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RESUMEN

Los organismos que tienen la capacidad de crecer en condiciones extremas han cobrado especial
importancia en los Gltimos afios, debido a sus hostiles pardmetros de crecimiento. Los haléfilos
son un grupo de organismos capaces de prosperar en presencia de una salinidad elevada.
Destacan por sus numerosas aplicaciones tanto potenciales como reales en distintos campos y

tipos de industrias, entre ellas, la industria farmacéutica.

La resistencia a los antibidticos es un problema de salud publica a nivel mundial, que esta
causando un aumento de la morbilidad y mortalidad. La aparicién de bacterias multirresistentes
genera la necesidad de obtencién de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana que

puedan ampliar el arsenal terapéutico.

Por otro lado, el cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
con una prevalencia cada vez mayor, siendo una de las enfermedades més temidas. Aunque las
estrategias terapéuticas han evolucionado de forma significativa en los ultimos afios, la tasa de
mortalidad de este grupo de enfermedades es muy alta y es necesario el descubrimiento de

nuevas sustancias con actividad anticancerigena que mejoren el prondstico de los paciente.

Los microorganismos hal6filos son productores de una gran cantidad de compuestos o
sustancias con actividad bioldgica que pueden tener aplicabilidad en estos campos. En este
Trabajo Fin de Grado nos hemos centrado en la recopilacion de sustancias con actividades
antimicrobiana y anticancerigena producidas por microorganismos haléfilos, centrdndonos con
mayor profundidad en alguno de ellos. A pesar de la evidencia aportada, la investigacion sobre

este grupo de microorganismos extremos es aun escasa e insuficiente.

Palabras clave: haléfilos, sustancias bioactivas, resistencia antibidticos, compuestos

cancerigenos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Ambientes extremos

En primer lugar, es importante definir el término ambiente extremo, existen varias
definiciones. En el afio 1993 Rodriguez-Valera (Rodriguez-Valera, 1993) lo definié como
ambientes desfavorables y letales para la mayoria de los seres vivos, ambientes con valores
limite para uno o méas de sus parametros fisicoquimicos, ya sea el valor del pH, de la
temperatura, de las radiaciones, de la concentracion de oxigeno, del potencial redox, de la
presion hidrostatica, de la salinidad o de la actividad del agua entre otros (Rodriguez-Valera,
1988; Rothschild, Mancinelli, 2001).

Otros autores los definen como aquellos ambientes cuyas caracteristicas varian constantemente,
de forma brusca e impredecible, de modo que en ellos no se dan nunca las condiciones 6ptimas

para el desarrollo y propagacion de los seres vivos (Vera, 2018).

Como consecuencia, estos ambientes presentan una menor diversidad de especies y solo un
pequefio nimero de taxones han conseguido adaptarse, pudiendo crecer de forma Optima
(Brock, 1979). Sin embargo, el estudio en profundidad de estos ambientes ha permitido
comprobar que la diversidad de especies, aunque escasa, es mucho mayor a la esperada
(Ventosa, 2006).

Son muchos los ejemplos en la naturaleza de ambientes extremos como salinas, fumarolas

marinas, glaciares, mares e incluso suelos, algunos podemos observarlos en la Figura 1.

Figura 1. Ejemplos de ambientes extremos. 1. Glaciar Grey, Chile. 2. Mar Muerto, Israel.
3. Rio Tinto en Huelva, Espafia. 4. Desierto del Sahara.
Los organismos capaces de desarrollarse, es decir, crecer Optimamente y permanecer activos en
estos ambientes reciben el nombre de extremofilos. El término extremotolerante o extremotrofo
se reserva para aquellos organismos que pueden tolerar las condiciones extremas pero,



presentan condiciones dptimas de crecimiento mas moderadas (Torsvik, Ovreas, 2008). Aunque
en estos ambientes existen organismos eucariotas, la mayoria de la diversidad esta constituida
por microorganismos procariotas (tanto arqueas como bacterias), asi como por una gran

diversidad de virus.

En funcion de la propiedad fisicoquimica extrema a la que estén adaptados los microorganismos
van a recibir distintas denominaciones. En este Trabajo Fin de Granos nos vamos a centrar en el
estudio de los microorganismos haléfilos que son los que crecen de forma éptima en presencia

de sales. En la Tabla 1 se resumen las distintas denominaciones (Vera, 2018).

Tabla 1. Categorias de microorganismos extremotolerantes y extremofilos en funcion de lanaturaleza de su
adaptacion (adaptado de Vera, 2018).

Condicion ambiental extrema Denominacion Ejemplo

Alta presion hidrostéatica Piezotolerante Psychromonas hadalis

Piezofilo

Desecacion Xerotolerante Xeromuces bisporus

Xerdfilo

Metales pesados Metalo-tolerante Ferroplasma cupricumulans

Metalo-resistente

Oscilaciones bruscas de condiciones

fisicoquimicas

Poiquilotolerante
Poiquilotrofo

Microcoleus sp.

Acido Acidofilo Lactobacillus acidophilus
pH
Alcalino Alcaléfilo Natronomonas pharaonis
Radiacion Radio-tolerante Thermacoccus gammatolerans
Radio-resistente
Salinidad Halotolerante
Haldfilo Haloferax volcanii
Psicrotrofo, psicrotolerante
Baja Psicrofilo Polaromonas vacuolata
Temperatura
Alta Termdfilo Thermus aquaticus

Hiperterméfilo

Es necesario tener en cuenta que un mismo organismo puede presentar adaptaciones a diferentes
condiciones ambientales externas, estos términos no son excluyentes. De modo que pueden
existir y existen organismos poliextremdfilos, estos pueden vivir en ambientes que presentan
varias condiciones extremas, perteneciendo, por tanto, a mas de una de las categorias descritas
en la Tabla 1. (Mesbah, Wiefel, 2012).

Como ejemplo de poliextremdfilos podemos mencionar a Natranaerobius thermophilus y

Halonatronum saccharophilum, ambos microorganismos pertenecen al grupo de

alcalitermofilos haléfilos. Estos anaerobios habitan en zonas con altas concentraciones de sales,
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el pH es alcalino y que se encuentran a elevadas temperaturas como consecuencia de la intensa
radiacion solar a la que estan sometidos, por lo tanto, estos microorganismos han desarrollado
varios mecanismos de adaptacion que les permitan vivir en estas condiciones (Mesbah, Wiegel,
2008).

El importante potencial biotecnolégico de los microorganismos extremdfilos radica entre otros
factores en que sus enzimas pueden permanecer activas en un amplio rango de condiciones
ambientales (Vera, 2018).

1.2.Salinidad

En primer lugar, es necesario definir el término salinidad. Este se refiere a la presencia de
solutos inorganicos, tales como sodio, magnesio, calcio, potasio, etc, en disolucion, lo que
provoca una disminucion del agua disponible y una alta concentracion de iones (Rhoades et al.,
1999).

El potencial o actividad del agua es una medida de la disponibilidad de este con respecto el agua
pura. El valor de este potencial disminuye a medida que aumenta la concentracion de solutos

disueltos en agua (Vera, 2018).

Como sabemos, la presidon osmética rige el flujo de agua a través de las membranas bioldgicas,
ya que son permeables al mismo. El agua siempre se mueve del compartimento con mayor
potencial de agua al que menor, hasta alcanzar el equilibrio. De este modo, si el potencial del
medio externo es bajo, debido a la alta presencia de solutos disueltos, el agua fluye desde el
organismo hasta el exterior, ocasionando lo que se conoce como plasmolisis, deshidratacion y la
consiguiente muerte del organismo. Para evitar la muerte por deshidratacion, los organismos
que habitan estos sistemas disponen de una serie de estrategias que les permiten mantener sus

funciones vitales (Martin et al., 1999; Gunde-Cimerman et al., 2018).

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el efecto de la salinidad no depende solo de la
concentracion absoluta de iones disueltos sino que también depende de la concentracién relativa
y las propiedades especificas de los mismos. La mayor parte de los ambientes hipersalinos
estudiados hasta el momento estan dominados por la presencia de cloruro sddico (Fox-Powell et
al., 2016).

Pero ademas estos ambientes pueden presentar algin otro pardmetro con valores extremos como

por ejemplo elevados valores de pH (Duran, 2019).

Por lo general son habitats acuaticos, como estanques de salinas solares, lagos salados naturales
0 cuencas marinas. También encontramos suelos hipersalinos y sedimentos salados (Ventosa et

al., 2008). Se consideran ambientes también hipersalinos a algunas minas y depdsitos de sal,



plantas desérticas, pieles curtidas con soluciones salinas y productos en salmuera, salazon y
fermentados (VVentosa, 2006).

