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RESUMEN 

Las actinobacterias del género Streptomyces se destacan por la diversidad en la producción 

de compuestos antibacterianos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad 

antimicrobiana de productos extracelulares (ECP) obtenidos de tres cepas de Streptomyces 

sp. Los ECP se obtuvieron a partir de cultivos realizados en membranas de celofán. Uno de 

los extractos fue liofilizado y se realizaron pruebas cualitativas de actividad antibacteriana 

contra cepas patógenas de interés industrial; L. monocitogenes ATCC(15313), S. 

typhimurium ATCC(1224), E. coli ATCC(8739), S. aureus ATCC (33862), se evaluó el % de 

actividad en función del diámetro del halo de inhibición, utilizando como control positivo 

vancomicina. Con los otros dos extractos únicamente se realizaron ensayos de actividad 

antimicrobiana sobre una cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Las tres cepas 

produjeron un posible péptido antimicrobiano sensible al tratamiento con proteinasa K y con 

efecto inhibitoria frente a microorganismos Gram-positivos. Mediante bioautografía SDS-

PAGE se observa que el compuesto producido inhibe el crecimiento de S. aureus, 

determinando la presencia de compuestos de naturaleza proteica con un peso de 

aproximadamente 4.6 kDa. Consecutivamente se realizó una evaluación cuantitativa de la 

concentración mínima inhibitoria (MIC, por sus siglas en ingles) en función de la densidad 

óptica. Se obtuvo un 87 % ± 2.75% de inhibición en función del diámetro del halo de 

inhibición, presentado por el control positivo vancomicina contra S. aureus ATTC (33862), 

se obtuvo una MIC de 12.5 mg/mL de compuesto activo con un comportamiento similar a 

ceftriaxona, revelando así la presencia de posibles péptidos de cadenas muy cortas. Se realizó 

un análisis in sílico tomando como referencia los resultados obtenidos con otra cepa de 

Streptomyces donde se reporta la presencia de una serie de compuestos derivados y 

precursores de dinactin nombrado como derivado de fosfatoetanolamina para fines prácticos 

aducto a aminoácidos como histidina, isoleucina, lisina y arginina en cadenas muy cortas. Se 

generó un acoplamiento molecular donde los resultados se visualizaron en el programa USCF 

Chimera y se evaluaron mediante el parámetro de máxima espontaneidad Full Fitness (FF); 

aquel clúster con FF más favorable se utilizó para determinar los residuos participantes en la 

generación del complejo. Mediante la simulación de acoplamiento molecular se demostró 

que existen características e interacciones favorables para inhibir enzimas transferasas y a 

través de este mecanismo y conseguir la potencial inactivación de bacterias gram positivas, 

partiendo de Staphylococcus aureus. 

Palabras clave: actividad antibacteriana, extracto extracelular, Streptomyces spp., acoplamiento 

molecular. 
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ABSTRACT 

Actinobacteria of the genus Streptomyces stand out for their diversity in the production of 

antibacterial compounds. The objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity 

of extracellular extracts of a Streptomyces sp. The extracellular product was obtained which 

was lyophilized and evaluated by qualitative tests of antibacterial activity against pathogenic 

strains of industrial interest; L. monocytogenes ATCC (15313), S. typhimurium ATCC 

(1224), E. coli ATCC (8739), S. aureus ATCC (25923), the% activity was evaluated as a 

function of the diameter of the inhibition halo, using as a control positive vancomycin. To 

establish that the observed inhibitory effect was due to the presence of antimicrobial peptides, 

the extracts were treated with proteinase K, by means of a plaque activity test, observing a 

null inhibition, evidencing the antimicrobial effect probably due to the presence of bioactive 

peptides. Subsequently, an electrophoretic profile (SDS-PAGE) was performed on a 12% (v 

/ v) polyacrylamide gel, the sample was treated with a partial denaturation (EPD) and a total 

denaturation (ETD), adding a thermal treatment at 95 ° C / 4 min to the latter and resulting 

in the presence of several protein fragments, determining the presence of compounds of a 

protein nature with a weight of 4.6 kDa by means of an electrophoretic analysis. 

Consecutively, a quantitative evaluation of the minimum inhibitory concentration (MIC) was 

carried out as a function of the optical density. 87% ± 2.75% inhibition was obtained as a 

function of the diameter of the inhibition halo, presented by the vancomycin positive control 

against S. aureus ATTC (33862), a MIC of 12.5 mg / mL of active compound was obtained 

with a similar behavior to ceftriaxone, thus revealing the presence of possible very short 

chain peptides. An in silico analysis was carried out taking as reference the results obtained 

with another strain of Streptomyces where the presence of a series of derivatives and 

precursors of dinactin is reported, named as a derivative of phosphate ethanolamine for 

practical purposes adduct to amino acids such as histidine, isoleucine, lysine and arginine in 

very short chains, a molecular coupling was generated where the results were visualized in 

the USCF Chimera program and evaluated using the parameter of maximum spontaneity Full 

Fitness (FF); that cluster with the most favorable FF was used to determine the residues 

participating in the generation of the complex. By simulating molecular coupling, it was 

demonstrated that there are favorable characteristics and interactions to inhibit transferase 
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enzymes and through this mechanism and achieve the potential inactivation of gram positive 

bacteria, starting from Staphylococcus aureus. 

 

Keywords: antibacterial activity, extracellular extract, streptomyces spp., Molecular 

coupling. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

Las actinobacterias son consideradas las procariotas más importantes desde el punto de vista 

económico y biotecnológico, debido a su diversidad y capacidad para producir compuestos 

bioactivos. Las investigaciones realizadas con estas bacterias ponen de manifiesto su gran 

habilidad para producir metabolitos secundarios, de tal forma que se les considera como las 

fuentes más ricas de estos metabolitos (Murphy et al., 2012). Estos compuestos, además de 

tener funciones ecológicas, actúan también como inhibidores de enzimas, promotores de 

apoptosis, agentes antifúngicos, antibacterianos, anti-inflamatorios, inmunosupresores y 

anticancerígenos (Faulkner et al., 2000; Gotang, 2008; Raczkowski, 2010). 

Entre estas bacterias destacan las pertenecientes al género Streptomyces spp., se sabe que 

más del 90% de los antibióticos actualmente conocidos son sintetizados a partir de 

actinobacterias pertenecientes a este género (Bentley et al., 2012). Las cepas del género 

Streptomyces spp., son productoras del 50% de los antibióticos de uso frecuente en clínica 

humana, animal y recientemente en alimentos. La mayoría de los antimicrobianos son 

metabolitos secundarios extracelulares que son secretados al medio de cultivo y sirven como 

precursores para la biosíntesis de agentes anticancerígenos, fármacos, inmunorreguladores, 

antivirales y agentes antiparasitarios (Patzer & Volkmar, 2010), es por ello la importancia de 

caracterizar los compuestos presentes en los extractos extracelulares. Los antibióticos 

peptídicos son sintetizados por uno o más péptido sintetasas no ribosomales, péptidos de 

síntesis ribosomal y algunos otros compuestos con actividad antibacteriana surgen como 

mecanismo de defensa los cuales son utilizadas en medicina y la industria alimentaria 

(Beshkova & rengova, 2012). En la actualidad los compuestos antimicrobianos son sujetos a 

estudios teóricos de actividad a través de herramientas computacionales y de forma bilateral 

con estudios prácticos, permitiendo conocer los mecanismos de acción a partir de un objetivo 

identificado. Por tal motivo en este trabajo se busca evaluar compuestos extracelulares 

producidos por actinobacterias del género Streptomyces aisladas de sedimento marino y 

valorar su actividad antimicrobiana in silico utilizando como cepas blanco Staphylococcus 

aureus de colección. Tomando como referencia los resultados reportados por Pérez Mayo 

(2020).
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 

2.1 Generalidades de Streptomyces spp. 

El phylum Actinobacteria agrupa a bacterias Gram-Positivas con un alto contenido de 

Guanina-Citosina en su genoma. Este grupo de bacterias presentan una morfología y 

fisiología muy diversa. Se creía que las actinobacterias aisladas a partir de fuentes marinas 

tenían un origen terrestre debido a que la mayoría de estos microorganismos presentan 

semejanzas o las mismas características que las especies terrestres, y que las cepas aisladas 

eran esporas inactivas que se encontraban en la columna de agua, sin embargo, se han aislado 

y caracterizado especies de actinomicetos marinos cuyos requerimientos de salinidad para su 

crecimiento no les permiten vivir en otros ambientes (Mincer et al., 2002; Ward & Bora 

2006; Yoshida et al., 2008). Presentan una distribución ubicua en el planeta, incluyendo 

ambientes terrestres como acuáticos (Mohammadipanah & Wink, 2016). 

Las actinobacterias son responsables de la producción de casi el 90% de los 

antibióticos utilizados en la industria farmacéutica, lo que los coloca como la fuente más 

importante en la producción natural de dichos compuestos. Dentro de este grupo, el género 

Streptomyces es el más estudiado y se le atribuye la producción de antibióticos comerciales 

como la estreptomicina, daptomicina, eritromicina, neomicina y tetraciclina, por mencionar 

algunos (Jose & Jebakumar, 2013). Se estima que Streptomyces es capaz de producir más de 

100,000 compuestos, de los cuales solo una pequeña fracción ha sido estudiada, por lo que 

una serie de trabajos de investigación se han enfocado a la búsqueda de compuestos con 

actividad antimicrobiana en este género (Watve et al., 2001) 

La diferenciación morfológica de Streptomyces spp. implica la formación de una capa de 

micelio que pueden diferenciarse en una cadena de esporas. Este proceso es único entre este 

tipo de bacterias Gram positivas, que requieren una atención especializada y coordinada. 

Estos microorganismos se caracterizan por la capacidad de producir metabolitos con efectos 

antifúngicos, antivirales, antitumorales, antihipertensivo y principalmente antibiótico e 

inmunosupresor (Patzer & Volkmar, 2010). 

Es importante señalar que la producción de la mayoría de los antibióticos es específica del 

género mencionado, y que a su vez estos tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de 

otros microorganismos al entrar en contacto aun cuando pertenezcan al mismo género. Otro 
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proceso importante que implica la producción de antibióticos es la simbiosis entre 

Streptomyces spp. y plantas, con lo cual protege la planta contra los patógenos y los exudados 

de la planta permiten el desarrollo de este género de microorganismos (Emerson et al., 2012). 

El principio fundamental para inhibir el crecimiento bacteriano inicia mediante la interacción 

física de la molécula con sus objetivos específicos, lo que posteriormente deriva en una serie 

de cambios bioquímicos, moleculares y estructurales, siendo sus objetivos principales la 

replicación de ADN, síntesis de ARN, síntesis de la pared celular y la síntesis de proteínas; 

por mencionar algunos (Bosso et al., 2010). 

2.2 Importancia del género Streptomyces spp. y su ciclo de vida. 

El género Streptomyces spp. es de gran importancia para diferentes sectores, a través del 

tiempo los actinomicetos se han vuelto una fuente de compuestos bioactivos producto de su 

amplio metabolismo secundario, entre los que destacan aquellos de naturaleza proteica, los 

cuales han sido denominados péptidos antimicrobianos, siendo el género más estudiado 

dentro del filo actinobacteria, cuenta con más de 500 especies descritas (Whitman et 

al.,2012). 

