. Su espectro incluye bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas, asi como espiroquetas, y no muestran actividad
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sobre los micoplasmas, debido a que carecen de pared celular, ni sobre bacterias
intracelulares como las clamidias o las rickettsias, debido a su escasa capacidad de
penetracion dentro de las células. Constituyen la familia mas numerosa de
antimicrobianosy la mas utilizada en la practica clinica, con lo que la aparicién de cepas

resistentes a los mismos esta muy extendida.
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Figura 15. Inhibidores naturales de la tercera etapa de la biosintesis del peptidoglicano:

penicilina, ramoplanina A2, vancomicina y moenomicina.

Basicamente, las bacterias pueden desarrollar resistencia a estos antibidticos
mediante 3 mecanismos diferentes: a) Por la produccién de B-lactamasas, enzimas que
hidrolizando el enlace amida del anillo B-lactdmico inactivan dichos antibidticos antes
de que se unan a las PBPs. Hay muchos tipos, en funcién del antibiético B-lactdmico
gue hidrolizan, y su produccion puede estar mediada por plasmidos o bien puede estar
cromosdmicamente codificada; b) Por la modificacién de la diana en las PBPs:
diferentes alteraciones en estas proteinas (mutaciones, hiperexpresién y modificacion
de la afinidad) pueden dificultar su unién con el antibidtico y asi disminuye su actividad;

y ¢) Por alteraciones en la permeabilidad y bombas de expulsion.
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A pesar de esta diversidad de mecanismos, el mas comun es la presencia de -
lactamasas. El uso de inhibidores de B-lactamasas en combinacion con antibioticos -
lactdmicos facilita la inactivacion de determinadas PB-lactamasas producidas por
bacterias tanto Gram-positivas, Gram-negativas, como anaerobias, y también por
micobacterias. Actualmente existen tres inhibidores de p-lactamasas: acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam (Barcelona et al., 2008). Ejemplos de estas
combinaciones son: amoxicilina-clavuldnico (comercializada por GlaxoSmithKline™
como Augmentine®), amoxicilina-sulbactam, ampicilina-sulbactam (conocida como
sultamicilina, comercializada por Pfizer™ como UNASYN®), cefoperazona-sulbactam
(conocida como Sulperazon®, comercializada con el mismo nombre por Pfizer™),
piperacilina-tazobactam (comerzializada como Tazocin® por Wyeth™) vy ticarcilina-
clavulanico (comercializada por GlaxoSmithKline™ como Timentin®). Sin embargo, las
resistencias a estas asociaciones de antibiéticos han ido aumentando paulatinamente

durante los ultimos afios (Drawz y Bonomo, 2010; Toussaint y Gallagher, 2015).

Las moenomicinas (Figura 15) son una familia de antibiéticos glicolipidicos producida
como un complejo de varios compuestos por Streptomyces ghananensis y cuyo mayor
representante es la moenomicina A (Galley et al., 2014). Es el Unico grupo de
antibidticos que directamente inhiben las glicosiltransferasas involucradas en la etapa
de transglicosilacién de la sintesis del péptidoglicano (Adachi et al., 2006). Ciertas
bacterias Gram-negativas incluyendo Neisseria, Helicobacter, Brucella, Pasteurella y
Pseudomonas, son relativamente sensibles a las moenomicinas (Torikata et al., 1977),
pero sin embargo son altamente eficaces frente a diversas bacterias Gram-positivas,
incluyendo algunas con resistencia a meticilina y vancomicina, ya que presentan
valores de CMI que oscilan entre 1-100 ng/mL. A pesar de su gran actividad no han sido
desarrolladas como farmacos ya que sus propiedades farmacocinéticas son poco
adecuadas; aunque si han sido comercializadas como promotores del crecimiento
animal con los nombres de Flavomicina® y Flavofosfolipol® (Ostash y Walker, 2010).
No se conocen resistencias adquiridas a las moenomicinas, si bien la resistencia natural

de algunos Enterococcus faecium ha sido reportada (Butaye et al., 2003).

La vancomicina (Figura 15) es el antibidtico mas representativo de la familia de los
glicopéptidos. Fue aislada por primera vez en 1956 a partir de Streptomyces orientalis
(conocido actualmente como Amycolatopsis orientalis) y en 1958 fue aprobada su

comercializacion como tratamiento frente a infecciones producidas por bacterias
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Gram-positivas (Levine, 2006). Este grupo de antibidticos, que actdan en un paso
previo al grupo de los B-lactamicos, lo forman compuestos de alto peso molecular,
complejos y anfdteros, como son la teicoplanina comercializado en Europa y la

avoparicina promotora del crecimiento de animales (Williams y Bardsley, 1999).

La vancomicina inhibe la biosintesis de la pared celular uniéndose fuertemente,
mediante cinco enlaces de hidrdogeno, al extremo D-Ala-D-Ala de la cadena del
disacarido pentapeptidico, evitando asi la accién de las glucosiltransferasas y
transpeptidasas, y en consecuencia evitando la elongaciéon del peptidoglicano (Allen y
Nicas, 2003). Sin embargo, los integrantes de esta familia de moléculas solamente
resultan eficaces frente a microorganismos Gram-positivos (incluyendo con gran
frecuencia cepas multi-resistentes) debido a su gran tamafio, que les impide su paso a
través de la pared de las bacterias Gram-negativas (Kahne et al., 2005). Por otro lado,
aunque son bactericidas frente a Staphylococcus spp., solo tienen actividad
bacteriostatica frente a Enterococcus spp. (Calvo y Martinez-Martinez, 2009). En un
principio y a causa de los efectos secundarios que provoca la vancomicina se limité su
uso a los casos de pacientes con alergia a los B-lactdmicos. Sin embargo, la apariciéon
en los anos 80 de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina y el aumento
en el numero de pacientes susceptibles de presentar infecciones por microorganismos
Gram-positivos, favorecié de nuevo el uso de este antibidtico. Actualmente, los casos
de resistencias reportadas en Staphylococcus aureus y Enterococcus spp. han ido en
aumento en frecuencia llegando a representar un problema hospitalario para algunos
paises en Europa y Estados Unidos. De hecho, hay una necesidad urgente de encontrar

nuevos antibiéticos que actlen frente a estas bacterias resistentes.

La ramoplanina A2 (Figural5) fue descubierta a partir de una cepa de Actinoplanes sp.
en 1984. Actua inhibiendo la transglicosilacién secuestrando el intermediario lipidico
Il y presenta buena actividad frente a varios microorganismos resistentes a
vancomicina. Su mecanismo de accion y propiedades se detallan mds adelante en

apartados posteriores a lo largo de esta tesis.

Ademas se consideran también inhibidores de esta etapa otros antibidticos (Figura 16)
como la bacitracina que interfiere con la desfosforilacion del Css undecaprenil fosfato
(Stone y Strominger, 1971); los lantibidticos, como la nisina que interactuta con el lipido

Il e induce la formacién de poros en la membrana plasmatica (Lubelski et al., 2008); la
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manopeptimicina que inhibe la transglicosilacidon uniéndose al lipido Il posiblemente
en diferente lugar que la vancomicina y las ramoplaninas (Ruzin et al., 2004); y las
katanosinas activas frente a ERV (Enterococcus Resistentes a la Vancomicina) y SARM
(Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina) cuyo modo de accidon no se ha
estudiado con suficiente detalle pero se cree que es parecido al de la manopeptimicina

(Maki et al., 2001).
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Figura 16. Otros Inhibidores naturales de la tercera etapa de la biosintesis del PG:

mannopeptimicina, katanosina y bacitracina.

2.2.4 RESISTENCIAS A LOS ANTIBIOTICOS

El desarrollo de la resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema
multifactorial, con implicaciones tanto microbioldgicas como terapéuticas,
epidemioldgicas y de salud publica. Es un hecho que implica el incremento de los
costes médicos, estancias hospitalarias prolongadas y un indudable aumento de la
mortalidad. Hoy en dia es una de las mayores amenazas para la salud mundial, la

seguridad alimentaria y el desarrollo.

Las resistencias se describieron al poco tiempo de que estos farmacos comenzaran a

emplearse clinicamente, ya desde el inicio mismo del uso de la penicilina.

72



Introduccion

Posteriormente, en los afios sesenta surgié la resistencia a la meticilina y
seguidamente aparecieron diversos mecanismos de resistencia a los B-lactdmicos y a

la vancomicina, asi como a las quinolonas.

Las causas que motivan la resistencia son multiples. Desde el punto de vista
bioquimico los mecanismos de resistencia incluyen: a) alteraciones de Ia
permeabilidad (debido a la sustitucién de las porinas al modificar su calibre o
polaridad interna); b) la modificacion del antibidtico (mediante la adenilacidn,
acetilacién, fosforilacidn o hidrdlisis); c) la modificacién, proteccién o hiperproduccién
de la diana; d) la expresion de bombas de expulsidn activa; y e) la modificacidon de

ciertas vias metabdlicas (Martinez-Martinez y Calvo, 2010).

Desde el punto de vista genético, los dos procesos claves por los que un
microorganismo se hace resistente son la aparicidn de mutaciones o la adquisicion de
nuevos genes por transferencia horizontal, principalmente por conjugacién y en

menor medida por transformacion o transduccién (Figura 17).
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Figura 17. Mecanismos de transferencia horizontal de genes entre bacterias (Furuya

y Lowy, 2006).
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Habitualmente, |a resistencia de trascendencia clinica se evalia mediante diferentes
técnicas capaces de establecer de forma cuantitativa la actividad in vitro de los
antimicrobianos. Estos ensayos permiten definir la concentracién minima inhibitoria
CMI (expresada en mg/L o en ug/mL) como la cantidad minima de antibidtico capaz

de inhibir el crecimiento in vitro de 10° bacterias/mL en condiciones estandarizadas.

Existen varios comités como el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) en
Estados Unidos y el EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) en Europa que teniendo en cuenta diferentes aspectos farmacolégicos y
clinicos, han definido puntos de corte para establecer categorias clinicas (sensible,
intermedio y resistente), que predicen la probabilidad de éxito o de fracaso

terapéutico al emplear un determinado antimicrobiano.

Otra técnica utilizada, es la que mide la CMB definida como la “concentracidon minima
bactericida” de antibidtico (expresada en mg/L o en ug/mL) que produce la muerte in
vitro en condiciones estandarizadas de 10° bacterias/mL. Los antimicrobianos
definidos como bactericidas tendran una CMB igual o solo algo superior a la CMI,
mientras que los bacteriostaticos tendran una CMB varias veces superior. Si para un
compuesto habitualmente bactericida la CMB frente a un microorganismo es > 32
veces el valor de su CMI, se considera que dicho microorganismo es tolerante (Dhary
McKinney, 2007). Por otro lado, existen diversos métodos bioquimicos o genéticos
qgue permiten demostrar la existencia de un mecanismo de resistencia o del gen o
genes que lo codifican, de manera que un resultado positivo permite categorizar
directamente al correspondiente microorganismo como resistente (Martinez-

Martinez y Calvo, 2010).

Algunos de los factores de riesgo que se asocian a la aparicion de resistencias son
entre otros: a) el uso indiscriminado de antibidticos tanto en humanos, veterinaria
y/o horticultura; b) el uso de sustancias antisépticas; c) la hospitalizacién prolongada

de los pacientes; y d) el uso de dispositivos invasivos como los catéteres.

Sin embargo, la resistencia a los antibidticos podria ser un hecho poco reciente.
Estudios metagendmicos de diferentes muestras de suelo, sedimentos oceanicos y
ambientes anteriores a la era pre-antibidtica, han demostrado la presencia de genes
similares a los conocidos actualmente por otorgar fenotipo de resistencia a

antibioticos (D’Costa et al., 2011). Se ha postulado que los genes de resistencia
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podrian cumplir funciones diferentes a la propia de crear resistencia y ser desplazados
desde reservorios genéticos ambientales difundiéndose entre bacterias
taxondmicamente diferentes (Martinez et al., 2007). De modo que para abordar el
estudio del resistoma, definido como el conjunto de genes de resistencia y sus
precursores, y los problemas que implica en la practica clinica es necesaria una
aproximacién que integre tanto las condiciones ambientales como el enclave genético

y al mismo tiempo las particularidades clinicas (Chakradhar, 2016).

La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas IDSA (Infectious Diseases Society
of America) ha definido un grupo de microorganismos patégenos como ESCAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacteriaceae), debido a que presentan
resistencia a varios antibiéticos y a que “escapan” de la accién de la mayoria de las

opciones terapéuticas disponibles (Arias y Murray, 2009).

Asimismo, a principios de 2017 la OMS hizo publica su primera lista de patdgenos
prioritarios resistentes a los antibidticos, con el fin de guiar y promover la
investigacion y el desarrollo (1+D) de nuevos antimicrobianos y garantizar una eficaz
respuesta a esta urgente necesidad sanitaria. Dicha lista se divide en tres categorias:
prioridad critica, elevada o media, y en ella se incluyen las 12 familias de bacterias

mas peligrosas para la salud humana (Figura 18) (Tacconelli et al., 2018).

La resistencia a los antibidticos plantea un gran reto en el mundo. Segln la
Organizacion Mundial de la Salud, la resistencia a estos compuestos ya ha llegado a
niveles alarmantes en muchas partes del mundo, y se han detectado niveles muy altos
de resistencia a los antimicrobianos en bacterias asociadas a un gran niumero de
infecciones comunes (infecciones del tracto urinario, neumonia, tuberculosis y

gonorrea).

Para abordar este problema, se han desarrollado diferentes iniciativas a nivel mundial,
y entre ellas se encuentran la Declaracién Politica de las Naciones Unidas de 2016
sobre la resistencia a los antimicrobianos y el Plan de Accién Mundial de la OMS de
2015, a las que se sumaron posteriormente la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y la Organizacidon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO). Tal es la envergadura del problema que incluso el tema ha sido

tratado en foros como el G7 y el G20.
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Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos

Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL

Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a la vancomicina

Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina

Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas

Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las

fluoroquinolonas

10. Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina

11. Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina

12. Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

Figura 18. Lista OMS de patdgenos prioritarios para la |+D de nuevos antibidticos

(Tacconelli et al., 2018)

A nivel europeo ya desde 1999, se viene invirtiendo econdmicamente en la
investigacion de la resistencia a los antimicrobianos, hecho que hace de Europa un
lider en este ambito. Entre las iniciativas puestas en marcha por la UE destacan: el
programa New Drugs for Bad Bugs (ND4BB), que asocia a nivel mundial el sector
publico y el privado, y que a su vez forma parte de la Iniciativa sobre Medicamentos
Innovadores (IMI). Ademas, la UE ha creado la Iniciativa de Programacion Conjunta
sobre la resistencia a los antimicrobianos (JPIAMR), para coordinar mejor a escala

mundial las actividades de investigacidn en materia de resistencia a los antibiéticos.
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2.3 NUEVAS DIANAS PARA EL DESCUBRIMIENTO DE ANTIBIOTICOS

2.3.1 ELLIPIDO Il COMO DIANA DE ANTIBIOTICOS

El lipido Il (Figura 19) es un precursor esencial para la biosintesis de la pared celular
bacteriana. La estructura basica de este precursor estd formada por el transportador
bactoprenol Css-P enlazado mediante un puente pirofosfato a la unidad disacarida N-
acetil-muramil-pentapéptido-N-acetil-glucosamina (GIcNAc-MurNAc-pp). El poli-
isoprenoide consta de ocho unidades en conformacidn cis, seguidas de otras dos
unidades en conformacion trans que a su vez estan unidas a una unidad de isopreno
terminal. El grupo hidrofilico lo forman las unidades N-acetil-muramico (M) y N-acetil-
glucosamina (G) y un pentapéptido formado normalmente por la secuencia L-alanina-
D-glutamato-L-lisina (o acido meso-diaminopimélico)- D-alanina-D-alanina (en la

Figura 19 los simbolos A-E-K-A-A) (Breukink y de Kruijff, 2006).

Figura 19. Representacion espacial (space-filling model) y estructura quimica del lipido

Il con las configuraciones de las unidades isoprenoides (Breukink y de Kruijff, 2006).

El lipido Il es un componente minoritario de la membrana citoplasmatica, sin embargo,
es el principal responsable del rapido crecimiento de la pared celular bacteriana. Se ha
estimado que el ciclo completo del lipido Il tiene lugar en menos de 1 segundo (de

Kruijff et al., 2008). Brevemente, este ciclo se inicia en el lado citoplasmatico de la
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membrana, donde comienza la formacién de las subunidades que forman la pared
celular y donde el UDP-MurNAc-pentapéptido se acopla al bactoprenil-fosfato,
catalizado por la enzima MraY, para dar lugar al lipido I. A continuacién, se une la
GIcNAC, por acciéon de la enzima MurG dando lugar asi al lipido I, que contiene por
tanto la subunidad de peptidoglicano completa, unida via enlace pirofosfato al
bactoprenol anclado a la membrana. Después, el lipido Il es trasladado al exterior de
la membrana plasmatica mediante la actividad de una flipasa FtsW (Mohammadi et al.,
2011) e incorporado al creciente ensamblado de peptidoglicano mediante las
reacciones de transglicosilacién y transpeptidacién. Finalmente, el Css-PP es liberado,

y tras una defosforilazién vuelve a entrar en un nuevo ciclo (Miinch y Sahl, 2015).

Es importante destacar que investigaciones recientes han mostrado que la funcion
celular en la fisiologia bacteriana del lipido Il, va mas alla de ser un mero componente
pasivo en la formacién del PG. Parece ser que ademas tiene un papel importante en la
modulacion de la disposicién de los fosfolipidos de membrana y en la organizacion de
las diferentes reacciones enzimaticas. A su vez, se ha demostrado que sirve como
molécula de sefial para la PknB Ser/Thr quinasa, que participa en la coordinacion de la
formacion entrecruzada de peptidoglicano en la pared, en la autolisis y en la divisidon

celular (Muller et al., 2017).

A pesar del pequeno tamano de esta molécula, el lipido Il posee varios lugares de unidn
para los antibiéticos como se puede observar en la Figura 20. Dicha unidn
generalmente acaba causando el bloqueo de las reacciones de transglicosilacion y

transpeptidacion.

Cuatro clases diferentes de antibidticos (Figura 20) tienen como diana el lipido II: a) los
glicopéptidos (incluyendo vancomicina y teicoplanina); b) los depsipéptidos
(incluyendo ramoplanina y enduracidina), c) los lantibiéticos (incluyendo nisina y
mersacidina); y d) los ciclopéptidos (incluyendo manopeptimicina, plusbacina vy
katanosina B (Fletcher et al., 2015). También algunas defensinas, péptidos
antimicrobianos de origen eucaridtico, como plectasina se unen al lipido Il (Schneider
et al.,, 2010). Asi por ejemplo, la vancomicina se une mediante cinco enlaces de
hidrégeno fuertemente al extremo D-Ala-D-Ala de la cadena del disacarido
pentapeptidico, mientras que el sitio de unidon para otros antibidticos lo componen la

unidad de azucar pirofosfato (Figura 20).
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Figura 20. Sitios de unidn del lipido Il con diferentes grupos de antibidticos (Minch y

Sahl, 2015).

A continuacion, se describen brevemente algunos de los antibiéticos (y sus familias)

gue tienen como diana el lipido II.

Los glicopéptidos son un grupo diverso de antibiéticos de origen natural, cuyos
miembros representan farmacos de Ultimo recurso para el tratamiento de infecciones
graves causadas por patégenos Gram-positivos resistentes, tales como Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) y enterococos. Los glicopéptidos son producidos
por actinomicetos y son antibidticos de sintesis no ribosomal (NRPS). Estructuralmente
tienen en comun un heptapéptido que bien puede formar un core tri o tetraciclico. La
complejidad quimica dentro de este grupo surge de la unién al péptido central de
azucares, con sustituyentes hidréfobos y la adicion de atomos de cloro. Estas
modificaciones pueden variar en nimero, posicidon y estructura y pueden afectar
variando las propiedades quimicas y bioldgicas de los diferentes compuestos. La
vancomicina y la teicoplanina representan los antibidticos glicopéptidos en la practica
clinica y constituyen los dos principales subgrupos estructurales. Entre ellas se

diferencian en los aminoacidos situados en posiciones 1 y 3 y en algunos de los
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sustituyentes laterales de los residuos aromaticos, lo que hace que la teicoplanina por
su caracter mas lip6filo tenga una buena penetracién tisular y una vida media mas larga
qgue la vancomicina. Por otro lado, derivados semisintéticos pertenecientes a esta
familia de antibidticos son la telavancina, oritavancina y dalbavancina con un espectro

de actividad similar, pero mds activos que la vancomicina.

Como se ha descrito anteriormente, la vancomicina y otros antibidticos glicopéptidos
interfieren con la biosintesis de la pared celular uniéndose al lipido Il mediante la
formacidn de cinco enlaces de hidrégeno distintos entre el nicleo de glicopéptido y el
extremo acilo-D-Ala-D-Ala del lipido Il, dando lugar a un complejo considerablemente
estable y rigido que interfiere estéricamente en la prolongaciéon de la cadena de

peptidoglicano inhibiendo asi su transglicosilacién y transpeptidacion.

La vancomicina fue el primer antibidtico que se descubrié que tenia como diana el
lipido Il, y ha sido durante mucho tiempo el tratamiento de primera linea en las
infecciones graves causadas por bacterias resistentes a otros antibiéticos. No obstante,
la resistencia a vancomicina se ha hecho muy comun tanto en nimero de bacterias
como en paises, llegando a representar un gran problema hospitalario en muchos de
ellos, sobre todo en los de Europa y Estados Unidos (Martinez Rivera et al., 2006). Por
esta razdén, encontrar tratamientos alternativos a la vancomicina es una urgente
necesidad, y los grupos de antibidticos descritos anteriormente que actuan sobre la
misma diana pero de diferente forma, pueden ser una atractiva posibilidad, con la que
ademas se eviten resistencias cruzadas. Ademads, una ventaja afiadida es que el lipido
Il estad restringido a bacterias, lo que hace disminuir la posibilidad de que estos

compuestos presenten elevada citotoxicidad en humanos.

En el grupo de los ciclopéptidos destacan las manopeptimicinas, una mezcla de
antibidticos glicopéptidicos ciclicos producidos por una cepa de Streptomyces
hygroscopicus, también las plusbacinas lipopéptidos ciclicos que contienen guanidina
producidos por Lysobacter spp. y que se caracterizan por la presencia de una arginina
y dos residuos de acido hidroxiaspartico en el core peptidico, y por tltimo la katanosina
B conocida ademas como lisobactina también producida por diferentes Lysobacter spp.
y otras bacterias relacionadas con el género Cytophaga, formada por 11 aminodcidos
principalmente no proteogénicos (Figura 21) y que presenta una amplia actividad

frente a patdgenos Gram-positivos incluyendo cepas multirresistentes y

80



Introduccion

micobacterias. De este ultimo antibidtico se ha demostrado recientemente mediante
ensayos de inhibicién enzimatica la formacién de complejos 1:1 con el lipido Il (Lee et

al., 2016).

Vancomicina
Van-Glc

Mersacidina

10
T

Ramoplanina A2 q

Man-Man Hrg
() )

Manopeptimicina Katosina B
~ -
Af@fm
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Figura 21. Estructura de algunos antibiéticos que tienen como diana el lipido Il. Los D-
aminodcidos estan coloreados en rojo. En la estructura de la nisina, los cinco anillos de

lantionina estan nombrados desde la a hasta la e (Breukink y de Kruijff, 2006).

Los depsipéptidos y los lipo-depsi-péptidos consisten en un oligopéptido corto (de 2 a
25 aminodcidos) que esta N-terminalmente acilado con un resto de acido graso. La
parte peptidica de la molécula puede ciclarse entre dos aminoacidos y formar un anillo
macrolactdmico, o bien entre un aminoacido y un grupo B-hidroxilo de la cadena del
acido graso lateral y formar un anillo macro lacténico. En los depsipéptidos al menos
un enlace amida se reemplaza por un enlace éster. La presencia de aminoacidos
proteogénicos modificados configurados de forma inusual y de aminodcidos no
proteogénicos, asi como la presencia de acidos grasos de diferentes longitudes,
diferentes patrones de hidroxilacion y grado de saturaciéon confieren una gran

diversidad estructural a este grupo de antibiéticos. Compuestos que pertenecen a la
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familia de los depsipéptidos son las ramoplaninas, las enduracidinas (que se utilizan

como aditivo alimentario para el ganado) y la teixobactina.

Los lantibidticos son una gran familia de antibiéticos peptidicos policiclicos cuyos
precursores se biosintetizan ribosémicamente, y cuyos aminoacidos no usuales, tales
como dihidrolanina, B-metil-lantionina y lantionina y residuos de serina deshidratados,
presentes en sus estructuras son el resultado de modificaciones postraduccionales. En
muchas ocasiones estos precursores sufren una condensacion con el grupo sulfhidrilo
de las cisteinas presentes en la molécula dando lugar a puentes alanina-S-alanina
(lantionina) o acido aminobutirico-S-alanina (B-metil-lantionina) (McAuliffe et al.,
2001). Pueden encontrarse en forma lineal de estructura terciaria tipo sacacorchos
(tipo A), como por ejemplo la nisina y la gallidermina, o en forma globular (tipo B) como
en el caso de la mersacidina (Figura 21). Son producidos principalmente por bacterias

Gram-positivas y hasta la fecha se han descrito mas de 100 lantibidticos.

La nisina fue el primer lantibidtico conocido, es producida por Lactococcus lactis subsp.
lactis y ademas de presentar actividad frente a un amplio grupo de patégenos Gram-
positivos se usa habitualmente como conservante en la industria alimentaria. Se une
al lipido 1l mediante dos de sus anillos aminoterminales de lantionina, produciéndose
un reordenamiento estructural de orientacién transmembrana estable y posterior
formacidn de poros, consistiendo el complejo de poro final en ocho moléculas de nisina

y cuatro de lipido Il (Muller et al., 2017).

2.3.2 ELSISTEMA LiaRS

2.3.2.1 Los sistemas de dos componentes en bacterias

La determinacion de la secuencia del genoma de numerosas bacterias ha permitido
predecir por homologia la funcién de muchos productos génicos bacterianos. Esta
informacién, unida al conocimiento de los diversos procesos bioldgicos, se utiliza
actualmente para elegir las potenciales dianas de interés en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos antibidticos. Uno de estos tipos de dianas son los sistemas de dos

componentes.

Para sobrevivir, las bacterias, como todos los seres vivos, deben poder enfrentarse a
cambios inesperados en sus condiciones de vida. Las posibilidades de supervivencia

dependerdn de su capacidad para responder y adaptarse de la forma mas rapida y

82



Introduccion

precisa, y la generacion de estas respuestas estad ligada a la correcta percepcion y
transmisidn de estimulos. Existen unos circuitos moleculares que detectan y amplifican
las sefiales y que facilitan la generacidn de respuestas especificas. En el caso de las
células eucariotas abundan las cascadas de sefalizacidon que implican la fosforilacién
consecutiva de proteinas normalmente en residuos de treonina, tirosina y serina, que
se conocen como cascadas de MAP quinasas. En las bacterias, existe una extensa red
de sensores (que detectan los cambios quimicos o fisicos) y reguladores (que inducen
la respuesta a dichos cambios), llamados sistemas de dos componentes que transmiten
sefiales mediante la fosforilacion consecutiva de dos proteinas (la sensora y la
reguladora) en residuos conservados de histidina y aspartato respectivamente (Barba-

Ostria, 2014).

Las proteinas sensoras denominadas histidina quinasa (HK) son normalmente
proteinas de membrana homodiméricas. Cada uno de los mondmeros esta formado
por dos regiones: la regién amino terminal que es donde se encuentra el dominio
sensor, y la region carboxilo terminal que es donde se localiza la actividad quinasa de

la proteina (Figura 22).

. . g . m Tu
Histidina quinasa
Dominio Dominio Dominio
sensor dimerizacién catalitico

Regulador de

Dominio Dominio

regulador efector

Figura 22. Representacion esquematica de una histidina quinasa (HK) y de su regulador

de respuesta (RR).

La regiéon amino terminal es variable, lo que muestra la amplia variedad de estimulos
ambientales a los que pueden responder las diferentes HKs (Mascher, 2006). El
dominio sensor que se encuentra en esta regidn suele ser extracelular, y su funcién es

el reconocimiento de la sefial. La region carboxilo terminal esta formada a su vez de
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dos dominios: un dominio catalitico que es el responsable de la unién a ATP, y un
dominio de dimerizacion y fosfotransferencia que es donde se situa el residuo

conservado de histidina necesario para su activacién (Gao y Stock, 2009).

En cuanto a los reguladores de respuesta (RR) estan formados por dos dominios: un
dominio regulador en la regién amino terminal, y un dominio efector en la regién
carboxilo terminal (Figura 22). El dominio regulador estd compuesto por una serie de
aminodcidos conservados, que incluye el aspartato, imprescindibles para Ia
fosforilacién. Y el dominio efector, se encarga de mediar la respuesta adecuada frente
al estimulo especifico de ese sistema. La mayor parte de estos dominios efectores
tienen capacidad para unirse al ADN, aunque algunos también para unirse a ARN o a
proteinas (Galperin y Nikolskaya, 2007). La ruta de sefializaciéon de dos componentes
comienza cuando el dominio sensor de una HK situado en la membrana detecta un
estimulo extracelular, y como consecuencia, la HK se fosforila en un residuo

conservado de His a partir de una molécula de ATP (Figura 23).
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Figura 23. Esquema descriptivo del mecanismo de una ruta de sefializacién de dos

componentes.
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En un segundo evento, el grupo fosforil de la His fosforilada se transfiere al residuo Asp
del dominio receptor del RR, esta es la denominada reaccién de fosfotransferencia y
estd catalizada por el propio RR. Este hecho induce un cambio conformacional que
hace que el dominio efector del RR sea activo, regulando por lo general la expresién
génica. El tiempo de vida de los RR fosforilados varia de segundos a horas, y esta

relacionado con el tipo de respuesta que producen.

Aunque estas rutas de fosfotransferencia son las mds abundantes en procariotas,
también existen otras mas complejas en las que intervienen mas proteinas y se dan
multiples etapas de fosfotransferencia (Zhang y Shi, 2005). En estas rutas las HKs son
quinasas hibridas que poseen ademas del residuo de His un residuo de Asp (West y
Stock, 2001). En los sistemas de dos componentes la especificidad entre la HK y el RR
de una determinada pareja es muy elevada, ya que cada HK tan solo transmite la sefial
via un RR. Esta especificidad HK-RR se ve reflejada en la localizacién gendmica de las
secuencias codificantes para estas proteinas que, aunque se encuentran repartidas por
todo el genoma, en la mayoria de los casos las fases de lectura abierta (ORF, del inglés
Open Reading Frame) de la HK y del RR que forman pareja, se encuentra en la misma

unidad transcripcional u operén.

En los microorganismos patdgenos, los sistemas de dos componentes regulan la
guimiotaxis, la formacion de biopeliculas, la resistencia al estrés medioambiental (pH,
temperatura, salinidad, osmolaridad, antibidticos, etc.), el estrés bidtico (microbios
competidores) y por lo tanto son fundamentales para su supervivencia (Beier y Gross,
2006). Por esta razén, compuestos que tengan como diana estos sistemas son una
atractiva opcidn en la busqueda de nuevos farmacos que frenen la virulencia y

persistencia de dichos microorganismos patégenos (Gotoh et al., 2010).

2.3.2.2 Sistema LiaRS de dos componentes

El sistema de dos componentes LiaRS (Figura 24) se encuentra en la mayoria de
bacterias Gram-positivas con bajo contenido en G+C y regula multiples dianas que
determinan la virulencia, la tolerancia al estrés y la persistencia de este tipo de
bacterias (Mascher et al., 2004). Este sistema ha sido principalmente estudiado en B.
subtilis, y es uno de los cuatro sistemas de dos componentes de respuesta al estrés de
la pared celular en este microorganismo. Su nombre viene del inglés “Lipid Il cycle

interfering antibiotic response Regulator and Sensor” ya que se ha confirmado que
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este sistema responde a diversos antibidticos que interfieren con el lipido Il de la
biosintesis del peptidoglicano, tales como bacitracina, vancomicina, ramoplanina, asi
como a detergentes, solventes organicos (etanol, fenol, etc.) (Mascher et al., 2004) y
también frente a condiciones menos especificas como choques alcalinos (Hyyrylainen

etal., 2005).

Lial LiaF Lia$
out
in HAMP
LiaG His
Asp
LiaH
LiaR
P ial P/'aG

lial liaH liaG liaF liaS liaR

Figura 24. Representacién esquematica de los genes y proteinas que constituyen el

sistema LiaRS en B.subtillis (Schrecke et al., 2013)

El sistema LiaRS esta formado por un regulador de respuesta (LiaR), una histidina
guinasa sensora (LiaS) y una tercera proteina de membrana que actua de regulador
negativo (LiaF), a la que las dos anteriores estan genética y funcionalmente unidas
aunque hasta el momento, se desconoce realmente cémo interfiere con ellas (Jordan

et al., 2006).

En B. subtilis este sistema se codifica como una parte del operdn lialHGFSR para el que
en diversas investigaciones han demostrado que la delecion de varios genes aumenta
la sensibilidad a antibiéticos que actuan en la pared celular (Mascher et al., 2004,

Jordan et al., 2006).
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En el locus lialH-liaGFSR, los ultimos genes liaGFSR se expresan basalmente y se
codifican junto con una proteina anclada a la membrana denominada LiaG, la cual esta
asegurada por un promotor constitutivo débil corriente arriba de liaG (Piss). Por el
contrario, la expresién del operdn de lialH es estrictamente dependiente de LiaR
(Jordan et al., 2006). La activacién de LiaR resulta en lainduccién del promotor lial (Pjiai)
gue da como resultado no solo una fuerte regulacion del operdn lialH, sino del locus
lia completo (Wolf et al., 2010). Aun se desconoce la funcion exacta de Lial y LiaH, pero
se sabe que estas dos proteinas estan involucradas en los procesos de deteccidn y

reparacién del dafio en la membrana (Kesel et al., 2013).

Del analisis de la regulacion y la expresidon en detalle del operon lialHGFSR llevado a
cabo por John D. Helmann y colaboradores en la Universidad de Cornell (EEUU), se
determiné que el promotor Pj, podia usarse para construir fusiones cuantificables con
genes reporteros como el lacZ o el lux (luciferasa). Demostrando que este sistema
reportero tenia un gran potencial como herramienta de cribado en la busqueda de
nuevos antibidticos que interfirieran con el transportador lipido Il de la biosintesis el
peptidoglicano, esencial para el desarrollo de la pared celular (Mascher et al., 2003;

Mascher et al., 2004).

2.4 LAS RAMOPLANINAS

2.4.1 INTRODUCCION

Las ramoplaninas (Figura 25) son wuna familia de antibidticos de tipo
lipoglicodepsipéptido, de sintesis no ribosomal (NRPS), que inhiben con gran potencia
la ruta de biosintesis del peptidoglicano mediante un mecanismo de accién novedoso

y diferente al de los glicopéptidos.

Estructuralmente estdn relacionadas con los lipodepsipéptidos janiemicina,
enduracidina y daptomicina, y funcionalmente con la vancomicina y teicoplanina
(glicopéptidos) asi como con los lantibidticos mersacidina, actagardina, nisina y
epidermina (McCafferty et al., 2002). La ramoplanina A2 fue descubierta a partir de
una fermentacion de Actinoplanes ATCC33076 y presenta actividad frente a bacterias
Gram-positivas aerobias y anaerobias resistentes a antibidticos como glicopéptidos,
macrélidos y penicilinas, incluyendo Staphylococcus aureus resistente a meticilina

(SARM), Staphylococcus epidermidis, estreptococos, enterococos resistentes a
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vancomicina (ERV), Bacillus spp., Listeria monocytogenes, y Clostridium difficile (Collins

et al., 1993; Montecalvo, 2003; Pelaez et al., 2005; Farver et al., 2005).
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Figura 25. Las ramoplaninas Al, A2 y A3 estructuralmente solo se diferencian en la

cadena lipidica que se encuentra en el residuo de Asn'! N-terminal.

La rapida accién bactericida de la ramoplanina A2, a concentraciones muy cercanas a
la CMI (Cheng et al., 2014), en contraste con la vancomicina que es bacteriostatica a
concentraciones proximas a su CMI, hace que este compuesto sea un prometedor
candidato para el tratamiento de infecciones graves causadas por los microorganismos

mencionados anteriormente.

Sin embargo, no se absorbe via oral ni puede administrarse por via parental dada su
inestabilidad en sangre. Como consecuencia de ello, la ramoplanina A2 estd siendo
clinicamente evaluada para uso tdpico, asi como para su uso oral en la prevencion de

infecciones por enterococos y para el tratamiento de diarreas asociadas a C. difficile.
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2.4.2 DESCUBRIMIENTO

La ramoplanina, originalmente nombrada como A-16686, fue identificada en 1984
durante un cribado de alto rendimiento que buscaba inhibidores de la sintesis del PG,
llevado a cabo por un grupo de investigadores del Gruppo LePetit™ (Biosearch™ lItalia,
Gerenzano, Italia) (Cavalleri et al., 1984). Se obtuvo a partir de la fermentacién de la
cepa Actinoplanes ATCC33076, aislada de una muestra de suelo recogida en la India,
como una mezcla de 3 compuestos (Al, A2 y A3) que estructuralmente solo se
diferencian en la cadena lipidica que se encuentra en el residuo de Asn! N-terminal
(Figura 26). Los tres componentes presentan actividades antimicrobianas virtualmente
indistinguibles, pero es la ramoplanina A2 la que se produce en mayor cantidad y esta
es la razdn por la que es el compuesto validado durante los ensayos clinicos (Walker et

al., 2005).

2.4.3 ESTRUCTURA

Como se muestra en la Figura 26, la ramoplanina es un lipoglicodepsipéptido, que
forma un macrociclo de 49 miembros, que contiene 17 aminoacidos, nueve de los

cuales son L-aminoacidos, siete D-aminodacidos y uno es glicina.

Varios de los aminodacidos que forman parte de su estructura son aminoacidos no
proteinogénicos, que incluyen hidroxifenilglicina (Hpg), B-hidroxiasparagina (-OH-
Asn, HAsn), D-ornitina (Orn) y clorohidroxifenilglicina (Chp). Por otro lado, el fenol del
aminoéacido 11 (Hpg'?) esta unido a un resto disacarido (un grupo a-1,2-dimanosil). El
macrociclo estd enlazado via lactona por unién entre el grupo carboxilo del aminodcido
17 (L-Chp?’) y el grupo B-hidroxilo presente en el aminoacido 2 (HAsn?). A su vez este
residuo esta conectado al aminoacido 1 (Asn?), que estd acilado en su grupo amino con
un acido carboxilico insaturado que segun su longitud y estructura diferencia las
ramoplaninas Al, A2 y A3 entre si. La estereoquimica de esta cadena lipidica fue
inicialmente asignada como (2Z, 4Z), sin embargo posteriormente esta asignacion fue

reexaminada y corregida a (2Z, 4E) (Kurz y Guba, 1996; Shin et al., 2004).
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Figura 26. Estructura de las ramoplaninas donde se indican en color naranja los siete
D-aminoacidos, en color azul los nueve L-aminoacidos y en color purpura el grupo D-

manosa (McCafferty et al., 2002).

Experimentos de RMN multidimensional en solucién acuosa permitieron la elucidacion
de la estructura tridimensional (3D) de la ramoplanina A2 (Kurz y Guba, 1996). La
estructura posee dos laminas antiparalelas unidas por seis puentes de hidrégeno
intramoleculares entre los residuos 2 a 7 y 10 a 14, y un giro 3 reverso formada por
Thr8 y Phe9 conectada a uno de los dos extremos de las Idminas f3, y el otro extremo
de las dos laminas esta conectado por un bucle formado por los residuos 15a 17 y la
cadena lateral de Asn? (Figura 27). Las cadenas laterales de los 3 residuos hidrofébicos
Hpg3, Phe® y Chp'’ se doblan hacia el medio de las dos ldminas y esto da a la molécula
una particular forma de “U”. Curiosamente, se demostré que la ramoplanina A2 en

metanol estd presente como una mezcla de monémero y dimero (Lo et al., 2001).
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<5 2-fold
N

Figura 27. (A) Vista esquematica del dimero de ramoplanina A2. Uno de los
mondmeros esta coloreado en azul y el otro en amarillo. (B) Ilustracién de la forma en
“U” de los semidiscos que forman cada mondmero. (C) Representacion del esqueleto
peptidico. (D) Vista completa del dimero, con las cadenas laterales numeradas en el
mondmero de color azul y un asterisco que marca la cadena lipidica (Hamburger et al.,

2009).

Posteriormente, en 2009, se reportd por primera vez su estructura de rayos-X (Figura
28) demostrandose que este compuesto existe en el cristal en forma de dimero

anfipatico con simetria C2.

91



Introduccion

Hidrofilico

Hidrofdbico

Figura 28. El dimero de ramoplanina es anfipatico. Los dimeros estan coloreados como
en la figura anterior (Figura 27). La distribuciéon de las moléculas de los distintos
solventes (agua en rojo, iones cloruro en magenta y las moléculas de detergentes en
verde) ilustra que una de las caras del dimero es hidrofilico mientras que la cara
opuesta es hidrofdbica. La linea de puntos muestra el limite entre ambas caras

(Hamburger et al., 2009).

La orientacion de los mondmeros permite la interaccién de los residuos de los
aminodacidos 9 a 15 y la formacidn de seis enlaces de hidrégeno intermoleculares
resultando en una ldmina B antiparalela de cuatro hebras. La capacidad de este
compuesto para formar dimeros en un disolvente hidréfobo que imita el medio
ambiente en la superficie celular bacteriana y en el cristal, apoya firmemente la forma
en que este antibidtico interactia con su diana bacteriana en el Lipido II (Hamburger

et al., 2009).

2.4.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Las ramoplaninas son activas frente a un amplio nimero de bacterias Gram-positivas
(Tabla 2) incluyendo muchas especies diferentes de Staphylococcus, Enterococcus,
Bacillus, Listeria monocytogenes y C. difficile (McCafferty et al., 2002). También lo son
frente a cepas resistentes a distintos antibidticos, tales como enterococos resistentes
a vancomicina (ERV) (Collins et al., 1993), S. aureus resistentes a meticilina (SARM) e

incluso frente a cepas de C. difficile con sensibilidad reducida frente a vancomicina o

92



Introduccion

resistencia a metronidazol (Peldez et al., 2005; Mathur et al., 2013). Ademas, ha sido
reportado su rapido efecto bactericida frente a biopeliculas de S. aureus asi como a
cepas clinicas de S. aureus resistentes a vancomicina que contienen el gen vanA

(Schmidt, 2010).

Organismo Ne de aislados Ramoplanina CMlg (mg/L)

E. faecium

sensible a vancomicina 12 0.5

resistente a vancomicina 31 0.5
E. faecalis

sensible a vancomicina 15 0.5

resistentea vancomicina 12 0.5
Leuconostoc spp. 14 0.125
Lactobacillus 23 0.25
S. aureus

sensible a oxacilina 140 0.5

resistente a oxacilina 100 0.25
Streptococcus, B-hemolitico 60 0.06
Streptococcus bovis 10 0.12
Streptococcus pneumoniae 20 <0.03
Listeria monocytogenes 10 0.06
Bacillus spp. 10 0.25
Corynebacterium jeikeium 10 1
Bacteria Gram-negativas 39 >16
C. difficile 18 0.25
Actinomyces spp. 22 0.25
Bifidobacterium spp. 13 0.06
Clostridium bifermentans- grupo sordellii 10 0.125
Clostridium cadaveris 10 0.125
Clostridium clostridioforme 10 16
Clostridium innocuum 19 0.125
Clostridium paraputrificum- grupo tertium 10 0.125
Clostridium perfingens 11 0.06
Clostridium ramosum 15 0.06
Eubacterium lentum 17 0.25
Eubacterium spp. 31 0.125
Peptostreptococcus asaccharolyticus 10 0.25
Peptostreptococcus magnus- grupo micros 14 0.125
Peptostreptococcus spp. 13 0.125
Propionibacterium spp. 15 0.25
Bacteroides fragilis 17 >256
Fusobacterium-Veillonela spp. 15 >256
Porphyromonas asaccharolytica 10 4
Prevotella spp. 12 128

Tabla 2. Actividad in vitro de la ramoplanina original (A2) frente a bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas (Montecalvo, 2003).

