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RESUMEN

El estudio presentado se basa en las PracticampgecEa realizadas en los departamentos de
Coleccion y Microbiologia de PharmaMar, empresaa@sfa dedicada a la investigacion,
desarrollo y comercializacion de nuevos farmacosoroologia obtenido de organismos

marinos.

En el Dpto. de Coleccion se realizaron extracciaesnacroorganismos marinos congelados
para la valoracion de la actividad antitumoral ebfin de seleccionar muestras y elucidar las

estructuras de nuevos antitumorales.

En el Dpto. Microbiologia se realizaron extraccnde caldos de fermentacién de
microorganismos marinos y se procedio al andlisissilico” para buscar correlaciones entre

taxonomia bacteriana y diversidad quimica mediahtempleo de la base de datos Antibase
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1. INTRODUCCION
PharmaMar

El caracter innovador y biotecnolégico de Pharnmaivi@a motivo a realizar mis
practicas en dicha empresa, ya g@sda Unica compafiia europea que ha establecido un
programa especifico de descubrimiento y desard#léarmacos basado en agentes de
origen marino. La naturaleza ha dotado a ciertal®entas marinas coastructuras y
mecanismos de accidn biolégica sumamente origingleslos hacen muy interesantes
como modelos para la busqueda de nuevos farmacsenhpresa dispone de
instalaciones y material que me ha permitido p@mepractica técnicas de las que tan
solo tenia nocion tedrica, por lo que tuve el corirmiento de que ésta seria una gran
oportunidad para aplicar buena parte de los conentes adquiridos en el master de
Biotecnologia industrial y Agroalimentaria del casbia tomado parte.

En las instalaciones de Colmenar Viejo (Madrid), descubren nuevas
moléculas con actividad antitumoral, se valdramivo ein vitro, y en caso de mostrar
suficiente actividad y patentabilidad, se desaarolen quimica médica para poder
convertirse en medicamentos. Ademas, también $ieada fabricacion de Yondelis,
primer medicamento europeo en entrar en oncologlacgmpuestos mas que estan
siendo desarrollados en diferentes fases clinEasPharmaMar trabajan mas de 300

empleados (200 en [+D), de los cuales un 46% sendiados, y un 23% doctores.

El éxito de este desarrollo estriba en la apuastdajempresa ha realizado en la

exploracion de la biodiversidad marina como fuelg@uevos farmacos.
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Biodiversidad Marina

Los océanos cubren el 71 % de la superficie dedaal y representa el 95% de

la biosfera. Fué en ellos donde se originé la hidee mas de 3.500 millones de afios y
hasta que se colonizé la tierra firme 3.000 milrde afios después, ha estado
desarrollando diversas estrategias evolutivas @qunepermitido disponer de la enorme
biodiversidad entendida ésta como recursos geséticarinos (RGM). La Fig. 1
compara a nivel de fila las biodiversidades animatarines y terrestre. Unicamente
existen 2 fila exclusivos de ecosistemas terresttEd95% de las especies se localizan
en 11 de los 36 fila. Ello es logico atendiendomallon de especies censadas de
artropodos debido a que hasta la fecha, las im&stines de campo se realizaban en
ecosistemas terrestres.
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Figura 1.- Comparacion por fila y nimero de especies cengates poblaciones de metazoa

terrestres y marinas.
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Muchas de las especies de invertebrados (y progdosjlamarinos como
esponjas, corales y tunicados poseen actividatuardral. Estos organismos tienen en
comun su vida sésil, cuerpos blandos, inmoévilesmerthos casos, con aspecto de
plantas. Al no poseer defensas fisicas, como cenelespinas protectoras, y carecer de
agilidad para la huida, estas especies presenttabatieos de proteccion que pueden
ser utilizados como farmacos debido a sus caratitet$ de citotoxicidad o modulacion
de actividades biolégicas. La fascinante variedadao$ organismos marinos ofrece
grandes oportunidades para la inspiracion y el ubeBuiento de nuevos farmacos,
destacando compuestos con actividad antitumoralea. actual quimioterapia para
tratamiento de cancer esta dominada por los produwturalessegun un estudio del
cientifico David J. Newman, realizado entre 1982003, donde mas del &de los
farmacos utilizados con este fin son de origenrahtl.o que ademas resulta mas
interesante si tenemos en cuenta que segun la OM&heer es la segunda causa de
muerte en los paises desarrollados.