El género Streptomyces se ha destacado por poseer un ciclo de vida muy complejo, con 

procesos de muerte celular programada, diferenciación morfológica y esporulación, son 

consideradas como modelos procariotas de múltiple celularidad y es por ello el gran interés 

de la investigación básica (Chater,1984). 

El ciclo de vida de este género va en función de las características del medio principalmente, 

en cultivos solidos (placas Petri) Streptomyces realiza un ciclo de vida completo el cual 

termina con la esporulación de hifas, el ciclo de vida tradicional describía como después de 

la germinación de esporas, se forma una red de hifas ramificadas con la capacidad de penetrar 

y solubilizar los desechos orgánicos a través de la acción por enzimas hidrolíticas 

extracelulares, dando lugar a la formación del llamado micelio sustrato vegetativo 

(Chater,1984). 

Este micelio crece y es extendido hasta un determinado momento, en respuesta a la carencia 

de nutrientes y a otras señales, se activa la expresión de determinados genes implicados en el 

desarrollo del micelio aéreo que es desarrollado nutriéndose del micelio sustrato en una 



ANTECEDENTES 

16 
 

especie de canibalismo (Chater,1984; Miguelez et al.,1999). El micelio aéreo se genera del 

micelio sustrato y comienza a crecer en el aire para lo cual se debe recubrir de una serie de 

cubiertas hidrofóbicas, estas moléculas que comprenden una nueva clase de proteínas, 

llamadas chaplinas. Los chaplines reducen la tensión superficial del agua del medio acuoso, 

lo que permite que las hifas crezcan en el aire y recubren las estructuras aéreas, haciéndolas 

hidrófobas y funcionando por autoensamblaje en fibrillas de tipo amiloide. (Claessen et 

al.,2006; Flardh & Buttner,2009). 

En este punto hay un gran aporte de nutrientes por parte del micelio sustrato, de tal forma 

que la bacteria se vuelve el lugar ideal para el desarrollo y colonización de otros 

microorganismos, para evitarlo Streptomyces spp. inicia la síntesis de compuestos 

antimicrobianos como mecanismo de defensa, para la protección de esta fuente endógena de 

nutrientes de explotación por otros organismos vecinos (Flardh & Butter, 2009; McCormick 

& Flardh, 2012). 

2.3 Producción de metabolitos secundarios de Streptomyces spp. 

La producción de metabolitos secundarios es identificada como compuestos químicos con 

funciones no esenciales, de tal forma que la ausencia no es letal para el organismo, sin 

embargo, estos son biológicamente activos y han logrado revolucionar diferentes sectores de 

la industria, el género Streptomyces spp. Se caracteriza por la producción de dichos 

compuestos, sin embargo el descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios ha sido 

estancado y al mismo tiempo las resistencias de los microorganismos a los antibióticos 

existentes han venido aumentando drásticamente, como consecuencia existen enfermedades 

infecciosas extremadamente difíciles de tratar, por lo que el descubrimiento de nuevos 

antibióticos es una prioridad ya que es la mejor opción para contrarrestar las resistencias 

(Coates et al., 2011). 

La mayoría de los estreptomicetos producen de 2 a 5 metabolitos secundarios en el desarrollo 

a nivel laboratorio; sin embargo, análisis genómicos recientes han demostrado que los 

actinomicetos, incluidas las especies que no producen compuestos bioactivos detectables, 

tienen en su genoma un promedio de 30 rutas involucradas en la producción de metabolitos 

secundarios (Genilloud, 2014). Dentro de lo metabolitos secundarios más producidos por este 

género destacan los compuestos de naturaleza proteica, los cuales a través del tiempo han 
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sido denominados péptidos antimicrobianos, basando su importancia en sus diferentes 

mecanismos de acción con efecto bactericida y bacteriostático a bajas concentraciones  

2.4 Generalidades de péptidos antimicrobianos  

Los compuestos extracelulares son todos aquellos fluidos que están fuera de las células, las 

actinobacterias pertenecientes al género Streptomyces spp. con la producción de péptidos 

antimicrobianos, ha contribuido con un gran impacto en disciplinas como la medicina y la 

industria alimentaria (Bentley et al., 2012). 

Los péptidos antimicrobianos son moléculas que están relacionadas con el sistema inmune 

de diferentes tipos de organismos y cuya acción están relacionada principalmente con la 

interacción que efectúa con patógenos, afectando las membranas de estos e incluso alterando 

los procesos de replicación del ADN, síntesis de proteínas, entre otros. Estos péptidos pueden 

tener un origen ribosomal o no ribosomal, lo cual dependerá del mecanismo de defensa 

requerido por el organismo sintetizador; sin embargo, su principal característica es su 

toxicidad selectiva, lo cual hace que sean considerados como antibióticos de corto espectro, 

aunque la generación de resistencia a los péptidos antimicrobianos es mucho menor en 

comparación con la generada por antibióticos convencionales (Marr et al., 2006). 

2.4.1 Péptidos antimicrobianos ribosomales. 

Las bacteriocinas se definen como péptidos de origen proteico que a bajas concentraciones 

tienen la capacidad de inhibir el crecimiento microbiológico (Beshkova & Frengova, 2012). 

Las bacteriocinas de acuerdo con Chen & Hoover (2003) son sintetizadas a nivel ribosomal 

como metabolitos secundarios en algunas actinobacterias y bacterias ácido lácticas, siendo 

secretadas extracelularmente con el fin de inhibir el crecimiento de bacterias similares o 

cepas cercanas incluso patógenas (Cotter et al., 2005). Las bacteriocinas son una opción 

atractiva para ser utilizadas como conservadores naturales para alimentos mínimamente 

procesados, por lo que actualmente se han desarrollado estudios donde se comprueba su alto 

potencial en biopreservación de carnes, productos lácteos, alimentos enlatados, productos de 

panificación entre otros (Cleveland et al., 2001). 

Los péptidos pueden ser identificados por diferentes técnicas moleculares, siendo más 

utilizadas las técnicas de cromatografía (HPLC-MS) en su fase reversa, un sistema en el cual 

los analitos iónicos y altamente polares eluyen primero de la columna, seguidos por analitos 
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más hidrófobos. Los compuestos eluyen en el orden opuesto al de los experimentos de Tsvet. 

Por consiguiente, este sistema se llama cromatografía en “fase reversa”, la columna más 

eficiente para esta técnica es la C18 que ofrece una interacción hidrofóbica muy simple. A 

medida que los solutos en la fase móvil viajan por los poros de sílica, pueden ser atraídos y 

retenidos por el hidrocarburo mediante una interacción hidrofóbica y fuerza de Van-Der 

Waals relativamente débil (Yoshida, 2004). 

2.4.2 Péptidos antimicrobianos no ribosomales. 

 

Un péptido no ribosomal es una clase de péptido producido como metabolito secundario de 

algunos microorganismos como bacterias, hongos y levaduras. Son sintetizados por 

sintetasas peptídicas no ribosomales, los cuales a diferencia de los ribosomas son 

independientes del ARN mensajero, generalmente poseen una estructura cíclica o ramificada 

lo que los convierte en una familia muy diversa de productos naturales con un amplio rango 

de actividades biológicas y farmacológicas, incluso pueden actuar como toxinas, sideróforos 

o pigmentos; actualmente se comercializan varios péptidos no ribosomales que incluyen 

antibióticos comerciales, ejemplo de ellos son la vancomicina y la gramidicina (Mansson et 

al., 2011). 

2.5 Identificación y purificación de péptidos por cromatografía  

En los productos que son de interés caracterizar, se encuentran aminoácidos (aa), estas 

sustancias son componentes esenciales de un sin número de preparados con fines industriales, 

farmacéuticos y agrícolas. Entre los diversos métodos analíticos utilizados para este tipo de 

compuestos, la determinación por HPLC se encuentra como uno de los más empleados. Esta 

determinación puede requerir derivatización o no, en dependencia del tipo de aminoácido a 

analizar. La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) se ha convertido en un 

procedimiento estándar para la separación de aminoácidos, aunque la mayoría de ellos no se 

detectan fácilmente sin utilizar alguna modificación química. En la mayoría de las primeras 

separaciones de aminoácidos por cromatografía de intercambio iónico, se empleaba una 

reacción post-columna con ninhidrina. Actualmente, se han desarrollado sistemas en los 

cuales los aminoácidos se derivatizan antes de separarse en una columna de fase reversa, con 

la ventaja de que la derivatización pre-columna permite un análisis más rápido y con más alta 

sensibilidad (Castillo Portela et al.,2011).  
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La determinación de aminoácidos utilizada estará en dependencia del tipo a analizar. Los 

aminoácidos alifáticos requieren una derivatización pre-columna o postcolumna que permita 

la detección por UV o por fluorescencia de estos. Los aminoácidos aromáticos como la 

histidina, triptófano y tirosina pueden determinarse por UV sin derivatización a una baja 

longitud de onda (Hoffmann et al.,2017).  

Las ventajas relativas de la derivatización antes o después de la HPLC, están determinadas 

por los requerimientos de la aplicación específica. Factores como la sensibilidad requerida 

en la detección, cantidad de muestra disponible, tipo de muestra y procedencia de esta, 

velocidad de análisis y reproducibilidad e incluso consideraciones económicas influirán en 

la elección entre la derivatización pre- o post-columna en la cuantificación analítica de 

aminoácidos. 

 

Entre las diferentes técnicas analíticas también se encuentra la cromatografía líquida de ultra 

alta presión (UHPLC) (Singh et al., 2014). La UHPLC presenta un gran potencial en la 

separación de pequeños péptidos bioactivos, aumentando el rendimiento de los métodos de 

HPLC regulares, además de que presenta ventajas que incluyen el aumento del rendimiento, 

la resolución y la sensibilidad (Everley & Croley, 2008; Fekete & Guillarme, 2014).  

Por otra parte la cromatografía de fase inversa (RP-HPLC) puede usarse para separar péptidos 

por hidrofobicidad (Pownall et al., 2010), mientras que la cromatografía líquida de 

interacción hidrófila (HILIC) es un método útil para la separación de sustancias hidrófilas; 

Este método se basa en el aumento de la capacidad de retención de los solutos con polaridad 

creciente de la fase estacionaria y la polaridad decreciente del sistema de fase móvil 

(disolvente predominantemente orgánico) utilizado para la elución; el principio opuesto al 

observado en RP-HPLC (Yoshida, 2004).  

Las técnicas de electroforesis en gel y ultrafiltración también se han utilizado como métodos 

auxiliares para el análisis de composición química de péptidos, determinando el peso 

comprendido por los resultantes mediante estas técnicas y a su vez correlacionarlos con los 

aa más probables en función de sus características estructurales (Roblet et al., 2012; Singh et 

al., 2014); referente a espectrometría de masas la ionización por electropulverización y la 
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desorción / ionización láser asistida por matriz (MALDI-TOF), destaca para la identificación 

y caracterización de péptidos y proteínas bioactivas, mientras que la espectrometría de masas 

por cromatografía líquida se usa comúnmente para identificar secuencias de péptidos 

(Chiaradia et al., 2008; Del Mar Contreras et al., 2008; Singh et al., 2014). 