Las ramoplaninas no muestran ninguna actividad frente a bacterias Gram-negativas (al
igual que la vancomicina), previsiblemente porque son incapaces de penetrar la

membrana externa (Walker et al., 2005).

En general, este antibidtico presenta unas CMIs por debajo de 1 ug/mL frente a la

mayoria de los patégenos citados anteriormente, aunque estos valores pueden variar
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en base al método utilizado para su determinacién. Dos estudios independientes
(Barry et al., 1993; Kenny y Brackman, 1994), reportaron que la adicidon de albumina
de suero bovino, BSA (del inglés Bovine Serum Albumin), a una solucién stock de
antibidtico o a una placa multipocillos que contiene la bacteria frente a la que
gueremos medir su actividad, daba lugar a CMIs con valores 30 veces mas bajos (es
decir mas activos) que sin BSA. Esto es consistente con el hecho de que la ramoplanina
tiende a adherirse a las superficies no polares, como el plastico del que estan
fabricadas las placas de multipocillos que normalmente se usan para estas pruebas de
susceptibilidad. De este modo, podemos afirmar que el BSA reduce la unidn

inespecifica al plastico y aumenta la cantidad de compuesto en la solucién de ensayo.

Se han hecho numerosos estudios in vitro comparando la ramoplanina con la
vancomicina y sistemdticamente se ha demostrado que el primero es un antibiético
mas potente que el segundo, independientemente de la técnica usada para la
determinacion de la actividad (Jones y Barry, 1989; Biavasco et al., 1991; Lawrence et
al., 1993; Rolston et al., 1996; Finegold et al., 2004). La rapida accién bactericida de la
ramoplanina A2, a concentraciones muy cercanas a la CMI (Johnson et al., 1992; Cheng
et al., 2014), en contraste con la vancomicina que es bacteriostatica a concentraciones
préximas a su CMI, hace que este compuesto sea un prometedor candidato para el

tratamiento de infecciones graves causadas por microorganismos Gram-positivos.

También se han llevado a cabo varias investigaciones comparando la actividad de las
ramoplaninas con otros antibidticos tales como la teicoplanina, linezolid vy

quinupristina/dalfopristina (Tabla 3).
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Concentracién Minima inhibitoria de 90% (pg/mL)

Bacteria Ramoplanina  Vancomicina Teicoplanina Linezolid  Quinupristina/Dalfopristina

Actinomyces spp. 0.25 NA 0.5 0.5 NA
Bifidobacteriumspp. 0.06 NA 0.5 NA NA
Clostridium bifermentes-sordellii 0.125 NA 0.125 NA NA
Clostridium cadaverts 0.125 2 0.25 4 NA
Clostridium clostridioforme 16 NA 8 4 NA
Clostridium difficile 0.25 2 0.5 16 4
Clostridium innocuum 0.125 16 NA 4 NA
Clostridium paraputrificum-tertium 0.125 2 0.25 4 NA
Clostridium perfringens 0.06 0.5 0.125 2 NA
Clostridium ramosum 0.06 8 NA 8 NA
Corynebacterium jeikeium NA 0.06 0.06 NA NA
Enterococcus faecalis

resistente a vancomicina 0.5 512 NA 4 6-8

sensiblea vancomicina 0.5 1-2 0.5 2-4 6-8
Enterococcus faecium

resistente a vancomicina 0.5 >512 128 4 NA

sensiblea vancomicina 0.5 2 NA 2 NA
Eubacterium spp. 0.125 2 0.125 8 NA
Eubacterium lentum 0.25 2 0.5 2 NA
Lactobacillus spp. 0.25 >32 >64 8 NA
Listeria monocytogenes 0.06 0.5 0.25 NA NA
Peptostreptococcus asaccharolyticus 0.25 0.25 0.25 NA NA
Peptostreptococcus grupo magnus-micros 0.125 NA 0.25 2 NA
Peptostreptococcus spp. 0.125 NA 0.25 2 NA
Propionibacteriumspp. 0.25 0.5 NA NA NA
Staphylococcus aureus

resistente a meticilina 0.25 2 NA 4 0.5-1

sensible a meticilina 0.5 NA NA 1-4 0.5-1
Staphylococcus epidermis

resistente a meticilina 0.25 2 8 2 0.5

sensible a meticilina 0.12 2 2 0.5-2 0.25-0.5
Streptococcus pneumoniae

resistente a penicilina 0.12 0.25-0.5 0.12 2 0.5

sensible a penicilina <0.03 0.25-0.5 0.12 2 0.5

NA: Datos no disponibles

Tabla 3. Actividad in vitro de la ramoplanina original (A2), vancomicina, teicoplanina,
linezolid y quinupristina/dalfopristina frente a diferentes bacterias Gram-positivas

(Farver et al., 2005).

Se ha determinado que la ramoplanina presenta iguales o mejores actividades que la
teicoplanina y la vancomicina frente a Streptococcus spp. y S. aureus, mientras que
frente a Enterococcus spp. la ramoplanina muestra ligeramente menor o igual
actividad que la teicoplanina y mejor que la vancomicina (O’Hare et al., 1988; O’Hare

et al., 1990; Shonekan et al., 1992; Collins et al., 1993; Lawrence et al., 1993).

Recientemente, también se ha reportado la actividad tanto in vitro como in vivo de la

ramoplanina frente a esporas de C. difficile (Jabes et al., 2014; Kraus et al., 2015).

2.4.5 RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (REA)

Debido a la intrinseca complejidad estructural de la ramoplanina y a su gran potencial
como nuevo agente antimicrobiano, se han realizado estudios centrados en la

elucidacidon del minimo farmacéforo bioactivo de este antibidtico para después
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intentar generar nuevos derivados sintéticos. Estos estudios han dado lugar a
interesantes hallazgos claves para entender la relacién entre la estructuray la actividad

de las ramoplaninas.

Modificaciones semisintéticas de la molécula indicaron que la cadena lipidica es
imprescindible para su actividad: mientras que los analogos totalmente desprovistos
de la cadena acilo mantienen una afinidad por el lipido Il similar a la ramoplanina, sus
actividades antibacterianas disminuyen al menos 10 veces (Fang et al., 2009),
sugiriendo que la cadena lipidica juega un papel muy importante en el aumento de la
potencia de la ramoplanina dirigiéndolo a la membrana bacteriana. A su vez, la cadena
lipidica también parece ser la responsable de la actividad hemolitica de la ramoplanina,
su reemplazo con una variedad de acidos carboxilicos dio lugar a diferentes andlogos
con perfiles de tolerabilidad mejorados y con actividad antibacteriana equivalente al
compuesto original (Ciabatti et al., 2007). Experimentos realizados por McCafferty y
colaboradores establecieron que la glicosilacion de la ramoplanina A2 tenia una
contribucidn muy pequefa en su unién con los compuestos intermediarios de la
biosintesis del peptidoglicano (Cudic et al., 2002). Este mismo grupo de cientificos
también prepararon analogos con los residuos de Orn modificados por guanidilacion,
aminacién reductora y acetilacién. Sus resultados probaron que el aumento de las
constantes de disociacion de los derivados que se unen a los compuestos
intermediarios de la biosintesis del PG era paralelo al incremento de los valores de CMI
(Cudic et al., 2002). También en este mismo trabajo se hizo hincapié sobre la
importancia de la carga de la molécula de ramoplanina A2 para la conservacién de su
actividad antimicrobiana. Se indicé que los grupos cargados sujetan o anclan a los
ligandos del peptidoglicano en la orientacién apropiada para la unidn electrostatica o
de enlaces de hidrdgeno. A su vez, modificaciones por alanizacién de la molécula,
mostraron los mismos requerimientos para el residuo Orn'®y la conservacién de la

actividad (Fang et al., 2009).

Otro elemento critico en la actividad antimicrobiana de la ramoplanina es el
macrociclo. La ramoplanina A2 linealizada es menos soluble y del orden de 2000 veces
menos activa que la molécula original. Ademas, esta forma linealizada no se une a los
intermediarios de la sintesis del PG ni a analogos de estos, lo que implica que esa unién

requiere de una conformacién tridimensional muy especifica (Cudic et al., 2002).
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Igualmente, experimentos de sintesis total realizados por Boger y colaboradores
demostraron el requerimiento especifico del macrociclo de 49 miembros (Nam et al.
2007). Este grupo de investigadores ademas describid la sintesis total de andlogos de
la ramoplanina A2 en los que el Iabil enlace lactona fue sustituido por uno amida mas
estable. Asimismo, determinaron que la presencia de los residuos Orn?°, Hpg?, Hpg’ y
Orn* (nombrados de mayor a menor importancia) es necesaria para la actividad (Nam

et al., 2007).

Recientemente se ha demostrado también que la supresidon del disacarido a-1,2-
dimanosil y de la cloracién en el Chp'’ no tienen ningln efecto sobre la bioactividad
frente a SARM ni EVR, lo que sugiere que ninguno de estos dos componentes de la

ramoplanina A2 sean esenciales para su actividad antimicrobiana (Han et al., 2016).

2.4.6 MECANISMO DE ACCION

La determinacién del modo de accién de la ramoplanina ha sido algo controvertido.
Las primeras investigaciones sobre el mismo propusieron que este antibiético bloquea
la biosintesis de la pared celular en la etapa catalizada por la enzima MurG, una
glicosiltransferasa asociada a la membrana. Esto implica la unién de la ramoplanina A2
al sustrato de dicha enzima, el lipido I, y como consecuencia se inhibe la sintesis del
lipido Il, intermediario fundamental en la construccidén peptidoglicano (Somner vy

Reynolds, 1990; Reynolds y Somner 1990).

No obstante, posteriormente, se propuso que la ramoplanina A2, al igual que algunos
lantibidticos, interactua directamente con el lipido Il (Brotz et al., 1998). Este
mecanismo de accidn alternativo, fue confirmado por estudios realizados por Walker
y colaboradores (Walker et al., 2005), que corroboraron que la ramoplanina A2
muestra mayor afinidad por el lipido Il que por el lipido |, siempre y cuando este
contenga un pirofosfato. La observacién que hicieron de que incluso el
farnesilpirofosfato estaba unido por la ramoplanina A2 recalca el papel central de la
pirofosfatasa en la interfaz de unién (Breukink y de Kruijff, 2006). Los experimentos de
cinética de inhibicion que se realizaron, demostraron que la ramoplanina A2 se une al
lipido Il en una relacién de 2:1, a concentraciones consistentes con los valores de CMI
reportados (Fang et al., 2006), y que ademas lo hace en la forma de dimero (Hu et al.,

2003b).
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Este mismo grupo de investigadores determind que la ramoplanina A2 también
interactua directamente con la enzima MurG y no con el lipido | (Helm et al., 2002).
Ademas se concluyé que, dado que tanto el lipido | como la enzima MurG son
intracelulares y no estan accesibles para la ramoplanina A2 (Lo et al., 2000), y
considerando que este antibiético tiene mayor afinidad por el lipido Il, no esta claro
que la inhibicién de dicha enzima MurG por parte de la ramoplanina tenga relevancia
fisiolégica (Bionda et al., 2013). De este modo, se ha consensuado finalmente que la
diana principal de la ramoplanina es el lipido Il. Un estudio reciente ha confirmado de
nuevo que la estereoquimica del complejo formado es de 2:1 y también ha demostrado
qgue la ramoplanina puede ademads unirse a precursores del acido teicoico de la pared

(Lee et al., 2016).

2.4.7 BIOSINTESIS

El andlisis de la secuencia del cluster de genes biosintéticos (88.5 kb) del
microorganismo productor de las ramoplaninas, Actinoplanes ATCC33076, reveld
caracteristicas inusuales en la arquitectura del acido graso y de los genes biosintéticos
de las sintetasas de péptidos no-ribosomales (NRPSs). El cluster biosintético de las
ramoplaninas contiene 33 fases de lectura abierta (ORFs) cada uno de los cuales

codifica numerosas funciones (Figura 29) (McCafferty et al., 2002; Hoertz et al., 2012).

-+ 4400 - 440 D) I T -
— D0 » b EEE O D)
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- Péptido Sintetasas . Biosintesis de 3-OH Asn
- Biosintesis de acidos grasos |:| Desconocido

El Proteinas de membrana . Halogenasa

- Reguladora - Resistencia/Respuesta

D Biosintesis de Hpg

Figura 29. Cluster biosintético de la ramoplanina. Las enzimas estan coloreadas segun
su funcién (McCafferty et al., 2002). Cabe destacar las enzimas coloreadas en verde
responsables del esqueleto peptidico, y las coloreadas en azul oscuro responsables de

la produccion de la cadena del acido graso n-acetilado.
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La primera caracteristica inusual de este cluster surgié al analizar las NRPS sintetasas
Ramo 12, 13, 14 y 17. Las NRPS sintetasas tienen en comun médulos que se repiten y
qgue definen dominios que catalizan reacciones especificas de la sintesis de péptidos.
El orden en el que se encuentra dichos dominios entre las enzimas determina la
secuencia y la estructura de los péptidos producidos. Por cada aminoacido en la
secuencia del péptido, las NRPS contienen un uUnico médulo de triple funcién:
condensacién (C), adenilacién (A) y tiolacion (T). Los sitios activos de estos tres
dominios A, T y C, estan muy bien organizados de manera que un aminoacido

especifico es reconocido e incorporado a la secuencia del péptido.

En conjunto, hay 16 dominios A individuales que codifican por los 16 aminodcidos de
los 17 que tiene la ramoplanina. Sin embargo, la Ramo 12 contiene un Unico dominio
A, que se cree que es especifico para asparagina con lo cual se piensa que cataliza la
incorporacién de Asn! y B-OH-Asn? en la cadena peptidica (Hoertz et al., 2012). Un
segundo aspecto interesante de este cluster biosintetico es el Médulo 8 localizado en
la Ramo 13 que posee dominios Ty C, pero no A y se ha postulado que activa el allo-
Thrd. Por dltimo, un tercer hecho especial de este cluster se basa en que las enzimas
NRPS normalmente contienen un dominio A en el sitio de inicio. No obstante, la Ramo
12 contiene un dominio C en su extremo N-terminal anterior al médulo que codifica
por la activacion e incorporaciéon del Asnl. Todos estos hechos sugieren que la
iniciacion de la sintesis del péptido se forma por condensacién de un acido graso en

lugar de la de un aminodcido (Figura 30) (Hoertz et al., 2012).

Todavia queda bastante por resolver al respecto de la biosintesis de la ramoplanina,
pero los esfuerzos dirigidos a desvelar las incégnitas de este proceso incrementaran la
probabilidad de poder obtener nuevos andlogos mediante ingenieria microbiana con

mejores propiedades farmacoldgicas y fisicoquimicas.
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Figura 30. Organizacidon y especificidad de los aminodcidos de la condensacidn,
adenilacién y tiolacion de las cuatro enzimas péptido sintetasas no ribosomales del

cluster biosintético de la ramoplanina (Hoertz et al., 2012).

2.4.8 ENSAYOS CLiNICOS

La ramoplanina por sus buenas propiedades frente a bacterias multirresistentes
Gram-positivas, tanto aerdbicas como anaerébicas, y su rapida actividad bactericida
es un prometedor candidato a fdrmaco para el tratamiento de infecciones graves
producidas por dichos patdgenos. Sin embargo, su uso se ha visto obstaculizado por
la actividad hemolitica que presenta cuando se administra por via intravenosa. Como
consecuencia de esta limitacién, la ramoplanina ha estado bajo investigacion clinica
para aplicaciones tdpicas, incluyendo un antibidtico oral, no absorbible para la
prevencion de infecciones por enterococos resistentes a la vancomicina (ERV) y para

el tratamiento de la diarrea asociada a Clostridium difficile (Jabes et al., 2014).

Con la ramoplanina A2 se han desarrollado 12 estudios de Fase |, dos estudios de Fase
Il (uno para C. difficile y otro para ERV), asi como un estudio en Fase lll (para infecciones

por C. difficile: ICD) que aun no esta completado.

Tanto en modelos in vitro como en animales se ha demostrado la alta eficacia de la
ramoplanina frente a las ICD, asi como su capacidad para matar células vegetativas y
unirse a las esporas de C. difficile demostrando su superioridad sobre la vancomicina
(Freeman et al., 2005; Kraus et al., 2015). Posteriormente en un estudio en Fase Il en
el que se administr6 de manera aleatoria a pacientes con ICD ramoplanina o
vancomicina, los resultados obtenidos para ambos tratamientos fueron similares, y los
datos sugirieron una incidencia similar en los casos de efectos secundarios adversos

como vomitos, nauseas y diarreas. De modo que un estudio de no inferioridad de Fase
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Introduccion

Il fue aprobado por la FDA para dilucidar el papel de la ramoplanina en el tratamiento

de las ICD (Basseres et al., 2017).

Ademas, en la pagina web de la compafiia NanoTherapeutics Inc. (NanoTherapeutics
Inc.; http://www.nanotherapeutics.com) visitada en marzo de 2017, se explica que se
estd llevando a cabo una nueva Fase llb que investiga las propiedades antiesporas de
la ramoplanina para desarrollar una profilaxis dirigida a pacientes que recientemente
hayan sido tratados por una infeccion por C. difficile y que presenten alto riesgo de
recaida ya que tras el tratamiento se observan aproximadamente un 20%-30 % de
recaidas, con tasas elevadas en grupos de mayor edad, que en buena parte se piensa
son debidas a las esporas residuales en el intestino de los pacientes clinicamente

curados (Chilton et al., 2017).

Cabe destacar que a partir de octubre de 2017 la empresa NanoTherapeutics paso a
Ilamarse Ology Bioservices, Inc. Se ha visitado la web de esta nueva compaiiia en
septiembre de 2018 ninguna informacidn relativa a la ramolanina puede encontrarse
al respecto. En una busqueda bibliografica mas reciente, se ha podido encontrar un
informe de la Organizacién Mundial de la Salud donde la ramoplanina aparece
clasificada como uno de los antibidticos cuyo desarrollo ha sido cesado porque ya no
estd incluida en las lineas de investigacion y desarrollo en el sitio web de la compafiia

(Geneva: World Health Organization; WHO/EMP/IAU/2018.06 2018).
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Objetivos

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 ANTECEDENTES

Se considera un verdadero desafio encontrar nuevos antibiéticos para el tratamiento
de infecciones por patdgenos Gram-positivos multirresistentes debido a las reducidas
opciones terapéuticas y al rdpido ritmo de aparicidn de nuevas resistencias. La
ramoplanina presenta una excelente actividad frente a bacterias Gram-positivas
incluyendo Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM), enterococos
resistentes a la vancomicina (ERV) y Clostridium difficile con resistencia intermedia a
vancomicina, y ademas inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose al
transportador lipido Il de la biosintesis del peptidoglicano de manera diferente a la
vancomicina con lo que no muestra resistencia cruzada con ella. Sin embargo, aunque
por sus caracteristicas es un antibiético muy prometedor, presenta baja tolerabilidad
local cuando se inyecta por via intravenosa. Como consecuencia de esta limitacién, el
descubrimiento de nuevos analogos de ramoplanina se hace interesante y, dado que
la sintesis quimica total de dicho antibidtico es compleja, se pretende aprovechar el
potencial de los microorganismos de la coleccion de la Fundacion MEDINA para

obtener nuevas moléculas similares a la ramoplanina pero con propiedades mejoradas.

3.1.2 OBIJETIVO GENERAL

El objetivo principal del presente trabajo consiste en el descubrimiento de compuestos
relacionados en actividad biolégica o estructura quimica con las ramoplaninas, una
familia de glicodepsipéptidos con actividad antibiética, aislados por primera vez de
cultivos de la cepa ATCC 33076 de Actinoplanes. Dicho trabajo se realizard a partir de
un cribado de alto rendimiento de una coleccidn de extractos de productos naturales

de origen microbiano.

3.1.3 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1 Realizar un ensayo de cribado de alto rendimiento con un grupo de extractos
de la colecciéon de productos naturales de origen microbiano de la Fundacidn
MEDINA, cuya diana especifica sea el ciclo del transportador lipidico de la
biosintesis del peptidoglicano, diana de ramoplanina.

2 Seleccionar y caracterizar de manera preliminar los extractos que presenten

una respuesta bioldgica positiva a este ensayo de cribado.
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Objetivos

Determinacion de la diversidad y la posicidn taxondémica de las cepas
seleccionadas con actividad biolégica mediante secuenciaciéon del gen
ribosomal 16S ADNr.

Establecimiento de la diversidad genotipica de las cepas seleccionadas con
actividad biolégica mediante diversas técnicas de fingerprinting: BOX-PCR y
REP-PCR.

Analizar la presencia y la distribucion de los sistemas de rutas de biosintesis de
metabolitos secundarios: PKS-I, PKS-1l y NRPS de las cepas seleccionadas con
actividad bioldgica, y relacionarlo con el perfil quimico de los extractos con
actividad.

Realizar nuevas fermentaciones y extracciones a pequefa escala de las cepas
seleccionadas, con el fin de confirmar la actividad biolégica detectada en el
proceso de cribado de alto rendimiento.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los nuevos extractos obtenidos de las
nuevas fermentaciones, frente a un panel secundario de bacterias (incluyendo
cepas resistentes), hongos y levaduras, asi como su actividad citotdxica.
Estudiar el perfil quimico de los extractos mediante técnicas de cromatografia
liguida de alta resolucién-espectrometria de masas (HPLC-MS segun sus siglas
en inglés) para confirmar/descartar la presencia de compuestos relacionados
con la ramoplanina.

Realizar nuevas fermentaciones y extracciones a media escala de las cepas con
mayor interés, con el fin de identificar quimicamente los compuestos
detectados como activos mediante fraccionamiento semipreparativo
bio/quimio-guiado

Realizar fermentaciones a gran escala de las cepas productoras de posibles
nuevas ramoplaninas.

Aislamiento, purificacién y elucidacion estructural de posibles nuevas
ramoplaninas.

Caracterizacion de la actividad antimicrobiana, estudio del perfil metabdlico, y
citotoxicidad de las nuevas ramoplaninas identificadas en comparacién con el

compuesto conocido ramoplanina A2.
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4.1 COLECCION DE EXTRACTOS DE PRODUCTOS NATURALES

4.1.1 COLECCION DE EXTRACTOS DE PRODUCTOS NATURALES

La Fundaciéon MEDINA posee una de las mayores Colecciones de Cultivos del mundo
formada por mas de 190.000 cepas procedentes de hongos, actinomicetos y otras
bacterias (Figura 31). Ademas, cuenta con varias Librerias de Productos Naturales que
incluyen mas de 200.000 extractos y fracciones semi-purificadas, que representan un
amplio espacio quimico y derivan de una gran diversidad de fuentes microbianas

obtenidas de muestras de un extenso rango de origenes geograficos.

Las cepas de bacterias y hongos correspondientes al grupo de extractos de la coleccion
de la Fundacién MEDINA que formaron parte del proceso de cribado se crecieron en 3
medios liquidos complejos que contenian diferentes cantidades de fuentes de
nutrientes: fuentes de carbono (por ejemplo, monosacaridos, disacdridos), fuentes de
carbono complejas (por ejemplo, harina de trigo, almiddon soluble), fuentes de

nitrégeno y fuentes de sales minerales (Tormo et al., 2003).

Figura 31. Actualmente la Coleccién de Cultivos de la Fundacién MEDINA es una de las

mayores y mas diversas del mundo.

Los metabolitos secundarios de los caldos de cultivo fueron extraidos con acetona (1:1)
y agitados durante una hora. Posteriormente se centrifugaron a 1500 x g durante 15
minutos. Seguidamente se aifiadieron 1,5 mL de DMSO a diferentes alicuotas de 15 mL
y la mezcla resultante se evapord en un equipo Turbovap hasta que quedd la mitad del
volumen, aproximadamente 7,5 mL, donde los productos naturales se encontraban a
una concentracién equivalente a la presente durante la fermentacién (1x equivalentes

de fermentacién) y 20% de DMSO. Los extractos de la coleccidn estaban distribuidos
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en placas robdticas de 96 pocillos (Referencia ThermoFisher™ ABgene-0765)

conteniendo 80 extractos/placa, almacenados a -202C hasta su utilizacidn.

Dado que la coleccidon esta en continuo crecimiento, este grupo de extractos provino
de los microorganismos aislados de muestras de suelo recibidas durante el periodo
que duré el programa de cribado, sin preseleccionarse en funciéon de ningln otro

criterio.

4.2 BIOENSAYOS

4.2.1 ENSAYO DE CRIBADO LiaRS EN AGAR

La finalidad del ensayo de cribado LiaRS era detectar entre los extractos de productos
naturales de origen microbiano de la coleccidn de la Fundacién MEDINA aquellos en
los que hubiera compuestos que interfirieran especificamente con el ciclo del

transportador lipidico de la biosintesis del peptidoglicano.

El nombre del ensayo procede del sistema de dos componentes LiaRS (del inglés “Lipid
Il cycle Interfering Antibiotic Sensor and response Regulator”) que es un sistema de
dos componentes que coordina la respuesta genética a la accion de antibidticos que
interfieren con el lipido Il de la biosintesis del peptidoglicano, tales como Ia
bacitracina, vancomicina y ramoplanina (Mascher et al., 2004), y en el que la proteina
reguladora de la respuesta es LiaR, mientras que LiaS es la histidina quinasa sensora.
Este sistema se codifica como una parte del operdn lialH-liaGFSR, y la activacion de
LiaR resulta en la induccién del promotor lial (P lial) que da como resultado no solo
una fuerte regulacién del operdn lialH, sino del locus lia completo. Ademas, la

expresion del operén lialH es estrictamente dependiente de LiaR (Jordan et al., 2006).

El ensayo LiaRS, se realizé frente a dos cepas de Bacillus subtilis (HB0950 y HB0953)
que tienen el gen lacZ unido al promotor lial (P lial), de manera que la induccién
especifica de dicho promotor da como resultado la produccién de B-galactosidasa.
Adicionalmente, una de las cepas (HB0953) es un mutante knock-out del gen liaR,
debido a una insercion de resistencia con kanamicina, con lo que dicho gen queda

inactivado (Figura 32).

Ambas cepas, se crecieron hasta fase logaritmica en Luria-Bertani (LB) (1% NaCl) a una
temperatura de 372C y a 220 rpm. Después se ajusto el cultivo a una densidad éptica

de 0,25 a 600 nm. Se inoculé con 1 mL de bacterias 100 mL de medio LB-agar (1% NaCl)
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que contenian 250 pg/mL of X-gal, y se dispensé esta mezcla en placas NUNC™ (245 x
245 mm). Una vez solidificado el agar, las placas se secaron en una campana de flujo
laminar durante 15 minutos. Pasado este tiempo se distribuyeron, mediante el uso de
una estacién de pipeteo robotizada (TECAN™ Genesis®) 20 uL de cada extracto sobre
la superficie del agar y se incubaron las placas a 372C durante 18 horas. Finalmente se
midieron los halos de inhibicion en unidades milimétricas (mediante un Analizador de
imagenes de desarrollo propio) y la hidrdlisis del X-gal (mediante la observacion de
precipitado de color azul). Como controles positivo y negativo del ensayo se utilizaron

bacitracina (50 mg/mL) y vancomicina (0,5 mg/mL), respectivamente.

Estimulo externo \/\

SENSOR ' uP\j
LiaS pad
REGULADOR
Q LiaR

| cat-lacZ

) e

ygd lidd  laH  GeG liaF

Figura 32. La activacion de LiaR da lugar a la induccién del promotor lial (P lial)
resultando no solo en la regulacién del operdn lialH, sino del locus lia completo. Por la
fusién del gen lacZ a dicho promotor su induccién especifica da como resultado la

produccidn de B-galactosidasa.

4.2.1.1 Esquema general del proceso de cribado de alto rendimiento

El programa de cribado de extractos de productos naturales de origen microbiano para
detectar compuestos que interfirieran especificamente con el ciclo del transportador

lipidico de la biosintesis del peptidoglicano constoé de varias etapas (Figura 33).
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Cribado de alto Rendimiento
(HTS)

’

Ensayo de agar LiaRS
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Figura 33. Esquema general de la estrategia del proceso de cribado de alto

rendimiento.

Tras el ensayo inicial de los extractos frente a la cepa de B. subtilis HB0950 se
seleccionaron aquellos que inhibian el crecimiento de este microorganismo y que
ademas presentaron anillo de color azul (hidrdlisis de X-gal por la presencia de B-
galactosidasa) ya que esto indicaba que eran inductores del promotor lial (Plial). A
continuacién, estos extractos se ensayaron frente a la cepa de B. subtilis HB0953,
descartandose aquellos que también presentaban anillo de color azul, ya que esto
indicaba que eran falsos inductores del operdn. Todas las muestras que cumplieron
ambos criterios de actividad fueron analizadas por cromatografia liquida acoplada a
masas (HPLC-MS) al mismo tiempo que se confirmaba el modo de accién mediante el

ensayo secundario de marcaje de macromoléculas (labeling).

4.2.2 ENSAYO DE MARCAJE DE MACROMOLECULAS

El ensayo de marcaje de macromoléculas (Onishi et al., 1996) se utiliz6 como ensayo
secundario para confirmar la inhibicidn especifica de la biosintesis del peptidoglicano
por parte de los extractos que presentaron actividad positiva en el ensayo de cribado

de alto rendimiento. Con este ensayo se midid la incorporacién relativa de los
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precursores marcados radiactivamente que son acumulados por las células bacterianas
e incorporados en macromoléculas especificas. Como los precursores libres son
solubles en acido tricloroacético (TCA), y las macromoléculas producidas por las células
no lo son, las macromoléculas radiomarcadas pueden precipitarse selectivamente y
separarse de los precursores libres no incorporados mediante filtracién y luego
cuantificarse por conteo de centelleo. En nuestro caso, la reaccién de marcaje se llevd
a cabo mezclando 0,05 mL de un cultivo en fase logaritmica de la cepa de Bacillus
subtilis HBO950 crecido en un medio de nutrientes que contenia 1% NaCl con 0,025 mL
del medio de nutrientes doble concentrado (2% NaCl) que a su vez estaba compuesto
por 7,5 mCi/L de acido aspartico-L-[2,3-3H], 5 mCi/L de timidina-[2-14C], 100 mg/L de
cloranfenicol, 0,8 mg/L de rifampicina y 0,025 mL de inhibidor. Las muestras fueron
incubadas a una temperatura de 372C en un agitador de placas de micropocillos
durante 30 minutos. Tras ese tiempo se aifiadié 0,025 mL de TCA al 25%, para parar la
incorporacién del radioactivo. El material de TCA-insoluble se recogié en un microfiltro
de fibra de vidrio con un Skatron Cell Harvester®. Dicho microfiltro se lavé con agua
destilada y se secd bajo una fuente de calor seco. La radioactividad se midié en un

contador Betaplate® de centelleo.

4.2.3 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO

Para conocer el perfil antimicrobiano de los extractos seleccionados como activos en
el cribado, éstos se ensayaron frente a varias cepas de bacterias Gram-positivas y
bacterias Gram-negativas, asi como frente a una cepa de hongo y una de levadura. Los
datos obtenidos de estas pruebas fueron analizados utilizando el programa de calculo
Screener (Genedata™). Ademds, todos los extractos y compuestos evaluados fueron
dispensados sobre la superficie de agar o sobre las placas de ensayo de 96 pocillos con
una estacion robotizada de pipeteo (Tecan™ Aquarius®). Los ensayos se realizaron por
duplicado o triplicado en dias distintos. Se consideré que un extracto presentaba

actividad antimicrobiana cuando su porcentaje de inhibicidn era mayor al 60%.

Los microrganismos patégenos elegidos para evaluar los extractos fueron: 2 cepas
distintas de SASM (Staphylococcus aureus sensible a meticilina), 1 cepa de SARM
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina), 1 cepa Enteroccocus faecalis, 1 cepa
de Haemophilus influenzae, 1 cepa de Escherichia coli, 1 cepa Acinetobacter

baumannii, 1 cepa de Pseudomonas aeruginosa; 1 cepa de Aspergillus fumigatus y 1
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cepa de Candida albicans. A continuacidn, se detallan los protocolos para cada uno de

los ensayos.

4.2.3.1 Actividad frente a bacterias Gram-negativas

4.2.3.1.1 Acinetobacter baumannii, Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa

A partir de un cultivo congelado de Acinetobacter baumannii MB5973, de Escherichia
coli MB2884 o de Pseudomonas aeruginosa PAO-01 preservado en criotubos con
glicerol al 10% (v/v), se sembré una estria en placas de agar Luria-Bertani (LBA, 40 g/L)
que se incubd a 379C durante 18 horas para obtener colonias aisladas. Tres o cuatro
de esas colonias aisladas se inocularon en 10 mL de medio liquido Luria-Bertani (LB) y
se mantuvieron a 37 2C con agitacién a 220 rpm durante 18-20 horas hasta alcanzar la
fase estacionaria de crecimiento. Posteriormente, se llevd a cabo la dilucién
correspondiente para obtener un indculo de ensayo a una concentracién de

aproximadamente 5 x 10° UFC/mL.

El ensayo en liquido se realizé en placas de microdilucion de 96 pocillos Costar® 3370
(Corning™) y para ello se dispensaron 10 uL/pocillo de cada extracto y 90 ulL/pocillo
del indculo de ensayo. Ademas, en cada placa se afiadieron como controles positivos
una curva con diluciones % de rifampicina o de ciprofloxacina mientras que como

control negativo se afiadié una curva de anfotericina B.

También en cada placa de ensayo se afiadieron en cuatro pocillos 10 pL de DMSO 20%
y 90 uL medio sin inocular (blancos del ensayo) y en otros cuatro pocillos 10 uL de
DMSO 20% y 90 pL del inéculo de ensayo (totales del ensayo), que sirvieron como
controles de esterilidad y de crecimiento total del microorganismo. Con un
espectrofotdmetro Tecan™ UltraEvolution® la absorbancia a tiempo cero (T0) a una
densidad dptica de 612 nm e inmediatamente después las placas se incubaron de
forma estdatica a 372C durante 18-20 horas. Después de la incubacion, las placas se
agitaron usando un agitador DPC™ Micromix-5® (3 minutos) y seguidamente se volvié
a medir la absorbancia a tiempo final (Tf) a la misma densidad dptica. El porcentaje de
inhibicion del crecimiento se calculé segun la siguiente normalizacion (Audoin et al.,

2013):
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Porcentaje de Inhibicion (%):

100 x {1- [(Tfmuestra - TOmuestra) - (TfBlancos=TOBlancos)] / [(Tfiotales~TOrtotates) ~(Tfblancos=TOblancos)]}
siendo:

TOmuestra = absorbancia del microorganismo crecido con el extracto a tiempo cero.

Tfmuestra = absorbancia del microorganismo crecido con extracto a tiempo final.

TOrotales = absorbancia del microorganismo crecido en ausencia del extracto a tiempo cero.
Tftotales = absorbancia del microorganismo crecido en ausencia del extracto a tiempo final.
TOblancos = absorbancia del medio (LB) sin inocular a tiempo cero.

Tfulancos = absorbancia del medio (LB) sin inocular a tiempo final.

4.2.3.2 Actividad frente a bacterias Gram-positivas

4.2.3.2.1 Staphylococcus aureus sensible a meticilina, Staphylococcus

aureus resistente a meticilina y Enteroccocus faecalis

Cultivos congelados en criotubos con glicerol al 10% (v/v) de Staphylococcus aureus
sensible a meticilina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina y Enteroccocus
faecalis se utilizaron para sembrar placas de agar con medio BHI (Brain Heart Infusidn,
Difco™). Estas placas se incubaron estaticamente a 372C durante 18-20 horas.
Posteriormente, se seleccionaron colonias aisladas para inocular con ellas 10 mL de
medio BHI liquido en matraces de 250 mL que se incubaron en agitacion a 220 rpmy a
37 °C durante 20 horas. Pasado este tiempo, se prepard un inéculo de ensayo a una
concentraciéon de aproximadamente 1 x 10 UFC/mL. Como controles positivos se
incluyeron en cada placa curvas de kanamicina y vancomicina, y como control negativo
anfotericina B. El procedimiento del ensayo en liquido y la normalizacién para el calculo
de los porcentajes de inhibicién fueron los descritos anteriormente (Audoin et al.,

2013).

4.2.3.3 Actividad frente a levadura

4.2.3.3.1 Candida albicans

A partir de un criovial con una suspension del inéculo stock de Candida albicans
congelado se sembro una estria en placas con medio Sabouraud Dextrosa Agar (SDA,
65g/L). Las placas se incubaron durante 18 horas a 379C. Cuatro o cinco colonias
aisladas se recogieron de las placas de SDA y se resuspendieron en medio RPMI-1640
modificado, para preparar un inéculo ajustado a 0,25 de densidad dptica medida a 660

nm. El medio RPMI-1640 modificado fue preparado del siguiente modo: 20,8 g de RPMI
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(Sigma-Aldrich™) se afiadieron a un matraz de 2 L, junto con 13,4 g de YNB, 1,8 L de
agua milliQ™, 80 mL de Hepes 1 My 72 mL de glucosa 50 %. El volumen se ajusté a 2
L y se filtré. Por otro lado, la suspension ajustada a 0,25 de densidad dptica se diluyd
1:10 y se mantuvo en hielo hasta que se usé para inocular las placas de 96 pocillos. En
cada una de las placas se incluyeron curvas a diferentes concentraciones de
anfotericina B y penicilina G como control positivo y negativo, respectivamente. El
procedimiento del ensayo en liquido y la normalizacién para el cdlculo de los

porcentajes de inhibicidn fueron los descritos anteriormente (Audoin et al., 2013).

4.2.3.4 Actividad frente a hongo filamentoso

4.2.3.4.1 Aspergillus fumigatus

Una suspensidn del stock Aspergillus fumigatus fue ajustada por contaje cuantitativo
de colonias mediante cdmara de Neubauer a 3,5 x 10° UFC/mL. Esta suspension de
conidios fue diluida en ‘Yeast Nitrogen Base broth’ (YNB, 6,75 g/L yeast nitrogen base)
hasta el 65% de transmitancia a 660 nm; 10 mL de este nuevo indculo fueron afiadidos
a 1L de Yeast Nitrogen Base-Dextrosa y 20 mL de esta mezcla fueron distribuidos en
placas Omnitray® Nunc™. Una vez solidificado el agar, las placas se secaron en una
campana de flujo laminar durante unos 15 minutos. Pasado este tiempo se
distribuyeron 10 pL de cada extracto sobre la superficie del agar y se incubaron las
placas a 282C durante 18 horas (Vicente et al., 2001). Como control positivo del ensayo
se utilizé anfotericina B (0,25 mg/mL). Finalmente se midieron los halos de inhibicién

mediante un analizador de imagenes (desarrollado internamente) (Skwish et al., 2004).

4.2.3.5 Test de concentraciones minimas inhibitorias

Las CMIs de los distintos antibidticos de referencia y moléculas purificadas frente a
cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium fueron
determinadas por la técnica de la microdiluciéon de acuerdo con las directrices de la
NCLCS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) (NCCLS, 2007). Se
afiadié BSA (0.02% w/v) al medio para prevenir la adhesién de los compuestos al
poliestireno de las placas de ensayo (Scotti et al. 1993). El indculo para realizar el test
fue preparado utilizando como medio MHII (Muller Hinton Cation adjusted) ajustando
la turbidez al estandar 0,5 de McFarland. La suspensién fue posteriormente diluida
hasta una concentracién final de 5 x 10° UFC/mL. Las placas de ensayo fueron

incubadas a una temperatura de 372C durante 18-20 horas.
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El ensayo frente a Clostridium difficile se realizo siguiendo las pautas de la CLSI (Clinical
& Laboratory Institute) (M11-A8, CLSI 2012), ajustando el indculo de ensayo a una
concentracién de 1,5 x 10® cfu/ mL en medio Wilkins Chalgren broth (Oxoid, S.A)
suplementado con 5 pg/ mL de heminay 1 pg /mL de vitamina K1y 5% de sangre lisada
de caballo. Se incubaron las placas de ensayo en condiciones anaerdbicas durante 48
horas. Se definié la CMI como la concentracidn mas baja de compuesto capaz de inhibir

el 90 % del crecimiento de cada uno de los patdgenos.

4.3 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS POR SU ACTIVIDAD EN
EL CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO

4.3.1 ORIGEN DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

Las cepas de la coleccion de la Fundacién MEDINA se conservan congeladas a -802C en
glicerol al 10% (v/v). Tras su utilizacidn para la realizacidén de la presente tesis, cada

cepa se volvié a conservar de la misma manera para usos posteriores.

Tras el cribado de alto rendimiento y para continuar con la caracterizacion de posibles
andlogos de ramoplaninas, se selecciond un grupo de cepas de actinomicetos que
habian sido aisladas a partir de muestras de diferentes tipos de suelos, tales como
suelos agricolas, de cauces de rios, de lagos, charcas, manglares, de dunas, de bosques
tropicales y sempervirentes, de suelo de sabana y también de rizosfera, y que a su vez
habian sido recogidas en Costa Rica, Guyana Francesa, México, Nueva Caledonia,

Sudafrica, Espafia y Sri Lanka.

4.3.2 IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE CEPAS SELECCIONADAS

Las cepas de actinomicetos seleccionadas a partir del HTS, fueron identificadas a nivel
de género o familia por observacion directa de la morfologia microscépica (400x y
1000x) de su micelio aéreo y vegetativo desarrollado después de su crecimiento en
agua-agar (Hunter-Cervera et al., 1986) a una temperatura de 282C durante 21 dias. A
nivel macroscépico se observd la morfologia de las cepas crecidas en medio YME agar
(en inglés Yeast Malt Extract) (4g/L de extracto de levadura, 10 g/L de extracto de

malta, 4 g/L de glucosa, 20 g/L de agar.
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4.3.3 TECNICAS GENOTIPICAS BASADAS EN LOS PERFILES PCR-

fingerprinting

4.3.3.1 Extraccion de ADN

El ADN fue recuperado y purificado segln adaptacién de un método para cultivos de
actinomicetos crecidos en medio liquido de ATCC-2 (0,5% extracto de levadura, 0,3%
extracto de carne de vaca, 0,5% peptona, 0,1% dextrosa, 0,2% almiddn de patata, 0,1%

CaCOs y 0,5% NZamine EKC) descrito anteriormente por Innis et al. (Innis et al., 1990).

De los cultivos axénicos crecidos en el medio ATCC-2 se recogieron 1,2 mL de
suspension de micelio en un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Estos se centrifugaron a 13000
rom (Biofuge-fresco, Heraeus), 15 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante,
conservando el micelio sedimentado a -202C para la posterior extraccion de ADN. El
material celular recogido se resuspendié en 800 uL de tampén de extraccién (50 mM
EDTA pH 8,5; 0,2% SDS) y se incubd a 702C durante 30 minutos en un termobloque
(Multi-Block, Lab-Line™). Después se centrifugd a 13000 rpm a 42C durante 15 minutos
para eliminar restos celulares. El sobrenadante resultante se transfirié a un nuevo tubo
de 1,5 mL (Eppendorf™) con 60 uL de acetato potdsico (CHsCO,K) 3 M, pH 5,2 y se
incubdé a -202C durante 20 min. A continuacidn, se centrifugd en las condiciones
anteriores y se pasaron 500 uL de sobrenadante a un nuevo tubo con 1 mL de etanol
al 96%. Se incubd a -202C de 2-5 horas; se centrifugd y se descarté el sobrenadante. Se
lavé de nuevo con etanol al 70%, se centrifugd y se dejé evaporar el etanol en el
termobloque a 379C. Una vez seco, el sedimento se resuspendid en 50-100 pL de agua

Milli-Q estéril segun la cantidad visual de ADN.