1.2.1. Ambientes acudticos hipersalings

Un ambiente acuatico se considera hipersalino cuando la concentracion de sales es superior a la
salinidad del mar que se sitla en torno al 3,5% NaCl (Rodriguez-Valera, 1988). Podemos
distinguir 2 tipos de ambientes acuaticos hipersalinos en funcion del origen y la naturaleza de

las sales:

1. Talasosalinos: son de origen marino por lo que presentan una composiciéon en sales
similar a la del agua del mar, con predominio de los iones sodio y cloro. Encontramos
también, aunque en menor proporcién, magnesio, sulfato, calcio, bromo, fllor y
carbonato (Duran, 2019). Cuando el agua se evapora y precipitan las sales, aumenta el
contenido en magnesio y cloro (Rodriguez-Valera, 1988). Como ejemplo de este tipo de
ambiente podemos mencionar las salinas marinas que se utilizan para la obtencion de
sal comdn (Vera, 2018). Las salinas ademds estan sometidos a una importante
irradiacion solar, oscilaciones bruscas de temperatura y a una baja concentracion en
oxigeno disuelto (Rodriguez-Valera, Ruiz-Berraquero, 1983) (Figura 2).

2. Atalasosalinos: en este caso, se originan como consecuencia de la disolucién de
depdsitos minerales de origen continental, por lo que la composicidn idnica es diferente
a la del agua del mar (Oren, 1983). Se trata de un conjunto de sistemas con distintas
composiciones iénicas, dando lugar a habitats muy diferentes entre si. En algunos
predominan cationes divalentes como el calcio y el magnesio (Rodriguez-Valera, Ruiz-
Berraquero, 1983; Duran, 2019). Ejemplos de aguas atalasosalinas son el Mar Muerto y
el Gran Lago Salado en EEUU. Dentro de este grupo encontramos también a los lagos
alcalinos, que presentan valores de pH superiores a 8, en ellos predominan los aniones
carbonato y cloruro, como ejemplos tenemos los lagos de Wadi Natrun en Egipto vy el
lago Magadi en Kenia (Oren, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Ejemplos de ambientes acuéticos hipersalinos. A, Salina de Fuencaliente en las Islas Canarias. B, EI Gran
Lago Salado en Utah. C, El lago Magadi en Kenia.



1.2.2. Sedimentos v suelgs salinos

Los sedimentos y suelos estan intimamente relacionados, en ambos casos el sustrato es sélido,

pero es necesario hacer una distincion entre ellos, ya que no son lo mismo.

Los sedimentos hipersalinos se producen como consecuencia de la acumulacion por
sedimentacion desde la columna de agua tanto de biomasa como de material terrigeno. Las
columnas de agua se encuentran constantemente saturadas, lo que provoca que los sedimentos
se encuentren en condiciones de falta de oxigeno, anoxia. En este caso, la sal proviene de la
propia columna de agua. Como ejemplo podemos mencionar a los sedimentos que encontramos

en los lagos salados (Mesbah et al., 2007).

En el caso de los suelos hipersalinos (Figura 3) son sistemas subaéreos que se han creado a
partir de roca y material sedimentado debido a la accién de elementos fisicos, quimicos o
bioldgicos. Presentan una estructura muy heterogénea, estando formado por las 3 fases: liquida,
solida y gaseosa. Ademas, sus caracteristicas fisicoquimicas varian a lo largo del tiempo y el
espacio debido a que estan influenciados por el clima. En este caso, la sal puede tener varias
procedencias: por un lado, puede ser consecuencia de una salinizacién primaria como por
ejemplo: del propio material geoldgico original, pueden deberse de la influencia mareal en
zonas costeras, del insuficiente drenaje del suelo o de tasas de precipitacion insuficientes en
areas con climas aridos. Por otro lado, su origen puede ser también como consecuencia de
acciones antropogénicas, es decir, una salinizacion secundaria, ejemplos son: riegos mediante el
uso de practicas no adecuadas, fertilizacion o modificacién de los niveles freéticos (Abrol et al,
1988; Groffman, Bohlen, 1999; Schmidt, Schaechter, 2012).

Figura 3. Ejemplos de suelos salinos. A, Suelo afectado por la salinizacion. B, Suelo salino del saladar de Cordovilla.

1.3. Microorganismos haléfilos

El término halofilo proviene del griego y su significado es amigo de la sal (“hals” es sal y “phil”
amigo). Por lo tanto, los microorganismos haléfilos son aquellos que presentan un alto
requerimiento salino, en otras palabras, tienen la capacidad de crecer a altas concentraciones de
sales. Necesitan la presencia de iones de sodio en el medio tanto para su metabolismo como

para su crecimiento (Corral et al., 2019).



Es necesario tener en cuenta que las sales son nutrientes esenciales para el crecimiento de los
seres vivos, ya que contienen cationes y aniones que intervienen en las reacciones quimicas

enzimaticas actuando como cofactores (Vera, 2018).

El mundo de los halofilos estd dominado por microorganismos, donde vamos a encontrar
representantes en los tres dominios arquea, eucariota y bacteria, incluso existen virus hal6filos
(Duran, 2019). Como ejemplo de macroorganismo podemos mencionar al crustdceo Artemia

salinay a las larvas de la mosca del género Ephydra (Vera, 2018).

En funcidn de la salinidad en la cual crecen 6ptimamente, los microorganismos haléfilos pueden

clasificarse en (Kushner, Kamekura, 1988) (Figura 4):

- No hal6filo: no crecen a concentraciones salinas superiores al 1%, se conocen como
halotolerantes. Los microorganismos halotolerantes no requieren de elevadas
concentraciones de sal para su 6ptimo crecimiento pero pueden resistirlas.

- Haldfilos débiles: se trata, principalmente, de microorganismos marinos que crecen
Optimamente a una concentracion de 1-3% NaCl.

- Halofilos moderados: su éptimo de crecimiento lo presentan a concentraciones de
entre 3-15% NacCl.

- Haldfilos extremos: crecen éptimamente en un rango de 15-30% NaCl.

Esta clasificacién se hace en funcion al nivel de NaCl, que aunque es sal méas abundante en la
mayoria de los ambientes hipersalinos, no es la Unica. Algunos microorganismos requieren de
iones especificos para su 6ptimo crecimiento, como puede ser, por ejemplo el sodio o el cloro
(Sanchez- Porro et al., 2009). Ademas, es necesario tener en cuenta que los rangos Optimos de
crecimiento pueden verse afectados por los parametros de cultivo, ya sea la temperatura, el pH,

el oxigeno o la concentracién de nutrientes (Forsyth, Kushner, 1970).

[NaCl)

Mo haldflos
Halotolerantes
Halafiles debies

Haldfiles moderados

Figura 4. Esquema de los distintos niveles de halofilia propuestos en la clasificacion de Kushner y Kamekura (1988).
(Vera, 2018).

Dentro del grupo de los haléfilos moderados encontramos principalmente bacterias, por el
contrario, los haléfilos extremos son sobre todo arqueas y algunas bacterias del género
Salinibacter (Meseguer, 2004).



Son fisiolégicamente muy diversos, caracterizdndose por sus hostiles parametros de

crecimiento, lo que les permite soportar condiciones muy variadas no solo de salinidad, sino

también de acidez o alcalinidad, temperatura, presencia o ausencia de oxigeno y luminosidad,
etc. (Corral et al., 2019).

Los haléfilos han desarrollado mecanismos de haloadaptacion basados en el balanceo de la

presion osmética (Gonzélez-Hernandez, Pefia, 2002):

1.

Estrategia salt-in: consiste en modular el contenido en sales inorganicas del interior
celular, es decir, mantener altas concentraciones de sal intracelulares, osméticamente o
al menos equivalente a la concentracién de sal externa, como puede ser disponer de un
almacenamiento intracelular de cloruro potésico por encima del 37% (Corral et al.,
2019). Almacenan potasio porque el sodio resulta toxico para las células en grandes
cantidades. En este caso, se requiere de maquinaria enzimatica y componentes
estructurales que mantengan su conformacion y actividad en presencia de altas
concentraciones ionicas intracelulares (Vera, 2018). Como ejemplos que presentan este
mecanismo de adaptacion podemos mencionar especies de la clase Halobacteria como
Halobacterium salinarum o Haloferax mediterranei (Gunde-Cimerman et al., 2018).