En el Cuadro 2.1 se muestran las principales técnicas de purificación e identificación de 

péptidos bioactivos utilizando diversas técnicas en base al uso de membranas, técnicas 

espectrofotométricas, uso de cromatografía y uso de espectrometría de masas. 
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Cuadro 2.1 Principales técnicas de purificación e identificación de péptidos bioactivos. 

Referencias: Shahidi & Zhong., (2008). 

 

 

Purificación Identificación / detección 

Técnicas con base a membranas: 

Microfiltración (MF) 

Ultrafiltración (UF) 

Nanofiltración (NF) 

Osmosis reversa (RO) 

Técnicas espectrofotométricas: 

Detección Ultravioleta (UV) 

Detección Fluorescencia (FL) 

 

Detección de dispersión de luz 

evaporativa (ELSD)  

Técnicas cromatográficas Técnicas de espectrometría de masas 

Cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC) 

Cromatografía de intercambio iónico (IEC) 

Electroforesis Capilar (CE) 

Separación de enfoque isoeléctrico capilar 

(CIEF) 

Cromatografía de exclusión por tamaño 

(SEC) 

Cromatografía a contracorriente (CCC) 

Cromatografía de interacción hidrófoba 

(HIC) 

Cromatografía de afinidad (AC) 

Atornillador a presión atmosférica triple 

cuadrupolo (API-III) 

Ionización por Electrospray (ESI-

MS/MS) 

Ionización por desorción láser asistida 

por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-

TOF) 
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2.6 Mecanismos de acción de péptidos antimicrobianos. 

Los péptidos antimicrobianos adoptan estructuras anfipáticas con extremos hidrofóbicos que 

interactúan con otro hidrofílicos dando como resultado la capacidad de interaccionar con las 

membranas celulares para ejercer su mecanismo de acción. El mecanismo de acción de los 

péptidos antimicrobianos está dado por su carácter catiónico y su tendencia a ser anfipáticos, 

lo que facilita su interacción e inserción en las paredes celulares aniónicas y membranas de 

fosfolípidos de los microorganismos, pudiendo aumentar la permeabilidad en la membrana 

u otros blancos (Wang, 2014; Jenssen et al., 2006). 

2.6.1 Interacciones con membrana  

La interacción inicial de los péptidos antimicrobianos con las bacterias, generalmente, es 

producida por su carga positiva y su atracción electrostática hacia las superficies 

polianiónicas de las paredes, ya sea por los ácidos teicoicos y lipoteicoicos en las Gram 

positivas, o los lipopolisacáridos en las Gram negativas; posterior a la interacción, los 

péptidos antimicrobianos generan áreas de inestabilidad en la membrana externa, 

permitiendo la translocación de estos mismos a través de la bicapa externa. Una vez 

localizados en la membrana, pueden sufrir modificaciones en su conformación y producir 

daños en la membrana o internamente (Jenssen et al., 2006.) 

2.6.2 Limitaciones del uso de péptidos antimicrobianos  

Los péptidos antimicrobianos se destacan por ser un grupo de sustancias que pudieran ser de 

uso clínico, como sustitución de antibióticos comerciales o de aplicación en la industria 

alimentaria. En comparación con los antibióticos convencionales, los péptidos 

antimicrobianos ofrecen una baja resistencia, por lo que no da origen a la aparición a variantes 

patógenas; sin embargo, las principales limitaciones con las que se enfrentan son la 

degradación peptídica por acción de proteasas, ya sea en el torrente sanguíneo, sistema 

gastrointestinal o la unión con otras proteínas las cuales ocasionan su inactivación, por ello 

su uso se limita a productos de aplicación tópica (Bradshaw, 2003).  

2.7 Mecanismos de resistencia de péptidos antimicrobianos 

 La naturaleza ha utilizado los péptidos antimicrobianos por millones de años, por lo cual no 

existe duda alguna sobre su efecto y también sobre la resistencia que se genera, aunque en 

menor proporción que los antibióticos comerciales. Esta resistencia hacia estos péptidos se 
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genera por diversas características de la bacteria sobre la cual actúa el péptido, entre los 

cuales está la carga eléctrica de la membrana, su estructura y componentes de esta membrana 

como los polisacáridos, lípidos y los mecanismos de defensa propios del microorganismo 

(Wang ,2014). Otro mecanismo de resistencia es la neutralización o inactivación mediada 

por la producción de moléculas unidas a la membrana o que se liberan para interactuar 

directamente a los péptidos en el medio de crecimiento; un caso a resaltar es el de 

Staphylococcus aureus quien produce una proteína llamada estafilocinasa, la cual es capaz 

de unirse directamente a las α-defensinas humanas, teniendo la posibilidad de lograr una 

inhibición del efecto bactericida (Saar et al., 2012). 

2.8 Resistencia de las bacterias a los antibióticos 

Se producen hasta 100,000 toneladas de antibióticos anualmente, que se utilizan en la 

agricultura, la alimentación y la salud (Nikaido, 2009). Su uso ha afectado la salud humana 

y ha favorecido a las poblaciones de bacterias, induciendo resistencia a los antibióticos. Esta 

resistencia puede deberse a cambios genéticos como la mutación o la adquisición de genes 

de resistencia mediante transferencia horizontal, que con mayor frecuencia ocurre en 

organismos de taxonomía diferente. Mutaciones pueden causar cambios en el sitio de acción 

de las drogas, lo que dificulta la acción del antibiótico (Martínez, 2009). 

La mayoría de los genes de resistencia se encuentran en el mismo grupo que el gen de 

biosíntesis de antibióticos. Por naturaleza, la función principal de los antibióticos es inhibir 

a los competidores, que son inducidos a inactivar estos compuestos por modificación química 

(hidrólisis) y cambios en el sitio de acción y permeabilidad de la membrana; sin embargo, el 

efecto del antibiótico puede verse afectado por el estado fisiológico de las bacterias y 

concentración del antibiótico lo que puede dar lugar a la formación resistente (Sheng et al., 

2009). 

 

2.9 Técnica de antibiósis 

La batalla antiinfecciosa farmacológica mediada por antibióticos se da desde tiempos 

inmemorables aun cuando dicho fenómeno era ignorado por el hombre. La antibiosis careció 

de práctica hasta el descubrimiento de la penicilina y su función antibacteriana. Las 

enfermedades infecciosas al igual que el resto de las enfermedades en la antigüedad fueron 
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tratadas en su mayoría con remedios de origen vegetal mediante aplicación tópica, el 

descubrimiento del crecimiento de microorganismos en esta actividad empírica promovió la 

observación de inhibición mediante estas técnicas curativas, teniendo un soporte biológico 

en siglo XVI pero fue hasta el siglo XX donde se tiene el origen de la antibiosis. En 1889, 

Rudolph Emmerich y Oscar Löw introducen en terapéutica el primer fármaco antibacteriano, 

un extracto procedente de cultivos viejos de Pseudomonas fluorescens, llamado piocianasa, 

con capacidad destructora ‘in vitro’ de varios patógenos. Esta sustancia de escasa toxicidad 

fue utilizada en administración sistémica y local, especialmente en Alemania, hasta la 

segunda década de siglo XX (Ledermann, 2013). 

La técnica de antibiosis se realiza con la finalidad de poder detectar la presencia o ausencia 

de actividad microbiana, con el paso del tiempo y avances de la ciencia, se han desarrollado 

una amplia variedad de técnicas de antibiosis como son cúpulas y pocillos (Barja, 1979), el 

método de dilución (Hatalin, 1973) y de discos de papel de filtro (Baver, 1966) para evaluar 

microorganismos, extractos crudos libre de células y compuestos extracelulares con el 

propósito de conocer el amensalismo en presencia de microorganismos patógenos (Smith, 

2001). 

2.9.1 Amensalismo  

El amensalismo también conocido como antagonismo, es una interacción en la cual una 

población microbiana produce una o varias sustancias capaces de inhibir a otras poblaciones, 

existen diferentes formas de amensalismo, las más conocidas son la inhibición por sustancias 

orgánicas, la antibiosis, fungistasis, bacteriocinas, ciertos tipos de lisis saprofítica y la 

ejercida por bacteriocinas (Sánchez et al., 2009). 

 

2.10 Estudio computacional (in silico)  

Anteriormente, la búsqueda de nuevos compuestos con efectos terapéuticos implicaba la 

síntesis a través de varias rutas de los supuestos compuestos con la propiedad buscada o el 

cribado de productos naturales, esfuerzos que pueden ser categorizados como exploraciones 

aleatorias o al azar, en lugar de orientaciones racionales. En los últimos años se han dado a 

conocer una serie de grandes avances en los cálculos teóricos que han favorecido el uso y la 

popularidad de los estudios in silico (computacionales) para el análisis de moléculas de 
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interés biológico; ello se ha convertido en parte integral de la investigación industrial y 

académica dirigida al diseño y descubrimiento de fármacos (Reddy et al.,2007). 

Las herramientas computacionales han evolucionado de tal forma que se han transformado 

en tecnologías cada vez más importantes para la búsqueda de moléculas candidatas a 

fármacos, mediante la selección de moléculas denominadas ‘cabezas de serie’ o leads a partir 

de bases de datos. Entre estas herramientas se encuentra el modelado molecular, técnica que 

permite obtener moléculas reales o virtuales, que poseen gran probabilidad de exhibir una 

acción específica y que hace posible, incluso, predecir su biodisponibilidad y toxicidad 

(Ghersi & Sánchez, 2009).  

2.11 Generalidades del análisis in silico  

 

La bioinformática utiliza la estadística y la ciencia computacional para analizar datos 

biológicos heterogéneos, lo que brinda oportunidades para la comprensión de los procesos 

aplicados en las ciencias biológicas. Aunque las investigaciones en tales objetivos pueden 

clasificarse como complicadas y costosas, se ha considerado que vale la pena realizar análisis 

in sílico, con el objetivo de identificar nuevos productos y mecanismos de acción  utilizando 

distintas estrategias experimentales (Chávez-Fumagalli et al., 2018). Por otro lado, el 

acoplamiento molecular es una herramienta poderosa para simular in sílico la interacción y 

la formación de complejos entre un ligando y su proteína objetivo; por lo tanto, las moléculas 

con alta afinidad de unión (baja energía de acoplamiento) por una proteína específica exhiben 

eficacia terapéutica (Ortiz et al., 2016). En ese sentido, la identificación de las propiedades 

estructurales de una proteína proporciona información sobre su actividad biológica y permite 

el diseño de ligandos eficaces para su sitio de unión (Kazmi et al., 2019).  

2.11.1 Análisis de acoplamiento molecular 

 

El método de acoplamiento considera la interacción entre una molécula pequeña y un sitio 

activo en una proteína objetivo, y predice la afinidad de sus interacciones de unión a partir 

de su orientación de acoplamiento y las fuerzas que interactúan entre ellos (Bliznyuk & 

Gready, 2006). Las interacciones proteína-ligando se simulan utilizando poderosas 
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herramientas computacionales, como algoritmos de acoplamiento, que predicen la reacción 

más favorable.  