4.3.3.2 PCR- fingerprinting: REP-PCR y BOX-PCR

Estas dos técnicas consisten en la amplificacion por PCR de fragmentos palindrémicos
repetitivos extragénicos. Los protocolos de amplificacion mediante PCR con los
cebadores REP y BOX se denominan REP-PCR y BOX-PCR respectivamente (Versalovic
et al., 1991; Versalovic et al., 1994). Al elemento REP le corresponden las siguientes
secuencias de los cebadores: REP1R-lI (5’-lllICGICGICATCIGGC-3’) y REP2-l (5'-
ICGICTTATCIGGCCTAC-3’); y al elemento BOX la secuencia del cebador que le
corresponde es: BOXAI1R (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3').
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En la Tabla 5 se presenta el contenido de la mezcla de reaccidén para cada muestra y

técnica.
I
7min - 952C
5X tampdn Gitschier 5 1min - 942C
DMSO puro 10% 2,5 1min - 402C 30ciclos
BSA 20mg/ml 0,2 8min - 652C
dNTPs (10mM) 10,3 16min-6592C
Oligo 1 (100pM) 1
Oligo 2 (100uM) 1
Tag DNA Pol 0,4
Vol. Master mix 20
ADN 1/100 5
7min - 952C
5X tampaon Gitschier 5 1min - 942C
DMSO puro 10% 2,5 1min - 532C 30ciclos
BSA 20mg/ml 0,2 8min - 652C
dNTPs (10mM) 11,3 16min-652C
Oligo (100uM) 1
Tag DNA Pol 0,4
Vol. Master mix 20
ADN 1/100 5

Tabla 5. Volumenes (expresados en pL) y parametros de amplificacién empleados para

los analisis REP-PCR y BOX-PCR.

Asi, la mezcla de reaccién de 20 plL para cada una de las muestras contiene 5 pL del
tampdn 5X Gitschier (Louws et al., 1995; Rademaker y De Bruijn, 1997), 0,2 uL de BSA
(20 mg/mL), 2,5 pL de DMSO 100% (v/v), 1,25 mM de cada uno de los cuatro dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP) (Roche™), 1 uM de cada oligonucledtido (1 pL de cada uno
de los cebadores REP1RIy REP2-1 0 1 uL del cebador BOXA1R, a una concentracién cada
uno de 0,3 pg/uL), 2 unidades de Taq polymerasa (0,4 pL de una concentracion de 5
U/uL) (MP-1000U 5 U/uL Cat EPTQA100). A cada mezcla de reaccion se le afiaden 5 pL

de una dilucién 1/100 del extracto de ADN gendmico de cada muestra.

Para la amplificacion se llevé a cabo un ciclo inicial de desnaturalizacion de 7 min a
952C, seguido de 30 ciclos consistentes en una etapa de desnaturalizacién de 1 min a
9429C, seguido de la fase de apareamiento de 1 minuto a 40°C para la pareja de
cebadores REP y 532C para el cebador BOX, seguido de la fase de extension de 8
minutos a 652C, y de una ultima etapa al final de los 30 ciclos, de 16 minutos a 659C,

para pasar posteriormente a 42C (Tabla 5).
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4.3.3.3 Deteccion de secuencias especificas de genes biosintéticos: sistemas

PKS-I, PKS-II, NRPS

Para determinar la presencia de clisteres biosintéticos policétido sintasas (PKS-l y PKS-
II) y péptido sintetasas no ribosomales (NRPS), se utilizaron los ADN purificados como
molde para la reaccién de amplificacion de la Taq polimerasa y 3 parejas distintas de
oligonucledtidos: K1F/M6R dirigidos a secuencias PKS-I (Ayuso-Sacido y Genilloud,
2005); KSaF/KSPBR dirigidos a secuencias PKS-II (Ayuso-Sacido y Genilloud 2005); vy
A3F/A7R especificos para secuencias NRPS (Ayuso-Sacido y Genilloud 2005) (Tabla 6).

K1F: 5’-TSA AGT CSA CAT CGG BCA-3’
1250-1400
MB6R: 5'-CGC AGG TTS CSG TAC CAGTA-3
KSaF: 5'-TSG RCT ACR TCA ACG CSC ACG G-3'
800-900
KSbR: 5"-TACSAGTCS WTCGCC TGG TTC-3'
A3F: 5 -GCS TACSYS ATS TAC ACSTCS GG-3
700
A7R:5"-SAS GTCVCC SGTSCG GTAS-3

Tabla 6. Secuencias de los oligonucledtidos empleados para la deteccién de secuencias

especificas de genes biosintéticos.

Como en el caso de los andlisis de PCR-fingerprinting, todas las amplificaciones se
realizaron en un termociclador modelo MJ Research PT-200, equipado con tapa
caliente. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen de 50 uL que
contenia 0,4 uM de cada oligonucleétido, 0,2 mM de cada dNTPs (Roche™), 5 uL de
cada extracto de ADN, 1 U de Taq polimerasa (MP-1000U 5 U/uL Cat EPTQA100) en

tampdn de reaccién recomendado por el fabricante y 10% de DMSO (Tabla 7).

| |
5min - 952C 5min - 952C
10xtampon estandar 5 30s-952C 30s-952C
DMSO puro 10% 5 2min - 552C 35 ciclos 2min - 612C 35 ciclos
dNTPs (10mM) 4 Amin - 72°C 4min - 720C
oligo directo (100uM) 0,25 10min - 72°€ 10min - 72°C
Qligo reverso (100uM) 0,25
Tag DNA Pol 0,2
H20 30,3
Vol. Master mix 15 5min - 95°C
ADN 1/100 5 30s-95°C .
2min - 582C 35 ciclos
4min - 729C
10min - 722C

Tabla 7. Volumenes (expresados en ul) y parametros de amplificacién empleados para

la deteccidn de secuencias especificas de genes biosintéticos.
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Los parametros de amplificacion fueron los siguientes: un ciclo inicial de
desnaturalizacidn de 5 minutos a 952C seguido de 35 ciclos de 30 s a 952C, 2 minutos
a 559C para la pareja K1IF/M6R, 582C para la pareja KSa /KSB y 612C para la pareja
A3F/A7R y 4 minutos a 722C, seguido de 10 minutos a 729C al final de los 35 ciclos,

para pasar finalmente a 42C (Tabla7).

4.3.3.4 Digestion con Hin F1 de productos de amplificacion del sistema

NRPS

Los productos de amplificaciéon se purificaron con el GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit® (27-9602-01; Amersham Pharmacia Biotech™) para su posterior
digestion con la enzima HinF1 (Cat#E1061V, 1000 unidades; Amersham Pharmacia
Biotech™). Las condiciones de digestion fueron las siguientes: en un tubo Eppendorf
se afiadieron 16 pL de agua milli-Q™ estéril, 2 uL de 10X Buffer, 2 uL de DNAy 0,2 pL
de HinF1, esta mezcla se incubd 3 horas a 379C, y posteriormente se cargaron 1 uL en

un DNA chip (DNA 7500) Bioanalyzer® 2100 de Agilent Technologies™.

4.3.4 ANALISIS DE LOS PERFILES ELECTROFORETICOS

4.3.4.1 Geles de agarosa

Los productos de amplificacién obtenidos con los oligonucleétidos especificos para la
deteccidn de las distintas rutas biosintéticas se visualizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1,2 % (Invitrogen 48 pocillos Ref. GP-G8008-02) que contenian

previamente bromuro de etidio.

4.3.4.2 DNA chips

Los patrones de amplificacion, asi como los de digestion obtenidos se visualizaron
mediante electroforesis capilar usando el equipo Bioanalyzer® 2100 de Agilent
Technologies™ y los DNA chip (DNA 7500) que permiten la separacion de fragmentos
de ADN de doble cadena de un tamafio entre 100pb y 7500pb, siguiendo exactamente
el protocolo indicado por el fabricante
(https://www.agilent.com/en/product/automated-electrophoresis/bioanalyzer-

systems/bioanalyzer-instrument/2100-bioanalyzer-instrument-228250).
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4.3.5 SECUENCIACION DEL GEN RIBOSOMAL 16S ARNr Y ANALISIS
FILOGENETICO

El ADN gendmico de las cepas seleccionadas se utilizé como molde para la
amplificaciéon casi completa del gen 16S ARNr, mediante el empleo de los
oligonucledtidos fD1 (Weisburg et al., 1991) y rP2 (Lane, 1991). Los parametros que se
siguieron para llevar a cabo las reacciones de PCR fueron los siguientes: primero un
ciclo inicial de desnaturalizacidon de 5 minutos a 952C seguido de 35 ciclos de 30 s a
952C, 2 minutos a 532C y 4 minutos a 729C, posteriormente seguido de 10 minutos a

722C al final de los ciclos, para pasar por ultimo a 42°C.

Los productos de amplificacién fueron enviados a Secugen SL para su secuenciacion.
Los fragmentos de ADN se secuenciaron usando el ABlI PRISMDYE Terminator Cycle
sequencing Kit® y los fragmentos se resolvieron usando un ABI3130 Genetic Analyzer®
(Applied Biosystems™). Para cada producto de amplificacién se secuenciaron las dos

hebras usando los mismos oligonucledtidos usados para la amplificacidn inicial.

Las secuencias casi completas, de unos 1400 nt, se ensamblaron y editaron con la
aplicacion Assembler, incluido en el programa Bionumerics® de Appied Maths™
(versién 6.6) para su posterior andlisis y alineamiento. El alineamiento multiple de las
secuencias se realizé usando el programa ClustalX® (Thompson et al., 1997), integrado
en el software libre MEGA® versidn 6.06. (Tamura et al., 2013) donde se aplicaron los

parametros por defecto empleados en ClustalX®.

Posteriormente, los alineamientos de las secuencias nucleotidicas se corrigieron
manualmente para identificar posiciones con un alineamiento dudoso, principalmente
en los extremos de las secuencias, y asi poder corregirlas u omitirlas (Tindall et al.,
2010). Una vez alineadas, las secuencias se recortaron en sus extremos dejando unos
1300 nt que incluian alrededor de la posicion 100 hasta la 1400. El posterior andlisis
filogenético se realizd6 usando también el programa MEGA®. La matriz de distancias
entre cepas se calculé usando el algoritmo de Jukes y Cantor (Jukes y Cantor, 1969) la
cual se usé para construir un arbol filogenético mediante el método de Neighbor-
Joining (Saitou y Nei, 1987). Finalmente, para todos los arboles se obtuvieron los
valores del método no paramétrico de remuestreo (bootstrap) implementando 1.000

pseudo-réplicas.
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Ademas del arbol filogenético, las secuencias 16S ADNr se utilizaron para realizar una
identificacion filogenética de la especie mas cercana, proceso que se llevé a cabo
inicialmente mediante el analisis de BLAST® (Altschul et al., 1990) (Altschul et al., 1997)
y megaBLAST® (Zhang et al., 2000) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), frente a la
base de datos de cepas tipo con nombres procaridticos validados publicados (Chun et
al., 2007) (Kim et al., 2012). Después, se seleccionaron las 30 secuencias con valores
mas altos para el calculo de la similitud de secuencia por parejas (pairwise) usando un
algoritmo de alineamiento global que fue implementado con el servidor de EzTaxon®

server (Chun et al., 2007) (Kim et al., 2012) (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon).

4.3.6 ANALISIS DE CLUSTERS SEGUN LOS PATRONES DE AMPLIFICACION O
DE DIGESTION (PCR-fingerprinting)

Para el andlisis numérico de los perfiles de amplificacion obtenidos con cada técnica,
se utilizé el programa informéatico Bionumerics® de Applied Maths™ (versién 6.6)
(Louws et al., 1995; Vaneechoutte et al., 1999; Rademaker y De Bruijn, 1997; Versalovic
et al., 1998). Para cada uno de los casos se calculd la similitud entre los patrones de
bandas en base a las curvas densitométricas de cada una de las carreras, a partir de los
valores comprendidos entre 0 y 255 dentro de la escala de grises (400 puntos de
datos/curva densitométrica) mediante el coeficiente de similitud de Pearson o
coeficiente de correlacién del momento-producto o valor r (Pearson, 1926), aplicado a
la totalidad de las curvas densitométricas de los carriles del gel (Hane et al., 1993;
Rademaker y De Bruijn, 1997). El analisis de clusters de los valores de similitud

obtenidos se llevd a cabo mediante el algoritmo UPGMA.

Por otro lado, para el analisis de los patrones de digestion de los productos de
amplificacidn de las rutas biosintéticas detectadas se calculé la similitud entre parejas

de los patrones de digestion.

4.3.6.1 Estimacion de la diversidad de las cepas seleccionadas

Para para poder comparar las distintas técnicas empleadas por medio de la estimacion
de la diversidad, se requiere en primer lugar definir lo que es una OTU (Unidad
taxondmica operacional) en cada tipo de andlisis ya que la mayor parte de las
aproximaciones que se utilizan requiere datos sobre las frecuencias relativas de las
OTUs establecidas. Normalmente, una OTU se define al establecer un punto de corte

en el porcentaje de similitud entre las cepas a partir del cual todas aquellas que tengan
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un porcentaje mayor del punto de corte perteneceran a la misma OTU. Siempre y
cuando este punto de corte esté bien establecido y permanezca constante, la
diversidad estimada sera comparable y en consecuencia se podran comparar los

resultados obtenidos con las diversas técnicas (Hughes et al., 2001).

En esta tesis, para estimar la diversidad de las cepas se utilizd6 dos aproximaciones

estadisticas.

Por un lado, el indice de diversidad de Simpson (D) (Simpson, 1949) que es la
probabilidad de que dos cepas elegidas al azar sean de la misma OTU (y se calcula

mediante la férmula:

D=1-P

siendo P = X n(n-1) / N(N-1)

donde N es el total de organismos presentes y n es el nimero de ejemplares por
especie. Cuanto mdas cercano sea su valor al 100 % mayor diversidad presenta la

poblacién estudiada.

Y, por otro lado, el indice de diversidad de Shannon (H’) o de Shannon-Weiner que
tiene en cuenta la riqueza de las especies y la uniformidad de la distribucién del
numero de individuos de cada especie. Estd basado en la abundancia relativa de cada
taxon identificado. El valor de H’ es de 0 si solo hay una especie y alcanza su maximo
valor si todas las especies del conjunto estudiado estan representadas por un nimero
igual de individuos. En la mayoria de los ecosistemas naturales H’ varia entre 1y 5. (Zak

y Willig, 2004). La férmula del indice Shannon-Weiner es:
H’=-3(n/N)In(n/N)

donde N es el nimero total de cepas y n es el nimero de cepas en una OTU. Cuanto

mas cercano sea su valor a 5 mayor diversidad presenta la poblacién estudiada.

El indice de diversidad de Simpson (D) y el indice de Shannon-Weiner (H’) se calcularon

con Bionumerics®.
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4.4 FERMENTACION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS: PEQUENA, MEDIANA Y
GRAN ESCALA

4.4.1 CULTIVO DE LAS CEPAS

De las 49 cepas seleccionadas durante la campanfa de cribado, conservadas a -802C en
glicerol al 10%, se sembrd un taco de agar de cada una de las cepas en placa Petri (55
mm) con medio YME agar (4 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de extracto de malta,
4 g/L de glucosa, 20 g/L de agar). Estas placas se incubaron durante aproximadamente
4-5 dias a 282C hasta que se observo que el taco transferido habia producido suficiente
biomasa, y se extendié el taco con ayuda de una torunda de algoddn sobre la superficie

de la placa. Las placas se volvieron a incubar a 282C durante 4-5 dias adicionales.

Todas las cepas se preservaron y se volvieron a incorporar a la Coleccion en forma de
2 viales con 5 tacos de agar obtenidos con ayuda de un tubo de transferencia, que se
depositaron en un criotubo de 2 mL que contenia 1,2 mL de glicerol 10%. Dichos

criotubos se guardaron a -802C.

El cultivo de todas las cepas se inicid sembrando otros 5 tacos de agar en 10 mL de
medio liquido ATCC-2 (5 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de NZamina EKC, 3 g/L de
extracto de carne, 5 g/L de peptona, 10 g/L de dextrosa, 20 g/L de almidén de patata,
1 g/L de CaCOs (afiadido después de ajustar el pH a 7) y 1000 mL de agua destilada en
tubos de colonia (25x150 mm) con un cubreobjetos de cristal (25 mm) en su interior
para disgregar el micelio formado durante el crecimiento de la bacteria vy

homogeneizar el cultivo (Figura 34).

Figura 34. Tubos de colonia preparados a partir de tacos de agar en 10 mL de medio

liquido ATCC-2.
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Los tubos se agitaron a 220 rpm, 282C y 70% de humedad relativa, durante 4 dias en

un incubador Kihner™ modelo ISF-4-V®.

Después de ese tiempo, y antes de inocular los medios de fermentacidn, se le hizo una
prueba de esterilidad a cada uno de ellos en placas con BHI (Brain Heart Infusion Agar)
qgue se mantuvieron durante dos dias en estufa a 302C. Asimismo, se prepararon
cultivos de todas las cepas en matraces de hendidura de 250 mL (50 mL de medio ATCC-
2) para obtener mas volumen de inéculo necesario para posteriores fermentaciones a

mayor escala.

4.4.2 FERMENTACION DE LAS CEPAS

Las fermentaciones se pueden llevar a cabo en varios tipos de formatos dependiendo
del volumen de extracto que queramos generar o que necesitemos para la purificacién
de compuestos activos. En nuestro caso, se denominaron como “fermentaciones de
pequefia escala” a aquellas que se realizaron en viales EPA de 40 mL (10 mL de medio
por vial), “fermentaciones de mediana escala” a las que se realizaron en 2 matraces
Erlenmeyer de 500 mL (150 mL por matraz), y “fermentaciones de gran escala” a
aquellas que realizamos en 10 o mas matraces Erlenmeyer de 500 mL (150 mL de

medio por matraz) (Figura 35).

A) Fermentaciones de pequefiaescala  B) Fermentaciones de medianay gran escala

Figura 35. Formatos en los que se han llevado a cabo las fermentaciones de las cepas.
A) Viales EPA para fermentaciones de pequefia escala. B) Matraces de 500 mL para las

fermentaciones de mediana (2 matraces) y gran escala (+10 matraces).
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Los medios y condiciones empleadas para la fermentacion de cada cepa se
seleccionaron en base a las actividades obtenidas en el cribado de alto rendimiento.
Los medios previamente esterilizados en autoclave se dispensaron en los viales EPA o
matraces, segun el caso, y a continuacién se inocularon los cultivos manteniéndose en
agitacién a 220 rpm, 282C y 70% de humedad relativa durante 7 o 13 dias en un
incubador Kiihner con temperatura y humedad controladas. La composicién de los

medios de fermentacién utilizados fue la siguiente (Tabla 8):

Lactosa 40 Dextrina de maiz Tipo | (SIGMA D2006) 40
Harina de maiz (SIGMA-C6304) 40 N-Z Soy BL (SIGMA P6713) 7.5
Autolisado de levadura (SIGMA-43750) 5 Levadura primaria 5
Agua desionizada pH 7.0 hasta 1 litro MOPS (CALBIOCHEM 475898) 21

Agua desionizada pH 7.0 hasta 1 litro
Glucosa (PANREAC 131341) 5 Glicerol (PANREAC 141339) 60
Almidan soluble de patata (PANREAC 121096) 30 Harina de avena 15
Melaza de cafia 20 Pasta de tomate
Harina de semilla de algodén (Traders Protein) 20 CaCOs; (MERCK 8605747) 3
Agua desionizada pH 7.0 hasta 1 litro Agua desionizada pH 7.0 hasta 1 litro
Glucosa (SIGMA G-8270) 10 Sacarosa 45
Harina de mijo 20 MOPS (CALBIOCHEM 475898) 21
Harina de semilla de algoddn (Traders Protein) 20 Harina de avena 15
MOPS (FISHER BP-308) 20 Pasta de tomate 5
Agua desionizada pH 7.0 hasta 1 litro CaCO; (MERCK 8605747)

Agua desionizada pH 7.0 hasta 1 litro

Tabla 8. Composicién de los medios de fermentacidon seleccionados en base a las
actividades que los extractos de las diferentes cepas presentaron en el cribado de alto

rendimiento.

4.5 EXTRACCION DE LAS FERMENTACIONES: PEQUENA, MEDIANA Y GRAN
ESCALA

4.5.1 EXTRACCION DE LAS FERMENTACIONES

Después de los 7 o 13 dias de incubacidn, se prepararon las muestras para su ensayo
mediante la extraccién con disolventes orgdnicos de los metabolitos secundarios
producidos durante la fermentacién. Para ello se siguié un protocolo general de
extraccion total con acetona para las fermentaciones de pequeiia escalay un protocolo

mas especifico con butanol para el caso de las fermentaciones a mayor escala que nos
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permitio enriquecer los extractos en los compuestos de nuestro interés (ramoplaninas)

para su posterior aislamiento y purificacion (Cavalleri et al., 1984).

Durante los procesos de extraccion y fermentacién, todos los matraces, viales y placas
fueron registrados, identificados mediante cédigo de barras y escaneados para su
seguimiento, quedando identificada cada cepa, los medios de fermentacion, el tipo de
extraccion realizada y la localizacién de cada muestra en las placas de la coleccion en
una base de datos interna Oracle (Nautilus® LIMS Thermo™). Todo ello facilité el

seguimiento y posterior analisis de resultados tanto biolégicos como quimicos.

4.5.2 EXTRACCION CON ACETONA A PEQUENA ESCALA

A los viales de fermentacion (EPA™) se les afiadié la misma cantidad del disolvente
organico acetona (Merck™) que de volumen de fermentacién (10 mL) mediante una
bomba peristaltica Masterflex™ L/S (modelo 77800-50°), se taparon herméticamente
y se mantuvieron en agitacion orbital a 220 rpm en un incubador Kithner™ durante
una hora, en la que se hizo un descanso de 10 minutos transcurridos los primeros 30
minutos. Tras la agitacion se transfirieron 12 mL de sobrenadante a tubos de vidrio de
16 mm a los que se afiadié 0,6 mL de Dimetilsulféxido (DMSO, Merck™) y se pusieron
a evaporar durante toda la noche bajo corriente de nitréogeno hasta un volumen final

de 3 mL (80% agua y 20% DMSO).

Se considera que la concentracidon de todos los compuestos producidos durante la
fermentacién es 1X equivalentes de fermentacion, cuyas unidades denominamos WBE
(Whole Broth Equivalent). De esta manera, la concentracidn final de los compuestos

en los extractos resulté ser de 2X WBE.

Por ultimo, se distribuyeron alicuotas de 500 L en varias placas de almacenamiento
de 96 pocillos ABgene® 0765 de ThermoFisher™ con un robot pipeteador de liquidos
MultiProbe® Il HT EX de Perkin EImer™. Estas placas se sellaron con un termo-sellador
de placas Plateloc® de Agilent Technologies™, una se almacend a 42Cyy se utilizé en los
sucesivos ensayos y analisis, y el resto del material se almacend en las mismas

condiciones a -20°C.

4.5.3 EXTRACCION CON BUTANOL A MEDIA ESCALA

A los 2 matraces Erlenmeyer de 500 mL fermentados para cada condicién activa se les

afiadié la misma cantidad del disolvente orgédnico acetona (Merck™) que de volumen
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de fermentacion (150 mL) mediante una bomba peristaltica Masterflex® L/S (modelo
77800-50), se taparon herméticamente con tapones de silicona y se mantuvieron en
agitacién orbital a 200 rpm en un incubador Kiihner durante 1 hora en la que se hizo
un descanso de 10 minutos transcurridos los primeros 30 minutos. Se tomd una
alicuota de cada matraz de 20 mL y el resto se almacend a -202C. La acetona de cada
vial se evapord bajo corriente de nitrédgeno tras lo cual se midid el pH que se ajusté a
3,5y se afiadieron 10 mL de acetato de etilo (Merck™) a cada vial. Los viales se agitaron
entonces a 200 rpm en Kiihner durante 8 horas. Transcurrido este tiempo el contenido
de los viales se centrifugd en centrifugas Hettich™ Rotanta® 460 RS a 3000 rpm
durante 5 minutos y se guardd en congelador a -202C durante 2 horas. Después se
decantd y se desechd el sobrenadante (la fase de acetato de etilo, no congelada), y por
otro lado se descongeld la fase acuosa. Se midié el pH y se ajustd a 3,5 se le afiadid a
cada vial un volumen de 10 mL de butanol y se mantuvieron en agitacién orbital a 200
rom durante 8 horas. A continuacion, el contenido de los viales se centrifugd en
centrifugas Hettich™ Rotanta® 460 RS a 3000 rpm durante 5 minutos y se guardé en
congelador a -202C en reposo para favorecer la aparicién de dos fases en un
congelador a -209C durante 8 horas. Después se decantd el sobrenadante de cada uno
de ellos (8 mL de fase butandlica) que se evapord en tubos de 16 mm en corriente de
nitrogeno hasta sequedad en Turvovap™. Finalmente, a cada uno de ellos se le
afiadieron 200 pL de DMSO y 800 uL de agua para hacer una placa de extractos

concentrada a 8x WBE.

4.5.4 EXTRACCION CON BUTANOL A GRAN ESCALA

A 10 matraces Erlenmeyer de 500 mL se les afiadié la misma cantidad del disolvente
organico acetona (MercK™) que de volumen de fermentacion (150 mL) mediante una
bomba peristaltica Masterflex® L/S (modelo 77800-50), se taparon herméticamente
con tapones de silicona (Figura 36) y se mantuvieron en agitacion orbital a 200 rpm en
un incubador Kiihner durante 3 horas. Se evapord la acetona de cada matraz bajo
corriente de nitrégeno (Figura 36) tras lo cual se juntaron todos los matraces en un
vaso de precipitados y se ajusté el pH a 3,5. Se volvid a repartir el extracto en 10
matraces y se afiadieron 150 mL de acetato de etilo (Merck™) a cada uno para realizar
una primera particion liquido/liquido. Los matraces tapados se agitaron entonces a 200
rpm en Kithner durante 8 horas. Transcurrido este tiempo el contenido de los matraces

se centrifugd en centrifugas Hettich™ Rotanta® 460 RS a 7500 rpm durante 5 minutos
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y se guardé en congelador a -202C durante 2 horas. Después se decantd y se desechd
el sobrenadante (la fase de acetato de etilo, no congelada), y por otro lado se
descongeld la fase acuosa que se homogeneizd, ajustdé a pH 3,5, se repartié en 10
matraces y se le afiadid a cada matraz un volumen de 150 mL de butanol y mantuvieron
en agitacion orbital a 200 rpm durante 8 horas para realizar una segunda particion
liquido/liquido. A continuacién, el contenido de los matraces se centrifugd en
centrifugas Hettich™ Rotanta® 460 RS a 7500 rpm durante 5 minutos y se guardd en
reposo para favorecer la aparicién de dos fases en un congelador a -202C durante 8
horas. Después se decanto el sobrenadante de cada uno de ellos (la fase butandlica)

gue se evapord en matraces bajo corriente de nitrégeno hasta sequedad.

Figura 36. Extraccion con butanol a gran escala. A) Acetona afiadida a los matraces

Erlenmeyer de 500 mL mediante una bomba peristaltica Masterflex®. B) Evaporacion

de la acetona de los matraces mediante corriente de nitrégeno.

4.6 DESREPLICACION QUIMICA MEDIANTE HPLC-MS

Los extractos se analizaron en las sucesivas etapas del proceso de descubrimiento de
farmacos mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada con deteccidn
mediante Espectroscopia Ultravioleta y Espectrometria de Masas (en inglés HPLC-UV-
MS). Los espectros de UV y masas obtenidos se compararon con los de metabolitos
secundarios que se guardan en una base de datos interna. Esta base de datos contiene
los datos de HPLC-UV-MS de mds de 1.000 productos naturales con actividad
antimicrobiana, la mayoria de ellos representantes de una familia diferente de
moléculas, entre los cuales se encuentran la ramoplanina A2, la ramoplanosa y las

enduracidinas Ay B.
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Este anadlisis se llevd a cabo en un HPLC acoplado a un espectrometro de masas
cuadrupolo simple (Agilent™ MSD1100®), mediante una columna Agilent™ Zorbax SB-
C8 (2,1 x 30 mm) mantenida a una temperatura constante de 402C y con un caudal de
300 pL/min. El solvente [A] estaba compuesto por un 10% de acetonitrilo y un 90% de
agua con 1,3 mM de acido trifluoroacético y formiato amadnico, y el solvente [B] estaba
formado por un 90% de acetonitrilo y un 10% de agua con 1,3 mM de 4cido
trifluoroacético y formato amdnico. El gradiente comenzd con 10% del solvente [B] y
llegd al 100% de este mismo solvente [B] en 6 minutos; la elucién con 100% del
solvente [B] se mantuvo durante 2 minutos y se volvié al 10% de [B] en los 2 minutos
siguientes hasta inicializar el sistema. Se registraron los espectros de UV de 100 a 900
nm en intervalos de 0,25 seg/scan utilizando un detector de diodos (DAD). La
ionizacion del disolvente de elucién se obtuvo mediante una fuente de electro espray
ESI de Agilent™ MSD1100® ajustado a un flujo de gas secante a 11 L/min a 325 2Cy
una presion del nebulizador a 40 psig. El voltaje del capilar se establecié a 3500 V. Los
espectros de masas se recogieron en escaneado completo desde 150 m/z a 1500 m/z,
con un escaneado cada 0,77 segundos en ambos modos: idn positivo (POS) y negativo

(NEG).

El estudio de los perfiles obtenidos se hizo mediante una aplicacién informatica interna
donde los valores de UV-DAD, tiempo de retencion, y los espectros de masas POS y
NEG de las muestras de nuestro interés, se contrastaron con los de metabolitos
conocidos ya almacenados en dicha base de datos (Perez-Victoria et al., 2016). Todos
los resultados son comparables puesto que las condiciones de cromatografia y

deteccion que se utilizaron fueron los mismos que para la creacién de la base de datos.
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4.7 FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS A MEDIA'Y GRAN ESCALA

4.7.1 FRACCIONAMIENTO Y PURIFICACION POR HPLC

Los fraccionamientos a escala semipreparativa o preparativa se realizaron en un
equipo HPLC-preparativo Gilson™ GX-281 322H2¢®, con deteccidn UV-Vis, que disponia
de un colector de fracciones y de un sistema automatico de inyeccion de muestra

(Figura 37).

Figura 37. Fotografia del equipo HPLC-preparativo GilsonTM GX-281 322H2® con el

que se realizaron los fraccionamientos a escala semiprepartiva o preparativa.

La columna utilizada en el caso de los fraccionamientos semipreparativos fue una
Agilent™ Zorbax® SB-C8 (250 x 9 mm, 5 um). Se colectaron 80 fracciones, en intervalos
de medio minuto, que contenian un volumen total de 1,8 mL cada una en un gradiente
de acetonitrilo en agua a 3,6 mL/min de 5% a 0 minutos y 100% acetonitrilo a 38
minutos manteniéndose hasta los 40 minutos. Tanto el agua como el acetonitrilo se

utilizaron con modificador acido TFA 0,1%.

En cuanto a la columna utilizada en los fraccionamientos preparativos fue una
Agilent™ Zorbax® SB-C8 (212 x 250 mm, 7 um). Se colectaron 80 fracciones (una por
cada medio minuto) que contenian 10 mL de fase mévil cada una en gradientes
variables de acetonitrilo 0,1% TFA en agua 0,1% TFA a 20 mL/min. El evaporado de los
disolventes de cromatografia se llevé a cabo en un evaporador centrifugo Genevac™

HT-8°.
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4.8 PURIFICACION DE RAMOPLANINAS A PARTIR DE LA CEPA CA-178528

La purificacion de las moléculas de interés se basd en el fraccionamiento sucesivo
guiado mediante actividad biolégica y composicidn quimica de las fracciones de interés

hasta la obtencién de los compuestos puros (>90% por RMN).

4.8.1 PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Con una bomba Masterflex® L/S (modelo 77800-50) se afiadieron un total de 1,5 L de
acetona a un total de 1,5 L de caldo de fermentacion de la cepa CA-178528 crecida en
medio FR23 durante 13 dias, que habian sido preparados en 10 matraces de 150 ml
cada uno. Cada matraz se cerré herméticamente con tapones de silicona y se agitaron
durante 3 horas a 220 rpm en una camara Kihner a temperatura ambiente (22 2C).
Después, la acetona de los matraces se evaporé bajo una corriente de vapor de
nitrégeno, se ajustoé el pH a 3,5 y se afiadié 150 mL de acetato de etilo (EtOAc) a cada

uno de los 10 matraces de 500 ml, haciendo un total de 1,5 L.

Se llevé a cabo una particion liquido/liquido mediante agitacion durante la noche (15
h) a 220 rpm en una camara Kihner a temperatura ambiente (22 2C). Transcurrido
este tiempo el contenido de los matraces se centrifugd a 7500 rpm en una centrifuga
HettichTM Rotanta® 460 RS durante 10 minutos y se guardd a -20°C durante la
siguiente noche (18 h). Después se descarté la fase organica (EtOAc) por decantacién
y la fase acuosa, una vez descongelada se ajustd a pH 3,5. Finalmente, se afadieron
1,5 L de n-butanol (150 mL por matraz) y se realizé una segunda particion
liquido/liquido mediante agitacién durante la noche (15 h) a 220 rpm en una cdmara
Kiihner a temperatura ambiente (222C). El contenido de los matraces se centrifugé de
nuevo a 7500 rpm en una centrifuga HettichTM Rotanta® 460 RS durante 10 miny se
almacenaron a -202C durante la noche. La fase organica (fase butandlica, n-BuOH) se
recogié por decantacién y se evapord bajo una corriente de vapor de nitrégeno hasta

sequedad.

Por ultimo, el residuo seco se disolviéd en 8 mL de DMSO 100% obteniéndose una

solucidn transparente que se filtrd a través de varios filtros de jeringa de 2 um.
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4.8.2 FRACCIONAMIENTO Y PURIFICACION

Inicialmente, con una veinteava parte (1/20) del material se realizd una prueba a
pequefia escala de la separacién de los metabolitos de interés mediante un

fraccionamiento en fase reversa en un equipo HPLC- GilsonTM GX-281 322H2°.

Para ello, en una columna AgilentTM Zorbax® SB-C8 (250 x 9 mm, 5 pum) con su
correspondiente precolumna, se colectaron 80 fracciones, a intervalos de medio
minuto (1,8 mL por fraccidn) con un gradiente de acetonitrilo en agua a 3,6 mL/min de
5% de 0 a 2 minutos, de 5% a 70% de 2 a 35 minutos, y de 70% a 100% de 37 a 39
minutos, mantenido en 100% hasta los 45 minutos. Tanto el agua como el acetonitrilo
se utilizaron con modificador acido TFA 0,1%. Monitorizando la cromatografiaa 210y

280 nm.

Una vez confirmada mediante el analisis por HRMS la presencia de las nuevas
ramoplaninas en las fracciones activas correspondientes, se pasd a realizar un
fraccionamiento del resto del extracto butandlico mediante cromatografia de fase
reversa de baja resolucion (flash), en un equipo automatizado CombiFlash Teledyne
ISCO Rf400x, empleando resina C-18 Phenomenex (0,040-0,063 mm) como fase
estacionaria. Para ello, el extracto de la cepa CA-178528 se disolvié en DMSO (1,2 mL)
y se separo (en columna de fase reversa C-18 (72,48 g; 0,040-0,063 mm) empleando
una fase mévil CH3CN (0.1 % TFA): H,0 (0,1% TFA) a un flujo 15 mL/min, y un gradiente
del 20% a 60% CHsCN (0.1% TFA) en 43 min, del 60% CH3CN hasta 100% en 7 min +
100% CH3CN en 25 min. La deteccion UV se monitorizé a 210y 280 nm.

Una vez colectadas las fracciones, se evaporé el disolvente organico de cada una de
ellas y el residuo acuoso se sometié a liofilizacion. Los disolventes empleados en
extracciones (grado reactivo) y purificaciones (grado HPLC) fueron adquiridos de
Merck, y usados sin posterior purificacion. La evaporacién de los disolventes se llevo a

cabo en un evaporador centrifugo GeneVac EZ2°.

Atendiendo a la actividad de las fracciones, estas se gruparon en 3 bloques que fueron
fraccionados por fase reversa mediante un equipo HPLC preparativo Gilson™ GX-281

322H2°.

Asi, en una columna Agilent™ Zorbax® SB-C8 (212 x 250 mm, 7 um) se colectaron 80

fracciones, una por cada medio minuto (1,8 mL por fraccién), con un gradiente de
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acetonitrilo en agua a 3,6 mL/min de 5% de 0 a 3 minutos, de 5% a 60% de 3 a 36
minutos, de 60% a 100% de 37 a 39 minutos mantenido en 100% hasta los 45 minutos.
Tanto el agua como el acetonitrilo se utilizaron con modificador acido TFA 0,1%.

Monitorizando la cromatografia a 210 y 280 nm.

Posteriromente, se formaron dos grupos combinando las diferentes fracciones
procedentes de los fraccionamientos, segun su absorbancia en UV a 210nm y para
ambos grupos se realizé un analisis por HRMS para confirmar la presencia de los
compuestos a purificar. Cada uno de los grupos se secaron por corriente de vapor de
nitrégeno y se reconstituyeron en la minima cantidad posible de DMSO y fueron
filtrados a través de varios filtros de jeringa de 2 um. De este modo, se obtuvieron dos

muestras de 300 pL enriquecidas en los compuestos de interés para ser re-purificadas.

La re-purificacion de ambos grupos , se llevd a cabo mediante un fraccionamiento
preparativo isocratico con 28 % de acetonitrilo en agua y 0,1% de TFA. se realizaron
inyecciones seriadas (en total 4 inyecciones) de 70 pL en una columna Agilent™
Zorbax® SB-C8 (212 x 250 mm, 7 um) con su correspondiente precolumna, se
colectaron fracciones de 20mL, que se combinaron atendiendo a las longitudes de
onda de la cromatografia (210 y 280 nm). Como resultado de todo el proceso descrito
se obtuvo una nueva ramoplanina cuya pureza y estructura se determiné mediante

espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) y espectroscopia de RMN.

4.8.3 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE NUEVAS RAMOPLANINAS

La elucidacion estructural de los nuevos productos naturales se basé en el analisis de
los datos obtenidos mediante el empleo de distintas técnicas espectroscdpicas,
incluyendo de forma significativa la espectrometria de masas de alta resolucién
(HRMS), mediante la cual se obtuvo informacién sobre peso y férmula molecular asi
como de los fragmentos clave de la molécula, y la espectroscopia de RMN
monodimensional (*H y 3C) asi como experimentos bidimensionales de correlacién *H-
'H como COSY y NOESY y de correlacién *H-13C como HSQC editado y HMBC, mediante
los cuales fue posible establecer la estructura plana de los compuestos y la
estereoquimica relativa. Los espectros de RMN se adquirieron en un Espectrometro
Bruker Avance Ill de 500MHz, empleando una criosonda de 1,7 mm. Los espectros de
masas de alta resolucién se obtuvieron mediante un analizador Bruker™ maXis®

(Martin et al., 2014). La comparacién con patrones de ramoplanina A2, hizo posible la
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generacioén de hipdtesis estructurales de moléculas desconocidas a partir del anélisis
de los resultados de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) mono- y bidimensional y
espectrometria de masas, permitiendo la caracterizacion estructural de las nuevas

ramoplaninas obtenidas.

4.9 ESTUDIO DEL PERFIL FARMACOLOGICO

4.9.1 ENSAYO DE DETECCION DE INHIBICION DE CITOCROMOS POR LC-MS

El citocromo P450 (CYP450) es una familia de hemoproteinas presentes en gran
numero de especies, desde bacterias a mamiferos, que son responsables del
metabolismo de xenobidticos convirtiendo estos compuestos en moléculas mas
polares, mas hidrosolubles y, por tanto, mas facilmente excretables. En humanos, se
conoce la presencia de estos enzimas en todo el organismo, principalmente en érganos
tales como higado, intestino, corazén y rifidén, y esta amplia distribucion tisular se
justifica debido al gran numero de funciones que realizan ya que dichas enzimas
también intervienen en la biosintesis de algunos compuestos endégenos (hormonas y
moléculas sefializadoras). No obstante, el higado es el érgano con mayor expresién del

citocromo P450 y se considera el principal drgano de metabolizacidon de xenobiéticos.

Muchas interacciones farmacolégicas son el resultado de una alteracién del
metabolismo del CYP450, y la inhibicién de la actividad catalitica de sus diferentes
isoformas es una de las principales formas de interaccién medicamentosa que se

conocen (Dresser et al., 2000).

En este contexto, se han realizado ensayos para observar la posible inhibicion de la
nueva ramoplanina en las isoformas mas relevantes de CYP450, utilizando un método
basado en microsomas hepaticos y usando como deteccidon la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Este método semi-automatizado (Figura
38) se ha validado con diferentes compuestos comerciales que permiten asegurar la
reproducibilidad y la robustez de los datos obtenidos. Se eligieron las isoformas de los
citocromos mas representativas por expresion hepatica y capacidad de

biotransformacidn de farmacos conocidos en el hombre: CYP3A4, CYP2C9 y CYP2D6.
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Biomek FX Packard EP3 Thermo Multidrop

Compuestos y diluciones l Muestras & Cofactores l Enzima ,

API4000 ,Micromass Quatro, HPLC

Figura 38. Esquema general del método semi-automatizado del ensayo de inhibicién
de citocromos basado en el andlisis por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas.

Se utilizaron microsomas humanos que contienen todo el complemento citocromico y
sustratos selectivos por cada isoforma. Para evaluar la capacidad de inhibir la actividad
de CYP450 se calculd la Clsg (concentracién que inhibe al 50%) mediante la
monitorizacion de la formacidon de un metabolito especifico de cada isoforma en
presencia del compuesto de estudio. Para la isoforma CYP3A4 se eligié como referencia
de sustrato metabolizado la testosterona que se metaboliza selectivamente a 6-
hidroxitestosterona. Para la puesta a punto de esta metodologia se testaron 6
inhibidores de la isoforma. Se compararon los valores de Clsp obtenidos para estos
inhibidores con los reportados en la literatura (Di Marco et al., 2005; Obach et al.,
2006). Para la isoforma CYP2C9 se utilizé como sustrato sonda el diclofenaco que se
transforma en 4’-hidroxidiclofenaco. Con el fin de poner a punto el proceso se testaron
7 inhibidores de la isoforma y se compararon los valores de Clso obtenidos con los
reportados en la literatura (Bell et al., 2008; Ma et al., 2000). Para la isoforma CYP2D6
se us6 el dextrometorfano que pasa a dextrofano. Se testaron 7 inhibidores de la
isoforma para poner en marcha el ensayo y se compararon los valores de Clsp obtenidos

con los reportados en la literatura (McGinnity et al., 2008).
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Las incubaciones para evaluar la inhibicién de CYP450 se realizaron en un formato de
placa de 96 pocillos a 37 ° C. La incubacién final (200 uL de volumen total) contenia
0,25 mg /mL de proteina en forma de microsomas hepaticos humanos (HLM) en
tampon de fosfato de potasio 100 mM (pH 7,4), NADPH 1 mM y el compuesto a 0,078;
0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 11; 22; 44 y 87,5 uM. La concentracién de sustrato para
CYP3A4 fue 50 uM de testosterona y el tiempo de incubacién 15 minutos. En el caso
de CYP2D6, la reaccidn se realizd con 22 uM de dextrometorfano durante 15 minutos.
Para CYP2C9, la incubacidn se realizé con diclofenaco 10 uM durante 15 minutos. El
compuesto en DMSO/AcN (v/v) (2 pL) se mezcld con 98 pL de solucién de NADPH, y las
reacciones se iniciaron mediante la adicidon de 100 pL de solucién de que contenia el
sustrato sonda en cada caso y los HLM. Las reacciones enzimaticas se detuvieron con
la adicién de una solucidn de parada (90 uL) de acetonitrilo que contenia patrones
internos para el analisis por LC-MS (60 ppb de cortisona, 100 ppb de 4'-hidroxiclifenaco
13C6, 60 ppb de levallorfan) (Pérez et al., 2015).

Los controles como ketoconazol para CYP3A4, quinidina para CYP2D6 o sulfafenazol
para CYP2C9, se incluyeron en todas las placas de incubacion. El contenido final de
DMSO se establecio en 0,35% para todas las isoformas. Los liquidos sobrenadantes de
la reaccidn se obtuvieron mediante 10 minutos de centrifugacién a 3717 g (4 ° C), y se
analizaron por LC-MS para la cuantificacién relativa de los metabolitos (6B-
hidroxitolstosterona, 4'-hidroxidiclofenaco, o dextrorfano) generado a partir de los

sustratos sonda correspondientes.

