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RESUMEN

El coldgeno es una de las proteinas mas abundantes de la naturaleza, estd presente
principalmente en mamiferos como fibras para-cristalinas que cumplen funciones
estructurales y de soporte, siendo el coldgeno de tipo | el mds abundante formado por dos
cadenas peptidicas al idénticas combinadas a una cadena a2. El coldageno forma parte del
grupo de proteinas fibrilares junto a la queratina y elastina que se caracterizan por ser
moléculas dificiles de degradar. Las enzimas proteoliticas son enzimas que hidrolizan los
enlaces peptidicos de las proteinas, las proteasas especificas que catalizan la degradacion
del coldgeno nativo a péptidos de menor tamafio se denominan colagenasas. En la
naturaleza hay ciertos microorganismos que producen enzimas colagenoliticas y son
capaces de degradar los residuos compuestos por coldgeno. Las enzimas colagenoliticas
son de interés en la industria farmacéutica y de alimentos principalmente. En este trabajo
se aislaron del suelo seis microorganismos, dos de ellos fueron seleccionados como
colagenoliticos por su capacidad de crecer en medios suplementados con coldgeno como
Unica fuente de carbono y nitrégeno. El primero de ellos presento caracteristicas similares
a los hongos filamentosos, y fue identificado molecularmente amplificando las regiones
espaciadoras transcribibles internas (ITS) del AND ribosomal como Neurospora crassa, un
hongo filamentoso que produce esporas de color naranja y cuya actividad colagenolitica
no habia sido reportada antes. El segundo microorganismo capaz de crecer en colageno
desarrollo colonias grises y micelio, en la identificacion se amplificé del ADN gendmico una
region del gen que codifica para la subunidad ribosomal 16S y se identifico como
Streptomyces sp. Este ultimo, es un género de gran importancia en procesos industriales
por su capacidad de producir compuestos con gran eficiencia, en tal sentido, se
caracterizd el crecimiento de Streptomyces sp y la degradacién de colageno. Algunos
indicadores como la alcalinizacion del medio, degradacion de fibras completas de
colageno tipo | y un patrén electroforético de degradacién a medida que se desarrolla en
medios de cultivo, fueron evidencia de la capacidad colagenolitica del microorganismo y
de la presencia de posibles actividades proteoliticas asociadas. Para estudiar las
actividades proteoliticas se utilizaron zimogramas de gelatina y se identificaron al menos
cinco bandas de actividad proteolitica (180, 80, 60, 50 y 18 kDa aproximadamente). Los
zimogramas con colageno permitieron identificar a estas proteasas como colagenasas y se
seleccionaron para su caracterizacién solo dos actividades (180 y 18 kDa). La enzima de
180 kDa resulto ser una metalo-proteasa neutra dependiente de Ca®*, como la mayoria de
las colagenasas descritas. Por otra parte, la enzima de 18 kDa, resulto ser una proteasa
alcalina no susceptible a la inhibicion con EDTA y EGTA, por lo que es necesaria una
caracterizacion mas precisa con otros inhibidores de proteasas. Con este estudio se
demuestra el potencial de la cepa colagenolitica de Streptomyces sp, aislada en suelo
venezolano, como fuente microbiana de enzimas proteoliticas promisorias para su
utilizacion en la industria farmacéutica y de alimentos.



INDICE GENERAL

INTRODUCCION

El coldgeno

Tipos de Colageno

El colageno en la naturaleza

Enzimas Proteoliticas

Clasificacion de las enzimas proteoliticas
Exo-peptidasas

Endo-peptidasas

Serin- proteasas

Aspartil-proteasas

Cistein-proteasas

Metalo-proteasas

Colagenasas

Aplicaciones de las proteasas

Aplicaciones de las colagenasas

ANTECEDENTES

OBIJETIVOS

Objetivo general

Objetivos especificos

MATERIALES Y METODOS

Sustrato de colageno

Medios de cultivo

Medio de almiddn

Medio de colageno

Aislamiento de los microorganismos

Mantenimiento de los microorganismos
Identificacién molecular de los microorganismos aislados
Extraccion de ADN

Amplificacion por PCR

Amplificacion de los espaciadores transcribibles internos ITS
Amplificacion del gen ADNr 16S

Electroforesis en gel de agarosa

Preparacion de ADN para la secuenciacion
Secuenciacién

Seguimiento de la degradacién de Coldgeno tipo |
Seguimiento de la degradacion de las fibras de colageno
Patrén electroforético de la degradacion de coldgeno
Estudio de la actividad enzimatica