La construcción de estos modelos se basa en el supuesto de que la información estructural 

está estrechamente relacionada con el destino metabólico del fármaco (afinidad de 

interacción en una región específica de la proteína diana). El enfoque de acoplamiento se ha 

utilizado ampliamente para identificar rápidamente compuestos líderes prometedores de 

grandes bibliotecas de compuestos. Las interacciones ligando-proteína requieren cambios 

estructurales para lograr mejores interacciones y pueden representarse con la ayuda de la 

simulación de dinámica molecular (Bliznyuk & Gready, 2006).  

Por lo tanto, las simulaciones de dinámica molecular son utilizadas en combinación con 

algoritmos de acoplamiento para refinar aún más los complejos de acoplamiento para incluir 

otros parámetros, como los efectos de los disolventes, lo que produce candidatos a fármacos 

más precisos (Kazmi, 2019). En el Cuadro 2.2 se enlistan algunas de las herramientas que se 

utilizan para la simulación de acoplamiento proteína-ligando. 
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Cuadro 2.2 Herramientas de simulación de acoplamiento proteína-ligando 

Software Licencia Descripción 

AutoDock Vina Gratis Versión mejorada del popular software de 

acoplamiento de proteínas ligando, AutoDock 

4, que utiliza nuevos algoritmos de cálculo. 

BSP-SLIM Gratis Método de acoplamiento molecular ciego para 

estructuras proteicas de baja resolución. La 

estructura de la proteína se predice a partir de 

la secuencia y la conformación de 

acoplamiento. 

DOCK 6.8 Gratis Simulación flexible de acoplamiento proteína-

ligando basada en un algoritmo de 

coincidencia geométrica. 

Glide Comercial Un componente de las suites Schrödinger, que 

proporcionan un entorno integrador para 

varios campos científicos. Simulación de 

acoplamiento exhaustiva basada en búsquedas 

que admite el control de la velocidad de 

cálculo que afecta la precisión. 

SwissDock Gratis Simulación de acoplamiento ciego basada en 

muestreo espacial diedro EADock. El campo 

de fuerza se calcula y evalúa usando 

CHARMM. 

 

Desde otra perspectiva, el descubrimiento de una pequeña molécula que se une a una proteína 

relacionada con una enfermedad con alta afinidad es un paso clave en muchos proyectos de 

descubrimiento de fármacos. No obstante, las moléculas deben exhibir una alta actividad 
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biológica, baja toxicidad, acceso al sitio objetivo y una concentración sustancial en la diana 

terapéutica (Álvarez, 2011).  

Estas características se encuentran fuertemente vinculadas a numerosos atributos 

moleculares fisicoquímicos que rigen a la estructura de la molécula, los cuales pueden ser 

determinados por quimioformáticos, herramientas computacionales que desarrollan 

diferentes descriptores moleculares extraídos de estructuras químicas. Una de ellas es 

conocida como SwissADME, que genera numerosos descriptores 1D y 2D relacionados con 

propiedades físico-químicas de principios activos (Daina et al., 2017). 

2.11.2 Importancia de descriptores moleculares fisicoquímicos  

La herramienta SwissADME permite el cálculo de parámetros clave fisicoquímicos, 

farmacocinéticos, similares a fármacos y relacionados para una o varias moléculas (Daina et 

al., 2017). La relación que se tiene entre la determinación de parámetros fisicoquímicos y 

realizar un análisis de acoplamiento molecular radica principalmente en elucidar como la 

presencia o ausencia de uno o varios atributos fisicoquímicos del principio activo a evaluar 

impacta en la actividad catalítica del enzima objetivo. Es por ello que se ha correlacionado 

fuertemente algunos descriptores fisicoquímicos en la elevada afinidad con enzimas que 

presenten una lipofilicidad sustancial (por ejemplo, derivados de fostatoetanolamina) tal 

como se muestra en el Cuadro 2.3. 
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Cuadro 2.3 Atributos fisicoquímicos ideales para una alta afinidad de interacción con 

proteínas de alta lipofilia. 

. 

Atributo Descriptor Rango (Daina et al., 2017) 

Lipofilicidad XLogP3 -0.7 – 5.0 

Tamaño de molécula Peso molecular (MW) ˂ 500 g/mol 

Polaridad Área de superficie polar 

topológica (TPSA) 

20 – 130 Å2 

Solubilidad Solubilidad molar en agua 

(Log S) 

˂ 6 

Saturación Fracción en carbonos con 

hibridación sp3 (Csp3) 

> 0.25 

Flexibilidad Enlaces rotativos ˂ 9 

 

 

Cumpliendo con estas características se considera una posible importante afinidad de 

interacción con proteínas de alta lipofilia, no obstante, se requeriría estudios in vitro e in vivo 

para lograr contrastar este punto.  

Finalmente, otros autores mencionan que para lograr esta correspondencia de interacción 

pueden incluirse algunos otros atributos como lo son (Harilal et al., 2020): baja constante de 

disociación acida (pKa), donadores por puente de hidrogeno reducidos (H-bond), baja 

presencia de grupos funcionales básicos (CO, OH, COOH); analogía realizada en relación a 

la similitud que se tiene entre este tipo de proteínas y algunas membranas biológicas (barrera 

hematoencefálica) y entidades químicas plasmáticas (proteínas plasmáticas). 
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2.12 Principales objetivos (proteínas) para evaluar efecto antimicrobiano in silico 

Los estudios in silico frecuentemente son conjugados con diseños experimentales in vivo, los 

cuales sirven para para entender de forma más explícita los fenómenos que se están dando y 

maximizar sus potencialidades, los compuestos antimicrobianos pueden causar un efecto 

bactericida o bacteriostático  en algunos microorganismos esta acción frecuentemente se da 

en una región específica de la superficie del objetivo, convirtiéndose en el principal blanco, 

causando un efecto en las biomoléculas involucradas directamente con la regulación de 

funciones específicas del microorganismo en cuestión . Para las bacterias Gram+ y 

particularmente Staphylococcus aureus, las enzimas transpeptidasa (TP) y transglicosilasa 

(TG) se convierten en el principal objetivo de compuestos antimicrobianos al sintetizar la 

pared celular del microorganismo, función estructural encargada de preservar la integridad 

del mismo (Huang et al.,2012). 

2.12.1 Principales enzimas identificadas como objetivos de acoplamiento molecular en S. 

aureus. 

 

2.12.1.1 Transpeptidasa 

Transpeptidasa es una enzima bacteriana cuya función es realizar enlaces cruzados en la 

formación de las cadenas que constituyen al peptidoglicano en la pared celular de 

Staphylococcus aureus, esta enzima también es conocida como carboxipeptidasa D-alanina-

D- alanina por tener dos residuos de alanina en el Carbono 1 terminal. 

 

 Esta enzima consta de 406 aminoácidos fijados sobre la membrana plasmática y es necesario 

para la formación de la pared celular bacteriana. Por otro lado, se convierte en el principal 

blanco de inhibición por la acción de penicilinas y es por ello considerada una proteína 

ligadora irreversible a penicilina formando como resultado un altamente estable 

intermediario el cual carece de función sobre la síntesis de peptidoglicano (Lutkenhaus, 

1993). 
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Figura 2.1 Estructura cristalina de resolución de los dominios de dimerización y 

transpeptidasa (residuos 39-608) de la proteína 1 de unión a penicilina de Staphylococcus 

aureus. 

2.12.1.2 Transglicosilasa 

Transglicosilasa son enzimas especializadas que facilitan la apertura controlada de la pared 

celular, éstas para actuar requieren un espacio y tiempos adecuados, lo cual se logra a través 

de acoplamiento en la polimerización de varias unidades de disacáridos: ello se logra en una 

reacción de transglicosilación. Consiste en la unión de cada unidad de disacárido (con su 

pentapéptido) unida a su respectivo Lip-P-P, con el extremo libre (reductor) de una cadena 

preexistente que a su vez está unida a otra molécula de Lip-P-P (Vázquez et al.,1986). 

 

Figura 2.2 Estructura cristalográfica de transglicosilasa unida a la membrana de 

Staphylococcus aureus.
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CAPÍTULO 5. HIPÓTESIS 

 Los extractos extracelulares de actinobacterias del género Streptomyces spp. aisladas de 

sedimento marino, son reconocidas por ser productoras de compuestos con actividad 

antimicrobiana, por lo que las cepas de Streptomyces elegidas para este estudio producirán 

compuestos bioactivos que tendrán actividad biológica a través de la inhibición del 

crecimiento de al menos una cepa de interés industrial. 
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CAPÍTULO 4. JUSTIFICACIÓN 

 

 

En los últimos años ha crecido la demanda por el consumo de alimentos naturales, frescos y 

desde luego mínimamente procesados los cuales se encuentren libre de conservadores 

sintéticos. Al tratar de alimentos con estas características obliga a extremar buenas 

condiciones de manipulación, así como también aplicar técnicas que permitan la inhibición 

del crecimiento microbiano y que sean compatibles con el producto y la salud. Existen un sin 

fin de bacterias relacionadas con la industria de los alimentos, algunas de ellas  encargadas 

de la descomposición  y contaminación de los diferentes productos, en otros casos estos son 

utilizados como vehículos para la infección en los consumidores, Staphylococcus aureus a 

través del tiempo ha demostrado una gran capacidad para desarrollar resistencia, es causante 

de enfermedades graves y por tal motivo esta bacteria también ha sido identificada como 

critica en el ámbito clínico, despertando el interés en la búsqueda de compuestos 

antimicrobianos que ejerzan un control en este tipo de microorganismos y conduciendo a la 

exploración a lugares poco estudiados como el lecho marino. Las actinobacterias 

pertenecientes al género Streptomyces se han destacado por la alta producción de metabolitos 

secundarios con actividad biológica, principalmente la producción de compuestos 

extracelulares de naturaleza proteica, capaces de ofrecer una baja resistencia, es por ello que 

caracterizar y evaluar los extractos de cepas aisladas de sedimento marino, nos ponen ante 

una posibilidad viable para el descubrimientos de nuevos compuestos con actividad 

antimicrobiana y dar el primer paso para contribuir a resolver el problema de resistencia 

bacteriana y de bioseguridad alimentaria. 
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CAPÍTULO 5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general.  

Caracterizar y evaluar in vitro e in sílico la actividad antimicrobiana de productos extractos 

extracelulares de Streptomyces spp. 

 

5.2. Objetivos específicos 

1. Obtener extractos extracelulares de Streptomyces spp mediante extracción acuosa a 

partir de un medio sólido. 

2. Evaluar actividad antimicrobiana de un extractos extracelulares de Streptomyces spp. 

3. Establecer si los productos extracelulares son de naturaleza proteica mediante 

electroforesis SDS-PAGE 

4. Evaluar in sílico el efecto de diferentes compuestos con actividad antimicrobiana y 

dilucidar el mecanismo de acción contra cepas de Staphylococcus aureus. 
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CAPÍTULO 6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Microorganismos utilizados en el desarrollo del proyecto. 