El andlisis cuantitativo de los metabolitos del sustrato de la sonda en el sobrenadante
de reaccidn se realizé usando un cromatégrafo de liquidos Shimadzhu AD10 acoplado
a un espectrometro de masas API14000 (triple cuadrupolo) (AB SCIEX). La separacién
cromatografica se obtuvo usando una columna Discovery HS C18 (50 mm, 2 mm, 5 um)
(Supelco, Torrance, CA) precedida por una precolumna Discovery HS C18. La
temperatura de la columna era de 25 ° C. La fase movil consistié en 2 soluciones: (A)
agua/metanol 90/10 (v/v) en acido formico al 0,1% y (B) acetonitrilo/agua en acido
formico al 0,1%. La fase moévil B se mantuvo al 10% durante 0,5 minutos, luego se
aumenté al 45% de B durante 1,50 minutos. Esta composicidén de solventes se mantuvo
durante 0,30 minutos, y a continuacidon se aumentd de nuevo hasta el 95% de B
durante 2,30 minutos y se mantuvo asi durante 0,50 minutos para finalmente volver al

10% de B durante 0,10 minutos para reequilibrar el sistema durante 0,61 minutos. El
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tiempo de ejecucidn total fue de 3,51 minutos, con un caudal de 1 mL/minuto (Pérez

etal., 2015).

En el espectrémetro de masas se utilizéd con la sonda de ionizacién quimica a presién
atmosférica (APCI) en modo positivo y en modo de fragmentacion de monitorizacién
de multiples reacciones (MRM). La integracion de los picos cromatograficos tanto de
los metabolitos sonda como de los patrones internos se llevé a cabo mediante la

herramienta de software Analyst (ABSciex).

4.9.2 CITOTOXICIDAD IN VITRO

Para determinar la citotoxicidad de los extractos y los compuestos aislados de ellos, se
utilizaron dos lineas celulares: HepG2 (carcinoma hepatocelular, ATCC® CCL-8065) y
THLE-2 (hepatocitos ATCC® CRL-2706TM). Las células fueron mantenidas en medio
esencial minimo (MEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino FBS (Suero fetal
bovino), L-glutamina 2 mM, piruvato sédico 1 mM y aminoacidos no esenciales 100
UM. Ademds, ambas lineas celulares fueron incubadas a 372C, 5% de CO, y 95% de

humedad.

4.9.2.1 Ensayo colorimétrico de reduccion de MTT

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol, también conocido como MTT, realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabdlicamente activas. En este
proceso (Figura 39) el MTT, compuesto hidrofilico de color amarillo, se transforma en
formazan, compuesto azul e hidrofébico, permitiendo determinar de esta manera la
funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de formazan producido

es proporcional a la cantidad de células viables (Verhulst et al., 1998).

Las células HepG2 y THLE-2 fueron sembradas en placas tratadas para cultivo celular
de 96 pocillos a una concentracién de 10.000 células/pocillo para el caso del ensayo a
72 horas y 20.000 células/pocillo para el caso del ensayo a 24 horas y se dejaron
incubando durante 24 horas. A continuacidn, se afiadieron las muestras (extractos o
compuestos) a dos diluciones (1:20 y 1:40) utilizando un dispensador robdtico de
placas multipocillo BiomekFX® (Beckman™) y se incubaron de nuevo 24 y 72 horas. El
porcentaje maximo de DMSO se fij6 a 0,5%. Previamente se realizé una curva de DMSO

para cada linea celular, observdndose qué concentraciones por debajo de 2% de DMSO
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no tenian ningun efecto significativo. Como control positivo (100% de muerte celular)
se empled metil-metanosulfonato (MMS) a 4 mM y como control negativo (0% de
muerte celular) DMSO 0,5%. Asimismo, se incluyeron curvas de estdndares conocidos
como son actinomicina D, doxorrubicina y rotenona. Transcurridos los 2 diferentes
tiempos de ensayo (24 y 72 horas), se afiadi6 MTT (Sigma-Aldrich™), a una
concentracion final de 0,5 mg/mL, y se incubd durante 3 horas mas. Por ultimo, se
determiné la concentracidon de formazdn generado mediante espectrofotometria a

570 nm en un lector de placas multipocillo Victor2® (PerkinElmer™).

®
=N
Br
S Y >:N
Sz
MTT FORMAZAN
Color amarillo (410 nm) Color morado (570 nm)

Figura 39. En este proceso el MTT, compuesto hidrofilico de color amarillo, se
transforma en formazan, compuesto azul e hidrofdbico, permitiendo determinar de

esta manera la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas.

Los datos fueron analizados utilizando el programa de célculo Screener® (Genedata™),

tomando como 100% de muerte celular (control positivo) el tratamiento con MMS 4
mM, y como 0% de muerte celular (control negativo) el 0,5% de DMSO. El porcentaje

de muerte celular para cada concentracion se calculé aplicando la siguiente férmula:

% Muerte celular = 100 x (control negativo - compuesto / control negativo - control

positivo)
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4.9.3 TOLERABILIDAD LOCAL

4.9.3.1 Actividad hemolitica in vitro

La hemdlisis de los eritrocitos se considera un indicador de la tolerabilidad local de los
analogos de ramoplanina (Ciabatti et al., 2007), por lo que se evalud este pardmetro
en base a los métodos sugeridos en la bibliografia. El protocolo seguido para llevar a
cabo los experimentos se adapté del reportado para analogos semisintéticos de
ramoplanina (Ciabatti et al., 2007) y del reportado para monoésteres de acidos grasos

de dos familias de trisacaridos (Carvalho et al., 2015).

Se emplearon eritrocitos obtenidos de una muestra de sangre fresca de perro (C.T.V.,
Centro de Transfusién Veterinario, 28703 Madrid) que se centrifugd a 2000 g druante
10 min a 209C. El plasma se decantd y se afiadié un volumen igual al descartado de
solucién salina al 0,9% en agua para resuspender los eritrocitos. Este procedimeinto
de lavado se repitid 3 veces. Con los eritrocitos resultantes de este proceso se

determiné la capacidad hemolitica de los compuestos objeto de nuestro estudio.

Las correspondientes diluciones de los compuestos a evaluar se prepararon en
solucidn salina, y en tubos Eppendorf de 1,5 mL se afiadieron 100 puL de compuesto y
400 plL de la suspension de eritrocitos y se agitd suavemente durante 3 segundos.
Seguidamente, se incubaron las muestras durante 15 minutos en un bafio de agua a
3729C. Después de la incubacién, se separaron los eritrocitos por centrifugacién a 3000
g durante 6 minutos a 52C. Se retird el sobrenadante y 250 plL de cada muestra se
transfirieron a una placa de ensayo de 96 pocillos donde se analizé el contenido de
hemoglobina midiendo la absorbancia a 540 nm mediante un EnVision™
(PerkinElmer). Se preparé una adecuada dilucién de la muestra con solucidn salina
para asegurar que la absorbancia obtenida se encontrara dentro del rango dindmico

lineal del instrumento. El experimento se realizo por triplicado.

La hemolisis se determind como un porcentaje comparando la absorbancia de los
sobrenadantes con la muestra de control totalmente hemolizada con agua destilada.
La muestra de control de hemdlis total se prepard afiadiendo 3600 pL de agua
destilada a 400 puL de suspension de eritrocitos agitando suavemente durante 3
segundos e incubando durante 30 minutos de la misma forma que se hizo con las
muestras de compuesto. Después de la incubacidn y centrifugacion la lectura de la

absorbancia a 540 nm porciond el valor que representaba la hemolisis total de
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referencia correspondiente al contenido total de hemoglobina en la suspensién de

eritrocitos empleada en este ensayo.

El grado de hemdlis debido a la actividad de los compuestos se calculé de acuerdo con

la siguiente férmula:

%H= [(Hb-Hbo) /Hbiot]x100

donde:

Hb: absorbancia de cada muestra

Hbo: absorbancia de la hemdlisis basal (control negativo)

Hb:ot: absorbancia total de sangre (control positivo)
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ESQUEMA GENERAL DEL FLUJO DE TRABAJO DESARROLLADO EN LA TESIS

En base a los objetivos planteados en esta tesis, en la Figura 40 se presenta un esquema
general del flujo de trabajo realizado, indicandose con numeros la secuencia temporal del
mismo: 1) Ensayo de cribado de alto rendimiento frente a diana especifica (LiaRS) de un
grupo de extractos de la coleccidn de PN de la Fundacién MEDINA; 2) andlisis de los
extractos por LCMS y ensayo de marcaje de macromoléculas (Labeling); 3) Confirmacion
de activos; 4) caracterizacion de las cepas; 5) caracterizacidon quimica de los extractos; 6)
obtencién de nuevas ramoplaninas; 7) caracterizacion bioldgica de las nuevas

ramoplaninas.

1 * Refermentaciones 10 mL
2 Lems 3 -
cribado de alto rendimiento >+ » Confirmacién activos Extraccion acetona
‘ Labeling * LiaRS + Panel actividad
.i'. *+  LCMS/HRMS
*
LiaRS
a 5
Caracterizacion CEPAS productoras Caracterizacion de EXTRACTOS
* Identificaciéon morfoldgica * Refermentaciones 100 mL
*  165-23S (IGS-PCR) ¢ Extraccién acetona
Identificacién .
*  BOX-PCR/REP-PCR *  Extraccién butanol
quimica : o
*  PKS-I, PKS-Il, NRPS *  LiaRS + Panel actividad
» Citotoxicidad
+  LCMS/HRMS
* Refermentaciones 1,5 L 6 7
*  Extraccion butanol Obtencion o
«  Seguimiento: LiaRs + HRMS NUEVAS ——p  COracterizacion Biologica
e . NUEVAS Ramoplaninas
*  Purificacién Compuesto Ramoplaninas
*  Elucidacién estructural

Figura 40. Esquema general de trabajo que se ha desarrollado a lo largo de la tesis, con la

secuencia temporal indicada con nimeros consecutivos.

Siguiendo este mismo esquema se desarrollan a continuacion los resultados obtenidos.
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5.1 PROCESO DE CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO

5.1.1 ENSAYO “LiaRS”

El sistema de dos componentes LiaRS (del inglés “Lipid Il cycle Interfering Antibiotic
Sensor and response Regulator”) es uno de los diferentes sistemas que coordinan la
respuesta genética a la accion de antibidticos que acttan inhibiendo la sintesis de la pared
celular. En concreto, responde especificamente a diversos antibidticos que interfieren
con el lipido Il de la biosintesis del peptidoglicano, tales como la bacitracina, vancomicina

y ramoplanina (Mascher et al., 2004).

La proteina reguladora de la respuesta es LiaR, mientras que LiaS es la histidina quinasa
sensora. Este sistema se codifica como una parte del operdn lialH-liaGFSR, y la activacion
de LiaR da lugar a la induccién del promotor lial (P;a) que da como resultado no solo una

fuerte regulacién del operdn lialH, sino del locus lia completo (Figura 41).

Estimulo externo \/x
—

=00

SENSOR b
LiaS
'Y
REGULADOR
O Q LiaR

I\\ l
| cat-lacZ >
I
[ N : r{ ) { N { r-\{ I\\{ )
! 74 V V/ 4 ! !
ygd ld — laH  leG  liaF lidS  liaR

Figura 41. Esquema del sistema de dos componentes LiaRS y fundamento del ensayo en

agar LiaRS.

A su vez, la expresion del operdn lialH es estrictamente dependiente de LiaR (Jordan et
al., 2006). John D. Helmann y colaboradores en la Universidad de Cornell (EEUU),
analizaron en detalle la regulacion y la expresion del operon lialHGFSR, y determinaron
que el promotor Pjy podia usarse para construir fusiones cuantificables con genes
reporteros como el lacZ (Figura 37) o el lux (luciferasa) y usarse como herramienta de

cribado en la busqueda de nuevos antibidticos. Este grupo de cientificos publicé la fusién
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del gen lacZ al promotor lial (Pisr) en dos cepas de Bacillus subtilis (HB0950 y HB0953) y
nuestro laboratorio licencid a esta Universidad el uso de estas dos cepas (Cao et al., 2002;

Mascher et al., 2003; Mascher et al., 2004).

5.1.1.1 Validacion del ensayo LiaRS

En la cepa B. subtilis HBO950 (MB5826, CU1065 SPb P-lial74-cat-lacZ) el gen lacZ, que
produce la B-galactosidasa, esta fusionado al promotor lial (Pja) de tal manera que en
presencia de un inductor del operdn, la produccién de [(-galactosidasa puede ser
detectada cuando se crece esta cepa en un medio que contiene Luria Agar y X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido). El X-gal es hidrolizado por Ia
B—galactosidasa, a galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, y éste ultimo es oxidado a
5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo, un compuesto de color azul insoluble que se detecta en

el medio (Figura 42).

o

Cepa salvaje- Bacillus subtilis CU1065
HB0950-fusion lacZ; HB0953-fusidn lacZ, insercion kanR

Figura 42. Cepas HB0950 y HB0953 crecidas en Luria agar y X-gal en las que se pueden
observar los halos de inhibicién y los anillos de color azul. Cepa salvaje: Bacillus subtilis

CU1065; HB0950: fusidn lacZ; HB0953: fusidn lacZ, insercidn kan®.

La segunda cepa, B. subtilis HB0953 (MB5827, CU1065 SPb P-lial74-cat-lacZ liaR::kan)
ademas de tener la fusidn del gen lacZ, es un mutante knock-out del gen liaR y tiene una
insercién de resistencia a kanamicina en dicho gen, de manera que esta cepa también es
capaz de sintetizar [3-galactosidasa, pero no en respuesta a la induccién del operén
lialHGFSR. Dado que la induccidn del operdn lialH requiere el funcionamiento del sistema
de dos componentes LiaRS, la insercion del gen de resistencia a kanamicina imposibilita

la produccion de -galactosidasa en el caso de verdaderos inductores del Pji, (Figura 42).
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Se validd el ensayo con diferentes antibidticos y otros compuestos (Tabla 9). Se comprobd
que la induccién de [B-galactosidasa en la cepa HB0950 era mucho mas intensa en
presencia de bacitracina, ramoplanina y nisina (antibidticos que interfieren
especificamente con el ciclo del transportador lipidico de la etapa Il de la biosintesis del

peptidoglicano) que en el caso de la vancomicina.

Respuesta en ensayo

Compuesto Expresion lial .
de difusion en agar

Kanamicina no-inductor negativa
Rifampicina no-inductor negativa
Tetraciclina no-inductor negativa
Cloramfenicol no-inductor negativa
Espectinomicina no-inductor negativa
Estreptomicina no-inductor negativa
SDS no-inductor negativa
Triton no-inductor negativa
DNP no-inductor negativa
Lisozima no-inductor negativa
Ampicilina inductor negativa
Bacitracina inductor positiva
Cefalosporina inductor negativa
D-cicloserina inductor negativa
Fosfomicina inductor positiva
Moenomicina inductor negativa
Nisina inductor positiva
PenicilinaG inductor negativa
Polimixina B inductor negativa
Ramoplanina inductor positiva
Tunicamicina inductor positiva
Vancomicina inductor positiva

Tabla 9. Compuestos inductores y no inductores de la expresion de lial y su respuesta

positiva o negativa en el ensayo de difusion de agar con la cepa B. subtilis HB0950.

Ni otros antibidticos que interfieren en otras etapas de la sintesis del peptidoglicano (j3-
lactdmicos, moenomicinas, fosfomicina, D-cicloserina), ni antibidticos que inhiben la
sintesis de proteinas (cloranfenicol, kanamicina, espectinomicina, estreptomicina,
tetraciclina), ni antibidticos que inhiben la sintesis de RNA (rifampicina) indujeron la
produccién de B-galactosidasa. Tampoco lo hicieron detergentes como SDS o Tritén ni
desacopladores de |a fosforilacidén oxidativa tales como DNP (2,4-dinitrofenol) o CCCP (m-
clorocarbonilcianuro fenilhidrazona). Fluoroquinolonas y cefalosporinas presentaron
frente a la cepa HB0953 una leve respuesta azul. Sin embargo, bacitracina y ramoplanina
mostraron una inequivoca respuesta negativa (no muestran la hidrdlisis del X-gal) frente

a la cepa HB0953. Este hecho puede utilizarse para diferenciar los verdaderos inductores,
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gue mostraran una clara respuesta negativa frente a esta cepa mientras que los falsos
inductores mostraran respuesta azul. Por tanto, la producciéon de [B-galactosidasa es
considerada una respuesta especifica a los compuestos que se unen o interfieren con el

transportador lipidico Lipido Il de la biosintesis del peptidoglicano (Mascher et al., 2004).

5.1.2 CRIBADO PARA LA BUSQUEDA DE INHIBIDORES DEL LiPIDO II

El grupo de muestras que formaron parte del cribado de alto rendimiento estaba formado
por 37.000 extractos de la colecciéon de la Fundacion MEDINA procedentes de la
fermentacién de 6.353 cepas de actinomicetos y de 5.981 cepas de hongos, crecidas cada

una de ellas en 3 medios de fermentacién (Figura 43).

En la Figura 43 se puede constatar la diversidad de los origenes geograficos de los que
procedian tanto las cepas de actinomicetos como las de los hongos del grupo de extractos

gue se testd en el cribado.

ACTINOMYCETES
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Espaiia__ 4% 3% 1%
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Figura 43. Diversidad de los origenes geograficos de los que procedian las cepas de

actinomicetos y hongos de los extractos ensayados en el cribado de alto rendimiento.
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Inicialmente, se decidié ensayar dichos extractos frente a la cepa de B. subtillis HB0950
para seleccionar aquellos que inhibian el crecimiento de este microorganismo y que
ademds presentaban anillo de color azul (hidrélisis de X-gal por la presencia de B-
galactosidasa) ya que esto indicaba que eran inductores del promotor lial (Pia). A
continuacién, los extractos que presentaron actividad positiva frente a dicha cepa se
ensayaron frente a la cepa de B. subtillis HB0953, descartdndose aquellos que también
presentaban anillo de color azul, ya que esto indicaba que eran falsos inductores del
operdn. En ambos casos, se usaron como controles en cada placa de ensayo de agar tanto

la vancomicina como la bacitracina.

De los 37.000 extractos de la coleccidon que se probaron inicialmente frente a la cepa B.
subtillis HB0950, se seleccionaron 270 extractos activos del grupo de los actinomicetos ya
gue causaban un halo de inhibicién (medido en mm) rodeado por un anillo de color azul
(hidrdlisis de X-gal por la presencia de 3-galactosidasa). Representan un 0,23% de ratio
de descubrimiento (hit rate). La respuesta de color azul fue calificada del 1 al 3 segln su
intensidad. Los extractos que presentaron actividad positiva procedentes de las

fermentaciones de hongos se tuvieron en cuenta para otro proyecto distinto al nuestro.

Para confirmar la especificidad de la actividad de los 270 extractos seleccionados, se
ensayaron al mismo tiempo frente a las cepas B. subtilis HB0950 y B. subtilis HB0953.
Como resultado, 25 de ellos fueron descartados dado que presentaron halo de inhibicién
rodeado por un anillo de color azul en ambas cepas, es decir eran falsos inductores del
operon. De este modo, se consideran activos positivos del programa de cribado 245

extractos, representando un ratio de 0,2%.
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5.2 CARACTERIZACION PRELIMINAR DE LOS EXTRACTOS SELECCIONADOS EN EL
CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO

Con el objetivo de descubrir nuevos compuestos relacionados en actividad biolégica o
estructura quimica con las ramoplaninas ya conocidas, las 245 muestras fueron analizadas
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Al mismo tiempo
que se confirmé su modo de accion mediante el ensayo secundario de marcaje de

macromoléculas (labeling).

5.2.1 ENSAYO DE MARCAJE DE MACROMOLECULAS (Labeling)

Los ensayos de marcaje de macromoléculas monitorizan la inhibicidn de rutas claves
como la replicacién del ADN, la sintesis de ARN, la sintesis de proteinas, la sintesis de la
pared celular (peptidoglicano) y la biosintesis de acidos grasos. En estos ensayos, los
precursores marcados radiactivamente se acumulan en las células bacterianas y se
incorporan especificamente en las diferentes macromoléculas. Puesto que los
precursores libres son solubles en acido tricloroacético (TCA) y las macromoléculas
producidas por las células no lo son, las macromoléculas radiomarcadas pueden
precipitarse selectivamente y separarse de los precursores libres no incorporados

mediante filtracién y luego cuantificarse por contaje de centelleo.

Tradicionalmente, estos ensayos se han usado para evaluar de modo preliminar los
modos de accion (MoA) de compuestos seleccionados a partir de cribados de alto
rendimiento o también segun los casos, para verificar el MoA de compuestos analogos o
derivados de algun antibidtico ya conocido. En nuestro caso, el ensayo de marcaje de
macromoléculas se utilizé como ensayo secundario para confirmar la inhibicién especifica
de la biosintesis del peptidoglicano por parte de los extractos que presentaron actividad
positiva en el ensayo de cribado de alto rendimiento. La totalidad de los 245 extractos
seleccionados mostraron actividad especifica inhibiendo por encima del 80% la sintesis

del peptidoglicano.

La Figura 44 ilustra un ejemplo del ensayo de marcaje de macromoléculas de uno de los
extractos que presentd actividad positiva en el cribado de alto rendimiento. Se
representan curvas dosis-respuesta (CDR) de diluciéon % frente a la inhibicion de la sintesis
de ADN y peptidoglicano en la cepa HB0950. Como se observa en el gréfico, esta muestra

(F-178,252-C01-C01) es un inhibidor especifico de la biosintesis del peptidoglicano.
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Figura 44. Ejemplo de una representacidn grafica de las curvas dosis-respuesta de uno de
los extractos seleccionados del cribado y que inhibe por encima del 80 % la biosintesis del

peptidoglicano.

5.2.2 DESREPLICACION MEDIANTE LC-MS

Los extractos se analizaron mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas
(en inglés LC-MS). Los perfiles de masas obtenidos se compararon con los perfiles de
metabolitos secundarios archivados en una base de datos propia de la Fundacion
MEDINA, denominada GOLD, que contiene informacién de alrededor de 1000 moléculas,
y que ha sido generada en las mismas condiciones cromatograficas que los extractos
fueron analizados. En concreto, con una aplicaciéon informatica (desarrollada en la
Fundacion MEDINA) se comparan mediante algoritmos los valores de UV, tiempo de
retencion y espectros de masas POS y NEG de los extractos con los de LC-UV-MS de los

metabolitos secundarios conocidos y almacenados en la base de datos de la Fundacion.

De los 245 extractos analizados con esta técnica por baja resolucion, 71 de ellos
presentaron perfiles que sugirieron la presencia de compuestos relacionados con la clase
estructural de las ramoplaninas, tales como la ramoplanosa, la ramoplanina A2, y las

enduracidinas Ay B.

Ya que el objetivo principal del presente trabajo consiste en el descubrimiento de
compuestos relacionados en actividad biolégica o estructura quimica con las

ramoplaninas, se seleccionaron estos 71 extractos para su posterior estudio ya que
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cumplian tanto los criterios de actividad biolégica en el ensayo de agar especifico LiaRS e
inhibicién del peptidoglicano en el ensayo de marcaje de macromoléculas, como el

criterio de perfil quimico relacionado con los compuestos de nuestro interés.

Por otro lado, los 71 extractos seleccionados procedian de la fermentacién en diferentes
medios de un total de 49 cepas de actinomicetos. Asi mismo, se seleccionaron dichas

cepas para su caracterizacién y estudio.

5.3 CARACTERIZACION PRELIMINAR DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

5.3.1 ORIGEN DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

Las 49 cepas de actinomicetos seleccionadas por la actividad que presentaron durante el
cribado de alto rendimiento procedian de muestras recogidas en paises de diferentes
zonas geograficas: Asia, América Central, América del Sur, Europa, Oceania y Africa (Figura

41).

En su totalidad eran muestras de diferentes tipos de suelo, incluyendo suelos agricolas,
de cauces de rios, de lagos, estanques, manglares, de dunas, de bosques tropicales y

sempervirentes, de suelo de sabana y también de rizosfera (Figura 45).

Figura 45. Diversidad de los origenes geograficos de los que procedian las 49 cepas de

actinomicetos seleccionadas por su actividad en el cribado de alto rendimiento.
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En concreto, 14 de las cepas (29%) procedian de suelos de dunas, rizosferas y de vegetales
asociados recogidos en Sudafrica. De suelos de México recogidos de estanques, lagos y
tierras agricolas provenian 13 cepas (27%), y otras 12 (24%) de manglares de Sri Lanka.
Ademas, 4 cepas (8%) eran originarias de suelos de sabana y bosque sempervirente de
Nueva Caledonia, 3 cepas (6%) de suelos de bosque lluvioso de la Guayana Francesa, 2
cepas (4%) de suelos agricolas de Costa Rica y 1 de las cepas procedia de la muestra de

un suelo recogida del cauce de un rio en Espaia (Figura 46).

A) B)

suodrrica 1 NI |

B Bosque lluvioso

W Bosque sempervirente
suitancs |ECR

Cauce de rio COSTARICA __
o ESPARIA
nueva cateoonia  [ERIER Duna SUDAFRICA
H Estanque 29%
méxico JERNES 7 1 W Lago
B Manglar
cuavana Francesa  [JENI W Rizosfera
m Sabana
ESPANA |l m Suelo

W Tierra agricola

COSTA RICA
u W Vegetales asociados

Figura 46. A) Origen por paises de los diferentes tipos de suelos de los que se aislaron las

cepas seleccionadas. B) Porcentajes del nimero de cepas procedentes de cada pais.

5.3.2 IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

En una primera aproximacion, los cultivos aislados se clasificaron en base a la morfologia
que presentaban teniéndose en cuenta tanto aspectos macroscopicos de forma, tamafio
y color de las colonias, como caracteristicas microscopicas relacionadas con el tipo de

esporulacion y forma de las cadenas de las esporas.

En base a las caracteristicas morfoldgicas, los cultivos aislados se pudieron clasificar de
forma preliminar en cinco grupos taxondmicos diferentes mas un nimero de cepas que
no pudo asignarse a ningun grupo por no mostrar ningln rasgo morfoldgico
caracteristico, ni macroscépico ni microscépico. Este ultimo grupo de no identificados (35

cepas) resulté ser el mas abundante entre las cepas seleccionadas (Tabla 10).
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Dentro de la familia Micromonosporaceae y Streptomycetaceae pudieron clasificarse 5y
4 de los cultivos aislados respectivamente, al igual que 3 cepas de la familia Nocardiaceae

y otras 2 de la familia Pseudonocardiaceae.

PAIS DE ORIGEN

TAXONOMIA INICIAL CostaRica GuayanaFrancesa Meéxico Nueva Caledonia Sudafrica Espafia Srilanka TOTAL

Micromonosporaceae 1 1 3 5
Nocardiaceae 1 1 1 3
No identificado 2 9 13 11 35
Pseudonocardiaceae 2 2
Streptomycetaceae 3 1 4
TOTAL 2 3 13 4 14 1 12 49

Tabla 10. Distribucién de las cepas aisladas procedentes de cada pais segun la taxonomia

inicial establecida en base a la macro y micromorfologia de los cultivos.

La mayor parte de las cepas agrupadas como no identificados procedian de Sudafrica (13)
y Sri Lanka (11), las 2 cepas de la familia Pseudonocardiaceae procedian de Costa Rica 'y
en cuanto a las 3 cepas de la familia Nocardiaceae cada una de ellas tenia un origen

distinto: Nueva Caledonia, Sudafrica y Sri Lanka.

Las cepas de la familia Streptomycetaceae (4) eran en su mayoria de México, excepto una
que procedia de Espafia. Y las de la familia Micromonosporaceae (5) procedian en su

mayoria de Nueva Caledonia (3), México y Guayana Francesa.

En el Anexo 1 pueden verse las fotografias de las 49 cepas crecidas en placas de Petri con

medio YME preparadas para su caracterizacion morfoldgica macroscopica.
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5.4 CARACTERIZACION BIOLOGICA Y QUIMICA DE LOS EXTRACTOS
SELECCIONADOS

5.4.1 FERMENTACIONES A PEQUENA ESCALA

Con el fin de obtener mayor cantidad de material para continuar el estudio de los activos
seleccionados, se decidié fermentar a pequefia escala: 10 mL en viales EPA, las 49 cepas
de actinomicetos en las condiciones y medios de fermentacidn correspondientes a los 71

extractos seleccionados con el cribado.

Sin embargo, de los 49 cultivos de actinomicetos crecidos en medio liquido de ATCC
pudimos preparar extractos a partir de 38 de ellos (debido a que algunos de los cultivos
no crecieron lo suficiente en el medio en que se habian sembrado), generando en realidad

un total de 55 extractos.

En la Figura 47 se representan los 7 medios de cultivo (cuya composicion fue descrita en
el aparatado de Materiales y Métodos) que se utilizaron frente al numero de cepas que

se sembraron por cada uno de ellos.

(A)

(B)
DNPM | GOT | RAM2 | SOTM | FR23
13 18

12
10
8
6
4
2
0 L b | —
CLA MPG
10 11

N de Cepas

Figura 47. (A) Fotografia de viales EPA en los que se ha realizado la fermentacion a
pequefia escala. (B) Medios de fermentacién utilizados por nimero de cepas que generan
un total de 55 extractos de los 71 que habian sido seleccionados en el cribado de alto

rendimiento.

Como se puede observar en la gréfica los medios mayoritarios utilizados fueron FR23 en
18 cepas y GOT en 13, seguidos de MPG en 11 cepas y CLA en 10. Cabe destacar que 13
de las cepas fueron fermentadas en dos medios diferentes, otras 2 en tres medios
diferentes y el resto de las cepas (23) en un solo medio, lo que genera el numero total de

55 extractos. Todas las cepas crecidas en los medios FR23, CLA, RAM2 y SOTM junto con
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12 cepas crecidas en GOT y 8 crecidas en MPG se incubaron durante 13 dias a 28 °C,
mientras que 1 de las cepas crecidas en GOT y 3 de las crecidas en MPG se incubaron

durante 7 dias a la misma temperatura.

5.4.1.1 Extraccion con acetona

Después de los 7 o 13 dias de incubacidn, se prepararon las muestras para su ensayo
mediante un protocolo general de extraccién total con acetona. Con este disolvente
organico se pretende enriquecer los extractos con el mayor numero posible de
metabolitos secundarios producidos durante la fermentacién. A cada extracto se le asigné
el nimero "CA" (CA: coleccidn de actinos) correspondiente a la cepa de la que procediay
un namero "C" relativo al medio en el que se habia crecido el aislado correspondiente. Se

prepararon un total de 55 extractos a una concentracién final de 2X WBE.

5.4.1.2 Confirmacidon de la actividad bioldgica en el ensayo LiaRS

El 76,4 % de las muestras ensayadas confirmaron la actividad en el ensayo LiaRS. Es decir,
42 extractos mostraron un halo de inhibiciéon (medido en mm) rodeado por un anillo de
color azul (hidrdlisis de X-Gal por la presencia de [-galactosidasa) en la cepa HB0950, y
halo de inhibicién sin anillo de color azul en la cepa HB0953. La respuesta de color azul
fue calificada del 1 al 3 segun su intensidad. Sin embargo, 13 de los 55 extractos no
repitieron la actividad, porque no mostraron halo de inhibicién en ninguna de las cepas o
si lo mostraban era un halo muy turbio y ademds, no exhibian anillo de color azul frente
ala cepa HB0950. Los datos de inhibicidén y de intensidad de respuesta azul para cada uno

de los 55 extractos se recogen en la Tabla 11.
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CA-117,410 CA-117,410-C01-CO1 CLA 13 28 7|E 7|E(0)
CA-144,426 CA-144,426-C03-C01 GOT 13 28 14| A(3) 14| A(0)
146703 CA'146703-C02-C01 GOT 7 28 9| A(3) 11| A(0)
CA-146,703-C03-C01 MPG 7 28 13|A(3) 15| A(0)
CA-149,663-C01-C01 CLA 13 = 28 16| A(3) 17| A(0)
CA-149,663  CA-149,663-C02-C01 GOT = 13 = 28 17| A(3) 17| A(0)
CA-149,663-C03-C01 MPG 13 28 11| A(3) 11]A(0)
CA-151,217 CA-151,217-C02-C01 GOT = 13 28 27| E(0) 26| E(0)
CA151227 CA'151,222-C01-CO1 FR23 13 28 16| A(3) 18| A(0)
CA-151,222-C02-C01  GOT 13 28 16| A(3) 15| A(0)
CA-152,578  CA-152,578-C01-C0O1 DNPM 7 28 0 0
CA-l61197 CA'161,197-C01-CO1 GOT = 13 28 27|E(0) 0
CA-161,197-C03-C01 RAM2 13 = 28 0 0
CA-161,233  CA-161,233-C01-C01 GOT = 13 = 28 14| A(3) 16| A(0)
CA-162,175 CA-162,175-C03-C01 MPG 13 28 15| A(3) 16| A(0)
CAl6s,651 CAT168,651-C02-C01 GOT 13 28 16| A(3) 18| A(0)
CA-168,651-C03-C01  MPG 13 28 15| A(3) 15| A(0)
CA-165,254 CA'169,254-C02-C01 GOT 13 28 16| A(3) 17| A(0)
CA-169,254-C03-C01  MPG 13 28 11]A(3) 11| A(0)
CA-16,257 CA'169,257-C02-C01 GOT 13 28 12| A(3) 13| A(0)
CA-169,257-C03-C01 MPG 13 = 28 13]A(3) 13]A(0)
CA-169,627 CA-169,627-C01-C01 FR23 13 28 14| C(2) 13| C(0)
CA-170,297 CA-170,297-C02-C01 GOT = 13 = 28 12|A(0) 11]A(0)
CA-170,386-C01-C01 FR23 13 28 13| A(3) 13| A(0)
CA-170,386  CA-170,386-C02-C01 GOT = 13 = 28 17| A(3) 19| A(0)
CA-170,386-C03-C01 MPG 13 28 14| A(3) 16| A(0)
CA171500 CATL71509-COL-CO1  FR23 13 28 12| A(3) 13| A(0)
CA-171,509-C02-C01  GOT 13 28 11]¢(2) 11| ¢(0)
CA-175,357  CA-175,357-C03-C01 SOTM 13 = 28 13| A(0) 13| A(0)
CA-175,917 CA-175,917-C02-C01 FR23 13 28 0 0
CA-177,328 CA-177,328-C02-C01 MPG = 7 28 17| A(3) 20| A(0)
CA-177,430 CA-177,430-C02-C01 MPG = 7 28 19| A(3) 21| A(0)
cA177,720 CA177720-C01-CO1 ClA 13 28 12| A(3) 13| A(0)
CA-177,720-C02-C01 FR23 13 28 14| A(3) 13| A(0)
ca177770 CA177770-C01-COL ClA 13 28 14| A(3) 16| A(0)
CA-177,770-C02-C01 FR23 13 28 14| A(2) 14| A(0)
CA-177,777 CA-177,777-C02-C01 FR23 13 28 14| A(3) 14| A(0)
CA-178,247 CA-178,247-C02-CO1 FR23 = 13 28 6| E(0) 6|E(0)
CA-178,252 CA-178,252-C01-C01 CLA 13 28 12| A(2) 13| A(0)
CA-178,253  CA-178,253-C01-C01 CLA = 13 28 14| E(0) 0
CA178,645 CA178,645-COL-COL CLA 13 28 13| A(3) 14| A(0)
CA-178,645-C02-C01 FR23 13 28 13| A(3) 14| A(0)
CA178,47 CA178647-COLCOL CLA 13 28 13| A(3) 15| A(0)
CA-178,647-C02-C01 FR23 13 28 16| A(3) 17|A(0)
CA-179,400  CA-179,400-C01-CO1 CLA = 13 28 10| A(3) 11]A(0)
CA179413 CA179413-01-COL ClA 13 28 18| A(3) 19| A(0)
CA-179,413-C02-C01 FR23 13 28 15| A(3) 16| A(0)
CA-179,454 CA-179,454-C02-C01 FR23 13 28 13| A(3) 13]A(0)
CA-182,202  CA-182,202-C03-C01 MPG = 13 = 28 11]A(0) 11]A(0)
CA-182,239  CA-182,239-C01-CO1 FR23 13 28 12| A(2) 12|A(0)
182,241 CA'182241-COL-CO1 FR23 13 28 13| A(3) 13| A(0)
CA-182,241-C03-C01 MPG 13 28 11| A(3) 13| A(0)
CA-188,416 CA-188,416-C01-CO1 FR23 13 28 9|¢(0) 9|¢(0)
CA-188,417 CA-188,417-C01-CO1 FR23 13 28 14| A(3) 14| A(0)
CA-188,442 CA-188,442-C01-C01 FR23 13 28 9|¢(0) 9] A(0)

(mm): Halo de inhibicién en milimetros

Q: calificador del halo (A: claro; C: turbio; E: muy turbio)

#:intensidad de colorazul (0:sin color; 1: débil ; 2:intenso; 3: muyintenso)

Resultados

Tabla 11. Resultados obtenidos en el ensayo de difusidon en agar LiaRS (con ambas cepas

HB0950 y HB0953) de los 55 extractos preparados a partir de fermentaciones de pequefia

escala.
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5.4.1.3 Perfil de actividad antimicrobiano

Para caracterizar el perfil de actividad antimicrobiano de los 55 extractos y seleccionar
solo aquellos que fueran similares a la ramoplanina (es decir aquellos que presenteran
propiedades inhibitorias principalmente frente a bacterias Gram-positivas) se ensayaron
frente a un panel de microorganismos formado por tres bacterias Gram-positivas (SASM,
SARM y E. faecalis), tres bacterias Gram-negativas (H. influenzae, E. coli, P. aeruginosa),
una levadura (C. albicans) y un hongo (A. fumigatus). Para ello se prepararon curvas dosis-

respuesta de cada una de las 55 muestras con 7 concentraciones de diluciones %.

En la Tabla 12 se muestran los resultados de CMls obtenidos para cada extracto y para
cada patogeno frente a los patégenos testados. Se ha utilizado una escala de color azul
para representar los datos, de tal manera que el color azul mds oscuro representa el valor
de concentracidn inhibitoria mas bajo en la curva (0,001875 WBE/mL) y el color azul claro

representa la concentracion inhibitoria mas alta (0,06 WBE/mL).

Como puede observarse, la mayoria de los extractos presentaron actividad frente al grupo
de bacterias Gram-positivas (S. aureus tanto sensible como resistente a meticilina y E.
faecalis), y los valores de sus CMls variaron en un rango de 0,06 a 0,0075 WBE/mL en la
mayor parte de los casos, destacando algunos extractos en los que se detectaron valores
inferiores a 0,00375 WBE/mL incluso alguno con valores por debajo de 0,001875
WBE/mL. Contrariamente ninglin extracto, a la maxima concentracién ensayada, mostré
actividad frente a bacterias Gram-negativas (H. influenzae, P. aeruginosa, E. coli) ni frente
a C. albicans ni A. fumigatus, de manera que sus valores de CMls para estos patdgenos

estaria por encima del primer punto de dilucién (>0,06 WBE/mL).

Estos resultados nos confirmaban que la mayor parte de los extractos seleccionados

tenian un perfil de actividad antimicrobiana similar al de las ramoplaninas.
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E. faecalis

C. albicans

CA-117,410 | CA-117,410-C01-C01 !

CA-144,426-C03-C01 |
CA-146,703-C02-C01
CA-146,703-C03-C01
CA-149,663-C01-C01
CA-149,663 | CA-149,663-C02-C01
CA-149,663-C03-C01

CA-144,426

CA-146,703

CA-151,217 [ CA-151,217-C02-CO1 |
CA-151,222-C01-C01
CA-151,222-C02-C01
CA-152,578 | CA-152,578-C01-C01

CA-151,222

CA-161,197-C01-C011

CA-161,197 .
CA-161,197-C03-C01,

CA-161,233 | CA-161,233-C01-C01 i

CA-162,175 | CA-162,175-C03-C01 |

CA-168,651-C02-C01 :

CA-168,651 +
CA-168,651-C03-C01

CA-169,254-C02-C01
CA-169,254-C03-C01

CA-169,254

CA-169,257-C02-C01 i

CA-169,257
CA-169,257-€03-C01 |

CA-169,627 | CA-169,627-C01-C01 :

CA-170,297 | CA-170,297-C02-C01 i

CA-170,386-C01-C011

CA-170,386 | CA-170,386-C02-CO1 |

CA-170,386-C03-C01 i

- -c01-co1l
CA-171,500 CA-171,509-C01-C01

CA-171,509-C02-C01}
CA-175,357 | CA-175,357-C03-C01
CA-175,917 | CA-175,917-C02-co1l
CA-177,328 | CA-177,328-C02-C01
CA-177,430 | CA-177,430-C02-C01
CA-177,720-€01-C01 |

CA-177,720

CA-177,720-C02-C01 i
CA-177,770-C01-C01
CA-177,770-C02-C01
CA-177,777 | CA-177,777-C02-C01
CA-178,247 | CA-178,247-C02-C01 |

CA-177,770

CA-178,252 | CA-178,252-C01-C01|

CA-178,253 | CA-178,253-C01-C01 :

CA-178,645-C01-C01 |
CA-178,645-C02-C01
CA-178,647-C01-CO1
CA-178,647-C02-C01
CA-179,400 | CA-179,400-C01-C01 |

CA-178,645

CA-178,647

R _CO1- )
CA-179,413 CA-179,413-C01-C01

CA-179,413-C02-C01 |
CA-179,454 | CA-179,454-C02-C01
CA-182,202 | CA-182,202-C03-C01
CA-182,239 | CA-182,239-C01-C01
CA-182,241-C01-C01
CA-182,241-C03-C01
CA-188,416 | CA-188,416-C01-C01
CA-188,417 | CA-188,417-C01-C01
CA-188,442 | CA-188,442-C01-C01

CA-182,241

Concentraciones: >0.06 |
(WBE/mL) 0.06

0.03

0.015

>0.001875

Tabla 12. Perfil de actividad antimicrobiano de los 55 extractos preparados a partir de

fermentaciones de pequefia escala. Valores de CMls reperesentados en escala de color

azul. (MRSA: del inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus; MSA: del inglés

Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus)
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5.4.1.4 Perfil quimico (LCMS/HRMS)

Los 55 extractos generados a partir de las fermentaciones de pequefia escala volvieron a
ser analizados por cromatografia liquida y espectrometria de masas. Sus perfiles de masas
se compararon de nuevo con los perfiles de la ramoplanina A2, ramoplanosa vy
enduracidinas A y B, almacenados en la base de datos GOLD contrastando sus valores de

DAD, tiempo de retencién y espectros de masas POS y NEG de baja resolucion.

Adicionalmente, los perfiles de espectrometria de masas de alta resolucién de cada
extracto se evaluaron y escanearon en busca de iones individuales correspondientes a las
especies doblemente cargadas de ramoplanina Al, A2 y A3, observandose en algunos
extractos la presencia de dichos compuestos, asi como versiones glicosiladas de los
mismos. Ademas, también se identificaron algunos compuestos andlogos de ramoplanina
que correspondian a versiones reducidas (+4H y +0,4H) y presumiblemente con
modificaciones en la cadena lateral hidrofébica de N-acilo. Hecho que nos hacia intuir la

posibilidad de poder aislar nuevas moléculas de la familia de la ramoplanina.

Por otro lado, se pudo confirmar que los 13 extrtactos que no habian presentado
actividad en el ensayo de agar LiaRS, presentaban perfiles con poca cantidad relativa en

los compuestos de nuestro interés.

En definitiva, todos los extractos mostraron firmas de espectrometria de masas que
confirmaron la presencia de compuestos relacionados con la familia estructural de

ramoplanina y dentro de ellos nuevos compuestos andlogos.