Estrategia del salt-out: consiste en acumular una sustancia poco soluble en el
citoplasma con el objetivo de regular la turgencia interna sin afectar al metabolismo
celular. Esta sustancia puede ser sintetizada por el propio microorganismo o captada del
medio externo. Se denominan solutos compatibles. Este mecanismo supone un mayor
coste energético pero permite al microorganismo adaptarse a un amplio rango de
salinidad (Vera, 2018). Existen un amplio nimero de solutos compatibles de distinta
naturaleza, como caracteristicas comunes presentan que son moléculas organicas de
bajo peso molecular, alta solubilidad en agua y que sus propiedades fisicoquimicas son
compatibles con la fisiologia y bioquimica celular, generalmente sin carga (Gunde-
Cimerman et al.,, 2018). La mayor parte de estos solutos son aminodcidos o sus
derivados, azucares simples o alcoholes (Figura 5). Importante destacar que un mismo
microorganismo puede almacenar distintos solutos compatibles y utilizar uno u otro en

funcion de sus necesidades (Oren et al., 2009).

HOGHD
Hé)gH:) o
OH HO HO /ﬁ/\ oH
HOGHO 0 HO .
HO MO
B C

Figura 5. Ejemplos de solutos compatibles. A, Ectoina (derivado de aminoacido). B, Sacarosa (aztcar). C, Glicerol

(alcohol).



1.4. Aplicaciones biotecnolégicas de los microorganismos haléfilos

Son numerosas las aplicaciones biotecnoldgicas no solo actuales sino potenciales de estos
microorganismos debido a su capacidad de adaptacion y su plasticidad metabdlica. Algunas de
estas aplicaciones son muy conocidas, como por ejemplo, la preparacion de alimentos
fermentados como salsas de pescado y soja, los salazones o las aceitunas de mesas (Medina et
al., 2016; Lucena-Padrés, Ruiz-Barba, 2016).

Los microorganismos haléfilos tienen también la capacidad de producir distintos tipos de
metabolitos como por ejemplo, pigmentos carotenoides, proteinas, enzimas hidroliticas y

solutos compatibles (Corral et al., 2019).

Es importante destacar el potencial de las enzimas tanto de bacterias como de arqueas hal6filas.
Actualmente, las enzimas de haloarqueas se utilizan en diferentes sectores industriales y con
diferentes fines, por ejemplo, en la industria alimentaria, en la textil, también en la farmacéutica
0 en la produccién de detergentes; por otra parte, también son utilizadas en biorremediacion,
campo en el gue estan cobrando especial importancia (Rodriguez-Valera, 1992; Mohammad et
al., 2017; Duran, 2019). Un ejemplo es la nucleasa H producida por Micrococcus varians subsp.
halophilus que se emplea para la produccion de acido guanilico, un aditivo muy utilizado en la

industria alimentaria (Kamekura et al., 1982).

La ectoina obtenida a partir de bacterias haléfilas moderadas, como Halomonas elongata y
Marinococcus, se utiliza en la industria cosmética, como estabilizador de enzimas y productos
cosméticos. Actualmente, se esta investigando la posible aplicacion de esta molécula para el
tratamiento de patologias como el Alzheimer o la dermatitis atopica leve o moderada (Oren et
al., 2009).

El alga Dunaliella salina es la principal productora de beta-caroneno, un pigmento del grupo de
los carotenoides que es utilizado como antioxidante, colorante alimenticio y fuente de vitamina
A (Oren, 2002; Micaela et al., 2019).

Ademas, los microorganismos haléfilos producen polimeros como exopolisacéridos y poli-beta-
hidroxialcanoatos, que tienen un importante interés econémico en la industria médica,

farmacéutica, cosmética, alimentaria, etc. (Durén, 2019).

Dentro de las potenciales aplicaciones de este grupo de microorganismos podemos destacar la
obtencion de nuevos antibidticos y anticancerigenos, tratamiento bioldgico de aguas residuales
y la biorremediacion (Vera, 2018), este es el apartado que desarrollaremos en este Trabajo Fin
de Grado.
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1.5.Resistencia a los antimicrobianos

Los antimicrobianos son sustancias quimicas que en bajas concentraciones tienen la capacidad
de inhibir o incluso destruir a los microorganismos. En funcion de cdmo se hayan obtenido,
podemos hablar de antibioticos (a partir de microorganismos) y los quimioterapicos (por sintesis
quimica). Se trata de un grupo de farmacos utilizados para el tratamiento y prevencién de las

enfermedades infecciosas de origen bacteriano (Medina-Morales et al., 2015).

El descubrimiento de los antibiéticos supuso un gran avance en la medicina, gracias a se han
podido combatir muchas infecciones, salvando muchas vidas. Sin embargo, se han utilizado de
forma discriminada desde entonces, suponiendo un importante problema (Medina-Morales et
al., 2015; Gil et al., 2019).

La resistencia bacteriana es la consecuencia a un conjunto de mecanismos llevados a cabo por
bacterias, que provocan que el antibiético pierda su funcionalidad; en otras palabras, la
mutacion de las bacterias origina la resistencia a los antibiéticos. Podemos distinguir dos tipos
de resistencia, la intrinseca o natural, que es propia de cada familia o especie y la adquirida que
es variable segin cepas y promovida por el mal uso de los antibiéticos (Daza, 1998). Este
fendmeno de resistencia no es exclusivo de las bacterias, se han descrito casos de aparicion de

resistencia en parasitos, hongos y virus patégenos (Alba et al., 2012).

La aparicion de bacterias multirresistentes provoca un aumento de la mortalidad y de las
estancias hospitalarias, que se traduce en un aumento de los costes médicos. Esto supone un

importante problema de salud publica, que debe ser abordado (Gérvas, 2000).

Actualmente, estan surgiendo un conjunto nuevo de cepas de bacterias que son resistentes a
todos los antibidticos conocidos hasta el momento, han recibido el nombre de bacterias
“superresistentes” (Gil-Gil et al, 2019).

El grupo de patdgenos mas importante desde el punto de vista clinico, ya sea por su
patogenicidad y resistencia a los antibiéticos, ha sido denotado con la abreviatura ESKAPE que
engloba a Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobius spp. (Wen-Pin et al., 2018; Contreras et al.,
2020).

Se ha identificado como principal causa de la aparicion de resistencias el uso incorrecto de este
tipo de farmacos. Por un lado, se sabe que aproximadamente el 50% de las prescripciones de
antibioticos son inadecuadas, ademas los pacientes no cumplen la pauta posoldgica, ya sea
abandono antes de completar el tratamiento o el uso sin prescripcion médica, contribuyendo a la
multiresistencia. Por otro lado, este grupo de farmacos se ha utilizado en agricultura y ganaderia
de forma indiscriminada, como por ejemplo para fumigar campos o para prevenir enfermedades

en el ganado (Gérvas, 2000). En los paises poco desarrollados los antibidticos se administran de
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forma libre y sin receta médica empeorando asi la farmacorresistencia (Medina-Morales et al.,
2015). Se ha podido concluir que el resurgimiento de las resistencias bacterianas es

directamente proporcional al uso indiscriminado de antibioticos (Puente et al., 2015).

Especialmente alarmante es la prevalencia muy elevada de esta resistencia en las unidades de
cuidados intensivos con brotes cada vez mas frecuentes, empeorando de forma significativa la
esperanza de supervivencia de los pacientes que se encuentran en estas areas (Medina-Morales
et al., 2015).

Es necesario enfatizar que las complicaciones debidas a infecciones suponen hoy en dia una de
las principales causas de muerte en los pacientes hospitalizados (Corral et al., 2019). Siendo

necesario un programa de educacién en el uso de antibiéticos.

En el presente Trabajo Fin de Grado haremos una revisién de moléculas producidas por

microorganismos hal6filos con potencial antimicrobiano.

1.6. Necesidad de compuestos con actividad anticancerigena

El término cancer hace referencia a un conjunto de patologias caracterizadas por el crecimiento
descontrolado de las células que componen los tejidos de nuestro organismo, originando lo que
se conoce como tumor. En el caso de que el tumor no invada ni destruya otros drganos se

denomina benigno (Roy, Saikia, 2016)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la principal causa de muerte en el
mundo, de hecho, una de cada cuatro personas tiene riesgo de padecer cancer en algin momento
de su vida. Este riesgo ademas aumenta con la edad, por otro lado, el estado del sistema inmune
de la persona también es un determinante claro, por ejemplo, si la persona esta
inmunosuprimida o presenta algun factor como es el estrés cronico. Los tumores mas comunes
son el de mama, el de pulmoén, colon, recto y prdstata. Este hecho refuerza la necesidad de
encontrar nuevos y potentes farmacos antineoplasicos (Mackay et al., 2006; Ma, Diao, 2015;;
Carvalho, Villar, 2018).

Salvo algunas excepciones como los cdnceres hematoldgicos y las leucemias y linfomas, que no
siempre producen una “masa” como tal, el tumor requiere alcanzar un tamafio de 1cm para ser
detectado. Las técnicas de deteccion suelen ser el diagnostico mediante imagen y las pruebas de
laboratorio (Roy, Saikia, 2016).