La bioprospeccién marina es dependiente del avdatéotecnologia e
ingenieria marina y su aplicacion mediante:

o Técnicas de exploracién subacuatica y buceo (subasay sistemas rebreather,
por ejemplo)

o Desarrollo de herramientas moleculares para agalig biodiversidad y
exploracibn gendmica de genes del metabolismos ndado (gendmica,
protedmica y metabolémica)

o Tecnologia de optimizacion de elucidacion estrat{(RMN, HPLC/MS, etc).

o Aplicacion industrial de Biotecnologia Marina (Sélambiental, enzimas)
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Esto hace que la exploracion marina sea una aativittipiente y que solo
conozcamos una minima parte de su potencial. Grademgendémica también estamos
empezando a entender el enorme potencial exigearitss genomas marinos.

Obtencion de farmacos de origen marino

Existen actualmente mas de 21.000 metabolitos ctividad biolégica en la base

de datos de MarinLitwiww.marinlit.com) que registra compuestos aislados de muestras

marinas en publicaciones cientificas.

Estas moléculas han sido obtenidas de diferentégabkamarinos, destacando la
novedad estructural encontrada en los fondos aoesinLa siguiente tabla resume

algunos compuestos bioactivos y sus aplicacionesngrados en el fondo marino.

Tabla 1- Especies y profundidades en las que habitan mmas productores de farmacos

marinos (F. de la Calle, 2097

Compuesto Aplicacion Fuente Profundidad | Localizacion Comentario

Isohomo Cancer Esponja > 100m Nueva Véase 2.4

Halicondrina B Lyssodendoryx Zelanda

Discodermolido Cancer Esponja 140 m Bahamas Véase 2.4
D. dissoluta

Dictiostatina 1 Cancer Esponja no iden- | 442 m Jamaica Toxicidad simi-
tificada lar a taxol
Fam. Corallistadae

Sarcodictina Céancer Coral Sarcodic- 100 m Mediterraneo | Toxicidad simi-
fijon roseum lar a taxol

Salinosporamida A | Cancer Bacteria >1.000m Pacifico norte Véase 2.4
Salinospora tropica

Topsentina Antiinflamatorio | Esponja 300-600 m | Bahamas Desarrollo pre-

Alzheimer SPO”SO?F’W&“S clinico iniciado

ruetzeri

Gorgoninas Implantes 6seos | Corales, fam. >1.000 m Pacifico norte | Bioingenieria
Isididae

Es de destacar las altas profundidades a las gquéams encontrado los

organismos del cuadro anterior, por lo que se In@cesario técnicas especiales para
grandes profundidades, que a su vez complementéucalo clasico limitado a los

primeros 50 metros de profundidad.



Master oficial en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria

En cuanto al tipo de organismos mas interesantderpos diferenciar dos
grandes tipos: macroorganismos y microorganismogeHos primeros destacan por su
interés esponjas, corales, moluscos, ascidiasoydws. Dentro de los microorganismos
también existen grupos de mayor interés, partimgate hongos y actinobacterias. Uno
de los inconvenientes del trabajo con macroorgarssse debe a la escasa cantidad de
compuesto de interés encontrado, muchas vecestes par millon (1mg de sustancia
activa en 1 Kg de esponja), lo que implica el tener recurrir a sintesis quimica para la
obtencion de mayor cantidad de compuesto. Precidant@ gran ventaja de algunos
microorganismos es la de ser capaces de produidgs cantidades de metabolitos de

interés a nivel industrial mediante la fermentaaérestos en reactores bioldgicos,

En PharmaMar la recoleccién de organismmasinos del medio natural, es
realizada por el departamento Bgpediciones Este departamento estd formado por
cientificos y buceadores profesionales encargades rdcoger las muestras de
macroorganismos, Yy clasificaciémsitu. A las muestras de organismos se les asigna un
primer niamero, a continuaciéon complementa una fidbainformacion, a la que se
adjunta una fotografia del organismo y se recoggénsdsobre el punto exacto, la fecha,

asi como datos taxondmicos sobre el organismo.