Se utilizaron 3 cepas de actinobacterias aisladas de sedimento marino de la Bahía de 

Pichilingue en la costa de La Paz, B.C.S., las cuales forman parte de la colección de bacterias 

marinas del laboratorio de Microbiología y Biología Molecular del Centro Interdisciplinario 

de Ciencias Marinas (IPN-CICIMAR). En el presente trabajo se utilizaron las cepas 

identificadas (509PI, 517PI, 515PI) con la clave original del cepario. La colección se 

encuentra conservada en caldo marino con glicerol al 30% a -80º C (Malik et al., 1991) 

6.2 Microorganismos utilizados para la detección de actividad. 

Los presentes microorganismos fueron utilizados como diana para identificar la actividad 

biológica en cada uno de los extractos obtenidos de las cepas de estudio (L. monocitogenes 

ATCC 15313, S. typhimurium ATCC 1224, E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 33862-

25923).  
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6.3 Medios de cultivo empleados en el desarrollo del proyecto 

Cuadro 6.1 Medios de cultivo empleados en el desarrollo del proyecto. 

Nombre del medio Composición  Función  

Agar Müeller-Hinton 

(AMH): 

Formulación, extracto de 

carne 2 g/L, hidrolizado de 

caseína 17.5 g/L, 

almidón1.5 g/L, agar 17 

g/L, disueltos en agua 

destilada, pH7.3) 

Para el crecimiento de las 

bacterias reveladoras de 

actividad antimicrobiana. 

Agar Marino (AM): Formulación, extracto de 

levadura 1 g/L, peptona de 

carne 5 g/L, agar 17 g/L, 

sulfato ferroso 0.0001 g/L, 

agua de mar. 

Para el crecimiento de las 

actinobacterias. 

Caldo Marino (CM) Formulación extracto de 

levadura 1 g/L, peptona de 

carne 5 g/L, sulfato ferroso 

0.0001 g/L, agua de mar. 

Para el crecimiento de las 

actinobacterias. 

Agar y caldo infusión de 

corazón y cerebro (BHI): 

Formulación, infusión de 

cerebro de ternero 200 g/L, 

infusión de corazón de 

ternero 250 g/L, proteosa 

peptona 100 g/L, dextrosa 

2.0 g/L, NaCl 5.0 g/L, 

Na2HPO4 2.5 g/L, Agua 

Destilada 1000 mL. 

 

Para el crecimiento de 

Listeria monocitogenes. 
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Agar Salmonella Shigella 

(SS). 

Formulación, extracto de 

carne bovina 5.0 g/L, 

digerido pancreático de 

caseína 2.5 g/L, digerido 

peptídico de tejido animal 

2.5 g/L, lactosa 10. g/L, 

sales billiares 8.5 g/L, citrato 

sódico 8.5 g/L, tiosulfato 

sódico 85 g/L, citrato férrico 

1.0 g/L, rojo neutro 0.025 

g/L, Agar 13.5 g/L, verde 

brillante 0.330 mg/L con pH 

de 7.2 

Para el crecimiento de 

salmonella. 

 

6.4 Etapa 1 

6.4.1 Reactivación de actinobacterias de interés  

La reactivación de las cepas correspondientes a Streptomyces spp. identificadas con clave 

509PI, 517PI, 515PI, fue dada de la siguiente manera. Se realizó una siembra por estría 

cruzada en placa, en Agar Tripticasa Soya (TSA) al 3%, se partió de un inóculo conservado 

en ultracongelación, las placas fueron incubadas a 35oC durante 7dias para su crecimiento. 

6.4.2 Siembra en medio liquido: 

A partir de cultivos en placa se inocularon tubos con caldo TSA con 2 o 3 asadas y fueron 

incubados en agitación a 35o C durante 5 días a 1300 rpm. Al término del periodo de 

incubación se verificó la presencia de biomasa, para continuar escalando el cultivo a 10 ml 

en caldo TSA. Se utilizó un inóculo del 10 %, los tubos se incubaron en las mismas 

condiciones que el preinóculo. 

6.4.3 Crecimiento de actinobacterias sobre membrana de celofán. 

En cajas de Petri con Agar marino (AM), se colocó una membrana de papel celofán (polímero 

natural derivado de celulosa) previamente hidratada con agua destilada estéril cubriendo la 

totalidad de la superficie. Posteriormente se depositaron 50 µL de esta suspensión celular 
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activa sobre la membrana, se llevó a cabo una siembra masiva con hisopo, el cultivo fue 

incubado durante 7 días a 35º C. Al término el periodo de incubación se procedió a la cosecha 

de la biomasa deslizando una espátula sobre la membrana para realizar la cosecha de la 

biomasa, posteriormente esta fue suspendida en una solución salina tampón de fosfatos 

(PBS); (NaCl 8 g/L, KCl 0.2 g/L, Na2HPO4 1.44 g/L y KH2PO4 0.24 g/L), manteniendo una 

relación de 0.2 g de biomasa por 1 mL de PBS (Mayo Perez, 2020). 

6.4.4 Obtención de un extracto extracelular de actinobacterias del género Streptomyces spp. 

Las suspensiones celulares en PBS fueron filtradas en membranas (Ministar®) con un 

tamaño de poro de 0.2 µm, separando las células del medio y de esta manera obtener 

únicamente los productos extracelular (ECP), se conservaron en congelación a -20° C para 

los siguientes análisis. 

6.4.5 Técnica de antibiosis. 

El bioensayo de evaluación de actividad antimicrobiana se realizó con cepas patógenas de 

referencia (L. monocitogenes ATCC 15313, S. typhimurium ATCC 1224, E. coli ATCC 8739, 

S. aureus ATCC 33862). Cada una de las cepas diana seleccionadas se sembraron 

masivamente en placas de TSA, se incubaron 18 horas a 35° C. Posteriormente se prepararon 

suspensiones celulares en solución salina al 0.85 % ajustando la concentración celular a 0.5 

en la escala de McFarland, lo cual representa 1x108 unidades formadoras de colonia por mL 

(UFC/mL), placas de agar Mueller-Hinton se sembraron masivamente con cada una de las 

cepas diana. 

6.5.1 Digestión enzimática y evaluación de actividad antibacteriana 

Se efectuaron diluciones seriada base 2 de los filtrados de los cultivos obtenidos mediante la 

técnica de crecimiento sobre una membrana polimérica. Consecutivamente se añadierón 20 

μL contemplando todas las disoluciones sobre un cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 

25923. La actividad de la máxima dilución a la cual se generó un halo de inhibición de 

crecimiento de los microorganismos diana fue determinada como unidad arbitraria (Harting 

et al., 1972). Las muestras se sometieron a digestión con proteinasa K y con tripsina a una 

concentración de100 μg/mL durante 1 hora a 37º C, la albumina sérica bovina (BSA) fue 

usada como control positivo para establecer la eficacia de la proteinasa K y la tripsina 

(Ebbensgaard et al., 2015).  
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6.4.7 Separación de compuestos por electroforesis (SDS-PAGE). 

Los geles fueron preparados tomando como base la metodología descrita por Shunyan et al. 

(2016) que permite separar proteínas de un rango de masa molecular de 1 a 100 kDa, 

mediante la técnica sds-page, fundamentada en la distinta velocidad de migración de 

proteínas a través del gel de poliacrilamida con condiciones como se muestra en el Cuadro 

6.2.  Durante la aplicación de un campo eléctrico, se empleó un amortiguador catódico (Tris-

base 0.1 M pH 8.5, Tricina 0.1 M y SDS 0.1%) y un amortiguador anódico (Tris-HCl 0.2 M 

pH 8.9). Se utilizó 1 µL del patrón de peso molecular Thermo Scientific; con pesos entre los 

1.7-40 kDa, 40 µL de muestra para los geles destinados a la autografía. El sistema se sometió 

inicialmente a un voltaje de 30 V para el gel concentrador y posteriormente a un voltaje de 

100 V para el gel separador hasta que el frente de corrida alcanzó el borde inferior de los 

geles. 

. 

Cuadro 6.2 Condiciones de elaboración de gel de poliacrilamida 

Gel concentrador 4% Gel separador 12% 

Agua destilada         > 1.270 Ml 2.175 Ml 

Acrilamida                 >0.2mL 1.5Ml 

Tris 0.5M, Ph=6.8     >0.5mL ------- 

Tris 1.5M, pH=8.8      >------ 1.250Ml 

SDS 10%                      >20µL 50µL 

APS                              >20µL 50µL 

TEMED                        >5µL 6µL 

Glicerol 10%               >------- 0.453 mL 
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6.4.8 Revelado del gel 

Los geles se cortaron a la mitad, una parte se tiñó durante 1 h con solución de coomassie G-

250 en agitación, posteriormente se retiró la solución y se procedió a retirar el excedente a 

través de múltiples lavados. Se mantuvo en agitación llevando a cabo cambios frecuentes de 

agua que le permitieron al gel decolorar el excedente, identificando un gel decolorado al 

apreciar fondo incoloro. La otra parte del gel se colocó en agua destilada y se mantuvo en 

agitación durante 1 hora, haciendo recambios periódicos de agua para asegurar que se 

eliminaran todos los restos de SDS (Hermann Schägger, 2006). 

6.4.9 Activación del inóculo 

Se reactivó el inóculo en 5 mL caldo de MH estéril, agregando una fracción del cultivo 

bacteriano. Posteriormente se incubó a 37°C y 80 rpm hasta lograr que la turbidez de la 

suspensión microbiana se igualara con el estándar de 0.5 de McFarland, la turbidez fue 

comparada colocando los tubos a contraluz, si la turbidez es mayor se reduce utilizando caldo 

estéril. Complementar realizando la lectura a 625 nm, logrando una lectura entre 0.08 y 0.13, 

para obtener una concentración de 5 x 106 UFC/mL, el inóculo se llevó a una dilución de 

1:20. 

 

6.5 Autobiografía del perfil electroforético. 

Se preparó una solución salina al 0.85 % en la cual se tomó la cantidad necesaria de células 

de. S. aureus ATCC 25923 para ajustar a una densidad óptica al 0.5 en la escala de McFarland, 

el gel de acrilamida que no fue teñido se colocó sobre el medio solido MH, posteriormente 

se incularon 500 µL de la suspensión celular de S. aureus a tubos con 10 mL de  medio MH 

a una temperatura de 50° C y los geles fueron cubiertos con el medio, las placas se incubaron 

a 37° C por 24 horas, una vez terminado el periodo de incubación se compararon los perfiles 

de bandas de los geles teñidos con Coomasie G-250 con la zona donde se observa el halo de 

inhibición para fines de definir el peso del probable compuesto responsable de la actividad 

antimicrobiana (Balouirin et al.,2012). 