Un ejemplo se presenta en la Figura 48. El perfil de HPLC medido por deteccién por
absorcion UV-visible a 210 nm de uno de los extractos (F-178,252-C01-C01) estudiados se
muestra en la Figura 48A,, donde se indica el tiempo de retencion caracteristico de
ramoplanosa. Se observa la aparicion de un pico con este tiempo de retencidn, cuyo
espectro UV-visible se muestra en la Figura 48B. Dicho espectro es consistente con el
estandar de ramoplanina (datos no mostrados). La Figura 48A, detalla el perfil
cromatografico del mismo extracto para los iones positivos, a su vez, se observa también

el tiempo de retencidn caracteristico de ramoplanosa.
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Figura 48. Ejemplo del perfil de LCMS/HRMS de uno de los extractos analizados que se

emparejé con Ramoplanina A2 y Ramoplanosa. Fig.A;: traza UV-visible; Fig.Ax: TIC

(cromatograma de iones totales); Fig.B: espectros UV-visible a 4.49 min; Fig.C: espectros

de masas a 3.74 min. del ion positivo FTMS; Fig.D1: espectros de masas a 3.74 min. Fig.D;:

distribucién tedrica isotdpica de Ramoplanose A2.

El espectro de masas de iones positivos al tiempo de retencidon correspondiente se

muestra en la Figura 48C. La Figura 48D; muestra la distribucién isotépica obtenida del

extracto para la masa de 1358.5568, y la Figura 48D la distribucion isotépica tedrica de
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la ramoplanosa. Comparando la distribucion isotdpica observada en el extracto con la
tedrica y en base a las caracteristicas del espectro de masas, podemos concluir la

presencia inequivoca en dicho extracto de ramoplanosa.

Los resultados obtenidos hasta este momento con las muestras procedentes de las
fermentaciones de pequefia escala confirmaron que dichos extractos presentaban un
perfil de actividad antibacteriano y un perfil quimico compatible con compuestos
relacionados estructuralmente con las ramoplaninas, aunque no todos ellos repitieran la
actividad en el ensayo LiaRS. Este hecho podria deberse a que los compuestos de interés
en estas nuevas fermentaciones, realizada en viales EPA, se hubieran generado en menor

cantidad que en la original.

5.4.2 REFERMENTACIONES A MEDIA ESCALA

Con el fin de obtener el material suficiente para la identificacion quimica de los
compuestos, se realizaron fermentaciones a mayor volumen (100 mL) en matraces de 500
mL con las 38 cepas correspondientes a los 55 extractos confirmados en la etapa anterior.
Esta vez ademas se volvieron a sembrar las 11 cepas que no habian crecido en el formato
de pequena escala. En esta ocasién los 49 cultivos de actinomicetos crecidos en medio
liquido de ATCC crecieron sin problemas y pudimos preparar extractos a partir de ellos,
generando un total de 71 extractos correspondientes a todas las condiciones inicialmente

detectadas como positivas en el cribado de alto rendimiento.

En la Figura 49 se representan los 7 medios de cultivo que se utilizaron frente al numero

de cepas que se sembraron por cada uno de ellos.

Como se puede observar en la grafica los medios mayoritarios utilizados fueron FR23 en
24 cepas y GOT en 19, seguidos de CLA en 13 cepas y MPG en 12. Cabe destacar que 15
de las cepas fueron fermentadas en dos medios diferentes, otras 4 en tres medios
diferentes y el resto de las cepas (30) en un solo medio, lo que genera el nimero total de

71 extractos
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Figura 49. (A) Fotografia de un ejemplo de fermentacion a media escala. (B) Medios de
fermentacién utilizados por nimero de cepas que generan el total de los 71 extractos

seleccionados.

Todas las cepas crecidas en los medios FR23, CLA, RAM2 y SOTM junto con las 17 cepas
crecidas en GOT y las 8 crecidas en MPG se incubaron durante 13 dias a 28 °C, mientras
que 2 de las cepas crecidas en GOT y las 4 crecidas en MPG se incubaron durante 7 dias a

la misma temperatura, 28 °C.

5.4.2.1 Extraccion con acetona

Pasados los dias de incubacidon correspondientes, en esta ocasion se decidié no extraer el
volumen total de las nuevas fermentaciones (100 mL) con acetona (disolvente habitual
utilizado en la generacion de la coleccion de extractos de la Fundacion MEDINA), sino
hacer una prueba inicial con alicuotas de 10 mL. El resto del volumen se reservé para
hacer otro tipo de extraccion diferente en caso necesario. Esta decisién fue tomada en
base a que los resultados obtenidos en la etapa anterior no fueron los esperados, dado
que 13 de los extractos procedentes de fermantaciones de pequefia escala, no
presentaron actividad en el ensayo LiaRS y su contenido en los compuestos de interés era

muy bajo.

A cada extracto se le asignd el nimero "CA" (CA: coleccidn de actinos) correspondiente a
la cepa de la que procedia y un nimero "MO" relativo al medio en el que se habia crecido

el aislado correspondiente.

Se prepararon asi un total de 71 extractos a una concentracion final de 2X WBE.
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5.4.2.2 Actividad bioldgica de los extractos de acetona en el ensayo LiaRS

Alrededor del 83 % de las muestras ensayadas confirmaron la actividad en el ensayo LiaRS.
Es decir, 59 extractos de acetona mostraron un halo de inhibicion (medido en mm)
rodeado por un anillo de color azul en la cepa HB0950, y halo de inhibicidn sin anillo de
color azul en la cepa HB0953. Sin embargo, 12 de los 71 extractos no repitieron la
actividad, bien porque no mostraron halo de inhibicién o bien porque, aunque
presentaban halo de inhibicidn no exhibian anillo de color azul. Estos datos de inhibicion
y de intensidad de respuesta azul para cada uno de los 71 extractos se recogen en la Tabla

13.

5.4.2.3 Estudio de los extractos de acetona por metabolémica

Del andlisis por LCMS de los 71 extractos de acetona se obtuvo una matriz de datos con
la que se pretendia comparar la intensidad de los valores de m/z en el rango del m/z de
las ramoplaninas (1260-1300) de los extractos entre si, para evaluar la similitud o
diferencia en su contenido en moléculas relacionadas con la familia de antibidticos que

Nnos ocCupa.

Sin embargo, el estudio no pudo realizarse debido a que las intensidades obtenidas en
ese rango de m/z eran muy bajas para la mayoria de las muestras. Este hecho nos
mostraba que la cantidad de los metabolitos extraidos era muy baja, por lo que resulté

necesario utilizar una extraccién mas especifica para ellos.

5.4.2.4 Extraccion con butanol

Con el fin de extraer la mayor cantidad posible de compuestos relacionados con las
ramoplaninas, y basandonos principalmente en el trabajo de purificacién y aislamiento
de la ramoplanina A2 publicado por Bruno Cavalleri en 1984 (Cavalleri et al., 1984),
disefiamos un procedimiento de extraccién en el que se realizd una particidn
liquido/liquido primero con acetato de etilo y posteriormente otra con n-butanol,

ajustando el pH a 3,5 en cada paso (Figura 50).

A partir de segundas alicuotas de 10 mL procedentes de las fermentaciones a media
escala (100 mL), se prepararon 71 nuevos extractos a una concentracion final de 8X WBE,
siguiendo el procedimiento de extraccién descrito en detalle en el capitulo de Materiales

y Métodos.
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Fermentacién

Particion
Liquido/Liquido

ETOAC pH 3,5

Fase etandlica Fase acuosa

pH 3,5 BUTANOL

Fase acuosa Fase butandlica

Extracto
8X WBE

Figura 50. Extraccion realizada a partir de una particidn liquido/liquido con acetato de

etilo y posterior extraccion con butanol, manteniendo el pH a 3,5.

5.4.2.5 Actividad bioldgica de los extractos de butanol en el ensayo LiaRS

Alrededor del 97 % de los extractos de butanol ensayados confirmaron la actividad en el
ensayo LiaRS. Es decir, 69 extractos de butanol mostraron un halo de inhibicién (medido
en mm) rodeado por un anillo de color azul en la cepa HB0950, y halo de inhibicién sin
anillo de color azul en la cepa HB0953. Sin embargo, 2 de los 71 extractos no repitieron la
actividad, ya que ni mostraron halo de inhibicién ni exhibian anillo de color azul. Estos
datos de inhibicién y de intensidad de respuesta azul para cada uno de los 71 extractos

se recogen en la Tabla 13.
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EXTRACCION CON ACETONA

EXTRACCION CON BUTANOL

.

]

1

:

:

]
CA-117398 | CA-117398-a01-MOO010-ECO3  GOT 13 28 9|A(3) 9]A(0) | 10[A(3) 10/ A(0)
CA-117410 | CA-117410-a01-MOO08-ECO3  CLA 13 28 12|A(3) 121A00) T 131A@3) 13| A(0)
CA-1420g7 | CA-142982-a01-MO012-EC03  CLA 13 28 11[A(3) 111A(0) | 12]A(3) 11[A(0)
CA-142982-a01-MO013-EC03 FR23 13 28 14]A(3) 14]A(0) 1 15]|A@3) 15| A(0)
CA-143677 | CA-143677-a01-MOO08-ECO3  GOT _ 13 28 15[A(3) 15(A000 T 14]A(3) 14| A(0)
CA-144426 | CA-144426-a01-MOO08-ECO3  GOT 13 28 11|A(3) 11]A(0) | 12]A@3) 12| A(0)
CA-146703 | CA-146703-201-MO021-EC03  GOT 7 28 11[A(3) 11[A(0) : 9|A(3) 9| A(0)
CA-146703-a01-M0O022-EC03  MPG 7 28 12|A(2) 12|A0) ! 15]A@3) 15| A(0)
CA-149663-a01-MO038-EC03 CLA 13 28 11[A(2) 111A0) | 11]A(3) 11[A(0)
CA-149663 | CA-149663-a01-MO039-ECO3  GOT = 13 28 11]A(3) 11]A(0) | 11]A@3) 11| A(0)
CA-149663-a01-MO040-EC03 MPG 13 28 0 0 I 51a2) 6/A(0)
CA-151217 | CA-151217-a01-MO007-ECO3  GOT 13 28 71E(0) 0 | 7IE(0) 71E(0)
CA151227 | CA-151222-a01-MO016-EC03  FR23 13 28 10/ A(2) 10(A0) | 10[A(3) 10/ A(0)
CA-151222-a01-M0O017-EC03  GOT 13 28 11|A(3) 1000 ! 10/AB) 10/ A(0)
CA-152578 | CA-152578-a01-MO013-ECO3 DNPM 7 28 5]A(1) 61A0) | 6lA(2) 6]A(0)
CA-161197 | CA-161197-a01-MO010-ECO3  GOT 13 28 10| A(3) 10| A(0) : 10/A(3) 10| A(0)
CA-161197-a01-MO011-EC03 RAM-2 13 28 5]A(1) sia0) 712 7|A(0)
CA-161233 | CA-161233-a01-MO010-ECO3  GOT 13 28 10/ A(3) 10/A(0) | 9]A(3) 9| A(0)
CA-162175 | CA-162175-a01-MO007-ECO3 _MPG 13 28 14| A(3) 14[A0) | 16]A(3) 16/ A(0)
CA-168651 | CA-168651-a01-MO010-EC03  GOT 13 28 12|A(3) 13| A(0) : 13|A(3) 13| A(0)
CA-168651-a01-MO011-EC03 MPG 13 28 10/ A(2) 10[A0) | 9]AB) 9| A(0)
CA-169254 | CA-169254-a01-MO010-ECO3  GOT 13 28 11/C(2) 11/C(0) : 9|A(2) 9| A(0)
CA-169254-a01-MO011-EC03  MPG 13 28 11]A(2) 11100 ! 9ja@) 9| A(0)
CA-169257 | CA-169257-a01-MO010-EC03  GOT 13 28 13|A(2) 13]A(0) | 11]A(3) 11| A(0)
CA-169257-a01-MO011-EC03  MPG 13 28 11|A(3) 11/A0) | 11]A@3) 11/A(0)
CA-169627 | CA-169627-a01-MO008-ECO3__FR23 13 28 10/A(2) 10(A0) T 9]A@3) 9| A0)
CA-170297 | CA-170297-a01-MO007-ECO3  GOT 13 28 10/ A(1) 13]A(0) | 8|A() 8| A(0)
CA-170386-a01-MOO31-EC03  FR23 13 28 11]C(2) 11/c(0) | 13[A(2) 13| A(0)
CA-170386 | CA-170386-a01-MO032-EC03  GOT = 13 = 28 13| A(0) 13| A(0) : 11|A(3) 11| A(0)
CA-170386-a01-MO033-EC03_MPG 13 28 0 0 |__10[A(3) 10| A(0)
CA171500 | CA-171509-a01-MO010-ECO3  FR23 13 28 11|A(3) 10| A(0) : 11|A(3) 11| A(0)
CA-171509-a01-MOO11-EC03 GOT _ 13 28 9|A(2) 10/A00) ! 10/a@) 10/ A(0)
CA-172901 | CA-172901-a01-MO013-EC03  GOT 7 28 12|A(3) 12[A(0) | 12]A@3) 12| A(0)
CA-172915 | CA-172915-a01-MO012-EC03 _ GOT _ 13 28 14| A(2) 13]A0) | 14]A(3) 14| A(0)
CA-175357 | CA-175357-a01-MO009-ECO3  SOTM 13 28 10/ A(3) 10/A(0) T 10]A@) 10/ A(0)
CA-175917 | CA-175917-a01-MOO007-ECO3  FR23 13 28 71¢(2) 70c(0) | 7[E(0) 71E(0)
CA-177328 | CA-177328-a01-MO024-ECO3 _MPG 7 28 11|A(3) 11/A0) | 11]A(3) 11/ A(0)
CA-177430- | CA-177430-a01-MO025-EC03__ MPG 7 28 10/ A(3) 10(A00) T 10[A@3) 10/ A(0)
CA-177487-a01-M0022-EC03  CLA 13 28 10| A(2) 10/A(0) | 9IA(2) 9| A(0)
CA-177487 | CA-177487-a01-MO023-EC03  FR23 13 28 12]¢(2) 12/c0) | 10]A(3) 10/ A(0)
CA-177487-a01-M0O024-EC03  GOT 13 28 11|A(3) 111a0 ! 10/AB) 10/ A(0)
CA-177720 | CA-177720-a01-MO010-EC03  CLA | 13 28 13|A(3) 14|A(0) | 12]A(3) 12| A(0)
CA-177720-a01-MOO11-EC03 FR23 13 28 13| A(3) 15/A(0) 1 12]A@) 12| A(0)
CA-177770 | CA-177770-a01-MO010-EC03  CLA 13 28 12(A(2) 12| A(0) : 10[A(3) 10/ A(0)
CA-177770-a01-MOO11-EC03 FR23 13 28 10/ A(2) 111A0) | 7IAQ2) 7|A(0)
CA-177777 | CA-177777-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28 11[A(3) 11[A0) | 11]A(3) 11[A(0)
CA-178247 | CA-178247-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28 71A(1) 7100 T 71A2) 7|A(0)
CA-178252 | CA-178252-a01-MO007-ECO3  CLA 13 28 13|A(3) 13|A(0) | 14[A(3) 14| A(0)
CA-178253 | CA-178253-a01-MO007-ECO3  CLA 13 28 9|A(2) 9lA(0) 1 7]A(2) 7|A(0)
CA-178368 | CA-178368-a01-MO007-ECO3 _MPG 7 28 12[A(2) 121000 T 12]A3) 12| A(0)
CA-17852g | CA-178528-a01-MO010-ECO3  CLA 13 28 10| A(3) 10/A(0) | 10]A(3) 10| A(0)
CA-178528-a01-MO011-EC03 FR23 13 28 11]A(3) 11/A(0) | 15[A(3) 15/ A(0)
CA-178645 | CA-178645-a01-MO010-EC03  CLA | 13 28 9|c(1) 9/c(0) : 71A(2) 71A(0)
CA-178645-a01-MO011-EC03 FR23 13 28 6]A(3) 61A0) | 8|A(2) 8| A(0)
CA-178647 | CA-178647-a01-MO010-EC03  CLA | 13 28 9|C(2) 9] A(0) : 13|A(3) 13| A(0)
CA-178647-a01-MO011-EC03 FR23 13 28 11|A(3) 11/A000 ! 151A@3) 15/ A(0)
CA-178674 | CA-178674-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28 12|A(3) 12[A(0) | 15]|A@3) 15| A(0)
CA-178679 | CA-178679-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28 12|A(2) 11/A0) | 15[A(3) 15[ A(0)
CA-179400 | CA-179400-a01-MOO010-ECO3  CLA _ 13 28 11]A(3) 11]A(0) T 131A3) 13| A(0)
CA179413 | CA-179413-a01-MO030-ECO3  CLA 13 28 10/ A(2) 10]A(0) | 10/A(3) 10/ A(0)
CA-179413-a01-MOO31-EC03  FR23 13 28 12|A(3) 12[A(0) 1 15]|A@3) 15| A(0)
CA179434 | CA-179434-a01-MO016-EC03  FR23 13 28 71A(2) 71A(0) : 71A(2) 7|A(0)
CA-179434-a01-MOO17-EC03_ GOT 13 28 71c(1) 71C(0) | 7IAQR) 71A(0)
CA-179454 | CA-179454-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28 10/ A(3) 10/A(0) | 10[A(3) 10/ A(0)
CA-182202 | CA-182202-a01-MO007-ECO3__MPG 13 28 10| A(3) 10(A(0) T 10A@3) 10| A(0)
CA-182239 | CA-182239-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28 5]A(1) SIA0) | 7]A(2) 7|A(0)
CA-182241 | CA-182241-a01-MO010-EC03 | FR23 13 28 9|A(3) 9] A(0) : 9|A(3) 9| A(0)
CA-182241-a01-MO011-EC03  MPG 13 28 71A(3) 7100 ! 91a@) 9| A(0)
CA-188416 | CA-188416-a01-MO007-ECO3__FR23 13 28 13|A(3) 13|A0) | 12]A(3) 12| A(0)
CA-188417 | CA-188417-a01-MOO08-ECO3  FR23 13 28 8|A(2) 81A(0) |  8|A(2) 8| A(0)
CA-188442 | CA-188442-a01-MOO07-ECO3  FR23 13 28 71A(2) 71A0) T 9lA@2) 9| A(0)

Tabla 13. Resultados de actividad frente al ensayo LiaRS de los extractos procedentes de

ambos métodos de extraccidn: acetona y butanol.
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5.4.2.6 Estudio de los extractos de butanol por LC-MS (METABOLOMICA)

Del analisis por LCMS de los 71 extractos de butanol si se pudo obtener una matriz de
datos con la que se compard la presencia de los diferentes valores de m/z detectados en
el rango de los m/z de las ramoplaninas (1260-1300) para los diferentes extractos entre
si. Esto nos permitié evaluar la similitud o la diferencia en su contenido en moléculas
relacionadas con la familia de antibidticos que nos ocupa y ademads clasificarlos en 5
categorias, tal y como se refleja en la Tabla 14. De este modo, 6 extractos fueron
clasificados dentro del grupo de “alta actividad con mayor intensidad de iones
detectables”, 8 fueron clasificados dentro del grupo “actividad media sin iones
detectables”, 4 dentro del grupo “actividad media con iones detectables”, 35 en la
categoria de “alta actividad con menor intensidad de iones detectables” y 18 extractos en

la categoria de “sin actividad y sin iones detectables”.

5.4.2.7 Perfil antimicrobiano de los extractos de butanol

Para confirmar el perfil de actividad antimicrobiano de los 71 extractos, estos se
ensayaron frente a 2 bacterias Gram-positivas: SASM y SARM, 1 bacteria Gram-negativa:
E. coli y 1 levadura: C. albicans. Los experimentos se realizaron a un solo punto de
concentracién de extracto de 0,4 X WBE, y se llevaron a cabo por duplicado en dias

distintos.

En la Tabla 15 se representan graficamente los datos obtenidos, de tal manera que el
color azul mas intenso representa el valor de porcentaje de inhibicion mas alto (100%) y
el color azul mas claro representa el porcentaje de inhibicion menor (0%). Como puede
observarse, la mayoria de los extractos presentaron actividad frente a bacterias Gram-
positivas (S. aureus tanto sensible como resistente a meticilina) con valores que oscilan
entre el 60 % y 100 % de inhibicidn. Asi mismo se puede observar también en la misma

tabla que frente a E. coliy C. albicans ninguno de los extractos mostré actividad.

Con estos resultados comprobamos que los extractos mantenian la caracteristica de
inhibir predominantemente bacterias Gram-positivas en vez de bacterias Gram-negativas

o levaduras.
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m/z
Ext e ST IBIPLEEBBRRARNNRRRRIIIIILIINIITIIIASL 8833833888588 8
racto butanélico inhibicién | £ § § S S S S SEIFIIIAIINNAIINIIINIIAIAIRRARIAIAIARES S SO Ra860
(mm) e
CA-117398-201-M0010 10
CA-117410-a01-MO008 13
CA-142982-a01-M0012 12
CA-142982-a01-M0013 15
CA-143677-a01-MO008 14
CA-144426-a01-MO008 12 1
CA-146703-a01-M0021 9
CA-146703-a01-M0022 15
CA-149663-a01-MO038 11 .
CA-149663-201-M0039 11
CA-149663-201-MO040 inactivo
CA-151217-a01-M0007 inactivo
CA-151222-a01-MO016 10
CA-151222-a01-M0017 10 - . .
CA-152578-a01-M0013 inactivo
CA-161197-a01-MO010 10
CA-161197-a01-MO011 inactivo
CA-161233-a01-MO010 9
CA-162175-a01-M0007 16
CA-168651-a01-MO010 13
CA-168651-a01-MO011 9
CA-169254-a01-MO010 inactivo
CA-169254-a01-MO011 9
CA-169257-a01-MO010 1 .
CA-169257-a01-MO011 11
CA-169627-a01-M0008 9
CA-170297-a01-MO007 inactivo
CA-170386-a01-M0031 13 .
CA-170386-201-MO032 11
CA-170386-201-M0033 10
CA-171509-a01-MO010 1 .
CA-171509-a01-MO011 10
CA-172901-a01-M0013 12
CA-172915-a01-MO012 13
CA-175357-a01-M0009 9
CA-175917-a01-MO007 inactivo
CA-177328-201-M0024 11
CA-177430-a01-M0025 10
CA-177487-a01-M0022 inactivo
CA-177487-a01-M0023 10
CA-177487-a01-M0024 10
CA-177720-a01-M0010 9 .
CA-177720-a01-MO011 9 .
CA-177770-a01-M0010 10
CA-177770-a01-MO011 inactivo
CA-177777-a01-M0O007 1
CA-178247-a01-M0007 inactivo
CA-178252-a01-MO007 14 .
CA-178253-a01-M0007 inactivo
CA-178368-201-MO007 1
CA-178528-a01-M0010 10
CA-178528-a01-MO011 15 -
CA-178645-a01-M0010 inactivo
CA-178645-a01-MO011 inactivo
CA-178647-a01-M0O010 13 .
CA-178647-a01-MO011 14
CA-178674-a01-MO007 14
CA-178679-a01-M0007 14
CA-179400-a01-MO010 13
CA-179413-201-M0030 10
CA-179413-201-M0031 15 .
CA-179434-a01-M0016 inactivo
CA-179434-a01-M0017 inactivo
CA-179454-a01-M0007 9
CA-182202-a01-M0007 9
CA-182239-a01-MO007 inactivo
CA-182241-a01-M0010 9
CA-182241-a01-MO011 9
CA-188416-201-M0007 11
CA-188417-a01-MO008 inactivo
CA-188442-a01-M0O007 inactivo
alta actividad con mayor alta actividad con menor actividad media con iones actividad media sin iones sin actividad ni iones

de iones

idad de iones

detectables

detectables

Tabla 14. Matriz con los valores de m/z que se detectaron en los 71 extractos de butanol.

Clasificacidon por colores segun la actividad y presencia de iones detectables.
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E. coli : C. albicans
CA-117398 | CA-117398-a01-MO010-EC03 ~ GOT 13 28 1
CA-117410 |CA-117410-a01-MOO008-EC03 ~ CLA 13 28
CA-142982-a01-M0012-EC03  CLA 13 28
CA-142982
CA-142982-a01-MO013-EC03  FR23 13 28
CA-143677 |CA-143677-a01-MOO008-EC03 ~ GOT 13 28
CA-144426 |CA-144426-a01-MOO008-EC03 ~ GOT 13 28
CA-146703-a01-M0021-EC03 ~ GOT 7 28 I
CA-146703 T
CA-146703-a01-M0022-EC03  MPG 7 28
CA-149663-a01-MO038-EC03  CLA 13 28
CA-149663 | CA-149663-a01-M0O039-ECO3  GOT 13 28
CA-149663-a01-MO040-ECO3  MPG 13 28
CA-151217 | CA-151217-a01-MO007-EC03 ~ GOT 13 28
CA-151222-a01-MOO016-ECO3  FR23 13 28
CA-151222
CA-151222-a01-M0017-EC03 ~ GOT 13 28 I
CA-152578 | CA-152578-a01-MO013-EC03 DNPM 7 28 1
CA-161197-a01-MO010-EC03  GOT 13 28
CA-161197
CA-161197-a01-MO011-EC03 RAM-2 13 28
CA-161233 |CA-161233-a01-MO010-EC03  GOT 13 28
CA-162175 |CA-162175-a01-M0O007-EC03  MPG 13 28
CA-168651-a01-MOO010-EC03  GOT 13 28
CA-168651
CA-168651-a01-MO011-EC03  MPG 13 28 I
CA-169254-a01-MO010-ECO3  GOT 13 28 1
CA-169254
CA-169254-a01-MOO011-EC03  MPG 13 28
CA-169257-a01-M0O010-EC03 ~ GOT 13 28
CA-169257
CA-169257-a01-MOO011-ECO3  MPG 13 28
CA-169627 |CA-169627-a01-MOO008-EC03 ~ FR23 13 28
CA-170297 |CA-170297-a01-M0O007-EC03 ~ GOT 13 28
CA-170386-a01-MO031-EC03  FR23 13 28 I
CA-170386 | CA-170386-a01-M0O032-EC03 ~ GOT 13 28 1
CA-170386-a01-MO033-EC03  MPG 13 28
CA-171509-a01-MO010-EC03  FR23 13 28
CA-171509
CA-171509-a01-MOO011-ECO3  GOT 13 28
CA-172901 |CA-172901-a01-MO013-EC03 ~ GOT 7 28
CA-172915 | CA-172915-a01-M0O012-EC03 ~ GOT 13 28
CA-175357 | CA-175357-a01-MOO009-ECO3  SOTM 13 28
CA-175917 | CA-175917-a01-MO007-EC03  FR23 13 28
CA-177328 |CA-177328-a01-M0024-EC03  MPG 7 28
CA-177430- | CA-177430-a01-MO025-EC03  MPG 7 28
CA-177487-a01-MO022-EC03  CLA 13 28
CA-177487 |CA-177487-a01-M0O023-ECO3  FR23 13 28
CA-177487-a01-MO024-EC03  GOT 13 28
CA-177720-a01-MO010-EC03 ~ CLA 13 28 I
CA-177720 T
CA-177720-a01-MOO011-ECO3  FR23 13 28
CA-177770-a01-MOO010-EC03  CLA 13 28
CA-177770
CA-177770-a01-MOO011-ECO3  FR23 13 28
CA-177777 |CA-177777-a01-MO007-EC03 ~ FR23 13 28
CA-178247 | CA-178247-a01-M0O007-EC03 ~ FR23 13 28
CA-178252 |CA-178252-a01-MO007-EC03 ~ CLA 13 28
CA-178253 | CA-178253-a01-MO007-ECO3  CLA 13 28 I
CA-178368 |CA-178368-a01-MO007-EC03  MPG 7 28 1
CA-178528-a01-MOO010-EC03  CLA 13 28
CA-178528
CA-178528-a01-MOO011-ECO3  FR23 13 28
CA-178645-a01-MOO010-ECO3  CLA 13 28
CA-178645
CA-178645-a01-MOO011-ECO3  FR23 13 28
CA-178647-a01-MO010-EC03 ~ CLA 13 28
CA-178647
CA-178647-a01-MO011-ECO3  FR23 13 28 I
CA-178674 | CA-178674-a01-MO007-EC03 ~ FR23 13 28 1
CA-178679 |CA-178679-a01-M0O007-EC03 ~ FR23 13 28
CA-179400 | CA-179400-a01-MOO010-ECO3  CLA 13 28
CA-179413-a01-MOO030-ECO3  CLA 13 28
CA-179413
CA-179413-a01-MO031-ECO3  FR23 13 28
CA-179434-a01-MO016-EC03  FR23 13 28
CA-179434
CA-179434-a01-M0017-EC03 ~ GOT 13 28 I
CA-179454 | CA-179454-a01-MO007-EC03 ~ FR23 13 28 1
CA-182202 | CA-182202-a01-M0O007-EC03  MPG 13 28
CA-182239 | CA-182239-a01-MOO007-ECO3  FR23 13 28
CA-182241-a01-MOO010-ECO3  FR23 13 28
CA-182241
CA-182241-a01-MO011-EC03  MPG 13 28
CA-188416 |CA-188416-a01-M0O007-EC03  FR23 13 28
CA-188417 | CA-188417-a01-MOO08-ECO3  FR23 13 28 I
CA-188442 | CA-188442-a01-MO007-EC03  FR23 13 28 :
Lol 100

Tabla 15. Resultados que confirman el perfil de actividad antimicrobiana de los 71

extractos de butanol. (MRSA: del inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus;

MSA: del inglés Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus).
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5.4.2.8 Perfil citotdxico de los extractos de butanol

El potencial citotdxico de los extractos se evalud a dos concentraciones distintas (4 WBE
y 2 WBE) frente a dos lineas celulares diferentes: una linea celular inmortalizada de

carcinoma de higado, HepG2 y una linea primaria de higado, THLE-2.

En la Tabla 16 se representan graficamente los datos obtenidos, de tal manera que el
color azul mas intenso representa el valor de porcentaje de inhibicion mas alto (100%) y

el color azul mas claro representa el porcentaje de inhibicion menor (0%).

Como se puede observar en la tabla frente a la linea celular HepG2, e
independientemente de la concentracidon ensayada, la mayoria de los extractos no
presentaron porcentajes de inhibicion superiores al 30-40%, lo que indica que no son
citotoxicos. De todo el grupo solo destaca el CA-172915-a01-MO012-EC03 que mostrd un
70 % de inhibicidn cuando se ensayd frente a esta linea celular a la concentracién mas

alta (0,4 WBE).

Ademas, en la misma tabla (Tabla 16) se recogen los datos obtenidos frente a la linea
celular THLE-2. Queda reflejado por las intensidades de color azul que la gran parte de los
extractos se comportaron de manera similar a la que lo hicieron frente a HepG2 no
superando el 40% de inhibicion en ninguna de las dos concentraciones. Sin embargo, hay
varios extractos que inhibieron el crecimiento de las células THLE-2 por encima del 80%,
a la concentracion mas alta en la que fueron ensayados (0,4 WBE). Este hecho les sefiala
como extractos en los que se podria encontrar algin compuesto potencialmente
citotéxico. Entre ellos destacan 3 extractos que muestran inhibiciones del 100% en ambas
concentraciones: CA-117398-a01-M0O010-EC03, CA-169257-a01-M0O011-EC03 y CA-
178253-a01-M0O007-ECO03.

A la vista general de los resultados se puede considerar que en su gran mayoria los

extractos presentan una baja o nula citotoxicidad.
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T
1
0,4X WBE 02XWBE | 0,4XWBE 0,2X WBE
CA-117398 | CA-117398-a01-MOO10-ECO3 GOT 13 28
CA-117410 | CA-117410-201-MOOOS-EC3 CLA 13 28
CA-142982-201-MOO12-ECO3 CLA 13 28
CA-142982
CA-142982-a01-MO013-EC03  FR23 13 28
CA-143677 | CA-143677-a01-MOOOS-EC03  GOT 13 28
CA-144426 | CA-144426-a01MOODS-ECO3 GOT 13 28
CA-146703-a01-M0021-EC03  GOT 7 28
CA-146703
CA-146703-a01-MO022-ECO3_MPG 7 28
CA-149663-a01-MO038-EC03  CLA 13 28
CA-149663 |CA-149663-201-MO039-EC03  GOT 13 28
CA-149663-a01-MO040-EC03  MPG 13 28
CA-151217 |CA-151217-201-MOO07-EC03_ GOT 13 28
CA-151222-a01-MOO016-EC03  FR23 13 28
CA-151222
CA-151222-a01-MOOL7-ECO3_ GOT 13 28
CA-152578 | CA-152578-a01-MOO013-EC03 DNPM 7 28
CA-161197-201-MOO10-ECO3 GOT 13 28
CA-161197
CA-161197-a01-MOOLI-ECO3 RAM-2 13 28
CA-161233 | CA-161233-a01-MO010-EC03  GOT 13 28 _:
CA-162175 | CA-162175-a01-MOOO7-EC03_MPG 13 28
CA-168651-201-MOOL0-ECO3 GOT 13 28
CA-168651
CA-168651-a01-MO011-EC03  MPG 13 28
CA-169254-201-MOO10-ECO3 GOT 13 28
CA-169254
CA-169254-201-MOOLL-ECO3_ MPG 13 28
CA-169257-a01-MO010-EC03  GOT 13 28
CA-169257
CA-169257-a01-MOOLI-ECO3_ MPG 13 28
CA-169627 |CA-169627-a01-MOOQ08-ECO3  FR23 13 28
CA-170297 | CA-170297-a01-MOOO7-ECO3_ GOT 13 28 !
CA-170386-201-MOO3L-ECO3 FR23 13 28
CA-170386 | CA-170386-a01-M0O032-EC03  GOT 13 28
CA-170386-201-MO033-ECO3_ MPG 13 28
CA-171509-201-MOOL0-ECO3 FR23 13 28
CA-171509
CA-171509-a01-MO011-EC03  GOT 13 28
CA-172901 | CA-172901-a01-MOOI3-EC03_GOT 7 28
CA-172915 | CA-172915-201M0012ECO3_GOT 13 25 | Il
CA-175357 | CA-175357-a01-MOO009-ECO3 SOTM 13 28
CA-175317 | CA-175917-a01-MOOO7-EC03_FR23 13 28 _:
CA-177328 | CA-177328-201-MO024-EC03_MPG___ 7 28
CA-177430- | CA-177430-a01-MO025-EC03  MPG 7 28
CA-177487-201-MO022-ECO3 CLA 13 28
CA-177487 |CA-177487-a01-MOO23-ECO3 FR23 13 28
CA-177487-a01-MO024-EC03  GOT 13 28
CA-177720-201-MOO10-ECO3 CLA 13 28
CA-177720
CA-177720-a01-MO011-EC03  FR23 13 28
CA-177770-a01-MO010-EC03  CLA 13 28
cA-177770
CA-177770-a01-MOOLI-ECO3_FR23 13 28
CA-177777 |CA-177777-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28
CA-178247 |CA-178247-a01-MO007-EC03  FR23 13 28
CA-178252 | CA-178252-a01-MOOO7-EC03_ CLA 13 28
CA-178253 | CA-178253-a01-MO007-EC03  CLA 13 28
CA-178368 | CA-178368-201-MOOO7-EC03_MPG 7 28
CA-178528-201-MOOLO-ECO3 CLA 13 28
CA-178528
CA-178528-a01-MO011-EC03  FR23 13 28
CA-178645-201-MOOLO-ECO3 CLA 13 28
CA-178645
CA-178645-201-MOOLI-ECO3 FR23 13 28
CA-178647-a01-MO010-EC03  CLA 13 28
CA-178647
CA-178647-a01-MOOLI-ECO3 FR23 13 28
CA-178674 |CA-178674-a01-MO007-EC03  FR23 13 28
CA-178679 |CA-178679-a01-MO007-EC03  FR23 13 28
CA-173400 | CA-179400-a01-MOOI0-EC3_CLA 13 28
CA-179413-a01-MO030-EC03  CLA 13 28 _
CA-179413
CA-179413-a01-MOO3L-ECO3_FR23 13 28
CA-179434-201-MOOL6-ECO3 FR23 13 28
CA-179434
CA-179434-a01-MO017-EC03  GOT 13 28
CA-179454 | CA-179454-a01-MOOO7-EC03_FR23 13 28
CA-182202 | CA-182202-a01-MOOO7-EC03_MPG 13 28
CA-182239 |CA-182239-a01-MOO007-ECO3  FR23 13 28
CA-182241-201-MOOLO-ECO3 FR23 13 28
CA-182241
CA-182241-301-MOOLL-ECO3_ MPG 13 28
CA-188416 |CA-188416-a01-MO007-ECO3  FR23 13 28
CA-188417 | CA-188417-a01-MOODS-EC03_FR23 13 28 !
CA-188442 | CA-188442-201-MOOO7-EC03_FR23 13 28 ! |
% Inhibicién % [ za0% |

50 %- 40 %

80 %-90 %

Resultados

Tabla 16. Perfil citotéxico frente a las lineas celulares HepG2 y THLE-2 de los 71 extractos

extraidos con butanol.
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5.5 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS POR SU ACTIVIDAD EN EL
CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO

Del mismo modo que se fueron caracterizando bioldgica y quimicamente los extractos
con el fin de encontrar nuevas moléculas de la familia de las ramoplaninas, las 49 cepas
de actinomicetos de cuya fermentacién procedian dichos extractos también fueron
estudiadas en mayor profundidad para determinar la diversidad y la relacion filogenética
entre las mismas. Partiendo de la informacién preliminar descrita en el apartado 4.3, a
continuaciéon se detallan los resultados obtenidos segun las diferentes técnicas

empleadas.

5.5.1 SECUENCIACION DEL GEN RIBOSOMAL 16S ARNr

El gen 16S ARNr es un marcador molecular eficaz con fines taxonémicos ya que es
universal, funcionalmente estable, altamente conservado y sujeto con poca frecuencia a
tranferencia génica horizontal (Embley y Stackebrandt, 1994). A pesar de estar altamente
conservado, contiene seis regiones variables que son utiles para el disefio de sondas
especificas que pueden ser utilizadas para diferenciar géneros, especies e incluso
subespecies. Debido a estas propiedades y al hecho de ser el gen que ha evolucionado
mas lentamente, el gen del ARNr 16S se establecié como elemento de referencia para

identificar especies, géneros y familias de bacterias (Embley y Stackebrandt, 1994).

Por estas razones, una vez determinada la taxonomia inicial de las 49 cepas en funcién de
sus caracteristicas morfoldgicas, se determind su secuencia casi completa (de unos 1400
nt) revisdndose manualmente para identificar posiciones con un alineamiento dudoso, y
una vez alineadas, las secuencias se recortaron en sus extremos dejando unos 1300 nt
gue incluian la posicién 100 hasta la 1400. Dichas secuencias fueron comparadas con las
secuencias de cepas tipo con nombres procariéticos validados publicados y registrados

en la base de datos EzTaxon®.

En la Tabla 17 se incluyen las diferentes identificaciones taxondmicas de la especie mas
cercana resultantes y se puede observar que el porcentaje de similitud en la secuencia
del 16S de todas las cepas con respecto a la especie mas cercana resultd por encima del
98%, esto es por encima del umbral habitual establecido (97%) para ser considerada
alguna de ellas como nueva especie (Stackebrandt and Goebel 1994). Sin embargo,

debido a que en muchos casos es dificil diferenciar dos especies usando sélo las
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secuencias del gen 16S ARNr, en varias ocasiones se ha propuesto elevar este valor. Asi,

Stackebrandt y Ebers propusieron en 2006 como nuevo punto de corte el rango entre el

98,7-99,0% de similitud de secuencia (Stackebrandt y Ebers, 2006), y mds recientemente

Kim y colaboradores y Meier-Kolthoff y colaboradores ambos en 2014 propusieron el

valor del corte en 98,65 % (M. Kim et al., 2014) y el rango entre 98,2-99,0% (Meier-

Kolthoff et al., 2014), respectivamente.

FAMILIA CEPA CONTINENTE / REGION PAIS TIPO DE SUELO ESPECIE MAS CERCANA SIMILITUD (%)

CA-172901 As!a Sr! Lanka Manglar Actinoplanes abujensis A4029(T) 98.79
CA-172915 Asia Sri Lanka Manglar 98.87
CA-178252 América Central México Suelo Actinoplanes ferrugineus 1FO 15555(T) 97.98
CA-179413 América Central México Estanque 99.85
CA-182202 Africa Sudafrica Rizosfera 99.64
CA-182239 Africa Sudafrica Rizosfera 99.64
CA-182241 Africa Sudafrica Rizosfera 99.64
CA-188416 Africa Sudafrica Rizosfera 99.64
CA-188417 5frica Sudafrica Rizosfera Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T) 99.64
CA-188442 Africa Sudafrica Rizosfera 99.63
CA-175917 América Central México Estanque 99.06
CA-142982 América Central México Tierra agricola 99.42
CA-151217 América del Sur Guayana Francesa Bosque Illuvioso 99.35
CA-143677 Oceania Nueva Caledonia Sabana 99.78
CA-149663 Oceania Nueva Caledonia Sabana 99.72
CA-162175 América del Sur Guayana Francesa Bosque Illuvioso 99.64
CA-169627 Asia Sri Lanka Manglar 99.71
CA-175357 Asia Sri Lanka Manglar 99.64
CA-177720 Asia Sri Lanka Manglar 99.78

Micromonosporaceae CA-177770 Asia Sri Lanka Manglar 99.57
CA-177777 Asia Sri Lanka Manglar Micromonospora chersina DSM 44151(T) 99.71
CA-178645 Asia Sri Lanka Manglar 99.71
CA-178647 Asia Sri Lanka Manglar 99.71
CA-179454 Asia Sri Lanka Manglar 99.64
CA-178674 Asia Sri Lanka Manglar 99.78
CA-178679 Asia Sri Lanka Manglar 99.64
CA-144426 Oceania Nueva Caledonia Bosque sempervirente 99.64
CA-151222 América del Sur Guayana Francesa Bosque lluvioso Micromonospora endolithica DSM 44398(T) 99.57
CA-170297 Africa Sudafrica Vegetales asociados Micromonospora equina Y22(T) 99.41
CA-178247 América Central México Suelo Micromonospora fulviviridis DSM 43906(T) 99.42
CA-161233 Africa Sudafrica Duna 99.85
CA-168651 Africa Sudafrica Vegetales asociados Micromonospora halotolerans CR18(T) 99.64
CA-179400 América Central México Estanque 99.64
CA-170386 Africa Sudafrica Vegetales asociados 99.5
CA-169254 Africa Sudafrica Vegetales asociados 99.43
CA-169257 Afr!ca Sudellfr!ca Vegetales asoc!ados Micromonospora inositola DSM 43819(T) 99.48
CA-171509 Africa Sudafrica Vegetales asociados 99.49
CA-177487 América Central México Suelo 99.48
CA-178528 América Central México Suelo 99.36
CA-146703 Oceania Nueva Caledonia Bosque sempervirente Nocardia niigatensis NBRC 100131(T) 99.86

Nocardiaceae -

CA-161197 Africa Sudafrica Duna Nocardia testacea NBRC 100365(T) 99.64
CA-117398 Am?r!ca Central Costa R!ca T! erra agnlcola Amycolatopsis umgeniensis UM16(T) 99.71

Pseudonocardiaceae CA-117410 América Central Costa Rica Tierra agricola 99.71
CA-178253 América Central México Suelo Lechevalieria atacamensis C61(T) 98.99
CA177328 Am%r!ca Central Me'x!co Lago Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T) 99.62
CA-177430 América Central México Suelo 99.57

Streptomycetaceae — - —
CA-152578 Europa Espafia Caucederio Streptomyces mirabilis NBRC 13450(T) 99.36
CA-178368 América Central México Lago ?

Unidentified CA-179434 América Central México Suelo ?

Tabla 17. Asignacion de especies a los 47 cultivos secuenciados segun el resultado del

analisis de EzTaxon vy distribucién de las especies identificadas seguin sus lugares de

origen. Ademas, con el signo de interrogacién aparecen, la cepa incluida en la familia

Streptomycetaceae por su morfologia y la cepa que no se pudo identificar.
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Este analisis nos permitid clasificar todas aquellas cepas que por su morfologia no
pudieron ser identificadas y que se habian agrupado como no identificados. Asi, resultd
que el grupo taxondmico mas abundante fue la familia Micromonosporaceae ya que 39
de las cepas (representando un 79,6% respecto del total) resultaron estar incluidas en
este grupo, siendo 36 de ellas del género Micromonospora y 3 del género Actinoplanes.
El resto de las cepas (10 cepas) se distribuyeron en tres familias distintas, de manera que
se identificaron 4 cepas pertenecientes a la familia Streptomycetaceae (aunque a 1 de
ellas se le asigno al género por su morfologia solamente), 3 cepas pertenecientes a la
familia Pseudonocardiaceae siendo 2 de ellas del género Amycolaptosis y 1 del género
Lechevalieria, 2 cepas pertenecientes a la familia Nocardiaceae, y por ultimo una cepa

gue no pudo ser clasificada dado que su secuencia fue fallida.