Para obtencién de microorganismos, los buzos sargst de recoger muestras
de sedimento y pequeios fragmentos de macroorgasiardistintas profundidades, las
cuales se mandan en frio pero sin congelar a Bglationes de PharmaMar en
Colmenar Viejo (Madrid), donde seran procesados mdntener distintas cepas de
microorganismos. Estas colonias serdn caracteszadéecularmente y atendiendo a su

taxonomia seran estudiadas en cultivo liquido erelites escalas.
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Las expediciones suelen ser realizadas en los puleigplaneta con una mayor
biodiversidad, y a distintas profundidades (veuFa). Cabe destacar la técnica usada
en las inmersionagbreather que permite la extraccion de muestras a unaipdodad
superior a los 50 metros. En cuanto a la reperousidel medio, el impacto es minimo,

ya que solo se extraen muestra con interés aoaliti

!

k .

Figura 2.- Areas de mayor biodiversidad marina segin CeoisMgrine Life (vww.coml.org

2. MATERIAL Y METODOS
Esquema general de actividades de 1+D en PharmaMar

El Dpto. Coleccion se encarga de la extraccion ate rhuestras marinas para su

valoracion en ensayos antitumorales (Macro-Orgams$m

El Dpto. Microbiologia realiza el aislamiento, aamizacion y cultivo de
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microorganismos asociados a las muestras marimasspavaloracion antitumoral y el

escalado de las que hayan dado actividad.

Durante mis practicas he podido participar los @sos que llevan a cabo ambos
departamentos, lo que me ha permitido conocer éamidas y procedimientos
especificos para la produccion de extractos, coimténcion de concretar la posible
existencia de moléculas de interés farmacologinogeste caso mas especificamente

antitumorales.

Posteriormente se realizara el fraccionamientongai mediante la purificacion bio-
guidada (valoracion de fracciones cromatograficasaeening) para la identificacion

de moléculas activas.

@- ' -¢ =

Macro-Organismos  EXtraccion (agua Bio-Ensayo U U UU U UU

+ disolventes) Extractos liofilizados

 —4
Purificacién guiada

Micro-Organismos Extraccién y aislamiento  Extraccion de los
de los micro-organismos metabolitos lll

Molécula
Bioactiva

Figura 3.- Esquema de actividades de los Dptos. Coleccioncydiologia.
a. DEPARTAMENTO DE COLECCION.

El cometido del departamento de |4Coleccidn es la clasificacién y procesado
de todas las muestras de macroorganismos, com elefivalorar que muestras son
activas, el mantenimiento de las mismas en sistelfeaongelacion. Material a partir

del cual trabajan otros departamentos como el thepanto de Quimica y Screening.

El primer paso cuando llegan muestras de macrosmgas a Coleccion, es el
de asignarle a dicha muestra un numero ORMA (magamismos), el cual ademas

tiene asignado un cdédigo de barras. Este numerodiga sirve para relacionar la
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muestra del macroorganismo con una base de datctuglo en el LIMS(Laboratory
Information Management Systems) programa que permite el acceso a dicha base de
datos se llama Nautilus. Accediendo con el numdRdM@ estan registrados todos los
datos que previamente el departamento de Expedieatectdinsitu, y donde ademas

se van afiadiendo datos conforme se procesa y anlaimuestra. Una vez asignado el
ORMA, se fotografian y recogen dos gramos parateaecion de posibles sustancias
con actividad antitumoral, el resto se pesa y mamdas camaras congeladoras de
Colmenar y de Getafe, donde quedan almacenadasrda fndefinida hasta que en el

caso de ser de interés, sean redirigidas a 1+D.