Zimogramas de gelatina

Zimogramas de Colageno

Caracterizacion de las actividades enzimaticas observadas
Efecto del pH

O 00000 NNNNOOO U PR

NNDNDNNNDNDNDNNNNNNMNMNNMNNNRPRPRPRPRPRPRPRPRRERERER
NN oOoOoouu A PDDPEP,WWNNRPRPPOOOMOMNNNOSOOONDNDO



Efecto de iones divalentes y agentes quelantes

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y seleccién de microorganismos colagenoliticos
Caracterizacién de los microorganismos colagenoliticos aislados
Microorganismo “D”

Microorganismo “F”

Crecimiento de Streptomyces sp y degradacién de colageno Tipol
Caracterizacién de la degradacion de coldgeno tipo | por Streptomyces sp
Caracterizacién de la actividad enzimatica de Streptomyces sp. en medios
de cultivo con colageno tipo |

Caracterizacion de la actividad colagenoliticas de Streptomyces sp.

El efecto del pH

Efecto de lones y agentes quelantes

CONCUSINES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

27

28
28
31
31
36
41
46

48
52
53
54
58
59
60



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Representacidn grafica de la estructura del colageno.

Figura 2. Micrografia electrénica de un tenddn bovino seccionado.

Tabla 1. Clasificacidn de las principales familias de colageno.

Tabla 2. Microorganismos con actividad colagenolitica.

Figura 3. Imagen de placas de cultivo de almiddn de yuca con los microorganismos
aislados.

Tabla 3. Crecimiento de los microorganismos aislados en medios diferenciales de
almidén y coldgeno.

Figura 4. Imagen de cultivo del microorganismo D.

Figura 5. Imagen en lupa del microorganismo D.

Figura 6. Esquema de las regiones ITS.

Figura 7. PCR de las regiones ITS.

Figura 8. Alineacidn de las secuencia ITS.

Figura 9. Imagen de cultivo del microorganismo F.

Figura 10. Imagen en lupa del microorganismo F.

Figura 11. PCR del 16S ARNr.

Figura 12 Alineacion de la secuencia 16S ARNr.

Tabla 4. Variacion de pH en los caldos de cultivo de Streptomyces sp.

Figura 13. Imdagenes a microscopio de luz de fibras de colageno.

Figura 14. Imagenes a Microscopio de luz del crecimiento de Streptomyces sp. sobre las

fibras de colageno.

Figura 15. Patrdn electroforético de la degradacién de colageno.

Figura 16. Zimograma de gelatina de los caldos de cultivo de Streptomyces sp
Figura 17. Zimogramas de colageno de los caldos de cultivo de Streptomyces sp.
Figura 18. Efecto de pH sobre la actividad colagenolitica de Streptomyces sp.
Figura 19. Efecto de iones y agentes quelantes sobre la actividad colagenolitica de
Streptomyces sp.

A W w

15
30

30
32
33
35
35
35
37
38
40
40
42
45

45
49
51
54
59

59



INTRODUCCION

El colageno

El coldgeno es una de las proteinas mds abundantes de la naturaleza, esta presente
principalmente en mamiferos como fibras para-cristalinas que cumplen funciones
estructurales y de soporte en tejidos conectivos, piel, tendén, huesos, cartilagos, vasos
sanguineos y membranas basales. Estas fibras estdn compuestas por repetidas
agregaciones del mondémero conocido como tropo-colageno, el cual consiste en tres
cadenas de polipéptidos que estan enrolladas en una estructura rigida de triple hélice
(Figura 1). Cada cadena polipeptidica posee una masa molecular aproximada de 100 kDa y
contiene alrededor de 1000 aminoacidos, en esta se repite la secuencia Gly-X-Y, siendo
frecuentemente “X” prolina y “Y” hidroxiprolina, aminodcidos que limitan el angulo de
rotacidn de la cadena polipeptidica debido al anillo en su estructura. En el coldgeno hay
ausencia de cisteina y por lo tanto la formacién intra- e inter-molecular de puentes
disulfuro no es posible, la conformacién helicoidal se mantiene por puentes de hidrégeno

gue se forman entre grupos NH y C=0 (Pérez, 1978).

Tipos de Colageno

Las tres cadenas polipeptidicas que se unen para formar el tropo-colageno pueden ser
idénticas (homo-trimeros), pero comunmente las moléculas de colageno son hetero-
trimeros, en la naturaleza existen al menos 46 tipos de cadenas polipeptidicas distintas

gue dan origen a los 26 tipos diferentes de coldgeno, estos se clasifican de acuerdo a su



complejidad, diversidad de estructura, variantes de empalme, presencia de dominios no
helicoidales, montaje y funcién (Gelse, 2003). La tabla 1 muestra la clasificacién del
coldgeno en familias de acuerdo a sus estructuras y a su ubicacién en los diferentes

tejidos.