MATERIALES Y MÉTODOS 

45 
 

 

 

6.5 Etapa 2 

6.5.1 Estudio in silico para transglicosilasa y transpeptidasa 

El estudio de acoplamiento molecular se hizo entre el compuesto identificado como derivado 

de fosfatoetanolamina para determinar las posibles interacciones que pueden presentarse 

entre este compuestos y las proteínas en cuestión, para ello se realizaron las metodologías 

propuestas por Chávez et al., (2018); Ortiz et al., (2016). El ligando fue identificado como 

([(2R)-1- [2-aminoethoxy (hydroxy)phosphoryl]oxy-3-[(Z)-hexadec-1-enoxy]propan-2-

yl](6Z,9Z,12Z,15Z)-octadeca-6,9,12,15-tetraenoate) de acuerdo a lo reportado por Mayo 

Pérez (2020) y obtenido de la base de datos de moléculas químicas PubChem, siendo 

nombrado por simplicidad como derivado de fosfatoetanolamina. La minimización de 

energía fue realizada con el principio de mecánica molecular utilizando el algoritmo Hartree-

Fock (Software UCSF Chimera 1.14). Una vez terminado el cálculo, la estructura final se 

guardó en el formato mol2 para su posterior manipulación. La estructura 3D de 

transpeptidasa y transglicosilasa en formato PDB se obtuvo del banco de datos de proteínas 

(Protein Data Bank). La identificación enzimática para la transpeptidasa de acuerdo con el 

Recurso de Proteína Universal (UniProt) es 5TRO, mientras que para transglicosilasa es 

3VMQ. Finalmente, después de obtener el ligando y proteínas diana, el servicio de sitio web 

del Instituto Suizo de Bioinformática (SIB) realizó y optimizó el procedimiento de 

acoplamiento. Los resultados del acoplamiento molecular fueron visualizados en USCF 

Chimera y se evaluaron mediante el parámetro FullFitness (FF, espontaneidad de la 

formación del complejo enzima-ligando), calculado por el promedio del 30 % de las “n” 

energías más favorables de un clúster, empleado para reducir el riesgo de pocos complejos 

que penaliza a todo un clúster. Posteriormente aquel clúster con FF más favorable fue 

utilizado para determinar los residuos implicados en la generación del complejo y de esta 

manera determinar sus interacciones más espontaneas en términos energéticos y localizando 

las zonas de acción con mayor efecto y por consecuencia responsable de la inhibición. 
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6.5.1 Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos serán procesados mediante el análisis de ANOVA de una vía con 

una prueba de Tukey para comparar la significancia entre todos los tratamientos empleando 

un valor de p= 0.05.  
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CAPÍTULO 7. RESULTADOS 

 

7.1 Desarrollo de la prueba de actividad mediante el método de difusión en placa de los 

productos extracelulares (PEC) de las cepas identificadas con el código 509PI, 515PI, 

517PI. 

 

Cuadro 7.1.- Organismos utilizados en prueba de actividad (L. monocitogenes ATCC 15313, 

S. typhimurium ATCC 1224, E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 33862-25923).  

Microorganismo  Prueba de actividad  ATCC GRAM 

L. monocitogenes Negativo  15313 - 

S. typhimurium Negativo 1224 - 

E. coli Negativo 8739 - 

S. aureus  Positivo  25923 + 

S. aureus  Positivo  33862 + 

 

Durante la prueba de actividad por el método de difusión se interpretó como resultado 

negativo la ausencia de halo de inhibición respecto al microorganismo en prueba e 

identificando como resultado positivo la presencia de halo de inhibición, logrando observar 

que los productos extracelulares (PEC) de las cepas identificadas con el código 509, 515, 517 

mantenían actividad en presencia de S. aureus ATCC-25923. El comportamiento de ausencia  

de actividad en bacterias Gram negativas se deben principalmente a los cambios estructurales 

a nivel celular, con base en los estudios realizados se sabe que este tipo de extractos puede 

interactuar principalmente con un blanco general basado en la carga neta de la propia 

bacteriocina con el cual crea una diferencia de potencial a través de la membrana causando 

el denominado paro anular  o dicho en otras palabras como antibiótico de barrara , logrando 

su interacción en la intervención de síntesis de peptidoglicano e iniciar con un efecto 

inhibitorio (Wang, 2014). Mientras en las bacterias gran negativas debido a la envoltura 

didérmica con una composición basa principalmente en una doble capa lipídica evita dicha 

interacción. Sin embargo en el microorganismo L. monocitogenes ATCC 15313 se observó 

que a pesar de ser Gram + mostró resistencia a la inhibición, según estudios realizados por 
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Hung & Miller (2009) esto principalmente se debe a un mecanismo  de respuesta que consiste 

en la sobreexpresión del gen EIItMan (PTS) codificado por el operón mpt siendo el principal 

transportador de glucosa en Listeria monocytogenes, así como también  mantiene una 

participación primordial en la represión de catabolitos de carbono, los cuales son mediados 

por glucosa creando una regulación a la baja de este gen y al ser este el receptor para 

bacteriocinas de clase 2 manifiesta la ausencia de interacción bacteriocina- cepa blanco 

(Wang, 2014). Es por ello que dicha condición podría describir el fenómeno observado en el 

cuadro ya que, al no existir un receptor para esta bacteriocina, solo se genera una interacción 

parcial que no genera un efecto inhibitorio.  

 

La presencia de actividad ejercida por el producto extracelular (PEC) de las cepas 

identificadas con los códigos 509, 515, 517 (Figura 7.1), denotaron las características 

antimicrobianas de manera cualitativa en presencia de S. aureus ATCC 25923 y 33862 

deduciendo así la presencia de compuestos bioactivos al intervenir un halo inhibitorio en 

diferentes proporciones entre los productos extracelulares utilizados, evidenciando a las 

cepas 509 y 517 como principales productoras de compuestos antimicrobianos relacionados 

directamente con la concentración. Fueron observados por 3 días y la capacidad de inhibición 

tuvo un comportamiento similar a los resultados obtenidos por Ligia, Corrales-García (2010) 

donde resultó tener actividad antimicrobiana a partir de extractos de Streptomyces a una 

concentración relativa de 10,67 µg/mL, un halo de inhibición de 8 mm sobre 

microorganismos considerados como patógenos, y un peso molecular localizado en un rango 

entre 2 KDa y 4.6 KDa. Estos resultados también fueron comparados con el trabajo realizado 

por Mayo-Pérez (2020) donde se identificó actividad antimicrobiana por halo de inhibición 

de un extracto extracelular obtenido a través de una cepa aislada de sedimento marino en 

presencia de S. aureus ATCC 25923, deduciendo la producción de compuestos 

antimicrobianos de capaces de interferir con el crecimiento bacteriano, principalmente con 

bacterias Gram +. 

Durante la prueba de actividad para S. aureus ATCC 33862 se evidenció que a pesar de ser 

una cepa aislada del medio clínico con una condición multirresistente, los PEC tuvieron la 

capacidad de inhibir el crecimiento, produciendo halos de hasta 8.5 mm de diámetro, por lo 
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que se deduce que la mutación bacteriana no afecta la interacción bacteriocina-cepa blanco, 

cabe mencionar que resultados no considerados para este trabajo también evidenciaron que 

los PEC inhibieron el crecimiento de Cándida albicans un hongo dimórfico perteneciente al 

Phylum Ascomycota, lo cual denota sus capacidades fungicidas dada a través de la inhibición 

de la formación de blastospores dada por la regularización a la baja del gen receptor de 

acuerdo a los estudios realizados por Khalid & Keller (2021) se puede deducir que debido la 

etapa la interacción pudiera estarce presentando un mecanismo de acción fungistático. 

 

Figura 7.1. Prueba de actividad antimicrobiana realizada con los PEC obtenidos de las 

cepas 509 (A), 515 (B) 517 (C). La cepa blanco utilizada fue S. aureus ATCC 25923. 

7.2 Análisis de fracciones activas mediante digestión de proteinasa K y tripsina. 

Durante este ensayo se utilizaron PEC crudos de las cepas 509 y 517 así como también 

diluidos partiendo del supuesto de la unidad arbitraria de actividad planteado por Harting et 

al (1972), para lo cual se espera tener un comportamiento similar, consecutivamente los PEC 

fueron sometidos al tratamiento de digestión enzimática con proteinasa K, se logró observar 

cómo los extractos en presencia de proteinasa K fueron digeridos parcialmente y 

evidenciando la ausencia de actividad (Figura 7.2) al término de la digestión, se observa que 

probablemente el compuesto responsable de la actividad es de naturaleza proteíca debido a 

que esta proteasa tiene un amplio espectro de digestión, sin embargo en presencia de tripsina 

estos fueron parcialmente digeridos y durante la prueba de actividad se logró observar la 

presencia de halo de inhibición con un diámetro mucho menor (Figura 7.2), deduciendo que 

la actividad del PEC observada, se debe a que el compuesto no fue digerido en su totalidad  

debido a la resistencia al tratamiento de digestión con tripsina (Ebbensgaard et al., 2015).  
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Los resultados obtenidos durante este experimento fueron comparados con lo publicado por 

Ong et al. (2014) y para tales efectos ostentaron que determinados péptidos  que presentan 

abundancia D-aminoácidos en su estructura pueden resultar parcialmente resistentes al 

tratamiento con proteasas. 

 

 

 

Figura .7.2 Prueba de actividad realizada con el PEC de la cepa 517 sometida a hidrólisis 

con Proteinasa K (A) y Tripsina (B) a una concentración final de 1 mg/mL. La cepa blanco 

utilizada fue S. aureus ATCC, las placas se incubaron a 30° C durante 24 horas. K 

proteinasa K; T tripsina; 1:8 y 1:64 la dilución realizada al extracto. 

7.3 Bioautografia de los PEC cepas 509 y 517 de Streptomyces mediante un perfil de 

electroforesis G-SDS-PAGE. 

En la bioautografía SDS-PAGE realizada a partir de los compuestos extracelulares de las 

cepas 509 y 517 (Figura 7.3) se observa una amplia zona de inhibición, ubicada delante del 

frente de la corrida electroforética, lo que sugiere que los compuestos responsables de la 

actividad antimicrobiana son compuestos proteicos de bajo peso molecular, lo cual gracias a 

esta técnica se logró estimar un tamaño que oscila del 1.7 a los 4.5 KDa. Los resultados 

obtenidos fueron comparados con los estudios realizados por Rocha et al. (2013) donde se 

obtuvieron péptidos a partir de proteínas lácticas, demostrado actividad inhibitoria donde se 

encontró que los péptidos de peso molecular inferior a 3 kDa provenientes de la hidrólisis de 
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las caseínas bovina y ovina presentaron el mayor efecto inhibitorio sobre las bacterias 

ensayadas como S. aureus, así mismo mediante los estudios realizados por Ferrer Silva 

(2011) podemos suponer de manera hipotética que basándonos en el rango de peso que 

presentan los péptidos activos puede existir la presencia principalmente de residuos de 

aminoácidos como arginina y lisina y que estos a su vez pueden estar relacionados 

directamente con la actividad y la resistencia a la digestión enzimática. 

 

Figura 7.3 Perfil electroforético del sobrenadante de cultivo de las cepas 509 y 517- 

Electroforesis SDS-PAGE Bioautografía (figura A). Muestra 509. Carril 1.- Marcador; 

Carril 2.- Albúmina sin digerir; Carril 3.- Muestra sin digerir; Carril 4.- Tripsina 1:8; Carril 

5.- Proteinasa K 1:8; Carril 6.- Marcador. (figura B). Muestra 517: Carril 1.- 1:8 Proteinasa 

K; Carril 2.- 1:8 Tripsina; Carril 3.- Muestra sin digerir; Carril 4.- Albúmina sin digerir; 

Carril 5.- Marcador.  