Las extracciones en coleccion se realizan tantagzra como en disolvente
organico. Primero a los dos gramos introducidog-aicons de 50 ml a los que se
aflade agua destilada, a continuacion se tritumogestrifuga, seguidamente se decanta
y vierte la parte liquida en viales, en cuanto pdsae solida es congelada. El extracto
acuoso es ‘“pipeteado” por un brazo robdtico a peapieplacas, las cuales
posteriormente seran enviadas a Screening, dondeors@robara si tienes efecto

antitumoral, ensayando en células tumorales humavas.

En cuanto a la extraccion en disolvente organiomienza por liofilizar la parte

sélida que quedo en el Falcon con agua, que serdatla por dicha técnica.

A continuacién le afiadimos el disolvente organieolvemos a homogeneizar,
centrifugar y decantar, como en el caso anteriaretaagua como disolvente, un robot
se encarga de “pipetear” a placas de menor tangmédilfas 96 tubos de 1,2 ml) con el
fin de suministrar a Screening para sus ensayactiddad, el resto de extracto que
gueda en los viales es congelado para posiblesasp re suministros. Cabe decir que
suele haber mayor cantidad de resultados posigwosl disolvente organico que en

agua.

10
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b. DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA.

Este departamento es el encargado de aislar, fidanticlasificar, y cultivar
microorganismos, pero también, procesar los extsade estos, ademas de producir
mediante fermentacion, por lo que es uno de loartlapentos mas amplios en cuanto a

sus funciones.

El primer paso se inicia con las muestras de sedoseo trozos de
macroorganismos recolectados por el departamentdxgmdicion. Se realiza la
homogeneizacion y empleando diferentes medios slansiento en placas Petri, se
aislan la mayor cantidad posible de colonias quedg@u resultar ser de diferentes
microorganismos, para ello se utilizan distintosdiog a distintas diluciones y
diferentes antibidticos, en los que se cultivan stras del sedimento u organismos los
cuales han presentado actividad y es posible quespbnsable de la biosintesis del
antitumoral pueda ser un microorganismo asociaaimocse sospecha en muchos casos
debido a las similitudes en la estructura quirdealgunos compuestos producidos por
macroorganismos, con los sintetizados por microusgaos. Una vez que las colonias
han sido aisladas unas de otras, el siguiente @ada diferenciacion de los cultivos
para gestionar una coleccién de cepas Unicas,glarae realiza una Repetitie-PCR,
técnica de fingerprinting. Por lo que se extrae AD8E cada cultivo y amplifica
mediante rep-PCR. A continuaciéon se realiza lartartda empleando otra PCR pero
utilizando secuencias del gen ribosomal 16S rRNAapiendo comprobado por
electroforesis el resultado de la ampliacion, gblasan de rRNA del 16S es mandado a
una empresa externa que se encargara de la semiénaiucleotida, lo que permitira
mediante el cotejo con una base de datos mundiatentificacion taxonomica de

dicha colonia, basando su andlisis en el gen ribasddel 16S.

11
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Una vez identificada la especie a la que perteng® colonia, esta sera
congelada por duplicado a -80° C y almacenada toomgunto de “cepas”, para su
posterior analisis o descartada en el caso de kaleya analizada y resultar carente de
interés. Es obvio un mayor interés en el descubritoide organismos pertenecientes a
especies que no existen en la coleccion de cepasluso desconocidas. Ademas de

existir un mayor preferencia por unos grupos queopos.

Los microorganismo de mas interés actual es eh ggaupo de las
Actinobacterias, son bacterias Gram positivas, &yaria de ellas se encuentran en
sedimentos, e incluyen algunas de las mas tiparasak de vida terrestre, jugando un
importante rol en la descomposicion de materiaracga OtrasActinobacterias habitan
en las plantas y animales, incluyendo algunos patigy tales como las
Mycobacterium En 1940 Selman Waksman descubrié en el suelddaterias que
producen actinomicina, un descubrimiento que laééval premio Nobel. Se han
descubierto desde entonces centenares de antisidticaturales en estos

microorganismos, especialmente en el géSgreptomyces

Representantes de este grupo son:

+ Actinomyces

« Arthrobacter

« Corynebacterium

« Frankia
- Micrococcus

« Micromonospora

« Mycobacterium

« Nocardia

« Propionibacterium

« Streptomyces

12
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2.2.1 PROCESAMIENTO DE MICROORGANISMOS PARA EL

DESCUBRIMIENTO DE NUEVAS MOLECULAS ANTITUMORALES

Para la el andlisis de actividad es necesariol@@uwle las cepas mantenidas

en crioviales a diferentes volimenes:

Procesamiento para Screening primario

Comienza con en el cultivo de la cepa en placa2deocillos con un volumen
de 2 ml y en un medio estandar de crecimiento, plmspués pasarlos a
diferentes medios de produccion, ya que algunos reés favorable para
diferentes tipos de microorganismos, al mismo tiers@ recogen muestras de
cada uno de los medios y a distintos tiempos, dofinede determinar el
momento del ciclo vital del organismo en el qualada mayor produccién del
posible antitumoral. A continuacion se liofilizarse les afiade un disolvente
organico, y finalmente son enviados a Screening.

Retest de actividad

En el caso de resultar positivo el andlisis redbizaor Screening anteriormente,
seguimos con este proceso en Erlenmeyer de 20 wdldmen, en el que se los
microorganismos se cultivan primero en el mediceimiento, para después
pasar al medio de produccion que en el paso antsgicbservo una mayor
sintesis de producto. Se extraen 5ml del cultiedjddiliza y afiaden disolvente
organico, para finalmente enviar 500 ul de nueBzm@ening que confirmara la
actividad, y otro volumen similar a HPLC-Masas ehlcdeterminara si es un
producto desconocido para seguir con el procesbpmrslo contrario es un

compuesto ya conocido y podemos descartar el seguiel proceso.

13
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« Anélisis en HPLC-Masas

En el caso de confirmar la actividad antitumoraleémetests, se analizan los
extractos mediante HPLC acoplado a masas paraacopgfo a pico, la existencia de
compuestos ya conocidos de las BBDD propias deniiraar. En el caso de no haber
coincidencia, esa cepa sera candidata al escal&ttrs debido a que para poder
continuar con el proceso de analisis y poder eiudad molécula, es necesario aumentar
la cantidad de extracto, para lo que tenemos quoeeltar la escala del cultivo a un

mayor volumen.
» Escalado a una fermentacion de seis litros.

El escalado comienza a partir de uno de los dasviates pertenecientes a la
coleccion de cepas de microbiologia, de la cuatree pueda producir algun
compuesto de interés. Primero hacemos un cultivplara de agar con el fin de
confirmar la identidad de la especie a escalagsgartar posibles contaminaciones
por parte de otros organismos, en el supuestordmeecto se comienza el cultivo
de 20ml en tres Erlenmeyer de 100 ml de capacidadgeste caso también
sembramos un aplaca de agar representando a cadke los matraces. A partir de
dos de los Erlenmeyer anteriores, cultivamos dodias de cada en Erlenmeyer de
250ml (con 50ml de medio), y cultivamos tres Erlegar de 250 ml con el
restante, para conservar uno de ellos como comtrektaurar el criovial de partida,
ademas realizamos otra placa para seguir contldadcontaminacion. Para
terminar con el escalado, con los seis matracesasizan otros 24 cultivos de 250
ml en Erlenmeyer de 2 | de capacidad para obtenainfente un volumen de 6

litros de cultivo. Los dejamos en agitacion y apienatura optima.

14
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* Cosechado del caldo de cultivo

Una vez ha crecido el cultivo comenzamos la cosephianero tomamos el
Erlenmeyer control de 250 ml y otro cualquiera @® 24, realizamos otra siembra
en placas de ambos, y observamos una muestra deatadicroscopio con el
propésito de mantener el control sobre la contaonmade la misma, extraemos 10
ml de cada Erlenmeyer, lo centrifugamos, medimoso&éimen celular y el pH,

finalmente liofilizamos otros 5ml de cada en viglasa antitumoral (Screening).