El cancer puede ser curable dependiendo del tipo y del momento del diagnéstico y tras esto, es
necesario comenzar el tratamiento lo mas rapido posible, esto aumenta el pronéstico de vida del

paciente (Fajardo-Gutiérrez, Rendon-Macias, 2018).

Los principales objetivos del abordaje terapéutico contra el cancer buscan eliminar los sintomas

del paciente, mejorar la esperanza de vida y prolongar la supervivencia del paciente, son:
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1- Erradicacidn total de las células cancerosas

2- Reducir tanto el tamafio del tumor como el nimero de células cancerosas
Los tratamientos actuales contra el cancer se resumen en:

- Cirugia: extirpacion quirdrgica de la masa tumoral, es la Unica terapia curativa. Se
utiliza cuando el tumor se encuentra localizado, es decir, no hay metastasis.

- Radioterapia: aplicacién de forma externa, interna o sistémica de una radiacion
ionizante. Esta radiacion consigue eliminar la célula afectada. Es de la estrategia de
tratamiento més utilizada (Orth et al., 2014).

- Quimioterapia: administracién de farmacos, conocidos como agentes citotdxicos, que
actan sobre el ciclo de division celular, de modo que ejercen una accion
antiproliferativa frente a las células no solo las cancerigenas sino también sobre las
sanas. Actuan a nivel del ADN y su propdsito es inducir apoptosis celular. Generan
numerosas reacciones adversas como consecuencia de la destruccion de las células
sanas (Mufioz et al., 2020).

- Hormonoterapia: se utiliza en aquellos casos en los que el tumor es dependiente de las

células sexuales, actian sobre receptores hormonales especificos, se utilizan por
ejemplo en el cancer de mamay el de prostata (Padilha et al., 2012).

- Terapia dirigida: actia sobre moléculas que participan en la propagacion del tumor.

Podemos mencionar a los inhibidores de la tirosina quinasa de molécula pequefia y a los

anticuerpos monoclonales.

En los ultimos afios, se ha puesto el punto de mira en los compuestos con actividad antitumoral
procedentes de microorganismos, debido a su facil manipulacion y su extrema diversidad. Han
cobrado importancia aquellos metabolitos obtenidos de haléfilos para el tratamiento del cancer
debido al descubrimiento de algunas moléculas con potencial aplicabilidad (Potts et al., 2011),

tal y como desarrollaremos en este trabajo.

1.7.Sustancias bioactivas producidas por haldéfilos

Dentro del término sustancia bioactiva podemos encuadrar a numerosos metabolitos que
presentan actividad y son producidos por microorganismos. Como ya hemos comentado, en esta
revisién bibliografica vamos a centrarnos principalmente en los compuestos con actividad
antimicrobiana y en los que tienen actividad anticancerigena producidos por microorganismaos

halofilos.

La gran versatilidad metabdlica de los microorganismos halofilos, sus bajos requerimientos
nutricionales y su capacidad de adaptacion a condiciones ambientales adversas los convierte en

candidatos éptimos para la busqueda de nuevas sustancias bioactivas. Otra de las razones por las
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gue los haldfilos han despertado interés ha sido por la estabilidad de sus macromoléculas
(Santhaseelan et al., 2022).

Estudios recientes han demostrado la utilidad de los microorganismos hal6filos como fuente de
compuestos bioactivos que presentan un alto potencial farmacéutico (Corral P et al., 2018;
Contreras-Castro et al., 2020; Jimenez PC et al., 2020; Santhaseelan et al., 2022).

2. OBJETIVOS DE LA REVISION

La falta de arsenal terapéutico para combatir a los microorganismos resistentes es uno de los
principales problemas de salud publica de las dltimas décadas. Por otro lado, el cancer supone la
principal causa de muerte a nivel mundial, siendo necesaria la blsqueda de nuevas terapias que

aumenten la supervivencia y esperanza de vida de estos pacientes.

Los microorganismos hal6filos constituyen un grupo de microorganismos muy interesantes que
pueden constituir el punto de partida para la busqueda y obtencion de nuevas sustancias con

actividad y utilidad en la medicina clinica actual.

Hace 3 afios entré a formar parte del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla como alumna interna en el grupo de
investigacion BIO-213 “Microorganismos halofilos”, fue entonces cuando comencé a
familiarizarme con este grupo de microorganismos. Me parecid interesante realizar mi Trabajo
Fin de Grado sobre estos microorganismos haléfilos intentando asi fomentar mi conocimiento

sobre ellos y el interés de sus aplicaciones.

Dentro de los principales objetivos de esta revision bibliogréafica titulada “Sustancias bioactivas

producidas por microorganismos hal6filos” podemos mencionar:

1. Definir los ambientes extremos en general y los ambientes salinos en particular,
destacando los microorganismos que habitan en ellos.

2. Poner de manifiesto la importancia actual y potencial de los microorganismos haléfilos
a nivel industrial

3. Realizar una revision de las sustancias bioactivas que estdn descritas actualmente
producidas por estos microorganismos y analizar sus perspectivas futuras, centrdndonos
en sustancias con capacidad antimicrobiana y anticancerigena.

4. Describir con detalle algunos de los compuestos bioactivos.
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3. METODOLOGIA

El titulo de esta revision bibliografica es “Sustancias bioactivas producidas por
microorganismos halofilos”.

En base a este titulo, para la basqueda de informacién se utilizaron palabras clave generales
tales como ‘“haldfilos”, “resistencia antibioticos”, “sustancia bioactiva”, ‘“anticancerigenos”.
También se utilizaron palabras clave especificas como “marizomib”, “mieloma multiple”,

“marinopirroles” y “biosurfactante”, entre otras.

Para la obtencion de la informacion se realizaron basquedas bibliograficas en diferentes medios

digitales como bases de datos, paginas web de organismos oficiales, sociedades cientificas.

Principalmente se ha utilizado la informacién de articulos cientificos obtenidos a través de
“National Library of  Medicine” también conocido como “Pubmed”

(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Se trata de una base de datos de libre acceso que contiene

literatura actualizada de revistas de biomedicina y de ciencias de la vida.
Se utilizaron otras fuentes como:

- Google Scholar (https://scholar.google.es/schhp?hl=es)

- Medline (https://medlineplus.gov/spanish/ )

- PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

- Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

(https://seimc.org/)

- Organizacion Mundial de Salud (https://www.who.int/es)

- American Cancer Society (https://www.cancer.org/es.html)

- Mayo Clinic (https://www.mayoclinic.org/es-es)

- Johns Hopkins Medicine

(https://www.hopkinsmedicine.org/international/espanol/index.html)

Para poder contar con informacién contrastada se ha contado con el acceso al Portal Web de la
Biblioteca de la Universidad de Sevilla (https://bib.us.es/ ).

Se ha recurrido también, a la informacién proporcionada por fuentes secundarias como revistas
cientificas de diferentes tematicas y paises, que nos han ayudado a concretar en la informacién

buscada, entre ellas podemos mencionar:

e Marine Drugs (https://www.mdpi.com/journal/marinedrugs)

e Extreme Microbiology

(https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/sections/extreme-microbiology)

e Marine Biotecnology (https://www.springer.com/journal/10126)

¢ Food Microbiology (https://www.sciencedirect.com/journal/food-microbiology)
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e Nature (https://www.nature.com/)

e Cambridge University Press (https://www.cambridge.org/)

e Antimicrobial Resistance & Infection Control (https://aricjournal.biomedcentral.com/)

e The Journal of Antibiotics (https://www.nature.com/ja/)

e Environmental Microbiology

(https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/journal/14622920)

e Microorganism (https://www.mdpi.com/journal/microorganisms)

e Invurnus (https://invurnus.unison.mx/index.php/INVURNUS)

¢ Revista Médica de Risaralda (https://revistas.utp.edu.co/index.php/revistamedica)

e BioScience (https://academic.oup.com/bioscience)

En numerosas ocasiones ha sido necesario la utilizacion de traductores de idiomas, ya que la
mayoria de la Dbibliografia era en inglés. Para ello he utilizado “Deepl”

(https://www.deepl.com/es/translator) y “Word reference” (https://www.wordreference.com/) .

Ademas, para que la informacion fuese lo méas reciente posible se utilizaron filtros de busqueda,
de modo que nos permitiese acceder a la informacion mas precisa. Los articulos publicados en
los Gltimos afios han sido de mayor relevancia, ya que durante este periodo de tiempo los
haldfilos han cobrado mayor importancia. Sin embargo, han sido necesarios la utilizacion de

articulos de afios anteriores para sentar las bases de esta revision.

Debido a la gran cantidad de informacidn obtenida en la basqueda, se han utilizado una serie de

criterios para la seleccion y evaluacién de la misma:

- Se han priorizado aquellos articulos que provenian de fuentes de reconocida y alta
solvencia y reconocimiento.