Estos resultados fueron comparados con los obtenidos por Mayo (2020) donde logró obtener 

un comportamiento similar al pasar por todo este tipo de indicadores que resultaron en la 

probable presencia de compuestos activos de naturaleza proteica en una cepa que posee las 

mismas características taxonómicas y la cual fue aislada de sedimento marino al igual que 

las cepas utilizadas en esta investigación. Mayo-Perez (2020) mediante un estudio de 

caracterización cromatográfico encuentra que la sustancia activa es una mezcla de al menos 

cuatro compuestos, el comportamiento cromatográfico y electroforético permiten inferir que 

comparten características de peso molecular y de polaridad, existen reportes bibliográficos 

de familias de compuestos con características (fórmula molecular, PM, polaridad) con 

tiempos de retención muy próximos o mezclas de isómeros (mezclas racémicas) que son 
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difíciles de separar, ya que sus propiedades químicas y físicas si no son iguales, son muy 

similares, lo que da origen en muchas ocasiones a bandas cromatográficas muy anchas en el 

caso de TLC o picos cromatográficos muy amplios y en el mejor de los casos muy cercanos 

(Gil & Schurig, 1994). 

En la revisión bibliográfica sobre compuestos activos de origen bacteriano específicamente 

de Streptomyces, se encontró un trabajo donde son producidos una serie de compuestos 

derivados del Dinactin, como es el caso del compuesto ([(2R)-1-[2-

aminoethoxy(hydroxy)phosphoryl]oxy-3-[(Z)-hexadec-1 enoxy]propan-2-

yl](6Z,9Z,12Z,15Z)-octadeca-6,9,12,15-tetraenoate) denominado también como derivado de 

fosfatoetanolamina y precursor de dinactin este compuesto y sus aductos NH4+Na+ y K+ 

muestra patrones similares de fraccionamiento en sus espectros de masas a los observados 

para los compuestos con un peso molecular de 803.55 (Shaaban et al., 2014). El Dinactin es 

un macrólido (polieter) con un comportamiento cromatográfico similar al obtenido para la 

mezcla descrita por Mayo-Perez (2020) donde los tiempos de elución son muy cercanos, por 

lo que suponemos que en la muestra activa obtenida en este trabajo exista Dinactin y algunos 

de sus derivados, aducto a algunos aminoácidos. 

A través de un estudio cromatográfico Mayo-Perez (2020) establece que los patrones de 

fraccionamiento de masas de un producto extracelular de Streptomyces son similares a la 

presencia de Dinactin aducto a NH4+ Na+ y K+,  según lo descrito por Silva et al. (2004), 

atribuyéndosele a este último propiedades antibacterianas, por lo que se le responsabiliza 

directamente la actividad antimicrobiana, cabe mencionar que durante el análisis de Mayo-

Perez (2020) observaron al menos 4 compuestos más, con una diferencia en tiempos de 

elución muy corta, deduciendo la presencia de isómeros aductos en una mezcla racémica  

perteneciente al extracto extracelular, siendo participes y/o precursores en la formación de 

dinactin, el cual ejerce actividad antimicrobiana frente a S. aureus interaccionando con 

enzimas relacionadas directamente con la síntesis de peptidoglucano y residuos lipídicos para 

la formación de la pared celular, debido a las semejanzas obtenidas en este estudio sobre los 

patrones del perfil electroforético SDS-PAGE podemos suponer la presencia de la ya 

mencionada mezcla racémica de dinactin en los extractos extracelulares evaluados. Para la 

evidencia de este fenómeno en esta investigación se propuso un estudio in slico que nos 
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permitirá conocer su potencial como un agente antimicrobiano y poder estimar el principal 

mecanismo de acción por el cual este actúa para inactivar bacterias Gram +.  

7.4 Análisis de acoplamiento molecular in sílico 

7.4.1Acoplamiento molecular en función de máxima espontaneidad con transglicosilasa 

(TG). 

Como punto de partida se consideró el compuesto activo identificado en el trabajo realizado 

por Mayo-Pérez, (2020) con una cepa de Streptomyces con el mismo origen de aislamiento, 

Como resultado del estudio in sílico, se obtuvieron diferentes acoplamientos y se utilizaron 

4 ligandos, compuesto activo de estudio y 3 controles, los cuales se ha demostrado su 

actividad antibiótica de acuerdo con varios autores, siendo dos enzimas identificadas como 

las principales responsables de la interacción durante su efecto inhibitorio (Calvo & 

Martínez, 2009).  

En el Cuadro 7.4 se muestra el análisis de acoplamiento molecular de los ligandos expuestos 

con las proteínas en cuestión, en el cual se aprecia que el compuesto denominado como 

derivado fosfatoetanolamina requiere energías superiores en comparación con los testigos 

utilizados; lo cual hasta este punto se estaría concluyendo que este compuesto presenta una 

afinidad de interacción preferente hacia alguna de las dos enzimas, lo cual expone su 

capacidad antibiótica prometedora al presentar la mayor energía de espontaneidad en 

comparación con los controles utilizados además. Cuadro  
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7.2 Acoplamiento molecular expresado como la energía total del complejo de unión 

(fullfitness). 

Ligando 

Transpeptidasa Transglicosilasa 

(Kcal/mol) 

Penicilina (Selectivo a 

transpeptidasa) 
-2899.6290 -2023.5435 

Ceftriazona (Selectivo a 

transpeptidasa) 
-2558.5222 -2004.8081 

Vancomicina (Selectivo a 

Transglicosilasa) 
-2585.002 -1702.2153 

Derivado de fosfatidiletanolamina -3146.2188 -2261.4993 

 

La transpeptidasa (TP) bacteriana y la transglicosilasa (TG) son esenciales para las síntesis 

de la pared celular, la mayoría de los antibióticos que han sido desarrollados han encaminados 

a transpeptidasa, sin embargo el problema de la resistencia de los antibióticos surgido y 

causado una gran amenaza en la infección bacteriana, es por ello que se ha considerado  que 

la TG también es un objetivo excelente en cuestión y no se han desarrollado antibióticos que 

interactúen directamente sobre este objetivo (Huang et al., 2012). 

7.4.2 Propiedades fisicoquímicas de los ligandos durante el acoplamiento molecular 

Las interacciones durante el acoplamiento molecular al igual que todo tipo de reacción in 

vivo se rigen por las propiedades fisicoquímicas propias de la molécula, en el Cuadro 7.2 se 

sintetiza la información de cada uno de los ligandos expuestos en este trabajo. 
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Cuadro 7.3 Propiedades fisicoquímicas obtenidas del descriptor molecular SwissADME. 

Compuesto/ 

Caracteristicas 
PMa APb FCc ERd TPSAe Lipofilicidadf AAHg ADh 

Derivado de 

fosfatoetanolamina 
695.95 48 0.72 36 127.12 8.90 8 2 

Vancomicina 1419.25 30 0.42 14 530.49 -2.61 29 19 

Penicilina 334.39 23 0.44 5 112.01 1.83 4 2 

Ceftriaxona 554.58 36 0.33 9 293.80 -1.27 10 4 

aPeso molecular g/mol 

bNúmero de átomos pesados 

cFracción por carbono con hibridación sp3 

dEnlaces rotativos 

eSuperficie de área polar (tpsa) relacionado con polaridad(å˄2) 

fLipofilicidad (coef. de partición o/w) xlogp3 

gNúmero de átomos aceptados por puente de hidrogeno 

hNúmero de átomos donados por puente de hidrogeno 

 

 

El peso molecular es un criterio importante para determinar el tamaño de la cadena, ya que 

mayor peso molecular concierne a un mayor tamaño, debido a la naturaleza estadística que 

rige las reacciones de polimerización y así mismo el peso molecular contribuye 

incrementando sus propiedades funcionales, pudiendo favorecer mayor superficie de área 

polar e interacción, haciendo uso de átomos o moléculas polares como el oxígeno, nitrógeno 

etc., mayor número de anillos y más enlaces con posibilidad de rotación libre que brindaran 
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flexibilidad a la molécula, el compuesto derivado de fosfatoetanolamina magnifica en su 

mayoría a una afinidad hidrofóbica brindada por los grupos fosfóricos presentes en la 

estructura. 

Es por ello que la lipofilicidad se convierte en un factor muy importante para el análisis, el 

fosfatoetanolamina presenta una considerable lipofilicidad, del tal forma que promueve la 

unión a una gran parte de la proteína que presenta esta particularidad, además en términos de 

polaridad el compuesto presenta diferentes regiones  que presentan esta característica, grupos 

funcionales y/o heteroátomos que pueden promover la interacción con residuos de 

aminoácidos y así logrando implicar en principios de regulación alostérica.  

El compuesto denominado como derivado de fosfatoetanolamina (ligando) demostró 

acoplamiento con la enzima mediante interacciones hidrofóbicas con una distancia máxima 

de 2.25 Å, de acuerdo con los resultados realizados por Huang (2012) la enzima TG tiene 

dominios específicos con actividad catalítica partiendo en las siguientes regiones; del 

aminoácido serina 98 a glicina 109, glicina 130 a lisina140, arginina153 a acido glutámico 

157, lisina 171 a asparagina 180, arginina 241 a leucina 246. 

De tal manera que la interacción del ligando con TG no se dió en la región comprendida por 

centro activo; sin embargo, se deduce que esta condición está desarrollando una inhibición 

de la enzima mediante un comportamiento alostérico ya que los aminoácidos identificados 

en TG se encuentran adyacente a la región activas, las características fisicoquímicas del 

ligando descritas en el apartado 7.6.2 preceden este fenómeno observándolo de manera 

gráfica en la Figura 7.4 
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Figura 7.4 Simulación acoplamiento molecular de enzima transglicosilasa (TG) para el compuesto 

activo derivado de fosfatoetanolamina (1-(1Z-hexadecenyl)-2-(6Z,9Z,12Z,15Z-

octadecatetraenoyl)-glycero-3-phosphoethanolamine) en estado basal. La interacción está dada 

bajo el acoplamiento con 4 aminoácidos representados con colores: Rosa magenta-arginina 

(ARG148), violeta-tirosina (Thr258), verde oscuro-acido aspártico (Asp145), azul-Serina (Ser265), 

azul claro-resto de TG.  

Por otra parte el control utilizado in vivo ceftriaxona (cefalosporinas) demostró su actividad 

inhibitoria a través de la interacción en al menos un residuo aminoacídicos ligados 

directamente al sitio activo de TG (lisina 153), como se observa en la Figura 7.5, a pesar de 

que para ceftriaxona es más probable que su actividad sea ejercida sobre el TP dado que 

posee una menor energía de espontaneidad, con una concentración especifica podría alcanzar 

la diana y efectuar teóricamente un efecto positivo (Urbina et al. ,2012). 

Este suceso es presentado en algunos casos donde el patógeno es resistente a ceftriaxona por 

la acción de B-Láctama al ser minimizado; sin embargo, con un menor efecto tiene capacidad 

de poder acoplarse la TG. El control interactúa también con residuos que no se encuentran 

directamente dentro del dominio del centro catalítico, condición que se puede atribuir al 

número de átomos aceptadores por puente de hidrógeno confiriéndole su acoplamiento a 

través de la fuerza inminente electrostática entre un átomo electronegativo y un átomo de 
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hidrógeno, así como también el efecto hidrofóbico ejercido por las cadenas laterales de aa 

(Bautista et al., 2017). 