A continuacion centrifugamos los 6 litros a 8.0@dnrdurante 30 min de estas
manera podemos separar el sobrenadante, de ldascéfa que realizaremos
andlisis de ambos extractos, tanto el sobrenadame las células son tratados con
disolventes organicos, con el propdsito de llevacabo la extraccion de los
compuestos, para el sobrenadante se decanta yhddaease acuosa, y en el caso
de las células, una vez homogeneizada la mezclaetatisolvente, se filtra
mediante una bomba de vacio y un filtro al cuada@enos celite, cuyo objetivo es
el de proteger el filtro para proximas separacionesminuir la colmatacion del
filtrado, luego reducimos el volumen de disolventesdiante un rotavapor, y
recogemos dos viales de cada (uno para masa ypatacantitumoral), terminamos

de evaporar el disolvente organico y congelarem®sgxtractos.

Si estos pasos previos son exitosos comenzaréanfakes usualmente mas

largas en el desarrollo de farmacos, la fase pidcal donde se estudiaran los

mecanismos de accién en organismos vivos, y lagliest clinicos, durante la cual el

potencial farmaco es experimentado en seres humalescaracteristicas y

circunstancias especificas. Para finalmente poalearsel farmaco al mercado, suelen

pasar alrededor de 12 afios de media.

15
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5.2.1 ESTUDIO SOBRE LA POSIBLE RELACION ENTRE ESPECIES DE
ACTINOBACTERIAS MARINAS Y FAMILIAS DE COMPUESTOS.

Uno de los cometidos mas interesantes durante naisigas en PharmaMar, ha
sido la colaboracion a la hora de crear una basdaties para el departamento de
Microbiologia, la cual relacionara las especiesadinobacterias o grupos de especies
emparentadas, con familias de compuestos de intpoks su posible accidn

anticancerigena.

La finalidad de este trabajo es poder conocer igoéde moléculas bioactivas se
han aislado de diferentes especies para poder ki@tancias filogenéticas que hayan

conservado los genes necesarios para la biosintesis

Partiendo del dendograma de Actinobacterias SlL§fe basa la taxonomia de
las especies mediante el cotejo de rRNA del 168ieocaamos a redactar la base de
datos en formato Excel, atribuyendo a cada unasledpecies estudiadas, compuestos
aislado en bibliografia y recopilados en la basendedial Antibase 2010, mediante
colores donde se especifican las caracteristicamatalogicas (antitumorales,
antibioticos, antifungicos y otros) de los compassty se afiaden hiperenlaces con la
estructura quimica de cada compuesto, asi comceime&gde las cepas cultivadas, con
el fin de poder encontrar alguna relacion entreekgsecies y estos ultimos. Ya que de
ser posible, esto permitira un mayor avance eestubrimiento de nuevos farmacos de
origen microbiano, actualmente se podra aumentaeltxidad a la hora de descartar o
mostrar interés por dichos microorganismos. Ircles un futuro mediante estudios

genéticos mas detallados, se podra determinareonssgresponsables en la biosintesis
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del compuesto, con la intencion de mejorar la pcomun mediante técnicas
biotecnolégicas, como puede ser la ingenieria genénh microorganismos con DNA

recombinante.

Mo, of lugters for
Subclass Order my:'mmc I.:nu in

Aciimicrobidae Ackimicrobiales  —— e e A ALTEnCHE

Actinobacleridas Actinamycetalas

Bifidabacteriales

Coriobacterides Corobacierisies

oha! sl
wige RubIC i _|—|:‘:“"ﬂ' -*W,

Bacilfus swbiilis 168; 5

Figura 4.- Dendograma de Actinobacteria
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ESPECIIES DF LHTITIM IRALES ¢ AHTIRASE
LETHOMIETOS P pmas, mA2P 1011

Figura. 5.- Base de datos de correlacion entre actinorsgefarmacos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 COLECCION

Durante mi estancia en el departamentoadieccion pude observar que existen
algunas familias de organismos mas interesanteke dgdpunto de vista farmacologico

y para la produccion de antitumorales.