También se observa en la Tabla 17 que las cepas clasificadas dentro de la familia

Micromonosporaceae estan ampliamente distribuidas a nivel geografico.

Cabe destacar que el hecho de que la mayoria de los organismos pertenezca a la familia
Micromonosporaceae es consistente con la taxonomia del organismo original productor

de ramoplanina.

5.5.2 ANALISIS FILOGENETICO DE LAS CEPAS IDENTIFICADAS

La diversidad de las cepas identificadas se estudié mediante el calculo de la matriz de
distancias a partir de las secuencias del 16S alineadas. Con esta matriz y mediante el
método de Neighbor-Joining se construyd un arbol filogenético (Figura 51) para ver la
topologia general de las ramas que agrupaban los distintos taxones de las cepas
estudiadas. Se evalué la robustez del arbol mediante bootstrapping realizando alrededor
de 1000 muestreos aleatorios y se consideraron valores de bootstrap suficientemente

robustos aquellos >70% (equivalente a un nivel de significacién p<0.05).

En el arbol filogenético (Figura 51) podemos diferenciar 3 ramas principales: un primer
gran clado formado por todas las cepas de la familia Micromonosporaceae, otro formado
por las cepas de la familia Pseudonocardiaceae y Nocardiaceae y por ultimo a mayor

distancia un clado formado por las cepas de la familia Streptomycetaceae.
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CA-182239
CA-182241
CA-182202
CA-1786T79
CA-177770
CA-162175
CA-188416
CA-188417
CA-188442
CA-175357
CA-177720
CA-177777
CA-178645
CA-178847
CA-178674
CA-179454
- Micromonospora chersina DSM 44151(T)
CA-179413
CA-143677
CA-144426
CA-149663
CA-169627
- Micromonaspora halotolerans CR18
CA-181217
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
CA-142982
CA-181222
CA-161233
CA-168651
CA-179400
- Micromonospora endolithica DSM 44398(T)
- CA-175917
— Micromonospora fulviviridis DSM 43908
— Micromonospora inositola DSM 43819(T)
CA-169254
wc-c? CA-169257
| [ CA-170297
< CA-170386
CA-171509
CA-177487
CA-178247
CA-178528
— Micromonospora equina Y22

. Actinoplanes abujensis A4029
73||CA-172901
100

CA-172915
CA-178252
Actinoplanes ferrugineus IMSNU 22125(T)

S8

CA-178253
Lechevalieria atacamensis C61

75 CA-117388
80| CA-117410
Amycolatopsis umgeniensis UM16
Py 100 [ CA-146703
Nocardia niigatensis DSM 44670
100 CA-161197
100 - Nocardia testacea NBRC 100365(T)

100 [ CA-152578
Streptomyces mirabilis NBRC 13450

100 Streptomyces atrovirens NRRL B-16357
1

oo || CA-177328
881 CA-177430

Bacillus subtilis DSM10

0.02

Figura 51. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 165 ARNr de las 47 cepas
seleccionadas. En los nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al

70%. El nimero de la barra se corresponde con el nimero de sustituciones nucledtidas

por sitio.
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EL primer gran clado contiene el grupo de 36 cepas del género Micromonospora asociadas
a las siguientes 7 diferentes especies tipo mas cercanas: Micromonospora chersina
DSM44151, Micromonospora halotolerans CR18, Micromonospora chaiyaphumensis
MC5-1, Micromonospora endolithica DSM44398, Micromonospora fulviviridis DSM43906,
Micromonospora inositola DSM43819, Micromonospora equina Y22; mas una rama con 2
cepas que se unen con la cepa tipo Actinoplanes abujensis A4029. A continuacion,
encontramos otra rama formada por 1 sola cepa asociada a la cepa tipo Actinoplanes

ferrugineus IMSNU22125.

En el segundo clado encontramos por un lado 1 cepa asociada a la cepa tipo Lechevalieria
atacamensis C61 de la familia Pseudonocardiaceae y por otro lado otra rama con dos
clados, uno con 2 cepas de la misma familia que la anterior asociadas a Amycolatopsis
umgeniensis UM16 y por otro lado 2 cepas de la familia Nocardiaceae asociadas a

Nocardia niigatensis DSM44670 y Nocardia testacea NBRC100365 respectivamente.

El dltimo y tercer clado principal formado por las cepas de la familia Streptomycetaceae,
se bifurca en dos ramas, una rama con 1 cepa asociada a Streptomyces mirabilis

NBRC13450 y otra rama, con 2 cepas asociadas Streptomyces atrovirens NRRL B16357.

No obstante, la igualdad de las secuencias del ARNr 16S puede no implicar
necesariamente la igualdad de las especies. Por lo tanto, si bien las secuencias del ARNr
16S pueden ser utilizadas rutinariamente para distinguir y establecer relaciones entre
géneros y especies bien definidas, en el caso de cepas muy similares de especies cuya

divergencia es muy reciente estas diferencias puede que no sean reconocidas.

5.5.3 CARACTERIZACION DE LAS CEPAS MEDIANTE PERFILES DE
AMPLIFICACION (fingerprinting)

Después de asignar la posicion taxondmica mas precisa de las 47 cepas mediante la
secuenciacién del gen 16S ARNT, se estudié con mayor detalle la diversidad de las mismas
mediante dos técnicas distintas de PCR-fingerprinting (BOX y REP) con distinto poder de
resolucién para poder comparar los resultados obtenidos en cada uno de los analisis
realizados e intentar discernir cual de ellas es la que discrimina mejor las cepas de

actinomicetos.

En general, las técnicas de PCR-fingerprinting nos permiten estudiar con mayor resolucion

la diversidad de las cepas. Por nuestra parte, establecimos que aquellas cepas con una
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similitud mayor del 80% podrian considerarse la misma cepa y aquellas con un porcentaje
menor serian consideradas cepas distintas. Este punto de corte se establecié en base a
nuestra propia experiencia con otros grupos de cepas y en base al trabajo de otros autores

que utilizaron este valor en sus estudios (Lanoot et al., 2004; Bathe et al., 2006)

5.5.3.1 Técnica BOX-PCR

La primera de las técnicas utilizadas para evaluar detalladamente la diversidad de las
cepas fue la de BOX-PCR en la que se utiliza el oligonucledtido BOXA1R que permite
amplificar regiones que aparecen repetidas a lo largo del genoma bacteriano y esto hace
gue podamos discriminar las cepas por debajo del nivel de especie (Versalovic et al.,
1994). Se ha comprobado que, para identificar rapidamente una cepa desconocida por
comparacion con un control conocido, la técnica BOX-PCR es una de las mas utiles de ADN
fingerprinting, ya que genera unos perfiles de amplificacion sélidos, reproducibles y
suficientemente complejos para poder distinguir entre organismos no emparentados
entre si (Rademaker y De Brujin, 1997), siendo ademas la técnica menos sensible a la
presencia de contaminantes en el ADN y por tanto generando perfiles de amplificacion

incluso bajo condiciones subdptimas (Louws et al., 1995).

En nuestro estudio, el analisis de clusters se realizé con 48 cepas, ya que menos en un
caso, en el resto el cebador BOXA1R produjo unos patrones de amplificacion de muy alta
resolucion con tamafos de bandas que variaban desde menos de 0,2 kb hasta
aproximadamente 2,0 kb. Los perfiles electroforéticos con DNA-chips se analizaron
mediante el programa informatico Bionumerics® de Appied MathsTM (version 6.6)

utilizando el algoritmo UPGMA y el coeficiente de Pearson.

La Figura 52, muestra el dendrograma que se obtuvo al integrar los resultados de las 48
cepas que se agruparon en 40 clusters definidos a un punto de corte del 80 % de similitud,
dando esto idea de la gran diversidad de estas cepas. Se puede observar en la Figura 52
que de los 40 clusters, 33 de ellos eran Unicos con 1 sola cepa, 6 clusters contenian 2 cepas
y 1 cluster contenia 3 cepas. También cabe destacar que en cuanto a los origenes de las
cepas existe una clara tendencia de las mismas a agruparse segun su procedencia, y que
los 7 clusters con mas de una cepa estan formados por cultivos del mismo origen y en

todos los casos las cepas tenian la misma identificaciéon taxonémica segln su secuencia.
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CA-182241
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SOUTH AFRICA
SOUTH AFRICA
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SOUTH AFRICA
SRI LANKA

SRI LANKA
COSTARICA
COSTARICA
MEXICO

MEXICO

MEXICO

Mexico

MEXICO

SOUTH AFRICA
SOUTH AFRICA
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Micromonospora halotolerans CR18(T)
Micromonospora halotolerans CR18(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
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Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
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Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora fulviviridis DSM 43906(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
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Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora endolithica DSM 44398(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora equina Y22(T)

Nocardia niigatensis NBRC 100131(T)
Streptomyces mirabilis NBRC 13450(T)
Nocardia testacea NBRC 100365(T)
Actinoplanes abujensis A4029(T)
Actinoplanes abujensis A4029(T)
Amycolatopsis umgeniensis UM16(T)
Amycolatopsis umgeniensis UM16(T)
Lechevalieria atacamensis C61(T)
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T)
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T)

Actinoplanes ferrugineus IFO 15555(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
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Figura 52. Dendrograma de las cepas resultante del anadlisis por BOX-PCR. Se indica el

nombre de la cepa, el pais de origen (colores), identificacion taxondmica de la especie

mas cercana y el cluster en que se agrupa cada cepa a un punto de corte del 80 % de

similitud.

Las cepas de la familia Micromonosporaceae, se agruparon en 30 clusters distintos, de los

cuales 28 de ellos incluian 33 Micromonospora spp., y los otros 2 clusters 3 cepas de

Actinoplanes spp. Este hecho destaca la gran diversidad que existe entre las cepas de este

gran grupo. Hay que destacar también, en contraste con el resultado obtenido con el

arbol filogenético, que de los 28 clusters que incluian las cepas Micromonospora spp. solo
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5 de ellos agrupaban 2 cepas y tan solo 1 cluster estaba formado por 3 cepas. La tendencia
de estas agrupaciones es la de asociarse segun su origen y taxonomia a excepcién de 1
cluster que reune 2 cepas de distinto lugar (México y Sri Lanka) y taxonomia

(Micromonospora inositola y Micromonospora chersina).

Las dos cepas de la familia Nocardiaceae se agruparon en 2 clusters independientes, asi
como las 3 cepas de la familia Streptomycetaceae, lo que también subraya la diversidad

entre ellas respectivamente.

En cuanto a las 3 cepas de la familia Pseudonocardiaceae se agruparon en 2 clusters
diferentes, uno formado por las dos cepas de Amycolatopsis umgeniensis ambas de Costa

Rica y otro formado por la cepa de Lechevalieria atacamensis.

5.5.3.2 Técnica REP-PCR

La segunda de las técnicas utilizadas para evaluar detalladamente la diversidad de las
cepas fue la de REP-PCR, basada en la utilizacién de cebadores que hibridan de forma
especifica con secuencias repetitivas, de unos 20 a 40 nucledtidos, palindromicas
extragénicas, es decir aquellas que estan situadas en regiones no codificantes del ADN
bacteriano. Stern y colaboradores (Stern et al., 1984) las definieron como secuencias REP

(del inglés Repetitive Extragenic Palindromic).

En nuestro estudio, el andlisis de clusters se realizd con 47 cepas, ya que dos de ellas no
amplificaron correctamente. Como en la técnica descrita en el apartado anterior, los
perfiles electroforéticos también se analizaron mediante el programa informatico
Bionumerics® de Appied MathsTM (version 6.6) utilizando el algoritmo UPGMA vy el

coeficiente de Pearson.

Como se puede apreciar en el dendrograma de la Figura 53, las 47 cepas estudiadas se
agruparon en 23 clusters diferentes definidos a un punto de corte del 80% de similitud.
De ellos 15 estan formados por 1 sola cepa, mientras que los otros 8 clusters incluyen 2 o
mas cepas en algunos casos de origenes y taxonomia diferentes. También observamos

gue las familias taxondmicas no se agrupan entre si.
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Micromonospora equina Y22(T)
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Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora halotolerans CR18(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora endolithica DSM 44398(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Actinoplanes abujensis A4029(T)
Lechevalieria atacamensis C61(T)
Streptomyces mirabilis NBRC 13450(T)

Micromonospora halotolerans CR18(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Nocardia niigatensis NBRC 100131(T)
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Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
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Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T)
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
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Amycolatopsis umgeniensis UM16(T)
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Actinoplanes ferrugineus IFO 15555(T)
Nocardia testacea NBRC 100365(T)
Micromonospora halotolerans CR18(T)
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Figura 53. Dendrograma de las cepas resultante del andlisis por REP-PCR. Se indica el

nombre de la cepa, el pais de origen (colores), identificacion taxondmica de la especie

mas cercana y el cluster en que se agrupa cada cepa a un punto de corte del 80 % de

similitud.
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5.5.3.3 Comparacion de las técnicas utilizadas

Los resultados obtenidos mediante estas dos técnicas se compararon entre si para
determinar cudl de ellas habia aportado mayor profundidad taxondmica y poder de

discriminacién entre las cepas de nuestro estudio.

En primer lugar, al observar los dendrogramas resultantes de cada método, llama la
atencion el menor nimero de clusters obtenidos por la técnica de REP-PCR (23 clusters)
con respecto a BOX-PCR (40 clusters). Este hecho podria atribuirse al menor nimero de
bandas que presentan los patrones de amplificacién de la primera técnica con respecto a

la segunda.

También observamos que los clusters 19 y 20 obtenidos por REP-PCR coinciden con los

clusters 40 y 34 obtenidos por BOX-PCR, respectivamente.

Ademas, también advertimos claramente que los clusters que incluyen varias cepas en
uno y otro método se diferencian en que REP-PCR agrupa cepas de origenes y taxonomias
diferentes, mientras que BOX-PCR asocia cultivos del mismo origen y con la misma

clasificacion taxondmica.

5.5.3.4 Estimacion de la diversidad de las cepas

Existen numerosos indices que permiten estudiar la diversidad de cepas presente en una
poblacién, y mediante esta forma poder determinar y comparar el poder de resolucién
de las distintas técnicas de caracterizacion empleadas. En este trabajo se optd por calcular
para el grupo taxondmico mayoritario, es decir para la familia Micromonosporaceae, dos
de los indices mas utilizados habitualmente, el indice de diversidad de Simpson (D) y el
indice de Shannon-Weiner (H’) que se calcularon con Bionumerics®. En el caso del indice
de Simpson, cuanto mas cercano al 100% sea su valor, mayor diversidad presentara la
poblacion estudiada y en el caso del indice de Shannon-Weiner cuanto mas cercano sea

a 5 mayor diversidad tendremos.

Ademas, como se ha indicado anteriormente, basandonos en nuestra experienciay en la
de otros autores (Lanoot et al., 2004; Bathe et al., 2006) se establecid, para las dos

técnicas utilizadas, un punto de corte del 80% para definir una OTU.

El valor del indice de Simpson para el grupo de cepas de Micromonospora obtenido con

la técnica REP-PCR fue de 93,25% mientras que con la técnica BOX-PCR se obtuvo un valor

182



Resultados

de 98,72%. Los valores de indice Shannon-Weiner obtenidos fueron 2,7944 y 3,3320 para
REP-PCR y BOX-PCR, respectivamente.

Ambos indices indican que en nuestro estudio la capacidad de resolver entre cepas ha

sido mayor con la técnica BOX-PCR.

5.5.4 DETECCION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE GENES BIOSINTETICOS: PKS-
I, PKS-11 Y NRPS

Los actinomicetos producen metabolitos secundarios de gran diversidad estructural
mediante sistemas multifuncionales tales como las sintasas modulares de policétidos:
PKS-I (Hopwood, 1997), las sintasas iterativas de policétidos: PKS-Il (Hopwood, 1997)
(Shen, 2003) vy las sintetasas de péptidos no-ribosomales: NRPS (Schwarzer et al., 2003).

Se decidid estudiar la presencia y distribucidon de sistemas NRPS, PKS-I y PKS-1l en las 49
cepas seleccionadas en este estudio por un lado para caracterizar el potencial metabdlico
de las mismas y por otro lado para corroborar la presencia de secuencias de los genes
biosintéticos NRPS dado que por la bibliografia sabiamos que el organismo productor de
ramoplanina biosintetiza este antibiético mediante sintetasas de péptidos no-

ribosomales (NRPS).

Como puede verse en la Tabla 18, en general, se obtuvieron altas frecuencias de
amplificaciones especificas positivas para NRPS (89,6 %) y PKS-I (77,1 %) y bajas para PKS-
I1 (31,25 %). En la tabla se sefiala con asterisco (*) una cepa que no amplificd, y que no se

ha tenido en cuenta en los cdlculos de porcentajes.

Destacd la deteccidn positiva de genes asociados a sistemas NRPS que se observo en la
mayoria de las cepas a excepcion de 5 de ellas de la familia Micromonosporaceae de las
cuales 4 solo fueron positivas a genes asociados a sistemas PKS-I, y una de ellas que fue
negativa para todos los sistemas. Este resultado apoyaria la idea de que en su mayoria
estas cepas son productoras de ramoplanina o moléculas relacionadas con este

antibidtico.
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FAMILIA CEPA PAIS ESPECIE MAS CERCANA NRPS  PKS-1  PKs-lI
CA-172901 SriLanka + + +
CA172015 i Lank Actinoplanes abujensis A4029(T) . . .
CA-178252 Meéxico Actinoplanes ferrugineus IFO 15555(T) + + +
CA-179413 México + X X
CA-182202 Sudafrica + + +
CA-182239 Sudafrica + + X
CA-182241 Sudafrica + + X
CA-188416 Sudafrica + + X
CA-188417 Sudéfrica Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T) + + X
CA-188442 Sudafrica * * *
CA-175917 México + + X
CA-142982 México + + X
CA-151217 Guayana Francesa + + X
CA-143677 Nueva Caledonia + + X
CA-149663 Mueva Caledonia X + X
CA-162175 Guayana Francesa + + X
CA-169627 SriLanka + X X
CA-175357 SriLanka + + +
CA-177720 SriLanka + + X
Micromonosporaceae CA-177770 SriLanka + + X
CA-177777 SriLanka Micromonospora chersina DSM 44151(T) X + X
CA-178645 SriLanka + + X
CA-178647 SriLanka + + X
CA-179454 SriLanka X + X
CA-178674 SriLanka + + X
CA-178679 SriLanka + X X
CA-144426 Nueva Caledonia + X +
CA-151222 Guayana Francesa Micromonospora endolithica DSM 44398(T) X X X
CA-170297 Sudafrica Micromonospora equina Y22(T) + X X
CA-178247 México Micromonospora fulviviridis DSIM 43906(T) + X X
CA-161233 Sudafrica + + X
CA-168651 Sudafrica Micromonospora halotolerans CR18(T) + + +
CA-179400 Meéxico + X X
CA-170386 Sudéfrica + + X
CA-169254 Sudéfrica + X X
CA-169257 Sudéfrica + + X
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
CA-171509 Sudafrica + X +
CA-177487 México X + X
CA-178528 México + + +
Nocardincene CA-146703 Mueva Caledonia Nocardia niigatensis NBRC 100131(T) + + +
CA-161197 Sudéfrica MNocardia testacea NBRC 100365(T) + + +
CA-117398 Costa Rica + + +
Amycolatopsis umgeniensis UM16(T)
Pseudonocardioceae CA-117410 Costa Rica + + +
CA-178253 Meéxico Lechevalieria atacamensis C61(T) + + X
CA-177328 Meéxico + X +
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T)
CA-177430 México + + +
Streptomycetaceae
CA-152578 Espafia Streptomyces mirabilis NBRC 13450(T) + + X
CA-178368 Meéxico ? + + X
Unidentified CA-179434 México ? + + X

Tabla 18. Deteccion positiva (+) o negativa (x) de los sistemas biosintéticos PKS-I, PKS-II,
NRPS para cada una de las 49 cepas seleccionadas en este estudio. Marcada con asterisco

(*) una cepa que no amplificé en ninguno de los casos.
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Cabe seiialar también, que todas las cepas que fueron positivas en sistemas PKS-l ademas
lo fueron en sistemas NRPS. Y de las 11 cepas negativas en PKS-I, 1 fue la cepa que dio
negativo en todos los sistemas, 3 fueron positivas en PKS-1l, y 7 fueron positivas solo en

NRPS.

Solo 12 cepas, que representan el 25% del total de ellas, presentaron genes asociados a
los 3 sistemas biosintéticos. De ellas, 2 (100 %) pertenecientes a la familia Nocardiaceae,
3 (66,6 %) pertenecientes a la familia Pseudonocardiaceae, 1 (25 %) cepa perteneciente a
la familia Streptomycetaceae, 7 (18 %) pertenecientes a la familia Micromonosporaceae,
y 1 cepa que no fue identificada. Potencialmente, estas cepas serian las que tendrian

mayor capacidad para producir metabolitos secundarios con actividad bioldgica.

5.5.4.1 Perfiles de digestion con enzima HinFl de los productos de

amplificacion del sistema NRPS

Con objeto de evaluar la diversidad de los productos amplificados y el potencial
metabdlico para producir compuestos sintetizados por el sistema NRPS, se llevd a cabo
una digestion de los productos de amplificacion obtenidos con la pareja de
oligonucledtidos especificos para esta ruta utilizando la enzima de restriccién HinF1.
Posteriormente, se analizaron los clusters mediante el programa Bionumerics®para

construir el correspondiente dendrograma (Figura 54).

En la Figura 68 se puede observar que para un punto de corte del 80% de similitud, se
obtuvieron 3 grupos diferentes de cepas. Un gran grupo formado por 38 cepas (Cluster
1), otro formado por 4 cepas (Cluster 2) y otro formado por 3 cepas (Cluster 3). En el
anadlisis no se incluyeron las 4 cepas que habian mostrado una deteccidon negativa de

genes asociados a sistemas NRPS.

A la vista del dendrograma (Figura 54), encontramos que la agrupacién en clusters
aparece independientemente de la taxonomia de las cepas, excepto para el caso de los
dos Actinoplanes que se encuentran juntos en el Cluster 2. Estos resultados podrian
sugerir que la mayoria de las cepas agrupadas en el Cluster 1 son productoras de
ramoplanina o moléculas relacionadas con esta, mientras que las cepas de los Cluster 2 y

Cluster 3 tendrian un potencial metabdlico diferente, si bien esto no se puede asegurar.
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Figura 54. Dendrograma de los perfiles de restriccion
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EzTaxon

Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora halotolerans CR18(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Actinoplanes ferrugineus IFO 15555(T)
Amycolatopsis umgeniensis UM16(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora endolithica DSM 44398(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)

Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Nocardia testacea NBRC 100365(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora halotolerans CR18(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Lechevalieria atacamensis C61(T)
Micromonospora equina Y22(T)
Micromonospora fulviviridis DSM 43906(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora inositola DSM 43819(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)
Streptomyces atrovirens NRRL B-16357(T)
Streptomyces mirabilis NBRC 13450(T)
Nocardia niigatensis NBRC 100131(T)
Actinoplanes abujensis A4029(T)
Actinoplanes abujensis A4029(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1(T)
Micromonospora chersina DSM 44151(T)

Micromonospora halotolerans CR18(T)

Cluster RFLP
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0001
0001
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0001
0001
0001
0001
0001
0002
0002
0002
0002
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con la enzima HinFl de los

productos de amplificacion del sistema NRPS. Se indica el nombre de la cepa, el pais de

origen (colores), identificacion taxonémica de la especie mas cercana vy el cluster en que

se agrupa cada cepa a un punto de corte del 80 % de similitud.
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5.6 FRACCIONAMIENTO BIOGUIADO DE LOS EXTRACTOS

5.6.1 SELECCION DE EXTRACTOS PARA FRACCIONAMIENTO BIOGUIADO

En la identificaciéon quimica y aislamiento de compuestos procedentes de extractos de
origen natural es habitual seguir una metodologia de fraccionmiento biodirigido. En esta
metodologia la actividad medida en los bioensayos orienta el proceso de fraccionamiento
y aislamiento de moléculas de interés. Asi, primero se realiza un fraccionamiento del
extracto original donde se detectd la bioactividad y las correspondientes fracciones
vuelven a testarse sobre el bioensayo. Las fracciones que resultan activas se vuelven a
fraccionar y a ensayar, y esto se repite tantas veces como sea necesario para obtener el

compuesto activo con el minimo numero de impurezas.

Para seleccionar los extractos con los que continuar el trabajo y pasar a la etapa de
fraccionamiento, utilizamos la combinacion de tres criterios. Por un lado, se tuvo en
cuenta la actividad que dichos extractos presentaron en el ensayo de agar LiaRS (mayor
tamafio de halo de inhibicién y mayor intensidad del color azul), por otro la potencia de
los mismos frente a SARM y/o a SASM y ademas los resultados obtenidos del analisis por
LC/MS. A su vez, se considerd también la taxonomia inicial procedente de la identificacion
morfolégica de las cepas, intentando escoger al menos algln representante de cada
familia identificada (ver apartado 4.3.1, Tabla 10). Dado que el perfil citotoxico de los
extractos se considerd bajo en general no se incluyeron esos resultados entre los criterios

de seleccidn.

Del total de 71 extractos, se eligieron 36 para fraccionamiento semipreparativo (Tabla
19), que correspondieron con 32 cepas diferentes, puesto que de 4 de ellas (CA-161197,
CA-169254, CA-178645 y CA-179434) se eligieron dos extractos en medios diferentes.
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CA-142982 Micromonosporaceae CA-142982-a01-MO013-EB04-303 FR23 13 28
CA-143677 Micromonosporaceae CA-143677-a01-MO008-EB04-a03 GOT 13 28
CA-149663 Micromonosporaceae CA-149663-a01-MO040-EB04-303 MPG 13 28
CA-151217 Micromonosporaceae CA-151217-a01-MO007-EBO4-a03 GOT 13 28
CA-175413 Micromonosporaceae CA-179413-a01-MO031-EB04-a03 FR23 13 28
CA-162175 Mo identificado CA-162175-a01-MO007-EB04-a03 MPG 13 28
CA-168651 Mo identificado CA-168651-a01-MO011-EB04-a03 MPG 13 28
CA-169254 No identificado CA-169254-a01-MO010-EB04-a03 GOT 13 28
CA-169254-301-MO011-EB04-a03 MPG 13 28
CA-169627 Mo identificado CA-169627-a01-MO008-EB04-a03 FR23 13 28
CA-170297 Mo identificado CA-170297-a01-MO007-EB04-a03 GOT 13 28
CA-175357 Mo identificado CA-175357-a01-MO009-EB04-a03 SOTM 13 28
CA-175917 Mo identificado CA-175917-a01-MO007-EB04-a03 FR23 13 28
CA-177487 Mo identificado CA-177487-a01-MO022-EB04-a03 CLA 13 28
CA-177770 Mo identificado CA-177770-a01-MO011-EB04-a03 FR23 13 28
CA-178247 Mo identificado CA-178247-a01-MO007-EB04-a03 FR23 13 28
CA-178253 Mo identificado CA-178253-a01-MO007-EB04-a03 CLA 13 28
CA-178528 Mo identificado CA-178528-a01-MO011-EB04-a03 FR23 13 28
CA-178645 No identificado CA-178645-a01-MO010-EB04-a03 CLA 13 28
CA-178645-a01-MO011-EB04-a03 FR23 13 28
CA-179400 Mo identificado CA-179400-a01-MO010-EB04-a03 CLA 13 28
CA-179434 No identificado CA-179434-a01-MO016-EB04-a03 FR23 13 28
CA-179434-a01-MQ017-EB04-a03 GOT 13 28
CA-179454 Mo identificado CA-179454-a01-MO007-EB04-a03 FR23 13 28
CA-182202 Mo identificado CA-182202-a01-MO007-EB04-a03 MPG 13 28
CA-182239 Mo identificado CA-182239-a01-MO007-EB04-a03 FR23 13 28
CA-188417 Mo identificado CA-188417-a01-MO008-EB04-a03 FR23 13 28
CA-188442 Mo identificado CA-188442-a01-MO007-EB04-a03 FR23 13 28
CA-161197-a01-MO010-EB04-a03 GOT 13 28
CA-161197 Mocardiaceae
CA-161197-a01-MQ011-EB04-a03 RAM-2 13 28
CA-117398 Pseudonocardiaceae CA-117398-a01-MO010-EB04-a03 GOT 13 28
CA-117410 Pseudonocardiaceae CA-117410-a01-MO008-EB04-303 CLA 13 28
CA-152578 Streptomycetaceae CA-152578-a01-MO013-EB04-a03 DMNPM 7 28
CA-177328 Streptomycetaceae CA-177328-a01-M0O024-EB04-a03 MPG 7 28
CA-177430 Streptomycetaceae CA-177430-a01-MO025-EB04-a03 MPG 7 28
CA-178368 Streptomycetaceae CA-178368-a01-MO007-EBO4-a03 MPG 7 28

Tabla 19. Cepas y extractos que se seleccionaron para fraccionamiento semipreparativo.

5.6.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS FRACCIONAMIENTOS EN EL ENSAYO LiaRS

Con el objetivo de obtener fracciones enriquecidas en los componentes de nuestro
interés, se realizd un fraccionamiento de los 36 extractos seleccionados mediante
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) en columna semipreparativa Zorbax® (C-
8 250 x 9 mm) tal y como se describe en el apartado correspondiente de Materiales y
Métodos, obteniéndose 80 fracciones por cada uno de los extractos. En el Anexo 2, se

presentan los perfiles cromatograficos de los mismos.

Cada uno de los 36 grupos de 80 fracciones se ensayaron en una sola placa de agar frente
a la cepa B. subtillis HB0O950 para comprobar qué fracciones mostraban halos de inhibicion

con respuesta de color azul.

En la Figura 55 se presenta un ejemplo correspondiente al extracto de la cepa CA-178368

crecida en medio MPG durante 7 dias. Se puede observar el cromatograma obtenido
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mediante HPLC semiprepartivo del extracto y cdmo los distintos picos, representando
diferentes metabolitos secundarios, se reparten a lo largo de las fracciones que se van
colectando. La actividad de dichas fracciones se comprueba mediante el ensayo en agar
LiaRS. En el cromatograma se ha indicado con un recuadro de color rojo el pico

cromatografico que coincide con las fracciones activas.

CA-178368 (MPG)
Streptomycetaceae

Apg: Flubén HPF sesriprep. Rune HPA-D0BORAM-3116RAM-35) 570 ACN-AGUA CON TFA @ 4/23/2015 8.26:48 AM, Method: SOP HFF18 5708 placa lavado largo, lter 9. Iri 9
1000 130000 M1 EEEIEERE

A)

80.0

60.0

% Moabile Phase

40.0

200

0.0

I 156 Chanrel 1 (1

| Fr.9 Fri7  Fr25  Fr. e Fr 57 Fr.65
) Frio Fri8  Fr26 i Fr.66 Fr.26 Badtradea

Frll  frag fr27 L 59 Fr67  Fr27

Fri2 Fr20 Fr28 4 60 Fr.68 Fr28

Fr21 3 & 61 Fre9  Fr29

Fr22  Fr30 62 Fr.70

Fr23

Figura 55. A) Cromatograma obtenido al realizar el fraccionamiento semipreparativo del
extracto procedente de la cepa CA-178368 crecida en medio MPG. Se indica el pico
cromatografico que coincide con B) las fracciones que muestran actividad positiva (halo

de inhibicion con anillo de color azul) en el ensayo de agar LiaRS.

Ademds, en la fotografia de la Figura 55B) se puede observar el halo de inhibicién y la
respuesta de color azul del extracto original y de la bacitarcina que se utiliza como control

positivo del ensayo. Asimismo, se pueden ver las fracciones activas de este
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fraccionamiento, que corresponden con el intervalo comprendido entre la fraccion 37 y

la fraccion 48.

En la Tabla 20 se muestran de una manera grafica los resultados obtenidos para cada uno
de los 36 fraccionamientos semipreparativos. Para facilitar la interpretacién vy

visualizacion de los datos se ha definido una escala de intensidades de color azul hasta el

violeta.
F35 F36 F37 F38 F39 F40 F41 F42 F43 F44 F45 F46 F47 F48 F49 F50 F51
CA-142982-a01-MQ013-EB04-a03 Micromonosporaceae
CA-143677-a01-MO008-EB04-a03 Micromonosporaceae
CA-149663-a01-MO040-EB04-a03 Micromonosporaceae
CA-151217-a01-MOU007-EB04-a03 Micromonosporaceae
CA-179413-301-MO031-EB04-303 Micromonosporaceae
CA-168651-a01-MQ011-EB04-a03 No identificado
CA-169254-a01-MQO011-EB04-a03 No identificado
CA-169627-a01-MQO008-EB04-a02 No identificado
CA-175357-a01-MQ009-EB04-303 No identificado
CA-179454-a01-MO007-EB04-303 No identificado
CA-182202-a301-MQ007-EB04-a03 No identificado
CA-162175-a01-MQO007-EB04-303 No identificado
CA-178528-a01-MQO011-EB04-303 No identificado
CA-179400-301-MO010-EB04-303 No identificado
CA-169254-301-MO010-EBO4-a03 No identificado
CA-170297-a01-MQ007-EBO4-a03 No identificado
CA-175917-a01-MQO007-EB04-a032 No identificado
CA-177487-a01-MO022-EB04-a03 No identificado
CA-177770-a01-MOO11-EB04-a03 No identificado
CA-178247-a01-MQO007-EB04-a032 No identificado
CA-178253-a01-MQO007-EB04-a03 No identificado
CA-178645-a01-MQ010-EB04-a03 No identificado
CA-178645-a01-MQ011-EB04-a03 No identificado
CA-179434-a01-MQ016-EB04-a03 No identificado
CA-179434-a01-MQ017-EB04-303 No identificado
CA-182239-a01-MQ007-EB04-a03 No identificado
CA-188417-a01-MO008-EB04-303 No identificado
CA-188442-301-MO007-EB04-a03 No identificado
CA-161197-a01-MQ010-EB04-303 Nocardiaceae
CA-161197-a01-MOO011-EB04-303 MNocardiaceae
CA-117398-301-MO010-EBD4-303 Pseudonocardiaceae
CA-117410-301-MO008-EB04-303 Pseudonocardiaceae
CA-177328-a01-MQ024-EB04-a03 Streptomycetaceae
CA-177430-a01-M0O025-EB04-303 Streptomycetaceae
CA-178368-a01-MQO007-EB04-a03 Streptomycetaceae
CA-152578-a01-MQ013-EB04-a02 Streptomycetaceae

Tabla 20. Representacion grafica de la actividad positiva en el ensayo LiaRS del intervalo
de fracciones 35 a 51 de los fraccionamientos semipreparativos de los 36 extractos

ordenados segun su clasificacion taxondmica inical.

Los colores mas claros en la tabla corresponden con los halos de inhibicién de tamafio
mas pequeiio y de menor intensidad en el color azul del anillo que se forma alrededor del
halo (hidrélisis de X-gal por la presencia de B-galactosidasa), mientras que los colores
azules mas oscuros y el violeta corresponden con los halos de mayor tamaio y mayor

intensidad en el color azul del anillo que se forma.
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La mayoria de los fraccionamientos presentaron las zonas de actividad en el intervalo
comprendido entre las fracciones 40 y 48. Solo en el caso de los fraccionamientos de los
extractos de las familias Pseudonocardiaceae y Streptomycetaceae, las fracciones activas
se observaron desplazadas, en el primer caso hacia el intervalo comprendido entre las

fracciones 36 y 40, y en el segundo caso entre las fracciones 39y 44.

En el grupo de la familia Micromonosporaceae, las actividades mds pequefias y de menor
intensidad se vieron en los extractos CA-151217-a01-MO007-EB04-a03 y CA-149663-a01-
MOO040-EB04-a03, mientras que las mejores actividades en cuanto a tamafio de halo e
intensidad del color azul del anillo se pudieron observar en las fracciones 43 y 44 del
extracto CA-142982-a01-M0013-EB04-a03 y del extracto CA-179413-a01-M0031-EB04-

a03, que se seleccionaron para ser analizadas mediante LC-HRMS.

En el grupo de extractos pertenecientes a las cepas cuya taxonomia inicial no habia sido
identificada, los faccionamientos correspondientes a los extractos CA-175917-a01-
MOO007-EB04-a03 y CA-178253-a01-M0O007-EB04-a03 no mostraron actividad en ninguna
de sus fracciones. Sin embargo, las actividades mas sobresalientes en tamafio de halo y
color del anillo se apreciaron en las fracciones 41, 42, 43 y 44 de los extractos CA-162175-
a01-MO0007-EB04-a03, CA-178528-a01-MO011-EB0-a03 y CA-179400-a01-MO10-EBO4-

a03 que se seleccionaron para su posterior analisis mediante LC-HRMS.

Curiosamente el fraccionamiento del extracto de la cepa clasificada inicialmente como
Nocardiaceae crecida en el medio RAM-2 no mostré ninguna fraccion activa, mientras
que el extracto de la misma cepa crecida en el medio GOT dio lugar a un intervalo amplio
de fracciones activas relativamente potentes comprendidas entre las fracciones 41 y 47.
En este caso no se selecciond niguna de ellas para su posterior andlisis mediante LC-

HRMS.

Los fraccionamientos de las dos cepas pertenecientes a la familia Pseudonocardiaceae
presentaron muy buenas actividades, destacando las fracciones 37 y 38 del extracto CA-
117410-a01-MO008-EB04-a03. Se seleccionaron para analizar mediante LC-HRMS las
fracciones activas de los dos extractos tanto por su destacada potencia como por ser las
dos Unicas cepas en las que el rango de actividades estaba desplazado entre las fracciones

anteriores a la niUmero 40.

Por ultimo, cabe sefialar que de los 4 extractos dentro del grupo de la familia

Streptomycetaceae solo el extracto CA-152578-a01-MO0013-EB04-a03 mostrd baja
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actividad. Todos los demas se distinguieron por exhibir fracciones con tamafos de halo
grandes rodeados de anillos de color azul intenso y en el rango comprendido entre las
fracciones 39 a 44, por lo que en todos los casos se decidié analizar mediante LC-HRMS

las fracciones activas.

5.6.3 ANALISIS DE FRACCIONES ACTIVAS MEDIANTE LC-HRMS:
METABOLOMICA

En definitiva, se eligieron para analizar mediante LC-HRMS, 10 fraccionamientos (de los
36) y 16 fracciones activas (correspondientes al rango entre la fracciéon 35y la fraccién 50)

de cada uno de ellos.

Estos 10 fraccionamientos correspondian con los siguientes extractos: CA-117398-a01-
MOO010-EB04-a03 y CA-117410-a01-MOO008-EB04-a03 del grupo de la familia
Pseudonocardiaceae; CA-142982-a01-M0013-EB04-a03 y CA-179413-a01-MO031-EB04-
a03 del grupo de la familia Micromonosporaceae; CA-162175-a01-MO007-EB04-a03, CA-
178528-a01-MO011-EB0-a03 y CA-179400-a01-MO10-EB04 del grupo de extractos
pertenecientes a las cepas cuya taxonomia inicial no habia sido identificada; y CA-177328-
a01-MO024-EB04-a03, CA-177430-a01-M025-EB04-a03 y CA-178368-a01-MO007-EBO4-

a03 del grupo de la familia Streptomycetaceae.

Se comparo la presencia de los diferentes valores de m/z en cada una de las fracciones en
varios intervalos de m/z de moléculas relacionadas con las ramoplaninas. Estos intervalos
de m/zfueron: 723 a728; 1132 21139y 1155 a 1291. Asimismo, se asociaron la presencia
de dichos m/z caracteristicos en las diferentes fracciones activas con los picos de los
perfiles cromatograficos de cada fraccionamiento correspondiente (Tabla 19). Como se
ve reflejado en la Tabla 21, pudo observarse que los perfiles metabolémicos que se
obtenian para las fracciones activas de los 3 extractos pertenecientes al grupo de la
familia Streptomycetaceae eran muy parecidos entre si y al mismo tiempo se
diferenciaban facilmente de los obtenidos para las fracciones activas del resto de
extractos. También se observaron similitudes entre los perfiles obtenidos para el grupo

de la familia Micromonosporaceae y Pseudonocardiaceae.

Por otro lado, para purificar y aislar nuevas moléculas relacionadas con la ramoplanina,
se eligid la cepa CA-178528 ya que segun se puede observar en la Tabla 21 era el perfil
metabolémico mas sencillo de los 10 fraccionamientos elegidos, y en donde de manera

sobresaliente en las fracciones 43 y 44 podiamos detectar cantidades abundantes de los
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iones m/z 1287 y 1288. Ademas, esto se correspondia con un pico mayoritario en el

cromatograma obtenido en el fraccionamiento (Figura 56).

Extracto
Fraccidn [36373839404142 4344454647 48495051 A)
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Figura 56. A) Perfil metabolémico de las fracciones activas de la cepa CA-178528, y
sefialados en rojo los iones detectables (m/z =1287) mas abundantes B) Cromatograma
del fraccionamiento semipreparativo del extracto procedente de la misma cepa y
sefialado en color rojo el pico mayoritario correspondiente con las fracciones activas 43 y

44,
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Resultados

5.7 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE NUEVO ANALOGO DE RAMOPLANINA A2

5.7.1 PURIFICACION DE NUEVO ANALOGO A PARTIR DE LA CEPA CA-178528

Una fermentacidn de 1,5 L de la cepa CA-178528 crecida en medio FR23 durante 13 dias
se proceso y se extrajo con butanol de la manera anteriormente descrita en el apartado

de Materiales y Métodos.

En primer lugar, con una veinteava parte del material que se disponia se realizé un
fraccionamiento en fase reversa mediante HPLC en columna preparativa y con un
gradiente de acetonitrilo en agua de 5 a 70 % y 0,1 % de TFA. Asi se obtuvieron 80

fracciones que se testaron frente al ensayo LiaRS (Figura 57).

(1/20) CA-178528_5-70% ACN/AGUA CON TFA

Aot Pltoter W), Py P ammaarsres 570 mas apsn s W G S/Z7/2005 31030 P8, Mttt SOP 1WL 570 bavantes agn4e Mot 100 b o 1. by ¥

,,,,,

i LA
-1 =

STETIEI T PR
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Figura 57. A) Cromatograma obtenido al realizar el fraccionamiento preparativo B) las
fracciones que muestran actividad positiva (halo de inhibicion con anillo de color azul) en

el ensayo de agar LiaRS.

195



Resultados

En el cromatograma de la Figura 57 se sefiala con un recuadro de color morado el pico
cromatografico que coincide con las fracciones mas activas en el ensayo de bioactividad.
Mediante el andlisis por HRMS de dichas fracciones nos aseguramos de la presencia en

ellas de los compuestos de nuestro interés en la fermentacion de 1,5 L.

Tras esta comprobacion, se fracciond el resto del material por cromatografia de baja
resolucién (flash) tal y como se ha descrito anteriormente en el apartado de Materiales y
Métodos. Obtuvimos asi 30 fracciones que de nuevo se testaron frente al ensayo LiaRS

(Figura 58).

Fracciones combiflash C18 10-65% ACN/AGUA CON TFA

A)

m/z=1287
C) 160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
- I I
N OO = N NN N NS - MmN
R R EEEEE R
& & & & & & & & & & & & & & o
cEEEEgEEEEEEEEEE

Figura 58. A) Cromatograma obtenido al realizar el fraccionamiento de baja precision. B)
las fracciones que muestran actividad positiva (halo de inhibicién con anillo de color azul)

en el ensayo de agar LiaRS. C) Abundancia relativa de ramoplaninas m/z =1287.
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Las fracciones que resultaron activas se agruparon en bloques seglin la abundancia
relativa en ellas de los compuestos de interés teniendo en cuenta para ello las cantidades
detectables del i6n m/z 1287 que mostraba cada una de ellas asi como la de otros
componentes. De esta forma, hicimos 3 grupos que en la Figura 58-A aparecen sefalados
con tres colores diferentes: naranja, azul y verde. De la fraccion FR330 a FR333 aparecian
las fracciones activas con mayor abundancia y con ellas formamos el grupo de color
naranja, con las fracciones FR334 a FR338 que contenian cantidades intermedias
formamos el grupo de color azul y con las fracciones FR339 a FR341 se formd el grupo

verde que presentaban las menores cantidades (Figura 58-A,C).