- Se ha tenido en cuenta el nimero de veces que los articulos han sido nombrados o
citados.

- Se ha tenido en cuenta el titulo y el resumen del articulo cientifico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana

El agotamiento del arsenal antimicrobiano disponible hace necesario la investigacion de nuevas

fuentes de obtencion de compuestos con actividad frente a las bacterias resistentes.

Fue en el afio 1982 cuando Rodriguez-Valera y colaboradores notificaron las primeras
sustancias con actividad antimicrobiana de origen haléfilo, las halocinas procedentes de varios
miembros del género Halobacterium (Rodriguez-Valera et al., 1982). Las halocinas son
compuestos proteicos con actividad antimicrobiana que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de otras comunidades microbianas, permitiendo la supervivencia de la especie que
lo sintetiza (Gohel et al., 2015).

Cuando las condiciones de cultivo son las optimas, tanto los microorganismos haléfilos como
los halotolerantes tienen la capacidad de sintetizar compuestos con actividad antimicrobiana. Se
han aislado gran cantidad de compuestos con actividad procedentes de los géneros Bacillus,

Actinobacteria, Halorubrum y Aspergillus (Santhaseelan et al., 2022).

Ademas, se ha comprobado que algunos microorganismos haléfilos tienen incluso la capacidad

de sintetizar compuestos con actividad antiviral (Santhaseelan et al., 2022).

Actualmente, la mayor parte de los farmacos antibacterianos utilizados en la medicina clinica

provienen de fuentes naturales (Jakubiec-Krzesniak et al., 2018).

A continuacién vamos a detallar algunos de los compuestos bioactivos descritos hasta la fecha

producidos por bacterias, arqueas y hongos hal6filos.

Son numerosas las bacterias haldfilas que tienen la capacidad de sintetizar metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana. Las actinobacterias son las principales responsables
de la inhibicion de patogenos clinicos, destacando los géneros Nocardiopsis y Streptomyces
(Giordano, 2020; Santhaseelan et al., 2022). En la Tabla 2 se recogen algunos de estos

compuestos, asi como los microorganismos productores de moléculas.

Los biosurfactantes son moléculas activas que generan una superficie anfipatica que presenta
tanto fracciones hidrofébicas como hidrofilicas, lo que se conoce como tensioactivos. Pueden
ser sintetizados por gran variedad de microorganismos como hongos, levaduras y bacterias
(Sharma et al., 2021). Los biosurfactantes de origen bacteriano han generado en los Gltimos
afios un gran interés por su potencial terapéutico y medico debido a que presentan actividad

antibacteriana, antifungica y antiviral (Bjerk et al., 2021).
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Tabla 2. Bacterias haldfilas, sus moléculas y la actividad antimicrobiana (Corral P et al., 2019, Santhaseelan et al.,

2022).

Género

Sustancia bioactiva

Actividad antimicrobiana

Bacillus sp.

e  Licopéptidos surfactantes
e 13- docosenamida (Z)

e Manosamina

e  9-octadecenamida

e N,N,N",N".tetrametilo

Antiviral contra el Virus del Sindrome de las
Mancha Blanca

Antimicrobiano frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa y Salmonella typhi

Bacillus firmis VE2

Subtilisina A

Antifingico frente a Candida albicans y
Candida parapsilosis

Halobacilluskarajiensis
Alkalibacillussamallahensis

Biosurfactantes

Activo frente a Klebsiella pneumoniae y
Aspergillus flavus

Halomonas salifodinae

Extracto de acetato de etilo

Pat6genos acuéticos: Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio harveyu, Aeromonas hydrophila y
Pseudomonas aeruginosa

Halomonas sp. BS4

Biosurfactantes:

e 1 2-etanodiamida

e N,N,N",N’-tetra, 8-metil-6-
noneamida

e  (2Z)-9-octadecenamida

Activos frente a:
Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi

Marinispora sp.

Linamicina A-E

Amplio espectro frente a bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas.

Activos frente:

o Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina

o Enterococcus faecium
vancomicina

resistente a la

Nocardioides sp.

Sobrenadantes celulares:
glicolipidos y/o lipopéptidos

Antibacterianos frente a Staphylococcus aureus
y Xanthomonas oryzae

Nocardiopsis sp.

e  Pirrolo (1,2-A(pirazina-1,4-
diona, hexahidro-3-(2-
metilpropil)-)

e  Actimonicina C2

Antifingica, antibacterianay antiviral

Nocardiopsis sp.

Borrelidina C-E

Macrélido activo frente a Salmonella enterica

Paenibacillus sambharensis

Bacitracina A

Activo frente Staphylococcus aureus

Salinispora arenicola

RifamicinaB, Sy W

Activa frente a varias especies del género
Mycobacteryum:

M. leprae, M. avium, M. lepromatosis y M.
tuberculosis

Salinispora arenicora

Salinisporamicina

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis

Salinispora arenicora CNR-647

Salinispora arenicora CNB-527

Arenimicina A

Arenimicina B

Staphylococcus aureus resistente a rifampicina
y meticilina.

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium
Inhibicion del bacilo Calmette-Guérin de
Mycobacterium bovis

Salinispora arenicora CNS-205

Ciclomarazinas Ay B

Staphylococcus aureus
Enterococcus faecium

Streptomonospora alba

Streptomonomicina

Frente a Gram-positivos:

Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacilo
halodurans, Bacillus subtitis
Listeria monocytogenes,
faecalis, Staphylococcus aureus y
Mycobacteryum smegmatis

Enterococcus

Streptomyces sp.
B6921

Fridamicina D
HimalomicinaAy B

Presentan actividad frente a: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis y
Streptomyces viridochromogenes

Streptomyces sp. CNQ-418

Marinopirroles A

Staphylococcus  aureus resistente a la
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Género Sustancia bioactiva Actividad antimicrobiana

Marinopirroles B meticilina
Vibrio A1SM3-36-8 13-cis-docosenamida Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Vibrio parahaemolyticus B2 Vibrindole A Staphylococcus aureus, Scaphirhynchus albus

y Bacillus subtilis

Por su especial interés debido a que presenta actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (MRSA), uno de los grandes problemas actuales de salud
publica, profundizaremos en el estudio de los marinopirroles A y B.

Con respecto a los compuestos producidos por arqueas hal6filas, revisando la literatura
encontramos 56 géneros que producen halocinas, que como ya hemos mencionado
anteriormente son compuestos con actividad antimicrobiana, cuya funcion principal es la

competencia entre especies.

Haloquadratum walsbyi produce vesiculas de gas que contienen halocinas capaces de destruir a
otras arqueas. Sin embargo, no hay evidencia de que las halocinas sean efectivas frente a

patdégenos humanos (Santhaseelan et al., 2022).

No se han reportado nuevos compuestos con actividad antimicrobiana sintetizados por
haloarqueas. Son varias las razones que justifican la falta de investigacion biotecnol6gica en
este dominio, entre ellas, el elevado tiempo de cultivo que ronda entre 5y 30 dias (Corral et al.,
2019).

Los hongos son el pilar del descubrimiento de los antimicrobianos. La mayoria de los hongos
haldfilos capaces de sintetizar compuestos con actividad antimicrobiana lo hacen en rangos de
salinidad baja (Plemenitas et al., 2014).

En este caso, destacan varias especies haldfilas dentro del género Aspergillus como principales
productoras de antibiéticos, aisladas de sedimentos submarinos (Corral et al., 2019). En la

Tabla 3 se muestran algunos de los compuestos antimicrobianos producidos por hongos
haldfilos.

Tabla 3. Hongos hal6filos, sus moléculas y su actividad antimicrobiana (adaptado de Corral et al., 2019).

Especie Sustancia bioactiva Actividad antimicrobiana
Aspergillus  protuberus | Bisvertinolona o Bisvertinol Staphylococcus aureus,
MUT 3638 Acinetobacter baumanii,
Burkholderia metallica y Klebsiella
pneumoniae

Aspergillus flavus Extractos crudos (la molécula no ha sido | Presentan actividad antimicrobiana

Aspergillus gracilis identificada) y antioxidante.