% Muestras Coleccién Macros por grupo Taxonémico

Sipuncula
Protozoa

W Priapula

W Porifera
Platyhelminthes
Planta

B Phycophyta
Nemertea

B Nematoda
Mollusca
Kamptozoa
Ectoprocta
Echiura

B Echinodermata

B Cyanobacteria

m Ctenophora
Cnidaria

B Chordata

43% Chaetognatha
W Bryozoa
W Bryophyta
W Arthropoda
Annelida

Figura 6.- Porcentaje de muestras analizadas por grupo teniooo

La primera dificultad al intentar descubrir un nwmmganismo productor de
antitumorales puede ser la identificacion taxon@naixacta del organismo de interés, ya
gque tanto ascidias como esponjas, son un grupo diwgysificado, con especies de
morfologia muy similar, e incluso con una gran ikt de especies sin catalogar.
Ademas se han dado ejemplos de organismos queosdmda misma especie han
resultado ser productores de una sustancia désntgiotros congéneres no, esto puede
ser debido a diversos factores ambientales o iocduka existencia de un organismo

asociado.
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Otro problema méas a la hora de descubrir anticage®os a partir de los
macroorganismos marinos, es el solo disponer de gaatidad limitada de dicho
organismo en el laboratorio, ya que pese a la mejorlas técnicas, que han permitido
disminuir la cantidad requerida para el estudidodma considerable, la adquisicién de
una mayor cantidad del organismo a estudiar, depdadsu recoleccion en la biosfera,
lo que puede hacer peligrar el desarrollo de undap, debido a la posible dificultad de

ser encontrado en el entorno, e incluso a la caatilesaparicion de biodiversidad.

Pese a todo como el pipeline de PharmaMar demulestranacroorganismos son de
gran interés para el descubrimiento de nuevos ffosay antitumorales de origen

marino.

3.2 MICROBIOLOGIA

En Microbiologia durante mis practicas le realizant® extraccion al escalado
de tres cepas diferentes de bacterias procedemtiescdleccion de PharmaMar, dos de
ellas procedian de Actinobacterias, mas concret@mera deStreptomycesque es el
género de actinomicetos mas extenso e interesaeseledel punto de vista
farmacoldgico, otra era urgtappiamarina, y finalmente unamycolatopsisDurante el
cosechado de seis litros, se tomaron medidas degkuales oscilaron entre 6,5-7,5
dependiendo de crecimiento y consumo del susttatobién se tomé medidas del
crecimiento celular, que resultd entrar en el radgdb% para la bacteria y del 10%-
14% para los actinomicetos, por lo que pude obsema mayor productividad en el
escalado de Actinobacterias, que junto a su capadcd producir metabolitos de interés

contribuye a hacerlas mas atractivas para produndedustrial.

Uno de los retos actuales de Microbiologia esorkeguir aislar la mayor parte
de la poblacidon bacteriana existente ya que paotegia molecular sabemos que solo

es posible cultivar una infima parte de la biodsidad real.

20



Master oficial en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria

Por comparativas de aislados bacterianos con sanatie metagenomas por
pirosecuenciacion de la misma muestra, se compagattados y se observa que hay
géneros de microorganismos que no son aisladosapasecen sus amplicones en el
analisis de secuencias. Es decir, las coloniategar a desarrollarse, perdiendo de esta
manera la oportunidad de su posterior estudio, estore con algunas especies de
Frankia o Actinomicesgue requeriran el desarrollo de medios mas espesifiara el

crecimiento de colonias.

Otro problema es el hecho de que cepas con sitakanomia (pertenecientes a
la misma especie) no siempre son productoras dmir®os compuestos. Esto puede
ser debido a varios factores como pueden ser,ref en cuanto a su clasificacion
taxonOmica, a la mutacion de una de las dos cemalante la cual los organismos
adquieren la capacidad de biosintesis, incluso diasunstancias en el que el
microorganismos es cultivado, ya que ciertos méitasesolo son producidos bajo unas

determinadas condiciones de crecimiento o estréseaial.