Cada uno de estos 3 grupos se fracciond de nuevo en fase reversa mediante HPLC en
columnas preparativas y con un gradiente de acetonitrilo en agua de 5a50 %y 0,1 % de
TFA obteniéndose a su vez 80 fracciones por grupo, que se testaron frente al ensayo LiaRS
para determinar la correlacion entre los picos cromatograficos y su actividad (Figura 59,

Figura 60y Figura 61).

CA-178528-EC01-FR330-331-332-333_5-60% ACN/agua + TFA

Grupo naranja

N U

Figura 59. Cromatograma obtenido al realizar el fraccionamiento preparativo del grupo

naranja de fracciones activas.
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CA-178528-EC01-FR334-335-336-337-338_5-60% ACN/agua + TFA

, 24

Grupo azul
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Figura 60. Cromatograma obtenido al realizar el fraccionamiento preparativo del grupo
azul de fracciones activas. Los picos cromatograficos que presentaron actividad frente al

ensayo LiaRS se encuentran sefialados.

CA-178528-EC01-FR339-340-341_5-60% ACN/agua + TFA

Grupo verde
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Figura 61. Cromatograma obtenido al realizar el fraccionamiento preparativo del grupo

verde de fracciones activas.

Las 4 fracciones activas del grupo azul, sefialadas con flechas en el cromatograma de la
Figura 60 se analizaron por LCMS. Se comprobd entonces que en 2 de las fracciones se
encontraban compuestos relacionados con las ramoplaninas en diferentes proporciones.
Los iones detectados se nombraron Ma, Mg y M, segun el caso (Figura 62 y Figura 63). En
las otras 2 fracciones no se detectaron compuestos relacionados con las ramoplaninas

(Figura 64 y Figura 65).
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Sample Name: CA-178528-a01-MR012-EC01-FR334-FH042-a01
Sample ID: \\maXis01\D\Data\20150902\A178528R012C01R334H042.d

Plate Pos: V03

RT: 3.40

Area: 6486237

Intensity: 835805

Signal To Noise: 30659
Suggested mass: 2573.0773
Suggested formula:

Medina ID: MED-118807

-

| L'"‘,\c__

-

Resultados

m/212875406 |~
(M, +2HP*

m/z 2557,0856 "1 .
e ‘ ﬁ
i

!ﬁl tL

ITIIDE45T

m/z 2573,0809 ||

[Ma+H]*

myz 2579,0856
: m/z 2595,0809
[M,+Na]*

Figura 62. Analisis por LCMS de la primera fraccidn activa del grupo azul. Se muestra el

espectro de masas de alta resolucién donde aparecen los iones m/z 1287,5406 [Ma+2H]?*

y m/z 2573,0809 [Ma/+H]*). Se confirma la presencia de dos compuestos, uno de peso

molecular Ma 2572,0809 en una proporcion relativa de aproximadamente el 90% y otro

Mg 2556,0856 en una proporcion relativa de aproximadamente el 10%.
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Sample Name: CA-178528-a01-MR012-EC01-FR334-FH045-a01

Sample ID: \\maXis01\D\Data\20150902\A178528R012C01R334H045.d
Plate Pos: V04

RT: 3.52

Area: 1625080

Intensity: 248110

Signal To Noise: 6269

Suggested mass: 1000.5713

Suggested formula:

Medina ID: MED-124839

3171

10435635

15687286 .
BB ispaue 2888.108
%

m/z 2587,1011
[Mg#H]*

m/z2573,1147 )
[T m/z 2609,0928
A

Towe [McHH]®

] .. H I ‘Hm | \H’

Figura 63. Andlisis por LCMS de la segunda fraccién activa del grupo azul. Se muestra

espectro de masas de alta resolucidon donde aparecen los iones m/z 2573,1147 [Ma+H]*,
m/z 2587,1011 [Mg/+H]* y m/z 2609,0928 [Mc/+H]*. Se confirma la presencia de tres
compuestos de pesos moleculares: Ma 2572,1147 en una proporcion relativa de
aproximadamente el 15%, Mg  2556,1011 en una proporciéon relativa de
aproximadamente el 60% y Mc 2608,0928 en una proporcion relativa de

aproximadamente el 25%.
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Sample Name: CA-178528-a01-MR012-EC01-FR334-FH047-a01
Sample ID: \\maXis01\D\Data\20150902\A178528R012C01R334H047.d

Plate Pos: VOS5

RT: 3.65

Area: 1583675

Intensity: 250520

Signal To Noise: 5643
Suggested mass: 1178.5643
Suggested formula:

Medina ID: MED-124847

Resultados

R 1}

s} 406
TR

o1z sesed

Lol

.

sh

Figura 64. Andlisis por LCMS de la tercera fraccidn activa del grupo azul. Se muestra

espectro de masas de alta resolucién donde no se detecté la presencia de m/z

relacionados con ramoplaninas.

Sample Name: CA-178528-a01-MR012-EC01-FR334-FH049-a01
Sample ID: \\maXis01\D\Data\20150902\A178528R012C01R334H049.d

Plate Pos: V06
RT:3.82

Area: 465922
Intensity: 68797
Signal To Noise: 1493
Suggested mass: 1184.5410
Suggested formula:
Medina ID: MED-124855

LT

Figura 65. Andlisis por LCMS de la cuarta fraccion activa del grupo azul. Se muestra

espectro de masas de alta resolucién donde donde no se detectd la presencia de iones

pseudomoleculares relacionados con ramoplaninas.
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A la vista de estos resultados se volvieron a agrupar solo las fracciones activas que
presentaban ramoplaninas detectadas por LCMS (Figura 62 y Figura 63) y se realizé un
fraccionamiento isocrético al 28% de acetonitrilo/agua en el que se pudieron distinguir 2
picos principales sefialados con flechas azules en la Figura 66. Uno de los picos comprende

desde la fraccion 20 a la 45 y el segundo desde la fraccion 46 a la 60.
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Figura 66. Cromatograma del fraccionamiento isocratico con 28% de ACN/H,O de las

fracciones activas donde se confirmd la presencia de m/z de ramoplaninas.

El primer grupo de fracciones (FR20 a FR45) provenientes del fraccionamiento isocratico
se agrupd y se realizd un fraccionamiento en fase reversa mediante HPLC en columna
preparativa (Figura 67) donde se obtuvo una fraccidn activa de cuyo andlisis por LCMS se
confirmé la presencia de una mezcla de 2 compuestos con peso molecular 2556 y 2572

(Figura 68).

App: Rubén HPR. Run: RAM CA-178528MRD12 (GRUPO A Fr20-451avado) TFA @ 9/10/2015 12:42.28 PM. Metho d: SOP HPR 28:33 lavado aguia. Iter: 1. Ini 1
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Figura 67. Cromatograma del fraccionamiento preparativo de las fracciones 20 a 45 y
sefialada con una flecha de color azul la fraccién activa que posteriormente se analizé por

LCMS (ver Figura 68).
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Sample Name: CA-178528-MR012-Frd2

Sample ID: \\maXis01\D\Data\20150908\CA-178528-MR012-Fr42.d
Plate Pos: V04

RT: 3.44

Area: 2675578

Intensity: 378137

Signal To Noise: 9250

Suggested mass: 1308.5148

Suggested formula:

Medina ID: MED-118795
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11ah s
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2§ 20085
zslbrs myfz 2595,0679
s [My+Na]*

m/z2573.0852 ||, ...

[M+H]" 2573{0Bp2
m/z 2579,0798
[Mg#Na]*
m/z 2557,0814
[Mg+H]* ij‘ .

Figura 68. Analisis por LCMS de la fraccién activa del fraccionamiento preparativo de las
fracciones 20 a 45 (Figura 67). Se confirma la presencia de dos compuestos, uno de peso
molecular Ma 2572,0852 en una proporcion relativa de aproximadamente el 90% y otro

Mg 2556,0814 en una proporcion relativa de aproximadamente el 10%.

Por otro lado, del segundo grupo de fracciones (FR46 a FR60) provenientes del

fraccionamiento isocrdtico (Figura 66), se analizd mediante LCMS la fraccién 50 que
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correspondia con el maximo del pico del cromatograma. En ella, se detectaron dos
compuestos de peso molecular 2572 y 2556 en una proporcion relativa de 90% a 10%

respectivamente (Figura 69).

Sample Name: CA-178528-MR012-Fr50

Sample ID: \\maXis01\D\Data\20150908\CA-178528-MR012-Fr50.d
Plate Pos: V04

RT: 3.41

Area: 6503649

Intensity: 891899

Signal To Noise: 34554

Suggested mass: 2574.0662

Suggested formula:

Medina ID: MED-124785

I

e e

m/z 2573,0798
[M+H]*

m/z 2557,0837

Figura 69. Andlisis por LCMS de la fraccién 50 correspondiente con el maximo del pico del
segundo grupo de fracciones activas del cromatograma del fraccionamiento isocratico. Se
muestra espectro de masas de alta resolucion donde se detectd la presencia de dos
compuestos de peso molecular 2572 y 2556 en una proporcién relativa de 90% a 10%

respectivamente.
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En base a la similitud en proporciones relativas de las dos ramoplaninas 2572 y 2556, de

sus LCMS, se agruparon en un Unico lote que presentd un peso seco de 3,6 mg.

5.8 ESTRUCTURA DEL NUEVO ANALOGO DE RAMOPLANINA A2

5.8.1 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL ANALOGO “Ramoplanina_2572"

La elucidacion estructural del nuevo andlogo de la ramoplanina A2 a la que hemos
denominado “ramoplanina_2572" en referencia a su peso molecular, se basé en el

analisis de los datos obtenidos mediante diferentes técnicas espectroscépicas.

Con la espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS) se obtuvo informacidn sobre
su peso y su férmula molecular, asi como de los fragmentos clave de la molécula, y la
estructura plana y la estereoquimica relativa se obtuvieron mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN) monodimensional y bidimensional. Por
comparacioén con un patrén de ramoplanina A2, se realizd la hipdtesis estructural de la

nueva molécula.

En la Figura 70 se muestran las estructuras de ambos compuestos y se destacan en dos
colores distintos los aminoacidos en los que se diferencian. De este modo se observan en
color azul el aminoacido 13 hidroxifenilglicina (Hpg-13) y la leucina (Leu) de la
ramoplanina A2, y en color rojo el aminodcido 13 dihidroxifenilglicina (Dhpg-13) y la valina
(Val) de la ramoplanina_2572. Ademads, en esta misma figura se puede apreciar la
diferencia en la cadena lateral entre ambas moléculas, que es saturada y mas larga (un

metileno) en el caso de la ramoplanina_2572.

205



Resultados

Ramoplanina A2
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Férmula Quimica: C;;4H;5,CIN,;0
Masa exacta: 2552,0350
Peso molecular: 2554,0658
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Masa exacta: 2572,0613

Peso molecular: 2574,0969

Figura 70. A) Estructura de la ramoplanina A2 y en color azul los aminoacidos Leu y Hpg-
13 asi como los dobles enlaces de la cadena lateral. B) Estructura de la ramoplanina_2572
y en color rojo los aminodcidos Val y Dhpg-13 asi como los enlaces saturados de la cadena

lateral. Se indica la formula quimica, la masa exacta y el peso molecular en ambos casos.
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5.9 PERFIL BIOLOGICO DEL NUEVO ANALOGO DE RAMOPLANINA A2

5.9.1 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA FRENTE A C. difficile, SARM, E. faecalis Y E.

faecium

La ramoplanina A2 se caracteriza por presentar una excelente actividad especifica frente
a bacterias Gram-positivas aerdbicas y anaerdbicas abarcando especies diferentes de
Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus, Listeria monocytogenes y C. difficile, e incluyendo
cepas resistentes a diversos antibidticos, tales como enterococos resistentes a
vancomicina (ERV), S. aureus resistente a meticilina (SARM) y cepas de C. difficile con

resistencia a metronidazol o sensibilidad reducida frente a vancomicina.

Por este motivo se determind la actividad antimicrobiana de la ramoplanina_2572 (nuevo
analogo) frente a los patégenos mas relevantes anteriormente mencionados, en paralelo
con la ramoplnina A2 y con otros antibiéticos de primeria linea en uso actualmente
recomendado en la clinica segun el microorganismo del que se trate. El objetivo ha sido
determinar si las propiedades de la nueva molécula eran mejores, peores o iguales a los

antibidticos conocidos.

5.9.1.1 Clostridium difficile (Clostridioides difficile)

Las infecciones por C. difficile (ICD) representan un gran desafio en cuanto a su
tratamiento debido principalmente al nimero limitado de antibidticos disponibles y a su

alta incidencia y recurrencia que ademas va en aumento.

Este bacilo Gram-positivo, anaerobio estricto y formador de esporas se ha convertido en
uno de los principales patdgenos gastrointestinales para el ser humano y es la causa
principal de diarrea nosocomial. Actualmente, las cifras relativas a la infeccidon provocada
por C. difficile son alarmantes. La tasa de mortalidad oscila entre el 3% y el 15% y la tasa
de recurrencia varia entre el 12% y el 40%, aumentando hasta el 64% el riesgo de
recurrencias posteriores a la primera (Petrosillo et al., 2018). Ademas, de acuerdo con la
literatura revisada entre el 15% y el 25% de los casos estdn asociados al tratamiento con
antibidticos, principalmente ampicilina, cefalosporinas de tercera generacion,

fluoroquinolonas y clindamicina (Alvarez-Hernandez et al., 2018).

La paradoja del tratamiento de ICD es que a pesar de que la exposicion a los antibidticos
es uno de los principales factores de riesgo, a su vez es la opcidn terapéutica de primera

linea (Chilton et al., 2017). Hoy por hoy los farmacos para tratar esta infeccidon son
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metronidazol, vancomicina y fidaxomicina y se administra uno u otro en funcién de la
severidad de la misma. Sin embargo, las opciones de tratamiento frente a ICD se quedan
cortas dada la disminucién en la eficacia del metronidazol, a que el uso generalizado de
la vancomicina favorece el desarrollo de enterococos resistentes dentro de los hospitales,
y a que el empleo de la fidaxomicina es bastante restringido debido a su elevado coste.
Es por tanto evidente la urgencia en encontrar nuevos antibidticos para combatir esta
enfermedad. En este escenario la ramoplanina A2 es uno de los antibidticos que se
encuentran en este momento en fase de desarrollo para el tratamiento de ICD (Basseres

et al., 2017; Petrosillo et al., 2018).

En nuestro estudio, se probd en paralelo la actividad de la vancomicina, metronidazol,
ramoplanina A2 y ramoplanina_2572 frente a la cepa de referencia C. difficile
ATCC700057 y frente a 6 diferentes aislados clinicos de C. difficile cedidos por el Servicio

de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Universitario Ramén y Cajal de Madrid.

Como puede verse en la Tabla 22, la ramoplanina A2 y la ramoplanina_2572 presentaron
un perfil muy similar de actividad. Los valores de CMI obtenidos fueron iguales para todos
los aislados clinicos salvo para dos de ellos (aislado 2 y aislado 6) en cuyo caso solo se
diferenciaron en un punto de concentracidon (0,125 pg/mL para ramoplanina A2 y 0,25
pug/mL para ramoplanina_2572). Lo mismo se observé para la cepa de referencia C.
difficile ATCC700057 frente a la que la ramoplanina A2 presentd un valor de CMI de 0,25

pug/mL mientras que el nuevo analogo presentd un valor de 0,5 pg/mL.

C. difficile Metronidazol Vancomicina Ramoplanina A2 Ramoplanina_2572

Aislado clinico 1 0.122 2 1 1
Aislado clinico 2 0.125 0.5 0.12 0.25
Aislado clinico 3 0.125 0.5 <0.06 <0.06
Aislado clinico 4 0.125 0.25 <0.06 <0.06
Aislado clinico 5 0.25 0.25 <0.06 <0.06
Aislado clinico 6 0.5 0.25 0.125 0.25

ATCC 700057 0.5 2 0.25 0.5

Tabla 22. Valores de CMI [ug/mL] de metronidazole, vancomicina, ramoplanina A2 y
ramoplanina_2572 frente a C. difficile ATCC 70057 y frente a varios aislados clinicos
cedidos por el Servicio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Universitario Ramon

y Cajal de Madrid.
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Ambas ramoplaninas superaron los valores de actividad de la vancomicina en todos los
ensayos realizados, destacando principalmente los buenos valores de CMI que mostraron
frente a los aislados clinicos 3, 4 y 5. Asimismo, tanto la ramoplanina A2 como la
ramoplanina_2572 presentaron mejores actividades que el metronidazol frente a la

mayoria de aislados, a excepecidn del aislado 1.

A la vista de estos resultados, podemos concluir que en general ambas ramoplaninas
tienen mejores propiedades antibacterianas que la vancomicina y el metronidazole frente
a C. difficile, hecho por otro lado descrito con anterioridad para la ramoplanina A2 (Peldez

et al., 2005; Mathur et al., 2013).

5.9.1.2 SARM, E. faecalis y E. faecium

Staphylococcus aureus y Enterococcus spp. son entre las bacterias Gram-positivas las
principales responsables de infecciones hospitalarias y comunitarias con mayor tasa de
morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados, siendo Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM) y los enterococos resistentes a vancomicina (ERV) los
patégenos que plantean mayores retos terapéuticos (Cercenado, 2016). Ademas, tanto
Staphylococcus aureus como Enterococcus faecium forman parte del grupo de los
patégenos llamados ESCAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium
difficile, Acinetoacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacteriaceae) que
presentan resistencia a varios antibiéticos y que “escapan” de la accidn de la mayoria de

las opciones terapéuticas disponibles (Arias y Murray, 2009).

Durante mucho tiempo la vancomicina ha sido el antibiético de primera linea frente a S.
aureus resistente a meticilina, aunque no dejan de buscarse tratamientos alternativos a
ella debido tanto a la emergencia de cepas con sensibilidad disminuida a este antibidtico

como a los efectos secundarios que provoca.

Ademas, la vancomicina se ha quedado obsoleta frente a los enterococos (Rincén et al.,
2014) ya que han adquirido genes de resistencia a dicho compuesto (siendo VanAy VanB
los dos fenotipos mas frecuentes) y pese a que se les consideraba microorganismos de
baja capacidad patdgena, hoy en dia representan un gran desafio terapéutico debido
tanto a la rapidez con la que se han diseminado y como a la alta frecuencia con la que se
aislan enterococos con resistencia intrinseca a gran variedad de antibidticos. La mayoria
de los aislados clinicos de este tipo corresponden con E. faecium y E. faecalis y

actualmente ambos son una de las principales causas de infeccién nosocomial.
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Asi pues, el tratamiento para infecciones producidas por cocos Gram-positivos
multirresistentes supone un reto clinico de gran envergadura a pesar de la disponibilidad
de algunos nuevos, tales como linezolid, daptomicina y tigeciclina dado que estos
patdégenos contindan adaptandose y desarrollando nuevos mecanismos de resistencia

sumado a la pérdida de efectividad de los antibiéticos en uso y (Rincén et al., 2014).

En la bibliografia se describe que la ramoplanina A2 tiene muy buena actividad frente a E.
faecalis, E. faecium y S. aureus tanto sensibles como resistentes a vancomicina (Johnson
et al., 1992; Rolston et al., 1996; Montecalvo, 2003; Bionda et al., 2013), razén por la cual
se evalud la actividad de la nueva molécula (ramoplanina_2572) frente a estos patdgenos
y en paralelo con la propia ramoplaniana A2 y con otros antibidticos tales como
bacitracina, eritromicina, meticilina, tunicamicina y vancomicina. Los ensayos se llevaron
a cabo en ausencia y presencia de albumina de suero bovino (BSA) al 0,01% basandonos
en los datos publicados en los que se demostraba la conveniencia de afiadir una pequefia
cantidad de proteina para obtener unos resultados fiables en los ensayos de
susceptibilidad, ya que esto evita que la ramoplanina quede adherida a la superficie de
plastico de las placas multipocillos con las que se realizan estos experimentos (Cheng et

al., 2014; Kenny y Brackman, 1994; Scotti et al., 1993).

En el anexo 3 se muestran las curvas dosis respuesta obtenidas para cada uno de los
antibidticos mencionados anteriormente, mas las curvas de la ramoplanina y la
ramoplanina_2572 frente a los diferentes patégenos y en ambas condiciones (con y sin
BSA). Se aprecia a simple vista cdmo la adiccidn de la la albumina de suero bovino influye
en los valores de CMI obtenidos en el caso de las ramoplaninas, mientras que para el resto
de los antibidticos la presencia de BSA no afecta a los resultados. Asi pues, todos los datos
gue a continuacién se discuten proceden de la condicidn con BSA que se confirma como

la mas fiable tal y de acuerdo con lo descrito en la bibliografia.

En general, ambas ramoplaninas presentaron valores de CMI y de Clso (Tabla 23 y Tabla
24) mejores que el resto de los compuestos que se testaron frente a cualquiera de los

cuatro patdgenos seleccionados en este estudio.

En concreto, tanto la ramoplanina A2 como la nueva molécula, ramoplanina_2572, fueron
muy superiores en la actividad mostrada frente a E. faecalis, E. faecium (VS) sensible a
vancomicina y E. faecium (VR) resistente a vancomicina, dando lugar a valores de CMI

entre 0,5y 1 pg/mL y de Clso entre 0,25 y 1 pg/mL en el caso de la ramoplanina A2 y
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valores de CMI entre 4 y 8 pug/mL y de ICso entre 0,25 y 1 pug/mL en el caso de la
ramoplanina_2572. El resto de los antibidticos no mostraron actividad frente a ninguno
de estos tres microorganismos excepto, muy ligeramente, la tunicamicina (CMI entre 64-

32 pg/mL; ICsp entre 16-64 pg/mL).

ANTIBIOTICO SARM E. faecalis E. faecium (VS) E. faecium (VR)
Bacitracina >64 >64 >64 >64
Eritromicina 0.5 >64 >64 >64
Meticilina >64 64 >64 >64
Ramoplanina A2 0.5 0.5 0.5 1
Ramoplanina 2572 4 4 4 8
Tunicamicina 64 32-64 32 64
Vancomicina 4 >64 >64 >64

Tabla 23. Valores de CMI [ug/mL] de bacitracina, eritromicina, meticilina, ramoplanina
A2, ramoplanina_2572, tunicamicina y vancomicina frente a SARM, E. faecalis, E. faecium

(VS): sensible a vancomicina y E. faecium (VR): resistente a vancomicina.

Frente a SARM, se obtuvieron valores de CMl iguales a 4 ug/mLy de ICsp entre 2y 4 ug/mL
tanto para la ramoplanina_2572 como para la vancomicina, mientras que la eritromicina
y la ramoplanina A2 mostraron los valores mas bajos tanto de CMI (0,5 pg/mL) como de
ICs0 (0,5-1 pg/mL 0,25-0,5 pg/mL). Como era de esperar, la meticilina no mostré ninguna

actividad frente a este patogeno, y la bacitracina y tunicamicina muy ligera actividad.

ANTIBIOTICO SARM E. faecalis E. faecium (VS) E. faecium (VR)

Bacitracina 32-64 >64 >64 >64
Eritromicina 0.25-0.5 >64 >64 >64
Meticilina >64 32-64 >64 >64
Ramoplanina A2 0.5-1 0.25-0.5 0.25-0.5 0.5-1
Ramoplanina 2572 2-4 2-4 2-4 4-8

Tunicamicina 32-64 16-32 16-32 32-64
Vancomicina 2-4 >64 64 >64

Tabla 24. Valores de Clso [ug/mL] de bacitracina, eritromicina, meticilina, ramoplanina A2,
ramoplanina_2572, tunicamicina y vancomicina frente a SARM, E. faecalis, E. faecium

(VS): sensible a vancomicina y E. faecium (VR): resistente a vancomicina.
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En la Figura 71, se pueden observar y comparar las curvas dosis-respuesta de la
ramoplanina A2, de la ramoplanina_2572 y de la vancomicina frente a SARM y frente a
los tres enterococos seleccionados para este estudio. Sin duda, se pone de manifiesto la
buena actividad que poseen ambas ramoplaninas frente a los cuatro patégenos en
comparacion con la vancomicina, que venia siendo el tratamiento antimicrobiano
convencional, hecho que apoyaria el uso de estas ramoplaninas como nueva alternativa

terapéutica.
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Figura 71. Curvas dosis respuesta de la ramoplanina A2, ramoplanina_2572 y vancomicina

respectivamente, frente a los cuatro patégenos seleccionados en este estudio.
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5.10 PERFIL FARMACOLOGICO DEL NUEVO ANALOGO DE RAMOPLANINA A2

5.10.1 ENSAYO DE INHIBICION DE CITOCROMOS

Las interacciones entre medicamentos son procesos derivados de la administracion
conjunta, de manera simultdanea o de manera sucesiva, de diferentes farmacos dando
lugar a una modificacidn cuantitativa o cualitativa del efecto de los mismos y cuyo

resultado puede ser una reaccién adversa o la pérdida de efecto terapéutico de estos.

La inhibicién de la actividad catalitica de las diferentes isoformas del citocromo P450 es
de gran importancia clinica ya que este proceso es, en parte, responsable de las
interacciones que se producen entre los medicamentos. Por ejemplo, si un farmaco inhibe
el metabolismo mediado por CYP450 de otro farmaco, el segundo farmaco puede
acumularse dentro del cuerpo a niveles toxicos lo que en algunos casos puede poner en
riesgo la vida de los pacientes. Por eso, el conocimiento previo in vitro de las posibles
propiedades de inhibicion del CYP450 por parte de moléculas candidatas a farmacos se
hace relevante. Tanto la FDA (Food and Drug Administration)(FDA Guidlines, 2017) como
la EMA (European Medicines Agency) recomiendan evaluar la inhibicién del citocromo

P450 para estudios de interaccién entre medicamentos (EMA Guidlines, 2012).

En nuestro caso, se realizaron los ensayos enzimaticos de tres de las principales isoformas
de CYP450 (CYP3A4, CYP2C9 y CYP2D6) incubando con la ramoplanina A2 y
ramoplanina_2572 para determinar la posible pérdida de actividad en el metabolismo del
citocromo ocasionada por la presencia de los compuestos de nuestro interés. En relacion
a los estudios in vitro llevados a cabo con CYP3A4 se obtuvo como resultado que ambos
compuestos, a las concentraciones mads altas ensayadas (87,5uM), producian una
disminucién en la formacién de la forma hidroxilada de la testosterona (sustrato
especifico de esta isoforma). EIl mismo comportamiento se observé en los ensayos
realizados con CYP2D6 y con CYP2C9, donde a las concentraciones mas altas ensayadas
de ambas moléculas (87,5uM), la formacion del producto de la reaccién de desmetilacion
para el dextrometorfano (sustrato especifico de CYP2D6) y de la reaccién de hidroxilacion
para el diclofenaco (sustrato especifco de CYP2C9) también se vieron disminuidas

respectivamente.

En la Tabla 25 se presentan los valores de la concentracidon que inhibe la formacién del

producto especifico al 50% (Clso) segln la isoforma correspondiente, tanto para la
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ramoplanina A2 como para la ramoplanina_2572, asi como para los compuestos

utilizados como controles de cada ensayo.

Compuesto CYP3A4 .CYPZCB CYP2D6
(Testosterona) (Diclofenaco) (Dextrometorfano)
Ramoplanina_2572 30.7 63.3 48.8
Ramoplanina A2 26.4 27.1 28.2
Ketoconazol 0.03 NA NA
Sulfafenazol NA 0.59 NA
Quinidina NA NA 0.09

Tabla 25. Valores de Clso obtenidos para Ramolplanina A2, Ramoplanina_2572 e

inhibidores conocidos para las isoformas CYP3A4, CYP2C9 y CYP2D6.

La calidad de los experimentos realizados se determiné mediante el parametro
estadistico factor Z°, obteniéndose en los 3 casos valores superiores al 0,8 (en CYP3A4
igual a 0,8325, en CYP2C9 igual a 0,9134 y por ultimo en CYP2D6 igual a 0.8549). Ademas
los compuestos utilizados como controles inhibidores para cada isoforma, ketoconazol
(CYP3A4), quinidina (CYP2D6) y sulfafenazol (CYP2C9) mostraron valores similares a los
obtenidos en las validaciones previas de los ensayos asi como a los datos que se

encuentran en la bibliografia (Di Marco et al., 2005; Bell et al., 2008).

Las curvas dosis respuesta obtenidas en los experimentos realizados con ramoplanina A2
y ramoplanina_2572 y también las de los inhibidores descritos para cada isoforma, se
muestran a continuacién en la Figura 72 para CPY3A4, en la Figura 73 para CYP2C9yen la

Figura 74 para CYP2D6.
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Figura 72. Inhibicion CYP3A4. A) Curva dosis-respuesta para ketoconazol B) Curva dosis-

respuesta para ramoplanina A2. C) Curva dosis-respuesta para ramoplanina_2572.
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Figura 74. Inhibicion CYP2D6. A) Curva dosis-respuesta para quinidina B) Curva dosis-

respuesta para ramoplanina A2. C) Curva dosis-respuesta para ramoplanina_2572.

En las fases tempranas del descubrimiento de farmacos, una clasificacién de los

candidatos en términos de Clsp segun su potencial (bajo, medio o alto) para inhibir el

CYP450, suele ser suficiente para priorizarlos en las siguientes etapas de estudios

preclinicos. Se ha determinado que las moléculas que presenten valores de Clsp< 1 uM

serdan clasificados como inhibidores fuertes, inhibidores modereados los que presenten

valores 1 uM< Clso< 10 uM, e inhibidores débiles aquellos con valores de Clsp > 10 uM
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(Krippendorff et al., 2007). Segun estos criterios, con los valores de Clso (Tabla 26)
obtenidos para la ramoplanina A2 y la ramoplanina_2572 en las 3 isoformas ensayadas
gue en todos los casos fueron > 10 uM, ambas moléculas pueden considerarse inhibidores
débiles del CYP450, y por lo tanto podemos considerar que las posibilidades de estos dos
compuestos de interaccionar con el metabolismo de otros farmacos y producir asi

interacciones medicamentosas son escasas.

Clasificacion inhibidor

Compuesto CYP3A4 CYP2C9 CYP2D6
P (Testosterona) (Diclofenaco) (Dextrometorfano)
Ramoplanina 2572 Débil Débil Débil
Ramoplanina A2 Débil Débil Débil

Tabla 26. Tipo de inhibicion de ramoplanina A2 y ramoplanina_2572 producida en las

isoformas CY3A4, CYP2C9 y CYP2D6.

5.10.2 CITOTOXICIDAD IN VITRO

Los ensayos de citotoxicidad in vitro (medicién de ATP, MTT y rojo neutro, entre otros)
son una técnica ampliamente utilizada para predecir los posibles efectos toxicos sobre las

células que pueden tener las moléculas candidatas a farmacos (Mathew et al.,2018).

En nuestro trabajo la actividad citotdxica in vitro de la ramoplanina_2572 en comparacién
con la ramoplanina A2 se evalué mediante el método colorimétrico de reducciéon de MTT
utilizando dos lineas celulares: HepG2 (carcinoma hepatocelular, ATCC® CCL-8065) vy

THLE-2 (hepatocitos ATCC® CRL-2706TM).

La reduccién del MTT ocurre principalmente en la mitocondria, debido a la accién de la
enzima succinato-deshidrogenasa, y esto proporciona una medida de la funcidn
mitocondrial ya que sélo las células que son viables metabolizan el colorante de manera
eficiente produciendo formazan, cuya cantidad es proporcional a la viabilidad celular

(Verhulst et al., 1998).

En la Tabla 27 se muestran los datos obtenidos de DEsy (dosis efectiva para provocar el
50% de muerte celular) en cada linea celular y compuesto, siendo este valor la media
entre triplicados, y al lado la desviacién estandar para cada caso. Ninguna de las dos
ramoplaninas presentd actividad citotoxica frente a la linea celular de hepatocitos

tumorales (HepG2) en los dos tiempos de incubacién (24 hy 72 h) que se probaron.
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DE , (kM)
HepG2 THLE2
Compuesto 24 horas 72horas | 24 horas 72 horas
Ramoplanina_2572 >23.6 >23.6 |16.8x0.6 ND
Ramoplanina A2 >50 >50 24.9+2.4 ND

Resultados

Tabla 27. Actividad citotdxica DEso (Media £ Stdv) de la ramoplanina_2572 y la ramoplnina

A2 respectivamente frente a lineas celulares HepG2 y THLE2.

Esto también se puede observar en las gréaficas de las curvas dosis-respuesta de la Figura

75 y la Figura 76. Y, aunque frente a la linea celular inmortalizada de hepatocitos no

tumorales (THLE2) ambas moléculas mostraron ligera actividad tanto a 24 hcomo a 72 h

de incubacion, tal y como ademas se puede observar en la Figura 77 y en la Figura 78, esta

no es lo suficientemente significativa como para considerarlos compuestos citotoxicos.
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Figura 75. Curvas de HepG2 alas 24 h de la ramoplanina A2 y de la ramoplanina_2572.
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Figura 76. Curvas de HepG2 alas 72 h de la ramoplanina A2 y de la ramoplanina_2572.
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Figura 77. Curvas de THEL2 a las 24 h de la ramoplanina A2 y de la ramoplanina_2572.
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Figura 78. Curvas de THEL2 a las 72 h de la ramoplanina A2 y de la ramoplanina_2572.

5.11 TOLERABILIDAD LOCAL IN VITRO

5.11.1 ACTIVIDAD HEMOLITICA

Hemodlisis es un término utilizado para indicar la descomposicién de la membrana de los
eritrocitos con la consiguiente liberacion de hemoglobina en el plasma (Jeswani et al.,
2015). Se estudid la capacidad hemolitica in vitro de la ramoplanina_2572 en comparacidon
con la ramoplanina A2 dado que la hemdlisis de los eritrocitos se considera un indicador

de la tolerabilidad local de los analogos de ramoplanina (Ciabatti et al., 2007).

Con este ensayo se midié mediante espectrofotometria la hemoglobina libre en los
sobrenadantes resultantes de la incubacién de las diferentes concentraciones (curva con
diluciones % desde 180 pg/mL a 2,8 ug/mL) de cada compuesto con sangre fresca de perro
y se determinaron los porcentajes de hemolisis, segun la férmula descrita en el apartado

3.9.1 de materiales y métodos.
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En la Figura 79, se muestran las curvas de hemdlis obtenidas para cada una de las
ramoplaninas y facilmente se puede apreciar facilmente la gran diferencia en la capacidad
hemolitica existente entre ambos compuestos sobre todo a las concentraciones de
ensayo mas elevadas. Asi, mientras que la ramoplanina_2572 presenta entre el 15 % y el
10 % de hemolisis en todo el rango de concentraciones ensayadas, la ramoplanina A2 solo
alcanza esos porcentajes a partir de 22,5 ug/mL, y muestra valores por encima del 80 %

al 30 % a concentraciones comprendidas entre 180 pug/mLy 45 pg/mL.

El punto de corte hemodlitico in vivo varia segun la especie y es un valor relativo expresado
en porcentaje, por ejemplo, para humanos esta entorno al 10%, para perros entre el 10%
y el 29% y en conejos entre el 0% y el 37%. En general, se consideran no hemdliticos a
aquellos compuestos o formulaciones, que in vitro presentan valores por debajo del 10%.

Los valores superiores al 25% indican riesgo de hemdlisis (Amin y Dannenfelser, 2006).
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Figura 79. Curvas de hemolisis de la ramoplanina A2 y de la ramoplanina_2572.
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6 DISCUSION
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6.1 RAMOPLANINA: ANTIBIOTICO DE GRAN INTERES

La resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias en general, y en particular
por parte de la bacterias Gram-positivas tales como Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium vy Clostridium difficile, es un grave

problema para la salud publica (Tacconelli et al., 2018).

En este contexto, la ramoplanina es un excelente candidato a farmaco ya que
presenta una relevante actividad frente a bacterias Gram-positivas aerobias vy
anaerobias resistentes a antibidticos como glicopéptidos, macrélidos y penicilinas,
incluyendo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), Staphylococcus
epidermidis, estreptococos, enterococos resistentes a vancomicina (ERV), Bacillus

spp., Listeria monocytogenes, y Clostridium difficile (Cheng et al., 2014).

La ramoplanina inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose al
transportador lipido Il de la biosintesis del peptidoglicano, y no es susceptible de los
mismos mecanismos de resistencia que la vancomicina ya que el sitio de unién al
transportador lipidico de ambos antibidticos es diferente (Donadio and Sosio 2014).
Pese a ser un compuesto muy prometedor tanto su aprobacién como su uso clinico
se han visto obstaculizados por la actividad hemolitica que presenta cuando se
administra por via intravenosa. Como consecuencia de esta limitacion, la ramoplanina
ha formado parte de estudios de investigacidén clinica para aplicaciones tdpicas,
incluyendo también estudios clinicos para su uso como un antibiético oral, no
absorbible para la prevencidn de infecciones por enterococos resistentes a la
vancomicina (ERV) y para el tratamiento de la diarrea asociada a Clostridium difficile

(Jabes et al., 2014).

Se han generado analogos de ramoplanina tanto por sintesis total (Chen et al., 2004;
Fang et al., 2009) como por semisintesis a partir del compuesto natural (Ciabatti et
al., 2007) con el objetivo de conseguir moléculas con propiedades fisicas y quimicas
mejoradas con respecto a la ramoplanina y también para estudiar el mecanismo de
accion de este antibidtico. Sin embargo, debido a la complejidad estructural de la
ramoplanina los procesos de sintesis quimica total o parcial son dificiles. Igualmente,
una vez que se aislé y estudié el cluster biosintético de este compuesto (McCafferty
et al., 2002; Hoertz et al., 2012) se aplicaron estos conocimientos para modificar su

biosintesis por ingenieria genética y producir nuevos andlogos, pero hasta la fecha
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solo dos derivados con propiedades bioldgicas similares a la ramoplanina han sido

obtenidos mediante este método (Pan et al., 2013; Han et al., 2016).

En nuestro caso, se ha pretendido aprovechar el potencial de los actinomicetos
pertenecientes a la coleccién de microorganismos de la Fundacion MEDINA para
encontrar, a partir de un ensayo de cribado de alto rendimiento (que llamamos
“LiaRS”) cuya diana es el transportador lipidico de la biosintesis del peptidoglicano
(diana de ramoplanina), nuevos andlogos de este compuesto y confirmar si estos
tenian o no propiedades mejoradas tanto a nivel de actividad antimicrobiana como
farmacoldgicas y de tolerabilidad local, especialmente con respecto a la actividad

hemolitica.

6.2 ENSAYO DE CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO

6.2.1 VALIDACION Y PUESTA A PUNTO DEL ENSAYO LiaRS

Se ha validado y puesto a punto un ensayo de cribado de alto rendimiento, cuyo
nombre procede del sistema de dos componentes LiaRS (del inglés “Lipid Il cycle
Interfering Antibiotic Sensor and response Regulator”) que coordina la respuesta
genética a la accidn de antibidticos que interfieren con el lipido Il de la biosintesis del
peptidoglicano, tales como bacitracina, vancomicina y ramoplanina (Mascher et al.,

2004).

El ensayo LiaRS, se realizé frente a dos cepas de Bacillus subtilis (HB0950 y HB0953)
gue tienen el gen lacZ unido al promotor lial (P lial), de manera que la induccidn
especifica de dicho promotor da como resultado la produccidon de B-galactosidasa.
Adicionalmente, una de las cepas (HB0953) es un mutante knock-out del gen liaR,
debido a una insercion de resistencia con kanamicina, con lo que dicho gen queda

inactivado.

Se probaron diferentes antibidticos con diferentes modos de accion, y también
detergentes como SDS o Tritdn, y desacopladores de la fosforilacidon oxidativa tales
como DNP (2,4-dinitrofenol) o CCCP (m-clorocarbonilcianuro fenilhidrazona). Solo
aquellos antibidticos que interfieren especificamente con el ciclo del transportador
lipidico de la etapa Il de la biosintesis del peptidoglicano presentaron una inequivoca
respuesta positiva, es decir mostraron halo de color azul frente a la cepa HB0950 (ya

que indujeron la produccién de [-galactosidasa y como consecuencia la hidrdlisis de
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X-gal) y no mostraron halo de color azul frente a la cepa HB0953. Este hecho fue
utilizado como estrategia de ensayo para diferenciar los verdaderos de los falsos

inductores del promotor lial (P lial).

6.3 EXTRACTOS DE PRODUCTOS NATURALES DE ORIGEN MICROBIANO
COMO FUENTE DE NUEVOS ANALOGOS DE RAMOPLANINA

El cribado de alto rendimiento consistié en ensayar 37.000 extractos de la coleccidon
de Productos Naturales frente a la cepa B. subtillis HB0950, y de ellos se seleccionaron
270 extractos activos del grupo de los actinomicetos ya que causaban un halo de
inhibicién (medido en mm) rodeado por un anillo de color azul (hidrdlisis de X-gal por
la presencia de [-galactosidasa) siendo la respuesta de color azul calificada del 1 al 3
segun su intensidad. Para confirmar la especificidad de la actividad de los 270
extractos seleccionados, se ensayaron al mismo tiempo frente a las cepas B. subtilis
HB0950 y B. subtilis HB0953. Como resultado, 25 de ellos fueron descartados dado
que presentaron halo de inhibicion rodeado por un anillo de color azul en ambas
cepas, es decir eran falsos inductores del operén. De este modo, se consideran activos

positivos del programa de cribado 245 extractos, representando un ratio del 0,2%.

Se corrobord que todos estos 245 extractos eran verdaderos inhibidores de la sintesis
del peptidoglicano mediante un ensayo de marcaje radiactivo de macromoléculas
(labeling) con el que monitorizamos la sintesis de la pared celular y pudimos

comprobar que todos ellos mostraron actividad especifica por encima del 80%.

A su vez, todos fueron analizados por cromatografia liquida y espectrometria de
masas de baja resolucion y se compararon sus perfiles cromatograficos con los perfiles
de metabolitos secundarios archivados en una base de datos propia de la Fundacién
MEDINA, denominada GOLD, que contiene informaciéon de alrededor de 1000
moléculas, y que ha sido generada en las mismas condiciones cromatograficas que los
extractos fueron analizados. En concreto, con una aplicacidon informatica
(desarrollada en la Fundacion MEDINA) se compararon mediante algoritmos los
valores de UV, tiempo de retencidén y espectros de masas POS y NEG de los extractos
con los de LC-UV-MS de los metabolitos secundarios conocidos y almacenados en la
base de datos de la Fundacion. De los 245 extractos analizados con esta técnica por

baja resolucién, 71 de ellos presentaron perfiles que sugirieron la presencia de
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compuestos relacionados con la clase estructural de las ramoplaninas, como la

ramoplanosa, la ramoplanina A2, y las enduracidinas Ay B.

De la combinacién de los resultados obtenidos en el cribado de alto rendimiento, en
el ensayo de labeling y del andlisis por cromatografia liquida y espectrometria de
masas del perfil quimico de los extractos, se consideraron estos 71 extractos como los
mejores candidatos a partir de los que tratar de descubrir nuevos compuestos
relacionados en actividad bioldgica o estructura quimica con las ramoplaninas. Los 71
extractos seleccionados procedian de la fermentacién en diferentes medios de cultivo

de un total de 49 cepas de actinomicetos.

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la idea de que los extractos de
productos naturales de origen microbiano son una importante fuente de compuestos
con actividad bioldgica, potencialmente farmacos y particularmente antibidticos
(Cragg y Newman, 2013; Genilloud, 2017; Mahajan y Balachandran, 2017; Davison y
Brimble 2019).