Aspergillus penicillioids

Aspergillus  flocculosus | o (22R,23S)-epoxi-3p,11a,14p,16B- Enterobacter aerogenes,

PTO05-1 tetrahidroxiergosta-5,7-dien-12-ona Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans

e  6-(1H-pirrol-2-il)hexa -1,3,5-trienil-4-metoxi-
2 H -piran-2-ona Enterobacter aerogenes
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Especie Sustancia bioactiva Actividad antimicrobiana

Aspergillus terreus | ¢  TerremidasAyB Pseudomonas aureginosa y
PT06-2 e Terrenolactona A Enterobacter aerogenes

4.2.Marinopirroles Ay B

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva anaerobia facultativa, coagulasa positivo.
Se trata de un comensal que puede estar presente de forma asintomatica en portadores sanos,
habitando en la piel, glandulas cutaneas y membranas mucosas (Lakhundi, Zhang, 2018). Este
patdégeno oportunista tiene la capacidad de producir distintos tipos de infecciones que afectan a
diferentes drganos y tejidos como por ejemplo infecciones cutaneas, osteomielitis, meningitis,
endocarditis, sepsis 0 pulmonia entre otras (Conlon, 2014). Podemos encontrarla distribuida de
forma amplia en la naturaleza, en aguas, residuos, aire, etc. Tiene la capacidad de sintetizar unas
toxinas llamadas enterotoxinas estafilocécicas, que son muy resistentes tanto a la congelacion,
al calor y a la irradiacion. Las principales vias de transmision de esta bacteria son: alimento-
persona, persona-persona y animal-persona, por normal general el contagio es por contacto de

piel con piel.

Este microorganismo es uno de los principales responsables de infecciones tanto nosocomiales
como a nivel no hospitalario, siendo una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial de origen infeccioso. La problematica de este patdgeno radica en la
capacidad que presenta para volverse resistente a los antibidticos, disminuyendo asi las opciones
terapéuticas disponibles para su tratamiento, siendo la cepa de Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (MRSA) una de las mas importantes a nivel clinico. Estas son las razones por las
que Staphylococcus aureus se encuentra clasificado como patégeno “ESKAPE” (Yang et al.,
2016; Cheung et al., 2021).

MRSA es un patégeno muy virulento y con una gran capacidad para desarrollar resistencia, esto
hace que sea considerado como una amenaza para la salud publica. Es responsable de la mayor
parte de las infecciones a nivel de la piel y de los tejidos blandos, ademas se asocia a con
mayores tasas de mortalidad que las infecciones causadas por otras cepas (Lakhundi, Zhang,
2018).

En la actualidad, el tratamiento de primera linea de la infeccidén causada por esta bacteria se
basa en vancomicina, un antibiético del grupo de los glicopéptidos. El problema radica en la
reciente y creciente aparicion de cepas de Staphylococcus aureus resistente a la vancomicina
(Yang et al., 2016).

En los ultimos afios, se ha ampliado el conocimiento sobre los mecanismos de patogenia y los

determinantes de virulencia de este microorganismo, es importante utilizar esta nueva
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informacion para el desarrollo de nuevos farmacos que sean Utiles para el tratamiento de sus

infecciones.

Los marinopirroles A 'y B (Figura 6) son alcaloides de origen natural con actividad
antibacteriana obtenidos de la bacteria Streptomyces sp. CNQ-418 (Hughes et al., 2008).

O HN‘\<\C|

N Cl

HO O
o N OH

CI\/

Cl X

(-)-marinopyrrole A (X = H)
(-)-marinopyrrole B (X = Br)

Figura 6. Estructura de los marinopirroles A y B (Hughes et al., 2008).

Estas moléculas presentan una estructura muy novedosa Yy sin precedentes, han sido
denominados como compuestos 1,3,- bipirroles densamente halogenados. Estos ademas son
planos. Como podemos observar en la Figura 6 los marinopirroles estdn formados por un
nacleo central 1,3-bipirrol, dos sustituyentes saliciloilo y numerosos restos halogenados. Se
trata de compuestos axialmente quirales (Hughes et al., 2010). La Unica diferencia entre ambos

compuestos se basa en la presencia de un &tomo de bromo en el marinopirrol B (Li, 2016).

Ambos compuestos son estables a temperatura ambiente, ademas, se ha comprobado que el
marinopirrol A es estable tanto configuracional como constitucionalmente en un amplio rango
de variaciones del pH, tanto ambientes acidos como béasicos, sin embargo, puede racemizarse

cuando la temperatura supera los 100°C (Hughes et al., 2010).

Desde su aislamiento en el afio 2008, han sido varias las rutas utilizadas para su sintesis. La
primera sintesis total del marinopirrol A se consiguié en 9 pasos con un rendimiento total del
30% (Cheng et al., 2010). La biosintesis mas reciente del marinopirrol A se basa en el
homoacoplamiento de N,C-bipirrol, catalizado por la accién de dos enzimas halogenasas que
son dependientes de flavina (Yamanaka et al., 2012) . Por su parte, la primera sintesis del
marinopirrol B racémico se basa en una reaccion de N-alquilacion con un aceptor de Michael
gue tiene como caracteristica novedosa la presencia de un grupo saliente alilico, que permite la
construccién de un anillo de pirrol en el a&omo de nitrégeno presente en un 3-bromo-4,5-
dicloropirrol; el segundo pirrol se obtuvo a través de una reaccion de Paal-knorr (Cheng et al.,
2013).

Tanto el marinopirrol A como el B presentan actividad antibidtica frente a Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina con una concentracion inhibitoria menor a 1 microgramos/ml
(Cheng et al., 2013).
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Un estudio realizado en el afio 2013 por Cheng y colaboradores evalu6 la actividad antibidtica
del marinopirrol A y de sus derivados frente a 7 bacterias Gram-positivas y 3 Gram-negativas.
Todos los compuestos analizaron fueron inactivos frente a los patégenos Gram-negativos
(Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli). Por el contrario,
demostraron actividad in vitro frente a los 7 patdgenos Gram-positivos. El marinopirrol A
mostr6 un nivel de actividad antibiotica frente a MRSA y Staphylococcus epidermidis resistente
a la meticilina, equiparable a la de la vancomicina (Cheng et al., 2013). El principal problema de
este producto natural, marinopirrol A, es la disminucidon de su actividad frente MRSA en

presencia de suero humano (Liu et al., 2014).

Tras comprobar la actividad de estos compuestos, se evaluaron sus propiedades fisicoquimicas y
se determind que no cumplian la regla de Lipinski o también conocida como regla del cinco,
esta nos permite determinar de forma empirica y cualitativa la viabilidad de una molécula para
convertirse en un farmaco con buenas propiedades LADME (liberacion, absorcion, distribucion,

metabolismo y excrecién) (Yang et al., 2016).

Debido a las razones anteriormente expuestas, los estudios sobre este compuesto se basan en la
optimizacién de su estructura mediante la sintesis de derivados del marinopirrol A tanto
asimétricos como simétricos o ciclicos, para obtener un nuevo grupo de medicamentos que
pueda ser utilizado frente a MRSA (Liu et al., 2014).

4.3. Compuestos con actividad anticancerigena

Los géneros con mayor capacidad de produccién de compuestos con actividad anticancerigena
son Nocardiopsis, Streptomyces, Bacillus, Halomonas y Aspergillus (Giordano, 2020), como se

muestra en la Tabla 4.

La mayoria de bacterias y arqueas haléfilas son productoras de carotenoides, pigmentos
antioxidantes liposolubles de color amarillo, naranja o rojo. Estudios recientes tanto in vitro
como in vivo han demostrado que existe una relacion inversamente proporcional entre la ingesta
de algunos carotenoides, por ejemplo el licopeno, beta-caroteno o la luteina, en niveles
dietéticos y la aparicion de células cancerosas. El mecanismo de quimioprevencion se basa en la
capacidad de varios carotenoides de inducir la apoptosis y deteccion del ciclo celular de las
células cancerosas, en otras palabras, que pueden disminuir la mutagénesis y la carcinogénesis,
esto se debe a que son compuestos con actividad antioxidante. Pueden por lo tanto disminuir la
viabilidad de algunas lineas celulares como la del cancer de prostata o el melanoma, entre otros
(Tanaka et al., 2012; Rezaeeyan et al., 2017).
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Tabla 4. Microorganismos halofilos, sus metabolitos con actividad anticancerigena, el mecanismo de accion y el
cancer sobre el que act(ian (adaptado de Corral et al., 2019).