Esto a su vez comparado con los aminoácidos del derivado de fosfatoetanolamina que 

interactúan también con condiciones de tipo hidrofóbicas fuera del centro activo se 

encuentran cerca de la región, por lo que manera teórica explica el comportamiento 

presenciado en el estudio in vitro, sin embargo las características fisicoquímicas expresadas 

en el apartado 7.6.2 por el derivado de fosfatoetanolamina están muy por encima de 

ceftriaxona dando la oportunidad de una mayor interacción de este tipo (Nguyen, 2014). 

 

 

Figura 7.5 Simulación Acoplamiento molecular obtenida de TG para ceftriaxona en estado 

basal. Interacciones con aminoácidos son representadas por colores: Café-Lisina (LyS 153), 

azul marino-glicina (Gly 131), salmón-Glutamina (Gln 136): azul claro-resto de TG. 

La penicilina es utilizada como un antibiótico de amplio espectro, este antibiótico es 

identificado principalmente por su mecanismo de acción basado en la degradación de la pared 

celular de los patógenos, siendo su objetivo principal las bacterias gran positivas con la 

inhibición de la síntesis de péptido glucano al acoplarse e interaccionar con la enzima TP ya 

que dicho antibiótico entra de acuerdo a su clasificación en el grupo de B-lactamicos y 

podemos observarlo en el Cuadro 5 en función de la energía requerida para reaccionar en su 

estado basal. 
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Mediante el acoplamiento molecular in sílico realizado se puede identificar el mecanismo 

por el cual este antibiótico presenta un efecto positivo sobre microrganismos gran positivos 

y específicamente Staphylococcus aureus, a pesar de ser TP su blanco principal, mediante 

este análisis se identificó interacción indirecta entre las cadenas laterales de aminoácidos TG 

evitando la catalización polimérica de la hebra de glucano (Suavage et al., 2008).  

Los aminoácidos garantes de la interacción de TG se posicionan fuera de los dominios del 

centro catalítico (Figura 7.11), por lo que su interacción es meramente alostérica brindada 

por las características fisicoquímicas del compuesto en acción expresadas en el apartado 

7.6.2. 

Cabe mencionar que la penicilina con un área de superficie polar de 112.01 Å2  dificulta 

interactuar hasta el interior de la célula, comportamiento que también se observa en el 

derivado de fosfatoetanolamina, sin embargo este último presenta mayores oportunidades in 

sílico para poder inactivar el proceso enzimático en función de la lipofilicidad con una 

capacidad superior de hasta un 85% más lipofílico que penicilina, colocándolo como 

candidato teórico para el estudios con potencial actividad antibacteriana más efectiva y 

posible candidato teórico para estudios de desarrollo de nuevos fármacos (Vistoli & Pedretti, 

2007). 
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Figura 7.6 Simulación de Acoplamiento molecular de TG con penicilina obtenida en estado 

basal. Interacciones con aminoácidos representados por colores: Rosa magenta-arginina 

(ARG 269), tinto-metionina (Met 234), anaranjado-asparagina (Asn 232), kaky-Tirosina (Tyr 

196); Azul claro- resto de la TG. 

Mientras tanto la vancomicina tiene la capacidad de interactuar directamente con la enzima 

TG y evitar la síntesis de péptido glucano, que más tarde servirá para la formación de la pared 

celular. La vancomicina es un glucopéptido que tiene su acción un paso antes de los 

antibióticos B-lactámicos.  

TG lleva a cabo la elongación de las cadenas de glucanos por enlaces ß-1,4 entre NAG y 

NAM, proceso denominado transglucosilación. Posteriormente, las proteínas llevan a cabo 

el agregado de un pentapéptido de glicinas a nivel de la L-lisina central del pentapéptido, 

cuando vancomicina interactúa estos compuestos recubren el extremo D-alanin-D-alanina 

del disacárido-pentapéptido, evitando así la acción de las glucosiltransferasas y 

transpeptidasas, y en consecuencia evitando la elongación del peptidoglucano (Allen, 2003). 

Mediante el acoplamiento molecular in sílico, se puede obtuvo la interacción teórica entre 

TG y vancomicina evidenciando algunos residuos aminoacídicos responsables de la 

inhibición enzimática, donde este antibiótico se acopló mediante interacciones hidrofóbicas, 

siendo leucina 157 uno de los más importantes al interactuar directamente dentro del dominio 

de sitio catalítico de TG alterando la actividad enzimática mediante interacciones como el 

área de superficie polar y otras, promovidas por características fisicoquímicas expresadas en 
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el apartado 7.6.2 que causan inestabilidad estructural en la molécula de tipo alostérico, en 

comparación de los resultados obtenidos del derivado de fosfatoetanolamina este presenta 

una mayor energía de espontaneidad destacando teóricamente su potencial antibiótico 

(Guamán Aranda, & Jaramillo Panamá, 2018). 

 

 

 

Figura 7.7 Simulación de acoplamiento molecular de vancomicina con TG en estado basal. 

Interacciones con aminoácidos son representados por colores: Coral-Isoleucina (Ile 54), 

arena-fenilalanina (Phe 57), verde limón-leucina (Leu 119)- leucina (Leu 157), azul claro-

resto de la TG. 

 

7.4.3 Acoplamiento molecular del derivado de fosfotoetanoloamina en función de máxima 

espontaneidad con TP. 

La enzima TP tiene un papel fundamental en la elongación de la cadena de peptidoglucano 

que más tarde formarán la pared celular de las bacterias Gram +, convirtiéndose en el 

principal objetivo de los antibióticos de barrera principalmente en los B-lactámicos. Durante 

la simulación de acoplamiento molecular se identificó interacciones carácter hidrofóbica, lo 

cual es muy bueno, ya que los principales centros de inactivación de TP son de característica 

hidrofóbicas y puente de hidrógeno (Merino, 2016). 
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De acuerdo a los estudios realizados por Nitulescu et al. (2017) los dominios del sitio activo 

de TP se encuentran de ácido glutámico105 a arginina 197, por lo que el acoplamiento no 

interacciona en el sitio activo de TP, sin embargo, este acoplamiento presento mayor energía 

en términos de espontaneidad en comparación con los controles utilizados (Cuadro 5) 

convirtiéndolo en el mecanismo de acción teóricamente más prometedor (López Gallego, 

2015). 

Por lo que se deduce que la reactividad molecular está dada por la unión en el sitio alostérico 

de TP, así como también por sus características fisicoquímicas, principalmente su alta 

lipofilicidad brindada por la polaridad molecular ejercida principalmente por el grupo 

fosfórico y otras características fisicoquímicas expresadas en el apartado 7.6.2 que le 

permiten en un momento dado establecer interacciones más fuertes en comparación los 

controles (ligandos) utilizados, por tal motivo el derivado de fosfatoetanolamina representa 

una ventaja y la oportunidad de poder realizar cambios estructurales con la posibilidad de 

poder obtener mayor eficiencia en su actividad, cumplir en su totalidad con la regla cinco de 

Lipinski y partir a la generación de un nuevo antibiótico 

 

Figura 7.8 Simulación de Acoplamiento molecular de derivado de fosfatoetanolamina con 

TP en estado basal. Interacción de los aminoácidos representados por colores: Anaranjado-

asparagina (Asn 502), azul-serina (Ser 368), rosa magenta- arginina (Arg 347), treonina (Thr 

420), azul claro-resto de TP. 
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Por otra parte, los controles durante la simulación de acoplamiento molecular también 

mostraron mayor afinidad para TP en términos de energía de espontaneidad, aunque 

colocándose inferior al derivado de fosfatoetanoloamina, la afinidad brindada hacia TP está 

dada por diferentes condiciones a nivel molecular, como es el anillo B-lactámico el cual es 

altamente afín de reconocer como sustrato al tener terminaciones estructurales con D-alanina-

D-alanina del disacárido-pentapéptido. 

Así como también algunas características fisicoquímicas específicas como es el área de 

superficie polar (TPSA) ya que todos cuentan con un área mayor a 100 Å2, lo cual dificulta 

migrar al interior de la célula para poder fijar otros objetivos antes de ser expulsado de la 

misma por diferente mecanismo de defesa o inactivación a través de cambios conformaciones 

precisos a nivel estructural, condición principal en la cepas multirresistentes. El acoplamiento 

de los controles con TP están dados fuera del sitio activo como se observa en la Figura 7.11, 

7.12, 7.1313 demostrando su interacción a sitios alostéricos suscitadas por características 

fisicoquímicas expresadas en el apartado 7.6.2 

 

 

Figura 7.9 Simulación de acoplamiento molecular de ceftriaxona con TP en estado basal. 

Interacciones de los aminoácidos están representadas por colores: Anaranjado-asparagina 

(ASN 308), tinto-lisina (Lys 300), gris- resto de TP. 
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Figura 7.10 Simulación de acoplamiento molecular de penicilina con TP en estado basal. 

Interacciones de los aminoácidos están representadas por colores: Púrpura-treonina (Thr 

516,), rojo-triptofano (TRP 351), salmón-glutamina (Gln 518) (Gln 425), azul claro- resto de 

TP. 

 

Figura 7.11 Simulación de acoplamiento molecular de Vancomicina con TP en estado basal. 

Interacciones de los aminoácidos están representadas por colores: Café- lisina (Lys 84), 

púrpura- treonina (Thr 143), dorado-prolina (Pro188), rosa magenta- arginina (Arg 140), azul 

claro resto de TP.
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CAPÍTULO 8. CONCLUSIONES 

Los productos extracelulares analizados por electroforesis SDS-PAGE mostraron durante 

una bioautografia la presencia de un compuesto antimicrobiano de posible naturaleza  

proteica con un peso molecular aproximado de 4.3 kDa, a pesar de que el compuesto no se 

pudo teñir con azul brillante Coomassie(G-250), dicho comportamiento fue atribuido 

principalmente a la sensibilidad del colorante en bajas concentraciones, a pesar que no se 

pudo continuar con el proceso de identificación, no se descarta la presencia de un péptido 

con actividad antimicrobiana. 

Se obtuvo un extracto acuoso con actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923- 33862), obteniendo un valor de MIC igual al control positivo (ceftriaxona), 

así mismo se evidenció actividad biológica contra S. aureus y con ello también la ausencia 

de actividad   para inhibir a las bacterias pertenecientes a la demonización gram- y algunas  

condiciones especiales dadas en bacterias multirresistentes gram +  como es el caso de L. 

monocitogenes ATCC 15313 debido a su capacidad de suprimir al gen receptor, condición 

obtenido a través de su resistencia. 

Con base en los resultados del análisis de acoplamiento molecular y considerando que las 

cepas estudiadas del género Streptomyces mantiene el mismo origen de aislamiento se deduce 

que probablemente la actividad antimicrobiana observada, puede ser atribuida al compuesto  

derivado de la fosfatoetanolamina ([(2R)-1- [2-aminoethoxy (hydroxy)phosphoryl]oxy-3-

[(Z)-hexadec-1-enoxy]propan-2-yl](6Z,9Z,12Z,15Z)-octadeca-6,9,12,15-tetraenoate) 

aducto a los aminoácidos histidina, isoleucina, lisina y arginina.  

El análisis in sílico reveló que hay una inhibición por regulación alostérica contra las enzimas 

transpeptidasa y transglicosilasas siendo mayor en comparación con los controles utilizados. 
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