El colageno de tipo | es el mas abundante y mas estudiado en la naturaleza, esta formado
por dos cadenas al idénticas combinadas a una cadena a2. El colageno tipo | representa
mas del 90% de la masa organica del hueso y es el principal componente de tendones,
piel, ligamentos, cérnea, y muchos otros tejidos intersticiales de enlace, con excepcién de
algunos como cartilago hialino, cerebro y cuerpo vitreo. En la mayoria de los 6rganos y en
particular en tendones y fascias, el coldgeno tipo | proporciona rigidez y resistencia a la
traccion en el hueso, definiendo propiedades biomecdnicas como soporte de carga,

resistencia y rigidez a la torsidn (Gelse, 2003).
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Figura 1. Representacion gréfica de la estructura del colageno. a) Tres cadenas polipeptidicas
sencillas, donde uno de cada tres aminoacidos es glicina. b) Estructura tridimensional de la
molécula de tropo-coldgeno. c) Unidad basica del colageno. d) Las moléculas de tropo-colageno
se unen en los extremos y lateralmente, una molécula de tropo-coldgeno adyacente esta
desplazada 64 nm. e) Fibras de colageno. f) Colageno fibrilar de piel de ternero, ampliada
aproximadamente 30,000 veces.

Figura 2. Micrografia electréonica de un tenddn bovino seccionado, fibras de colageno tipo |

forman las fibras gruesas que se disponen de forma paralela.




Tabla 1. Clasificacion de las principales familias de colageno.

Clasificacion Tipo | Tejido (distribucion)
| Hueso, dermis, tendones, ligamentos, cornea
Il Cartilago, cuerpo vitreo, nucleo pulposo
" Piel, endotelio vascular, fibras reticulares
Colagenos de formacion fibrilar (pulmones, higado, bazo, etc.)
v Pulmén, coérnea, hueso, membranas fetales.
(junto con colageno tipo I)
XI Cartilago, cuerpo vitreo
Colageno de membrana basal vV Membrana basal
. . _ Dermis cartilago lacenta ulmones
Colageno microfibrilar VI . go, P P ’
endotelio vascular, disco intervertebral
- . Piel, union dermis-epidermis, mucosa oral
Fibrillas de anclaje VIl . P ’ ’
cérvix
Colagenos que forman red VIl | Células endoteliales, membrana de Descement
hexagonal - : —
X Cartilago hipertréfico
IX Cartilago, humor vitreo, cérnea
Xl Pericondrio, ligamentos, tendones
IV Dermis, tendones, pared del vaso, placenta,
Colagenos con regiones no pulmones, higado
helicoidales XIX | Rabdomiosarcoma humano
XX Epitelio de la cdérnea, piel embrionaria,
cartilago esternal, tendon
XXI | Pared de los vasos sanguineos
Xl Epidermis, foliculo de cabello, endomisio,
Colagenos de trans-membrana intestino, condrocitos, pulmones, higado
XVIl | Unién dermis-epidermis
. . , Fibroblastos, células musculares lisas, rifidn,
Multiplexin, coldagenos con XV .
e .. ) . pancreas
multiples dominios en triple hélice _ ' —
e interrupciones XVI Fibroblastos, amnios, queratinocitos
XVl | Pulmones, higado

Tomado de Gelse, 2003.




El colageno en la naturaleza

Las proteinas fibrilares (queratina, elastina y colageno entre otras) son moléculas de
naturaleza rigida y compacta, ellas se encuentra presentes en un gran numero de
desechos agro-industriales (picos, patas, colas, cueros, cuernos, escamas, huesos, y otros
tejidos) generados como resultado del aumento sostenido en el procesamiento de carnes,

aves y peces.

Estas estructuras rigidas usualmente son resistentes a la degradacidon por enzimas
proteoliticas comunes y en la mayoria de los casos terminan convirtiéndose en residuos
dificiles de descartar. La necesidad de la agro-industria para eliminar estos desechos ha
llevado a la incineracién de los mismos, lo cual tiene desventajas ecoldgicas importantes
para el planeta como la aparente perdida de energia y la produccién de gran cantidad de

didxido de carbono (Suzukiy col., 2006).

En la naturaleza vemos como estos residuos no se acumulan, lo que indica la presencia de
microorganismos con la capacidad de degradarlos, en tal sentido, y en la busqueda de una
tecnologia alternativa y amigable al planeta para disponer de estos desechos, se proponen
procesos biotecnolégicos utilizando microorganismos capaces de degradar estas proteinas
estructurales (colageno, queratina, elastina), mediante actividades enzimaticas especificas

(colagenoliticas, queratinoliticas, elastinoliticas).