Compuesto Tipo de Linea celular sobre
Dominio Especie con actividad/Mecanismo de la que actla
actividad accion
Bacteria | Actinopolyspora Tubercidina Estabilizador del supresor | Supresor de tumores
erythraea YIM tumoral Pdcd4 (Programmed
90600 Cell Death Protein 4).
Bacteria | Bacillus sp. L-asparaginasa Inhibicion celular Leucemia
linfoblastica aguda
Bacteria | Bacillus sp. BS3 Biosurfactantes Reducen la viabilidad celular Carcinoma epitelial
de mama
Bacteria Halomonas Polisacarido levan y Adenocarcinoma de
smyrnensis AAD6 | derivados activados mama
Adenocarcinoma de
pulmon
Adenocarcinoma
hepatocelular de
higado
Adenocarcinoma
gastrico
Bacteria | Halomonas sp. | Biosurfactantes Reducen la viabilidad celular Carcinoma de mama
BS4 epitelial.
Bacteria Halomonas Exopolisacérido Bloqueo dosis-respuesta de las | Leucemia
stenophila  strain | sobresulfatado células T leucémicashumanas | linfoblastica.
B100
Bacteria Kocuria sp. QWT- | Carotenoide Reduce la viabilidad celular Cancer de mama
12 MCF-7, MDA-MB-
468 y MDA-MB-
231
Céncer de pulmén
humano A549
Bacteria Nocardiopsis Nocarbenzoxazol G Citotoxica Carcinoma hepético
lucentensis DSM Caéncer de cuello de
44048 Utero
Bacteria | Piscibacillus  sp. | Extracto crudo Disminuye la viabilidad de la | Adenocarcinoma de
C12A1 linea celular MDA-MB-231 | mama
mediante regulacion negativa
de la expresion de Bcl-xL y
CDK-2.
Inhibicién de la migracion
celular y la formacion de
colonias de células
Bacteria | Salicola sp. L-glutaminasa Inhibicién celular Leucemia
linfoblastica aguda
Bacteria | Salinispora Arenimicina A Citotdxica frente a la linea | Cancer
arenicola  CNR- celular HCT116 colonorrectal
647
Bacteria Salinispora Ikarugamicina Reduccion dosis dependiente | Leucemia
arenicola  CNS- de la liberacion de IL-8, de la | promielocitica
205 viabilidad celular de las | humana
células de leucemia
promielocitica humana HL-60
Inhibicién de la lipoproteina
de baja densidad oxidada de
los macréfagos J774
Bacteria | Salinispora Salinosporamida A Inhibicién del proteasoma 20S | Mielomamdaltiple

tropica CNB-392

Mieloma mdltiple
en  recaida ylo
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Compuesto Tipo de Linea celular sobre
Dominio Especie con actividad/Mecanismo de la que actlia
actividad accion
refractario
Otros tumores
solidos
Bacteria | Streptomyces sp. Salternamida A Inhibe la acumulacion de HIF- | Cancer colorrectal

lalfa inducida por apoxia.
Mecanismo: regulacion a la
baja de sus vias de
sefializacion aguas arriba.

Cancer gastrico

Bacteria | Streptomyces sp. | 8-O-metiltetrangulol | Citotéxica frente a varias | Adenocarcinoma de
WH26 Naftomicina A lineras celulares: pulmén
- A549 Adenocarcinoma
- HelLa hepatocelular de
- BEL-7402 higado
- HT-29 Carcinoma de cuello
de Utero
Céncer colorrectal
Arquea Halobacterium Extracto con | Reduccion viabilidad Adenocarcinoma
halobium carotenoides: hepatocelular de
Bacterioruberin higado
Arquea Halobacterium Extracto crudo Citotoxico. Carcinoma de
salinarum  IBRC Aumento de apoptosis de la | préstata
M10715 linea celular PC3 dependiente
de andrégenos.
Regulacién a la baja del gen
SOX2
Arquea Halorubrum sp. | EPS  bajo  peso | Bajo potencial citotéxico Adenocarcinoma
TBZ112 molecular, sin grupos gastrico
sulfato
Eucariota | Aspergillus sp. F1 | Citocalasina E Reduccion de la viabilidad de | Adenocarcinoma de
(Hongo) Ergosterol las lineas celulares pulmén
Rosellicalasina - Ab549 Adenocardinoma
- Hela hepatocelular de
- BEL-7402 higado
- RKO Carcinoma de cuello
Efecto inhibitorio del | de Gtero
ergosterol: Cancer

- RKO

colonorrectal

De entre todos estos compuestos vamos a profundizar en el compuesto Salinosporamida A
cuyo mecanismo principal de accién es la inhibicién del proteasoma 20 y parece presentar
actividad anticancerigena frente al mieloma multiple, mieloma mdultiple en recaida y/o

refractario y otros tumores solidos.

4.4.Salinosporamida A: Marizomib

Marizomib es el nombre comercial utilizado para hacer referencia a la Salinosporamida A (NPI-
0052), un metabolito secundario obtenido a partir de la actinobacteria haléfila Salinispora
tropica, en concreto, de la cepa CNB-392. Es un producto natural de origen marino que fue
aislado en el afio 2003 (Ma, Diao, 2015; Jiménez et al., 2020; Kim et al., 2020).

24



Con respecto a su estructura (Figura 7), se trata de una molécula pequefia, pero que presenta
numerosas funciones quimicas. Esta formada por un ndcleo central biciclico, comprendido por
una beta-lactona-gamma-lactama; a su vez, presenta como sustitutos un grupo cloroetilo en el
carbono 2, un metilo en la posicion 3 y un ciclohex-2-enilcarbinol en la posicion 4 (Potts et al.,
2011). Son estos sustituyentes los responsables de las interacciones importantes que suponen un
aumento de la afinidad y especificidad del Marizomib con respecto a otros farmacos del mismo
grupo (Macherla et al., 2005).

Figura 7. Estructura quimica de la Salinosporamida A (Fenical et al., 2009).

La complejidad de la molécula requiere le utilizacion de varias rutas enantioselectivas,
estrategias racémicas y sintesis formales que dificulta su obtencién por sintesis quimica. Tras la
evaluacion de diferentes medios para la obtencidn de este metabolito se lleg6 a la conclusion de
que el método mas productivo es a través de la fermentacion salina a gran escala a partir de

Salinispora tropica (Fenical et al., 2009; Potss et al., 2010).

Para poder comprender el mecanismo de accion de este farmaco es necesario conocer su
estructura diana, el proteasoma. Se trata de un complejo de proteinasa multicatalitica encargada
de mantener la homeostasis proteica, su principal funcion radica en la degradacion de proteinas
intracelulares, de modo que evita la acumulacion de proteinas mal plegadas, desnaturalizadas
y/o envejecidas. Podemos considerarlo el principal responsable del correcto funcionamiento a

nivel celular (Kaijun et al., 2016).

El mecanismo de accién de Marizomib se basa en la inhibicion irreversible del proteasoma 20S
en sus tres actividades cataliticas, que son el tipo quimotripsina (CT-L), tipo tripsina (TL) y tipo
caspasa (CL), con valores de 1Cs del rango de nano molar (Kisselev et al., 2006). Esto supone
una gran ventaja, ya que permite la inhibicion de forma sostenida de la actividad del
proteasoma, sin embargo, la duracion de esta dependerad de la naturaleza de la célula o tejido
(Chauhan et al., 2005). Se considera que es un inhibidor de segunda generacion, debido a que
presenta distinta actividad y especificidad que otros inhibidores del proteosoma como el
bortezomib (Pereira et al., 2019).

Actla como un potente agente citotdxico frente a 60 lineas celulares humanas ya sean de origen

hematolégico y de tumores de tipo sélido (Jimenez et al., 2020).
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Con respecto a las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas, podemos afirmar que
presenta una corta vida media, una rapida eliminacion y un gran volumen de distribucion. La
distribucion del Marizomid desde el compartimento central transcurre de forma rapida y alcanza
el tejido tumoral pocos minutos después de su administracion por via intravenosa. Con respecto
a su metabolismo, aln no ha sido definido y la excrecion se produce a través tanto de la via
urinaria y como de la fecal, tras administracién por via intravenosa. Tanto la concentracion
méaxima como el AUC presentan una correlacion lineal con la dosis. Tiene la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefalica, pudiendo actuar directamente sobre la actividad del
proteasoma a nivel del sisttma nervioso central. Por otra parte, los estudios realizados hasta el
momento indican que el comportamiento del farmaco no varia con la administracion repetida.
Este farmaco es activo, ademas de por via intravenosa, por via oral con una biodisponibilidad
del 30-40%. (Singh et al., 2010; Obaidat et al., 2011; Potts et al., 2011; Richardson et al., 2016).

Esta molécula ha sido evaluada en numerosos ensayos clinicos, ya sea solo 0 en combinacion
con otros farmacos, demostrando su actividad antitumoral in vivo e in vitro. Se ha comprobado
gue es eficaz en monoterapia y en combinacién con otros agentes antitumorales para el
tratamiento de varios tipos de tumores malignos hematoldgicos como el mieloma mudltiple, la
macroglobulinema de Waldenstrom, leucemia linfocitica aguda y crdnica, linfoma de células del
manto y linfoma de Hodgkin, ademas de algunos tumores sélidos como el carcinoma
colorrectal, el de pancreas y el glioma, entre otros (Potts et al., 2011; Richardson et al., 2016).

Alguna de estas aplicaciones las desarrollaremos en los siguientes apartados.

Entre los efectos secundarios reportados del uso de este fArmaco son de tipo leve podemos
mencionar fatiga, nduseas y vomitos, diarrea, mareos y dolor en el lugar de la administracion
(Jiménez et al., 2020).