3.2.1 ESTUDIO SOBRE LA POSIBLE RELACION ENTRE ESPECIES DE
ACTINOBACTERIAS MARINAS Y FAMILIAS DE COMPUESTOS

La principal problemética que nos encontramos eéndepartamento de
Microbiologia en cuanto a la biosintesis de farrsaces extrapolable a los datos
encontrados en bibliografia y reflejados en lagbae datos de compuestos activos de
microorganismos (Antibase 2010. Por ello se reaktéestudio de relacionar las
sustancias de interés antitumoral con las esp@geactinomicetos, ya que en ella
podemos observar como especies muy separadas @lgsdeto de vista taxondmico,
son capaces de biosintetizar metabolitos similaresuanto a su estructura quimica y
de como organismos muy emparentadas e incluso t&pasma especie no coinciden
o biosintetizan metabolitos de estructura muy depadesde el punto de vista quimico.
Como ya he mencionado en el apartado anterior pastde deberse a varias

circunstancias.
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La primera es la determinacion taxondmica, ya e es basada en el rRNA del gen
ribosémico del 16S, lo que limitaria de forma inabie su clasificacién, pues puede
darse el caso de organismos lo suficiente difeaglosi genéticamente para ser
considerados como especies independientes, que lcayservado este gen con una
secuencia similar. También debemos ser cautosacatehtificacion ya que la mayor
parte de los autores lo realizan en el GenBank eldraly millones de secuencias
“fantasmas” que pueden alterar la interpretaciémo @actor a tener en cuenta es la
transferencia horizontal de DNA (TGH) que es uncpso en el que un organismo
transfiere material genético a otra célula que Bodescendiente, incluso con la
mediacion de virus puede darse este fendbmeno,d@mvoca que secuencias de DNA
e incluso genes sean transferidos entre especs graparentadas, intercambiando
facultades a la hora de producir metabolitos derdéist Ademas no hay que olvidar que
en el caso de organismos con una capacidad ddepmoldn tal como sucede con
procariotas, las posibilidades de mutacién son mucas elevadas que en el caso de los

macroorganismos.

Pese a toda la problematica anterior, si que selgp@apreciar como existen
compuestos y familias de compuestos, que parececiadses a ciertas clases de
actinomicetos como es el caso 8&reptomycesgue ademas de ser el grupo de
Actinobacterias mas prolifero en cuanto a la produc de anticancerigenos, existen
una gran cantidad de compuestos e incluso estasciyuimicas asociadas a dichos
microorganismo, como es el caso de los compuesiiogiaps cuya estructura basica es

la siguiente:

22



Master oficial en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria

Ejemplos de otros compuestos biosintetizadosSpeptomyceg que parten de

la misma estructura quimica serian:
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Como explicamos anteriormente, en ocasiones @genmuy separados desde
el punto de vista taxondmico biosintetizan metabslide estructuras quimicas muy
parecidas, como es el caso déicromonospora chersinaja cual biosintetiza
Dynemicin, que parte de una estructura similaisalllos compuestos anteriores todos

ellos biosintetizados por distintas especieStieptomyces.

OH

Dynemicin P
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4, CONCLUSION.

El avance de tecnologias moleculares ha revoludmmh clasico concepto de biodiversidad
marina que entroncaban los organismos como “cajaadas” y ahora sabemos que ademas de
existir una biodiversidad genética muy superioa &dperada, existen transferencias de genes

involucrados en muchos casos, en la produccionedalmlitos con actividad en medicina.

La evolucién ha permitido diversas formas de vitdre todo marinas, que necesitan poseer
un arsenal metabdlico que les confieren ventajaslutvas como evitar depredacion,

comunicacion o defensas y esas moléculas podemesrtiolas en medicinas.

Es por esto que los avances en farmacologia debem inspirados en soluciones de la
naturaleza, y adaptarlas si es necesario mediajtean biotecnoldgicas a nuestras necesidades

mas concretas.

En mi opinidn la gran labor de empresas que utilizs sustancias naturales como fuente de
inspiracion para el desarrollo de farmacos, esetldcidar y salvaguardar la mayor cantidad
posible de moléculas, que en un futuro podran tasuatiles, y que por desgracia debido a la

mano del hombre no tienen asegurada su persistamebmedio natural.
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