6.4 ACTINOMICETOS: PRODUCTORES DE RAMOPLANINA Y NUEVOS
ANALOGOS

Las 49 cepas de actinomicetos seleccionadas en el cribado de alto rendimiento
procedian de cultivos aislados que se clasificaron inicialmente en base a la morfologia
que presentaban teniéndose en cuenta tanto aspectos macroscépicos de forma,
tamafio y color de las colonias, como caracteristicas microscdpicas relacionadas con
el tipo de esporulacion y forma de las cadenas de las esporas. En base a las
caracteristicas morfoldgicas, los cultivos aislados se pudieron clasificar de forma
preliminar en cinco grupos taxonémicos diferentes, mas un nimero de cepas que no
pudo asignarse a ningln grupo por no mostrar ninglin rasgo morfoldgico, ni
macroscopico ni microscépico carateristico. Se clasificaron 5 cepas dentro de la
familia Micromonosporaceae, 4 cepas dentro de la familia Streptomycetaceae, 3
cepas dentro de la familia Nocardiaceae y otras 2 dentro de la familia
Pseudonocardiaceae. Ademas, 35 de las cepas no pudieron ser clasificadas dentro de
ningln grupo taxondmico, asi que se las denomind “no identificados”.
Posteriormente, mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr se determinaron las

relaciones filogenéticas entre las cepas, asi como su posicidn taxondmica.
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En concreto, de los resultados obtenidos se puede inferir que la produccion de
ramoplanina y sus andlogos esta relativamente extendida entre los diversos taxones
de actinomicetos como Streptomyces, Nocardia y Amycolatopsis, y sobre todo entre
cepas de la familia Micromonosporaceae, ya que 39 de las 49 de las cepas
seleccionadas en este estudio resultaron estar incluidas en esta familia siendo en su
mayoria del género Micromonospora (36 cepas) y en su minoria (3 cepas) del género
Actinoplanes, género al que pertenece la cepa originalmente productora de
ramoplanina (ATCC 33076) que recientemente, y en base a un estudio polifasico
basado en el andlisis de la secuencia del gen 16S ARNr, ha sido clasificada como una
nueva especie y se ha propuesto denominarla Actinoplanes ramoplaninifer sp.

(Marcone et al., 2017).

Nuestros datos contribuyen con la idea de que los productores de ramoplanina son
ubicuos y se encuentran dispersos geograficamente en diversos nichos ecolégicos
(manglares, rizosferas, etc.). En nuestro estudio, se ha demostrado la diversidad de
los origenes geograficos de los que procedian las diferentes muestras de suelo de las
que se aislaron las 49 cepas. Hay cepas productoras del mismo origen que tienen
diferente taxonomia y cepas con la misma taxonomia que proceden de origenes
diferentes. El grupo taxondmico identificado mds abundante fue la familia
Micromonosporaceae, lo que es consistente con la taxonomia del organismo
productor de ramoplanina, pero otras familias como la familia Streptomycetaceae,
Pseudonocardiaceae y Nocardiaceae también fueron identificadas. Este hecho podria
contribuir a pensar que genes implicados en la biosintésis de la ramoplanina hayan

sido adquiridos evolutivamente por transferencia horizontal.

6.4.1 DIVERSIDAD DE LAS CEPAS SELECCIONADAS Y POTENCIAL
BIOSINTETICO

Mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr se determinaron las relaciones
filogenéticas entre las cepas, asi como su posicidn taxonémica. Posteriormente, para
evaluar la diversidad y distinguir entre organismos muy relacionados se emplearon
dos técnicas de PCR-fingerprinting: BOX-PCR y REP-PCR, estableciéndose como punto
de corte el 80% de similitud para definir una OTU basandonos tanto en nuestra
experiencia como en la de otros autores (Lanoot et al., 2004; Bathe et al., 2006). Los
dendrogramas resultantes de cada método han puesto en evidencia que, en nuestro

caso, la técnica BOX-PCR aporta mayor profundidad taxonémica y mayor poder de
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discriminacion entre las cepas y genera unos perfiles de amplificacion mas robustos y
complejos. En cuanto a los valores de los indices de diversidad de Simpson (D) y de
Shannon-Weiner (H’) calculados para ambos métodos indican que la diversidad del
grupo taxondmico mayoritario de cepas seleccionadas en nuestro estudio, la familia
Micromonosporaceae, es elevada, especialmente resaltado por los valores obtenidos

con la técnica de BOX-PCR (D: 98,72 % y H’: 3,3320).

Los actinomicetos producen metabolitos secundarios de gran diversidad estructural
mediante sistemas multifuncionales tales como las sintasas modulares de policétidos:
PKS-I (Hopwood, 1997), las sintasas iterativas de policétidos: PKS-Il (Hopwood, 1997)
(Shen, 2003) y las sintetasas de péptidos no-ribosomales: NRPS (Schwarzer et al.,
2003). Este hecho hace que esté ampliamente admitido que estudiar las secuencias
de genes biosintéticos en los actinomicetos, sea una herramienta muy util para
obtener informacién sobre su capacidad de producir moléculas con actividad

bioldgica (Courtois et al., 2003; Hodges et al., 2012).

Basandonos en trabajos previamente publicados (Ayuso et al., 2005) (Ayuso-Sacido y
Genilloud, 2005), se ha estudiado la presencia y distribucion de sistemas NRPS, PKS-I
y PKS-Il en las 49 cepas seleccionadas, con los objetivos de caracterizar el potencial
metabdlico de las mismas y de corroborar la presencia de secuencias de los genes
biosintéticos NRPS dado que por la bibliografia sabiamos que el organismo productor
de ramoplanina biosintetiza este antibidético mediante sintetasas de péptidos no-

ribosomales (NRPS).

Se obtuvieron altas frecuencias de amplificaciones especificas positivas para NRPS
(89,6 %) y PKS-I (77,1 %) y significativamente bajas para PKS-Il (31,25 %). Estos
resultados confirman la amplia distribucidn de estos clusters biosintéticos en nuestro
grupo de cepas y sugieren ademas que estas tienen capacidad para producir
metabolitos secundarios con bioactividad, si bien es cierto que en la bibliografia se
describe que no existe una relacién directa entre la presencia de estos genes y la

actividad antimicrobiana (Ayuso et al., 2005; Li et al., 2012).

El alto porcentaje de cepas en las que se detectaron genes asociados a sistemas NRPS
es consistente con el hecho de que la ramoplanina es un antibidtico derivado del
sistema NRPS y apoya la idea de que en su mayoria estas cepas son potencialmente

productoras de ramoplanina o andlogos estructurales de este compuesto. Este
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razonamiento se ve ademds reforzado con los datos obtenidos del estudio de los
perfiles de los extractos y posteriores fracciones por cromatografia liquida vy
espectrometria de masas de baja y alta resolucién que siempre confirmaron la

presencia de este antibidtico o analogos relacionados estructuralmente.

6.5 CARACTERIZACION BIOLOGICA Y QUIMICA DE LOS EXTRACTOS
SELECCIONADOS

6.5.1 FERMENTACIONES DE PEQUENA ESCALA

Dado el pequefio volumen que de los extractos contiene la coleccidn, se prepararon
nuevas fermentaciones a pequeiia escala (10 mL en viales EPA) de las 49 cepas en los
mismos medios y condiciones de cultivo correspondientes a los 71 extractos
seleccionados en el cribado. En este caso, solo se obtuvieron 55 extractos ya que 11

cepas no crecieron lo suficiente en el medio en que se habian sembardo.

El 76.4 % de las muestras ensayadas confirmaron la actividad en el ensayo LiaRS, es
decir, 42 extractos mostraron un halo de inhibicidon rodeado por un anillo de color azul
en la cepa HB0950, y halo de inhibicidn sin anillo de color azul en la cepa HB0953. Sin
embargo, 13 de los 55 extractos no repitieron la actividad, porque no mostraron halo

de inhibicion ni exhibian anillo de color azul en la cepa HB0950.

Para caracterizar el perfil de actividad antimicrobiano de los extractos se ensayaron
frente a un panel de microorganismos formado por tres bacterias Gram-positivas
(SASM, SARM vy E. faecalis), tres bacterias Gram-negativas (H. influenzae, E. coli, P.
aeruginosa), una levadura (C. albicans) y un hongo (A. fumigatus). La mayoria de ellos
presentaron actividad frente al grupo de bacterias Gram-positivas (S. aureus tanto
sensible como resistente a meticilina y E. faecalis), y los valores de sus CMlIs variaron
en un rango de 0,06 a 0,0075 WBE/mL en la mayor parte de los casos, destacando
algunos extractos en los que se detectaron valores inferiores a 0,00375 WBE/mL
incluso alguno con valores por debajo de 0,001875 WBE/mL. Contrariamente, ningln
extracto a la maxima concentracidon ensayada mostrd actividad frente a bacterias
Gram-negativas (H. influenzae, P. aeruginosa, E. coli) ni frente a C. albicans ni A.
fumigatus. Estos resultados confirmaron que la mayor parte de los extractos
seleccionados tenian un perfil de actividad antimicrobiano similar al de las

ramoplaninas.
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También se caracterizo el perfil quimico de los 55 extractos mediante espectrometria
de masas para corroborar la presencia de ramoplanina o andlogos. Con este analisis
se confirmé la presencia de ese tipo de moléculas y ademas se pudo correlacionar la
falta de actividad de los 13 extractos en el ensayo de agar LiaRS con perfiles
cromatograficos en los que se apreciaba una baja cantidad relativa de los compuestos

de nuestro interés.

Los resultados obtenidos con las muestras procedentes de las fermentaciones de
pequefia escala confirmaron que los 55 extractos presentaban un perfil de actividad
antibacteriano y un perfil quimico compatible con compuestos relacionados
estructuralmente con las ramoplaninas, aunque no todos ellos repitieran la actividad
en el ensayo LiaRS, hecho que podria deberse a que los compuestos de interés en
estas fermentaciones (realizada en viales EPA) se hubieran generado en menor

cantidad que en la original.

6.5.2 FERMENTACIONES DE MEDIANA ESCALA

En este punto se decidio realizar fermentaciones a media escala (100 mL en matraces)
de las 49 cepas seleccionadas en el cribado. Por un lado, porque los 55 extractos
procedentes de las fermentaciones de pequefia escala seguian siendo buenos
candidatos para poder encontrar nuevos analogos de ramoplanina, por otro lado ,
porque se necesitaba mds material para la identificacion quimica dado que bastantes
fermentaciones no habian producido la suficiente cantidad de los compuestos de
nuestro interés tal y como habiamos comprobado tanto por los resultados del ensayo
en agar LiaRS como por los perfiles cromatograficos, y ademas, para volver a dar
oportunidad a las 11 cepas que no habian crecido lo suficiente anteriormente y de las

gue no se habian podido preparar los correspondientes extractos.

En esta nueva ocasion, los 49 cultivos de actinomicetos crecieron sin problemas y se
pudieron preparar el total de 71 extractos de acetona correspondientes a todas las
condiciones inicialmente detectadas como positivas en el cribado de alto
rendimiento. Todos los extractos se testaron frente al ensayo de agar LiaRS, y el 83 %
de ellos (59 extractos) confirmaron la actividad y la especificidad frente a este ensayo.
En este caso, 12 de los 71 extractos no repitieron la actividad, bien porque no

mostraron halo de inhibicion frente a ninguna de las cepas o si lo mostraban era muy
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turbio o bien porque, aunque presentaban halo de inhibicién no exhibian anillo de

color azul frente a la cepa HB0950.

Asimismo, los 71 extractos se analizaron por LC-MS pero las intensidades de los
valores m/z que se obtuvieron eran muy bajas para la mayoria de las muestras. Este
hecho nos advertia que la cantidad de los metabolitos de nuestro interés en los
extractos era muy baja, y que era necesario utilizar una extraccion mas especifica para

ellos.

6.5.2.1 Extraccion con butanol

Basandonos principalmente en el trabajo de purificacion y aislamiento de la
ramoplanina A2 publicado por Bruno Cavalleri en 1984 (Cavalleri et al., 1984),
disefiamos un procedimiento de extraccidn en el que se realizaron particiones
liquido/liquido primero con acetato de etilo y posteriormente otra con butanol,

ajustando el pH a 3,5 en cada paso.

En este caso, cuando se testaron los extractos de butanol frente al ensayo LiaRS,
alrededor del 97 % (69 muestras) confirmaron la actividad y especificidad mostrando
un halo de inhibicién rodeado por un anillo de color azul en la cepa HB0950, y un halo

de inhibicion sin anillo de color azul en la cepa HB0953.

Ademas del analisis por LCMS de estos 71 extractos de butanol se pudo obtener una
matriz de datos que permitié comparar la presencia de los diferentes valores de m/z
detectados en el rango del m/z de las ramoplaninas (1260-1300). Con estos datos se
estimd la similitud o la diferencia en su contenido en moléculas relacionadas con la
familia de antibidticos que nos ocupa y se les clasificd en categorias segun su actividad

frente al ensayo LiaRS y a su intensidad en los iones del rango de las ramoplaninas.

Por otro lado, se evalud tanto el perfil antimicrobiano como el potencial citotdxico
frente a las lineas celulares HepG2 y THLE-2 de estos extractos. En su mayoria
presentaron la capacidad de inhibir preferentemente bacterias Gram-positivas en vez
de bacterias Gram-negativas o levaduras, y ademas en su gran mayoria los extractos

presentaron una baja probabilidad de ser citotdxicos.

Del total de los 71 extractos de butanol, se eligieron 36 para continuar con el trabajo,

gue correspondieron a 32 cepas de actinomicetos diferentes.
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6.6 PROCESO DE FRACCIONAMIENTO BIOGUIADO

Para seleccionar estos 36 extractos se tuvo en cuenta la combinacion de tres criterios:
a) la actividad que dichos extractos presentaron en el ensayo de agar LiaRS (mayor
tamafio de halo de inhibicidn y mayor intensidad del color azul); b) la potencia de los
mismos frente a SARM y/o a SASM y c) los resultados obtenidos del analisis por LC-
MS con los que habian sido clasificados por categorias segln su relacidn entre la
actividad y los iones detectables. A su vez, se considerd también la taxonomia inicial
resultado de la identificacion morfoldgica y secuencia de las cepas, intentando
escoger al menos algun representante de cada familia identificada. Dado que el perfil
citotéxico de los extractos se considerd bajo, no se incluyd entre los criterios de

seleccion.

Para la identificacion quimica y el aislamiento de los compuestos de interés se siguid
una metodologia de fraccionamiento bioguiado. En esta metodologia los bioensayos
(en nuestro caso el ensayo de agar LiaRS) orientan mediante la actividad el proceso.
Asi, primero se realizaron fraccionamientos semipreparativos de los 36 extractos
seleccionados y sus correspondientes 80 fracciones se volvieron a testar sobre el
bioensayo. La mayoria de los fraccionamientos presentaron las zonas de actividad en
el intervalo comprendido entre las fracciones 40 y 48. Solo en el caso de los
fraccionamientos de los extractos de las familias Pseudonocardiaceae vy
Streptomycetaceae, las fracciones activas se observaron desplazadas, en el primer
caso hacia el intervalo comprendido entre las fracciones 36 y 40, y en el segundo caso

entre las fracciones 39 y 44.

Para seguir con el trabajo se seleccionaron los fraccionamientos que en los rangos
mencionados de fracciones activas presentaban halos de inhibicién de mayor tamano
y mayor intensidad en el color azul del anillo que rodeaba dichos halos. Asi se eligieron
10 fraccionamientos que correspondian con los siguientes extractos: CA-117398-a01-
MOO010-EB04-a03 y CA-117410-a01-MOO008-EB04-a03 del grupo de la familia
Pseudonocardiaceae; CA-142982-a01-MO0013-EB04-a03 y CA-179413-a01-M0031-
EB04-a03 del grupo de la familia Micromonosporaceae; CA-162175-a01-MO007-
EB04-a03, CA-178528-a01-M0O011-EB0-a03 y CA-179400-a01-MO10-EBO4 del grupo
de extractos pertenecientes a las cepas cuya taxonomia inicial no habia sido

identificada inicialmente, (pero que posteriormente se identificaron con Ia
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secuencia); y CA-177328-a01-M024-EB04-a03, CA-177430-a01-M0O25-EB04-a03 y CA-
178368-a01-M0007-EB04-a03 del grupo de la familia Streptomycetaceae.

Se compard la presencia de los diferentes valores de m/z en cada una de las fracciones
activas de los correspondientes fraccionamientos, en varios intervalos de los m/z de
las moléculas relacionadas con las ramoplaninas. Estos intervalos de m/z fueron: 723
a 728; 1132 a 1139 y 1155 a 1291. Asimismo, se asocio la presencia de dichos m/z
caracteristicos en las diferentes fracciones activas con los picos de los perfiles
cromatograficos de cada fraccionamiento, observandose que los perfiles
metabolémicos que se obtenian para las fracciones activas de los 3 extractos
pertenecientes al grupo de la familia Streptomycetaceae eran muy parecidos entre si
y al mismo tiempo se diferenciaban facilmente de los obtenidos para las fracciones
activas del resto de extractos. También se observaron similitudes entre los perfiles

obtenidos para el grupo de la familia Micromonosporaceae y Pseudonocardiaceae.

El perfil metaboldmico mds sencillo de los 10 fraccionamientos elegidos, y en donde
de manera sobresaliente en las fracciones 43 y 44 podiamos detectar cantidades
abundantes de los iones m/z 1287 y 1288 que ademas se correspondian con un pico
mayoritario en el cromatograma era el del fraccionamiento de la cepa CA-178528,
perteneciente al grupo de la familia Micromonosporaceae e identificada como una
Micromonospora inositola. Por esta razdn se decidid purificar y aislar nuevas

moléculas relacionadas con la ramoplanina a partir de esta cepa.

6.7 AISLAMIENTO, PURIFICACION Y ELUCIDADION ESTRUCTURAL DEL NUEVO
ANALOGO

Se prepard una fermentacién a mayor escala (1,5 L) de dicha cepa CA-178528
(Micromonospora inositola) y se realizé un fraccionamiento bioguiado, en el que las
fracciones activas se fraccionaron y ensayaron a su vez tantas veces como fue
necesario, confirmando en todo caso mediante analisis por HRMS la presencia de los
compuestos de nuestro interés. Finalmente se consiguid una fraccidn que se
correspondia con un maximo de un pico del perfil cromatografico y que al ser
analizada por LCMS se detectaron en ella dos compuestos de peso molecular 2572 y
2556, respectivamente. El compuesto con peso molecular 2572 pudo ser purificado y
aislado, y mediante la espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) se obtuvo

informacién sobre su peso y su férmula molecular, asi como de los fragmentos clave
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de la molécula, y la estructura plana y la estereoquimica relativa se obtuvieron
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) monodimensional
y bidimensional. Por comparaciéon con un patrén de ramoplanina A2, se realizd la
hipdtesis estructural de la nueva molécula. Este nuevo andlogo de la ramoplanina A2

fue denominado “ramoplanina_2572" en referencia a su peso molecular.

La ramoplanina es un lipoglicodepsipéptido, que forma un macrociclo de 49 miembros,
y que contiene 17 aminodacidos, nueve de los cuales son L-aminodcidos, siete D-
aminoacidos y uno es glicina, siendo varios de los aminoacidos que forman parte de su
estructura no proteinogénicos: hidroxifenilglicina (Hpg), B-hidroxiasparagina (3-OH-

Asn, HAsn), D-ornitina (Orn) y clorohidroxifenilglicina (Chp) (Figura 80).
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Figura 80. Estructuras simplificadas donde se pueden observar facilmente las
diferencias entre la ramoplanina A2 y la ramoplanina_2572. Los D-aminoacidos estan
sefialados con circulos de color rojo. Las diferencias entre las dos moléculas se
encuentran en los aminodacidos que ocupan las posiciones 13 y 15. Las diferencias en

la cadena lipidica estan sefialadas en azul y rojo.

El macrociclo peptidico estd cerrado mediante enlace tipo éster (como en los
depsipéptidos) entre el grupo carboxilo del aminoacido 17 (L-ChpY) y el grupo B-
hidroxilo presente en el aminodcido 2 (HAsn?). A su vez este residuo estd conectado al
aminodcido 1 (Asn?), que estd acilado en su N-terminal con un &cido carboxilico
insaturado que segun su longitud y estructura diferencia las ramoplaninas A1, A2 y A3
entre si. Ademads, en la estructura destaca un resto disacarido (un grupo a-1,2-

dimanosil) que esta unido al fenol del aminodcido 11 (Hpg'?).
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El nuevo analogo aislado en este trabajo, la ramoplanina_2572, comparte las
caracteristicas estructurales descritas para la ramoplanina A2, salvo el aminodacido de
la posicién 13 que en vez de ser hidroxifenilglicina (Hpg'®) es dihidroxifenilglicina
(Dhpg'®) y el aminodacido de la posicién 15 que en vez de ser leucina (Leu®) es valina
(val®®) (Figura 78). También se diferencian en la cadena alifatica lateral, que es saturada

y mas larga en un metileno en el caso de la ramoplanina_2572.

Se ha demostrado que los residuos Orn'’, Hpg?, Hpg’ y Orn* (nombrados de mayor a
menor importancia) son necesarios para que la ramoplanina A2 conserve su actividad
antimicrobiana (Nam et al., 2007) y dado que todos ellos estdn presentes en la
ramoplanina_2572 no es de extrafiar que ambas muestren propiedades antibidticas

similares como se describe a continuacion.

6.8 PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS Y FARMACOLOGICAS DEL NUEVO
ANALOGO DE RAMOPLANINA

6.8.1 PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS

Como se ha comentado anteriormente, la ramoplanina A2 presenta una excelente
actividad especifica frente a bacterias Gram-positivas aerdbicas y anaerdbicas
abarcando especies de los géneros tales como Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus,
Listeria monocytogenes y C. difficile, e incluyendo cepas resistentes a diversos
antibidticos, como los enterococos resistentes a vancomicina (ERV), S. aureus
resistente a meticilina (SARM) y cepas de C. difficile con resistencia a metronidazol o

sensibilidad reducida frente a vancomicina.

Para comparar las propiedades antimicrobianas de la ramoplanina_2572 respecto a la
ramoplanina A2 y a otros antibidticos conocidos se determiné la actividad
antimicrobiana de la nueva molécula frente a los patégenos mas relevantes
anteriormente mencionados, en paralelo a la ramoplanina A2 y a otros antibidticos

actualmente de primera linea en uso por recomendacion en la clinica.

Frente a la cepa de referencia C. difficile ATCC700057 y frente a 6 diferentes aislados
clinicos de C. difficile cedidos por el Servicio de Microbiologia y Parasitologia del
Hospital Universitario Ramon y Cajal de Madrid, ambas ramoplaninas presentaron
actividades similares, y en ambos casos mejores que las de la vancomicina y el
metronidazol frente a C. difficile ATCC700057, hecho por otro lado descrito con

anterioridad para la ramoplanina A2 (Peldez et al., 2005; Mathur et al., 2013).
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Las propiedades antibacterianas frente a SARM, E. faecalis, E. faecium (VS) y E.
faecium (VR) de la ramoplanina A2 y de la ramoplanina_2572 fueron también muy
similares y mucho mejores que las de antibidticos como bacitracina, eritromicina,
meticilina, tunicamicina e incluso vancomicina que venia siendo el tratamiento
antimicrobiano convencional, hecho que apoyaria el uso de estas ramoplaninas como

nueva alternativa terapéutica.

Como habiamos anticipado, estos resultados confirmaron que las diferencias en la
estructura del nuevo analogo con respecto a la ramoplanina A2 no influyen en el perfil

antimicrobiano que presenta.

6.8.2 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

6.8.2.1 Inhibicion del citocromo P450

La inhibicidn de la actividad catalitica de las diferentes isoformas del citocromo P450
es de gran importancia clinica ya que este proceso es, en parte, responsable de las
interacciones que se procucen entre los medicamentos. Si, por ejemplo, un farmaco
inhibe el metabolismo mediado por CYP450 de otro farmaco, el segundo farmaco
puede acumularse dentro del cuerpo a niveles toxicos lo que podria poner en riesgo
la vida de los pacientes. Por eso, el conocimiento previo in vitro de las posibles
propiedades de inhibicidon del CYP450 por parte de moléculas candidatas a farmacos

se hace relevante.

En las fases tempranas del descubrimiento de farmacos, una clasificacidon de los
candidatos en términos de Clso segln su potencial (bajo, medio o alto) para inhibir el
CYP450, suele ser suficiente para priorizarlos en las siguientes etapas de estudios
preclinicos. Se ha determinado que las moléculas que presenten valores de Clsp< 1
UM seran clasificados como inhibidores fuertes, inhibidores moderados los que
presenten valores 1 uM< Clso< 10 uM, e inhibidores débiles aquellos con valores de

Clso > 10 uM (Krippendorff et al., 2007).

En nuestro estudio, se realizaron ensayos enzimaticos de tres de las principales
isoformas de CYP450 (CYP3A4, CYP2C9 y CYP2D6) incubando con la ramoplanina A2 y
ramoplanina_2572 para determinar la posible pérdida de actividad en el metabolismo
del citocromo ocasionada por la presencia de estos compuestos. No se conocian

valores de referencia de la ramoplanina A2, ya que en las busquedas bibliograficas
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realizadas no se ha encontrado ningun articulo en donde se describan, pero
suponiamos que no podria ser un inhibidor dado que en la actualidad este antibidtico

estd en fases de desarrollo preclinico.

Los valores de Clso que obtuvimos para ambas moléculas en las 3 isoformas ensayadas
fueron superiores a 10 uM, con lo que los dos compuestos pueden considerarse
inhibidores débiles del CYP450. Por tanto, podemos considerar que las posibilidades
de que estos dos antibidticos puedan interaccionar con el metabolismo de otros

farmacos y producir asi interacciones medicamentosas son escasas.

6.8.2.2 Citotoxicidad in vitro

Para predecir los posibles efectos téxicos sobre las células que pueden tener las
moléculas candidatas a farmacos se realizan ensayos de citotoxicidad in vitro. En
nuestro trabajo, la actividad citotdxica in vitro de la ramoplanina_2572 en
comparacion con la ramoplanina A2 se evalué mediante el método colorimétrico de
reduccidon de MTT utilizando dos lineas celulares: HepG2 (carcinoma hepatocelular,
ATCC® CCL-8065) y THLE-2 (hepatocitos ATCC® CRL-2706TM). Ninguna de las dos

moléculas presentd perfil citotdxico frente a las dos lineas celulares probadas.

6.8.2.3 Actividad hemolitica in vitro

La actividad hemolitica in vitro de los candidatos a farmacos es otra propiedad
interesante para estudiar, ya que la hemdlisis de los eritrocitos se considera un

indicador de la tolerabilidad local.

La ramoplanina A2 presenta una alta actividad hemolitica cuando se administra por
via intravenosa. Como consecuencia de esta limitacion se han hecho diferentes
esfuerzos por generar andlogos por sintesis total o semisintesis que sortearan este
obstaculo. La eliminacién del residuo dimanosilo y la guanilacién de los grupos amino
de las dos ornitinas mediante modificaciones de semisintesis, no consiguieron
mejorar la tolerabilidad de la ramoplanina, si bien es cierto que la actividad
antimicrobiana se mantuvo. Por el contrario, modificaciones en la cadena de acidos
grasos influyeron tanto en las propiedades antibiéticas como en las hemoliticas
(Ciabatti et al., 2007). De este estudio realizado por Ciabatti y colegas, la molécula
mas prometedora fue aquella en la que el acido graso insaturado de la ramoplanina

se reemplazd por un acido 2-metil-fenilacético. Actualmente NAICONS Laboratories
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Discusion

(http://www.naicons.com/) esta desarrollando mas estudios con dicha molécula, a la

qgque ha denominado NAI-603, y de la que se han publicado sus propiedades

farmacoldgicas y de tolerabilidad en ensayos con ratones (Jabes et al. 2014)

Una de las diferencias estructurales de la ramoplanina_2572 con respecto a la
ramoplanina A2 es la cadena alifatica lateral, que es saturada y mas larga en un
metileno en el caso del nuevo andlogo. Este hecho nos hacia sospechar que las
propiedades hemoliticas de ambos compuestos pudieran ser diferentes basandonos
en los resultados de Ciabatti y colegas, en los que los analogos de cadena saturada

(C9 a C12) presentaban menor hemolisis que la propia ramoplanina A2.

Con los resultados obtenidos del ensayo de hemdlisis en paralelo con ambas
moleculas, pudimos corroborar esta hipétesis. Se confirmaron los altos valores
hemoliticos descritos en la bibliografia para la ramoplanina A2 que oscilan entre el 80
% vy el 30 % para concentraciones comprendidas entre 180 pg/mL y 45 pug/mL, y sin
embargo, para este mismo rango de concentraciones, los valores que se obtuvieron

para la ramoplanina_2572 oscilaron entre 15 % y el 10 %.

Ante estos resultados en el ensayo de hemdlisis y teniendo en cuenta los obtenidos
en los ensayos de actividad antimicrobiana, podemos decir que estamos ante una
nueva molécula de propiedades prometedoras y con la que merece la pena, cientifica

y éticamente, seguir realizando investigaciones y estudios adicionales.
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El ensayo de cribado de alto rendimiento LiaRS que se ha puesto a punto,
frente a B. subtilis HB0950 y B. subtilis HB0953, permite detectar extractos de
productos naturales de origen microbiano en los que se encuentren
compuestos que interfieran especificamente con el ciclo del transportador

lipidico de la biosintesis del peptidoglicano.

La estrategia de combinar los resultados obtenidos del ensayo de cribado
LiaRS, del ensayo de marcaje de macromoléculas (labeling), del anélisis por
cromatografia y espectrometria de masas (LCMS) y del estudio del perfil de
actividad antimicrobiano de los extractos, permite seleccionar aquellos en los

gue se encuentran compuestos analogos a las ramoplaninas.

La extraccion realizada mediante particion liquido/liquido primero con
acetato de etilo y posteriormente con n-butanol, ajustando el pH a 3,5 en
cada paso, fue mas efectiva que la extraccidon con acetona y proporciond
mayor contenido de moléculas relacionadas con la ramoplanina en los

extractos.

La produccidn de ramoplanina y de compuestos andlogos a las ramoplaninas
esta relativamente extendida entre los diversos taxones de actinomicetos
como Streptomyces, Nocardia y Amycolatopsis, aunque se han detectado
mayoritariamente en géneros de la familia Micromonosporaceae, como

Actinoplanes y Micromonospora.

Los actinomicetos productores de compuestos analogos a la ramoplanina son
ubicuos y se encuentran dispersos geograficamente en diversos nichos

ecoldgicos.

Del fraccionamiento bioguiado del extracto un cultivo de la cepa CA-178528

se ha aislado un nuevo producto natural estructuralmente relacionado con la

familia de las ramoplaninas que se ha denominado ramoplanina_2572.
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El compuesto aislado es un nuevo analogo de la ramoplanina y sus diferencias
estructurales no varian las propiedades antibidticas ni citotdxicas que
presenta la ramoplanina A2. Tampoco influyen dichas diferencias en las

posibilidades de interaccién con el metabolismo de otros farmacos.

Las diferencias estructurales en la cadena alifatica lateral entre el nuevo
andlogo aislado (ramoplanina_2572) y la ramoplanina A2 influyen
positivamente en la tolerabilidad local del nuevo compuesto que presenta

valores de actividad hemolitica mucho menores que los de la ramoplanina A2.
Los extractos de productos naturales de origen microbiano son una

importante fuente de compuestos con actividad biolégica, potencialmente

farmacos y particularmente antibiéticos.
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Anexos

Anexo 1: Fotos de las 49 cepas de actinomicetos ordenadas por familias.

Micromonosporaceae

> /
CA-142982 Micromonospora chaiyaphumensis CA-143677 Micromonospora chaiyaphumensis

CA-162175 Micromonospora chersina CA-168651 Micromonospora halotolerans CA-169254 Micromonospora inositola

CA-171509 Micromonospora inositola

CA-175917 Micromonospora chaiyaphumensis CA-177487 Micromonospora inositola CA-177720 Micromonospora chersina CA-177770 Micromonospora chersina

CA-151222 Micromonospora endolithica CA-178252 Actinoplanes ferrugineus CA-178528 Micromonospora inositola

CA-169627 Micromonospora chersina CA-169257 Micromonospora inositola (CA-179400 Micromonospora halotolerans CA-179413 Micromonospora chaiyaphumensis

CA-172915 Actinoplanes abujensis CA-188417 Micromonospora chaiyaphumensis

CA-178645 Micromonospora chersina CA-178647 Micromonospora chersina CA-178674 Micromonospora chersina CA-178679 Micromonospora chersina
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CA-182202 Micromonospora chaiyaphumensis CA-182239 Micromonespora chaiyaphumensis CA-182241 Micromonospora chaiyaphumensis

—

CA-188442 Micromonospora chaiyaphumensis . " .
CA-177777 Micromonospora chersina CA-178247 Micromonospora fulviviridis

Streptomycetaceae

CA-152578 Streptomyces mirabilis CA-177328 Streptomyces atrovirens CA-177430 Streptomyces atrovirens CA-178368 Streptomyces sp.

Pseudonocardiaceae

CA-117398 Amycolatopsis umgeniensis CA-117410 Amycolatopsis umgeniensis CA-178253 Lechevalieria atacamensis

Nocardiaceae

CA-146703 Nocardia niigatensis CA-161197 Nocardia testacea

No identificado

CA-179434  No Identificado
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Anexo 2: Perfiles cromatograficos del fraccionamiento semiprepartivo de los 36

extractos seleccionados para identificacion quimica.

1. CA-117398-M0010-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep. Fun: HPA-0080(RAM-28toRAM-30) 570 ACN-AGUA CON TFA & 4/22/2015 4:4230 PM. Method: S0P HPF18 5-70B placs lavado largo. Iter 3. Inj 3
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2. CA-117410-MOO008-EBO04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

Appe Rubén HPF semiprep, Run HPA-O0BO(RAM-25taRAM-30) 570 ACN-AGUA CON TFA @ 4/22/2015 4:42.30 PM, Methad: S0P HPF18 5708 placa lavado large, Iter 5, Inj §
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3. CA-161197-M0010-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep. Run: HPA-0080[RAM-25toRAM-30) 5-70 ACN-AGUA CON TFA @ 4/22/2015 4:42:30 PM. Method: SOF HPF18 5-708 placa lavado largo. lter: 7. Inj: 7
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4. CA-168651-M0O011-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep. Run: HPA-0080[RAM-25toRAM-30) 5-70 ACN-AGUA CON TFA @ 4/22/2015 4:42:30 PM. Method: SOF HPF18 5-708 placa lavado largo. lter: 9. Inj: 8
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5. CA-1
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69254-M0011-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep. Run HPA-00B0(RAM-25toRAM-30) 570 ACN-AGUA CON TFA @ 4/22/2015 4:42.30 PM. Method: SOF HPF18 5708 placa lavado largo, Iter: 11, Inj 11
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69627-M0O008-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep. Run: HPA-0080(RAM-25t0RAM-30) 570 ACH-4GUA CON TFA @ 4/22/2015 4:42.30 PM. Method S0P HPF18 5708 placa lavado lago, Iter 13, Inj 13
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7. CA-175357-MO009-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App. Rubén HPF semiprep, Run: HPA-OOBO[RAM-31toRaM-36] 570 ACN-AGUA CON TRA @ 4/23/2015 8 26:48 AM. Method: SOF HPF18 5-70B placa lavado largo, lter: 3. Inj 3
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8. CA-177328-M0024-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Auben HPF semiprep, Run: HPA-DOB0[RAM-31toRaM-36] 570 ACN-AGUA CON TRA @ 4/23/2015 8 26:48 AM, Method: SOP HPF18 5-708 placa lavado large, lter. 5, Ini §
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CA-177430-M0025-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HFF semiprep. Run: HPA-D0B0(RAM-31t0RAM-36) 570 ACH-AGUA CON TFA @& 4/23/2015 8:26:48 AM. Method: S0P HFF18 5708 placa lavado lango. Iter 7. Inf 7
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10. CA-178368-M0007-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)
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11. CA-179454-M0O007-EB0O4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep. Run: HPA-O0B0(RAM-31toR4M-36] 5-70 ACN-AGUA CON TFA @ 4/23/2015 8:26:48 AM. Method: SOP HPF18 5708 placa lavado laigo. lter 11, Inp 11
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12. CA-182202-M0O007-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run: HPA-DDG0(RAM-31toRAM-36] 5-70 ACN-AGUA CON TFA @ 4/23/2015 8:26:48 AM, Method: SOP HPF18 5708 placa lavado laigo, lter 13, Ini 13
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13. CA-142982-M0013-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep. Run: 04222015-103351 @ 4/22/2015 10:3354 AM. Method: SOF HPF18 5708 placa lavado largo. Iter: 1. Inj 1
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14. CA-143677-M0O008-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run: 04222015-103951 @ 4/22/2016 10:39.54 AM, Method: SOF HPF18 5708 placa lavado largo, lter 3, Inj 3
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15. CA-162175-M0O007-EB0O4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

Fubén HPF semiprep. Run: 04222015-103351 @ 4/22/2015 10:33:54 AM. Method S0P HFF18 5-708 placa lavado largo, lter 5. Inj: §
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16. CA-178528-M0011-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HFF semiprep, Run: 04222015-103951 @ 4/22/2015 10:33:54 AM. Method: SOP HPF18 5708 placa lavado laigo, Iter: 7. Inj: 7
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17. CA-179400-M0O010-EB0O4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run: 04222015-103351 @ 4/22/2015 10:3354 AM. Method: SOP HPF18 5-70B placa lavado lago, Iter 3. Inj 9
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18. CA-179413-M0031-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run: 04222015-103351 @ 4/22/2015 10:33:54 AM. Method: SOP HPF18 6708 placa lavado largo, lter: 11, Inf 11
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19. CA-149663-M0O040-EB0O4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

Anexos

App: Rubgn HPF semiprep, Run: HPA-BT (RaM-43 TO RAM-51] 570 ACN-AGUA CON TRA @ 5/6/2015 5:3%46 AM, Method: SOP HPF18 %70 placa lavado largo, lter 3, Inj 3
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20. CA-151217-MO007-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Fiubeén HFF semiprep, Aun: HPA-BT [RAM-43 TO R&M-51)
70000 —

100.0
65000
6000
55000
s0000
45000
000
6o.0 3500.0

30000

25000

% Mobile Phase

20000
40.0
15000

10000

s00.0

|

151
€l

4
657

1
,
1

5000

570 ACN-AGUA CON TFA @ 5/6/2015 8:3% 46 AM, Method: SOP HPF18 5708 placa lavado largo, lter: 5, Inj &

-1000.0

oo

15000 T T " T T T T T T T T T T
0.0
Minutes

D 156 Channel 1 P PrepELSD

294



Anexos

21. CA-152578-M0013-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run: HPA-G1 (RAM-43 TO RAM-31) 570 ACN-AGUA CON TFRA @ 5/6/2015 §:359:48 AM, Methad: SOP HPF18 5708 placa lavade largo, lter 7, Ini 7
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22. CA-161197-MO0011-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run HPA-S1 (RAM-43 TO RAM-51) 570 ACN-AGUA CON TRA @ 5/6/2015 8:39.48 AM, Method: SOP HPF18 5708 placa lavado largo, Iter 9, Inj 9
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23. CA-169254-M0010-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Fun: HPA-G1 [RAM-43 TO RAM-51) 5-70 ACN-AGUA CON TFA @ 5/6/201% §:39:48 AM, Method. SOP HPF18 5708 placa lavado largo, ter 11, Ini 11
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24. CA-170297-M0007-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Ruben HPF semiprep, Rur: HPA-E1 (RAM-43 TO RAM-S1] 570 ACN-AGUA CON TFA @ 5/6/2015 8:39.46 AM, Method: SOP HPF18 5-70B placa lavado largo, Iter: 13, Ini: 13

100.0 E000.0

5000

5000.0

200 000

.0

B00.0

&0.0 30040 [

2000 et

0000 .

% Maobile Phase
I

40.0 1500.0

1000.0

5000

5000

Zone, 481
=)

-100n.0

Fractign

0o -1500.0

oo S0 pinfs} 15.0 200 250 0.0 350 40.0
Minutes

0 156 Channel 1 ¥l FrepELSD

296



Anexos

25. CA-175917-M0007-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run: HPA-G1 (RAM-43 TO RAM-51) 5-70 ACN-4GUA CON TFA @ 5/6/2015 8:3346 AM, Method SOP HPF18 5708 placa lavado laigo, Iter 15, Ini 15
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26. CA-177487-M0022-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HFF semipiep, Run: HPAB1 (RAM-43 TO RAM-51) 570 ACN-4GUA CON TFA @ 6/6/2015 8:3346 AM. Method SOF HPF18 5708 placa lavado lago. Iter 17, Inf 17
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27. CA-177770-M0011-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)
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App: Rubén HPF semiprep, Run: HPA-S1 (RAM-43 TO RAM-51) 5-70 ACH-AGUA CON TRA @ 5/6/2015 83346 AM, Method: SOP HPF18 5-70B placa lavado largo, ter: 19, Ini 19
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28. CA-178247-M0007-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)
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App: Aubén HPF semiprep. Aun: HPAS1 (RAM-52 TO RAME0) 570 ACN-AGUA CON TFA @& 5/7/2015 8:28:42 AM. Method: SOP HPF18 5708 placa lavada largo. Iter 3. Inj 3

0.0

S0

Minutes

0 156 Charrel 1

¥l FrepELsD

298



Anexos

29. CA-178253-M0O007-EBO4 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)
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App: Rubén HPF semiprep, Run HPAS1 (RAM-52 TO RAM-G0) 5-70 ACN-AGUA CON TFA @ 5/7/2015 82842 AM, Method: SOP HPF18 5708 placa lavado largo, Iter: 5, Inj 5§
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30. CA-178645-M0O010-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

100.0

60.0

% Mobile Phase
my

40.0

0.0

50000

55000

50000

45000

40000

25000

20000

25000

20000

1500.0

10000

s00.0

App: Aubén HPF semiprep, Run: HPA-81 [RAM-52 TO RAM-60] 570 ACN-AGUA CON TFA @ 5/7/2015 B:28:42 &M, Method: SOP HPF18 5708 placa lavado largo, lter: 7, Inj: 7
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31. CA-178645-M0011-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Aubén HPF semiprep, Run: HPA-B1 (RAM-52 TO RAM-B0) 5-70 ACN-AGUA CON TFA @ 5/7/2015 8:28:42 4M, Method: S0P HPF18 5708 placa lavado laige, lter: 9, Ini 9
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32. CA-179434-M0016-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HFF semiprep, Run: HPA-B1 (RAM 62 TO RAM-E0) 570 ACN-AGUA CON TFA @ 5/7/2015 8:28:42 AM, Method: S0P HPF18 5708 placa lavado large, lter: 11, Inj: 11
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33. CA-179434-M0017-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App; Rubén HPF s Rur: HPA-B1 [RAM-52 TO RaM-60) 570 ACN-AGLA CON TRA @ 5/7/2015 G:28:42 AM, Method: S0P HPF18 5708 placa lavade laigo, Iter. 13, Ini 13
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34. CA-182239-MO0O007-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run HPA81 (R&M-52 TO RAM-BD) 5-70 ACN-AGUA CON TFA & 5/7/2015 £:28:42 AM. Method: S0P HPF18 5708 placa lavado largo. Iter: 15, Inj 15
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35. CA-188417-MO008-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Run HPA-GT (RaM-52 TO RAM-B0) 570 ACH-AGUA CON TFA @ 5/7/2015 §28:42 AM, Method: SOP HPF18 5708 placa lavade laige, Iter 17, Ini 17
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36. CA-188442-M0O007-EB04 (550ul 5-70% ACN/AGUA CON TFA)

App: Rubén HPF semiprep, Rurt HPA-81 [RAM-52 TO RAM-ED) 570 ACN-AGLA CON TFA @ 5/7/2015 8:28:42 AM, Method: SOP HPF18 5708 placa lavado large, lter: 19, Inj 13

1000 E00.0 ] ;
0.0 1
5000
6000.0
5500.0
S000.0
5000
. w0000

=000

1 Eama

25000

% Mabile Phase

40.0 20000

15000

10000

5000

5000

-1000.0

0.0 -1500.0 r . !

Minutes

IO 155 Channel 1 P PrepELSD

302
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Anexo 3: Curvas dosis-respuesta (CDR) de la ramoplanina A2, ramoplanina_2572,

vancomicina, tunicamicina y eritromicina con y sin BSA frente a diferentes patégenos.
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y eritromicina con y sin BSA frente a E faecium resistente a vancomicina.
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