4.4.1. Aplicacion en mieloma multiple

El mieloma mdaltiple (MM) es un tipo de cancer que afecta a las células plasmaticas, situadas
principalmente en la medula 6sea y que forman parte del sistema inmune. Las células
plasmaticas se generan tras la maduracion de los linfocitos B y son las encargadas de la

produccién de anticuerpos (Nagy, 2016).

Ocupa el segundo lugar en prevalencia de neoplasias hematoldgicas. Esta enfermedad se
caracteriza por el aumento de la produccion de inmunoglobulinas intactas, que no son
funcionales, ocasionando anemia, lesiones a nivel de la estructura 6sea, aumento de los niveles

de calcio, cansancio, dolor, aumento de las infecciones e insuficiencia renal (Brigle et al., 2017)

Este tipo de enfermedad aparece predominantemente en la poblacion anciana y se trata de la

enfermedad maligna més frecuente de la médula 6sea (Nagy, 2016).
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La estrategia mas exitosa para el tratamiento de este tipo de cancer se basa en inhibidores del

proteasoma.

El Marizomib fue sometido a numerosos estudios de diverso tipo y llevado a ensayo clinico,

donde se obtuvieron varias conclusiones (Potts et al., 2011):

1- Presenta actividad apoptotica en las células de mieloma maultiple sensibles y resistentes
a otros tratamientos.
2- La concentracion minima inhibitoria esta dentro del rango de nano molar.

3- No disminuye la concentracion de los linfocitos no mutados.

Este metabolito disminuye el potencial de la membrana mitocondrial de las células plasmaéticas
mutadas, aumenta la produccion de la especie reactiva de oxigeno superoxido y por ultimo,
activa a proteinas apoptéticas mitocondriales y la escision de algunas caspasas, especialmente,
la caspasa 8 (Chauhan et al., 2005).

Marizomib no solo induce la apoptosis de las células del MM sino que también regula a la baja
vias de sefalizacion y crecimiento celular de las mismas. Ademas, inhibe a un grupo de
proteinas encargadas de la regulacion del crecimiento y supervivencia celular, respuestas

inmunitarias e inflamatorias, llamado NF-kB (Ahn et al., 2007).

El estudio in vivo realizado en el afio 2011 por Potts y colaboradores fue llevado a cabo en
ratones que utilizaban un xenoinjerto. Se comprobo6 que el Marizomib era bien tolerado cuando
se administraba por via intravenosa, prolongaba la supervivencia murina y disminuira las
recaidas. Finalmente, en este estudio preclinico se concluyé que la potente accién antitumoral
de este farmaco solo o en combinacion deberia ser evaluada en ensayos clinicos (Potts et al.,
2011).

4.4.2. Aplicacion en glioma

El glioma es un tipo de tumor sélido muy agresivo que se desarrolla en el tejido cerebral y en el
de la médula espinal. Segun la fundacién Johns Hopkins Medicine, suponen el 33% de los
tumores cerebrales. Existen distintos tipos de gliomas en funcién de las caracteristicas de las

células afectadas, su localizacion y la gravedad (Chen et al., 2017).

El glioblastoma, un tipo de glioma, es el cancer del sistema nervioso central mas maligno, con
una esperanza de vida de 15 a 17 meses. Su incidencia aumenta con la edad, siendo mas
frecuente en varones. El enfoque habitual para su tratamiento se basa en cirugia y radioterapia
en combinacién con temozolomida, Unico farmaco que ha demostrado ser eficaz (Vlashi et al.,
2010). Sin embargo, el pronéstico de estos pacientes sigue siendo malo, la mayoria sufre una

recaida dentro de los 9 meses posteriores al diagnostico de la enfermedad. Esto genera la
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necesidad de encontrar alternativas mas potentes y eficaces para combatir esta enfermedad (Tan
et al., 2020; Bota et al., 2021).

Como ya hemos comentado, el Marizomib tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica y de este modo, puede inhibir la actividad del proteasoma in vivo. Numerosos
estudios han demostrado la capacidad de Marizomib de inhibir la proliferacion, migracion e
invasion de células del glioma, inducir su apoptosis y aumentar la generacion de especies

reactivas de oxigeno (Kaijun et al., 2016).

En el estudio realizado por Boccellato y colaboradores en el afio 2021 se evalud la eficacia del
tratamiento del glioblastoma a través de la combinacién de Marizomib y el agonista del receptor
TRAIL de dltima generacion conocido como 1ZI11551. La principal conclusion que se obtuvo de
este trabajo es que el tratamiento previo de los pacientes de glioblastoma con Marizomib mejora
la capacidad de respuesta de las células al agonista del receptor TRAIL, ademas, las toxicidades

se encuentran dentro de los limites manejables (Boccellato et al., 2021).

En el caso del gliobastoma recurrente, se realiz6 un ensayo clinico de fase 1y Il para evaluar la
efectividad de este farmaco en monoterapia y en combinacién con bevacizumab. Los pacientes
sometidos al ensayo presentaban glioma maligno en grado IV y estaban sufriendo una primera o
segunda recaida, por lo que habian sido tratados previamente con la terapia de primer escalon.
Los resultados de este estudio concluyeron que ni la monoterapia ni la combinacién de ambos

farmacos demostraron una eficacia superior a tratamientos existentes (Bota et al., 2021).

4.4.3. Aplicacion en cancer de mama triple negativa

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es una neoplasia maligna que afecta al tejido
mamario. Se caracteriza, principalmente, por la ausencia de receptores de estrogeno, de
progesterona y de receptores Her2, de ahi su nombre. La ausencia de estos receptores dificulta
su diagnéstico. Este tipo de tumor supone el 10-15% de todos los canceres de mama (Collado et
al., 2021).

Se trata de una enfermedad con mayor prevalencia en mujeres jovenes, muy agresiva y con
rapida capacidad de metastatizacion, siendo, por lo tanto, dificil de tratar. La principal razén por
la que las terapias conocidas no son eficaces es porque no son capaces de eliminar de forma
agresiva a las células iniciadoras del tumor, conocidas en este caso como células madre del
cancer de mama (BCSC), esto se debe a que son resistentes a la quimioterapia y radioterapia
(Balic et al., 2006).

Por ello, en busca de nuevas alternativas, se ha evaluado tanto in vitro como in vivo la
efectividad del Marizomib para el tratamiento de este tipo de tumor, ya que, como hemos
dicho, es efectivo para el tratamiento de otros tumores sélidos y hematoldgicos (Chauhan et al.,
2006).
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Se ha observado que la via del proteasoma presenta una mayor actividad en este tipo de cancer
que en el resto de los canceres de mama. Se realiz6 un estudio en el afio 2020 en el que se
comprobd que Marizomib reduce la proliferacion de la células CMTN malignas de forma dosis-
dependiente, siendo su efecto minimo sobre las células mamarias no cancerigenas. Los ensayos
in vivo se realizaron sobre xenoinjertos, esto permitié determinar que este metabolito tiene la
capacidad de suprimir el crecimiento del tumor TNBC, reduciendo ademas el peso del mismo
(Raninga et al., 2020).

Las conclusiones del estudio realizado sobre Marizomib fueron (Raninga et al., 2020):

- Suprime el crecimiento de este tipo de tumor primario

- Inhibe, de forma significativa, la metastasis en pulmones y cerebro in vivo

Por otra parte ha supuesto el descubrimiento de un nuevo mecanismo anticancerigeno:
regulacion a la baja de las proteinas OXPHOS. Este estudio justifica la realizacion de ensayos
clinicos (Raninga et al., 2020).

5. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este Trabajo de Fin de Grado de caracter bibliografico podemos establecer

las siguientes conclusiones:

1. Los microorganismos haldfilos son productores de una gran cantidad de sustancias
bioactivas, desde compuestos utilizados en la industria alimentaria o la textil hasta
compuestos utilizados en la industria farmacéutica y médica entre otros.

2. La necesidad de nuevos farmacos con propiedades antimicrobianas y anticancerigenas
es una realidad, debido a la aparicion de bacterias multirresistentes y a la elevada tasa
de mortalidad relacionada con el cancer.

3. Los marinopirroles A y B han demostrado ser efectivos en el tratamiento de las
infecciones producidas por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Aunque,
debido a sus malas propiedades farmacocinéticas ha sido necesaria la obtencion de
derivados de estos para poder utilizarlos como farmacos.

4. Marizomib es un compuesto producido por un actinobacteria hal6fila con actividad
antitumoral con utilidad actual en numerosos tipos de cancer y potencial para canceres
mas dificiles de tratar. Se han llevado a cabo numerosos ensayos clinicos con

esperanzadores resultados. Sin embargo, ain se necesita continuar con la investigacion.
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