Enzimas Proteoliticas

Las enzimas proteoliticas o proteasas, son enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos
de las proteinas, logrando la degradacién de las moléculas proteicas a péptidos y
aminodcidos. Las proteasas se encuentran distribuidas en una amplia diversidad de
organismos como plantas, animales y microorganismos (bacterias, hongos y virus), en
todos estos las proteasas estan involucradas en un sin nimero de funciones que las hace

moléculas fisiolégicamente necesarias para la vida.

Los microorganismos son una excelente fuente de proteasas, preferidos debido al rapido
crecimiento de los mismos, requerimiento de un espacio limitado para su cultivo, y facil
accesibilidad a la manipulacion genética. Las proteasas microbianas representan
aproximadamente el 40% del total de las ventas de enzimas en todo el mundo (Mala y

col., 1998).

Clasificacion de las enzimas proteoliticas

Debido a su vasta diversidad de accion y estructura, las proteasas han sido dificiles de
clasificar, sin embargo, en la actualidad son clasificadas en base a tres criterios principales:
tipo de reacciones que catalizan, naturaleza quimica del sitio catalitico y relacién evolutiva

en referencia a su estructura.

De manera general podemos observar dos grandes grupos: exo-peptidasas y endo-

peptidasas, dependiendo del sitio de accién sobre el sustrato.



Exo-peptidasas

Las exo-peptidasas actuan cerca del final de la cadena polipeptidica. En base al sitio de
accion en el extremo N o C terminal, ellas se clasifican como amino-peptidasas y carboxi-

peptidasas respectivamente.

Endo-peptidasas

Las endo-peptidasas se caracterizan por su accién preferencial en los enlaces internos de
las cadenas peptidicas lejos de los extremos N y C terminal, se dividen en cuatro

subgrupos en base al mecanismo catalitico: serin-, aspartil-, cistein- y metalo- proteasas.

Serin- proteasas

Las serin-proteasas son enzimas en las cuales el mecanismo catalitico depende del
hidroxilo de un residuo de serina que actla sobre el enlace peptidico. La actividad de las
peptidasas serinicas suele ser maxima a valores de pH alcalinos, no requiriendo en general

activadores, aunque los iones calcio activan algunas pro-enzimas.

Aspartil-proteasas

Las aspartil-proteasas dependen de los residuos del acido aspartico para su actividad
catalitica, estdn ampliamente distribuidas en vertebrados, hongos, plantas, protozoos y
retrovirus. Se caracterizan por presentar un pH Optimo en el rango acido y por ser

especificamente inhibidas por pepstatina A.



Cistein-proteasas

Las cistein-proteasas forman junto al sustrato un complejo covalente, el dador de
protones en todas las peptidasas cisteinicas es un residuo de histidina y el nucledfilo es el
grupo sulfidrilo de un residuo de cisteina, se pueden activar con tioles de bajo peso

molecular como tioglicolato, ditiotreitol, 2-mercaptoetanol o cisteina.

Metalo-proteasas

Las metalo-proteasas se caracterizan por el requerimiento de un ion metalico divalente
para su actividad, son el tipo mas diverso de proteasas, al menos 30 familias han sido

reconocidas. Todas ellas son inhibidas por agentes quelantes tales como el EDTA y EGTA.

Colagenasas

A parte de la clasificacion de las proteasas que fue referida anteriormente, las proteasas
pueden denominarse de acuerdo a la especificidad de sustrato que ellas presenten, asi por
ejemplo las enzimas que degradan queratina pueden ser denominadas queratinasas y las
enzimas que degradan elastina elastasas. En tal sentido, Las colagenasas son las proteasas
especificas que catalizan la degradacién del colageno nativo a péptidos de menor tamafio.
En los mamiferos las colagenasas forman parte de una extensa familia denominada matriz
metalo-proteinasas (MMPs), caracterizadas por la dependencia del zinc para su actividad
catalitica, las MMPs forman parte del mecanismo que remodela, repara y mantiene el

colageno de la matriz extracelular en los organismos superiores.



Al igual que las colagenasas de mamifero las microbianas también son metalo-proteasas
en su mayoria, por ejemplo, Clostridium histolyticum secreta enzimas colagenoliticas
dependientes de Ca** y Zn?* En contraste con las colagenasas de mamiferos que degradan
el colageno en un solo sitio, las colagenasas microbianas atacan el coldgeno en multiples

sitios de la triple hélice (Wyatt y col., 2009).

El colageno esta presente en muchas de las estructuras que se generan como desechos en
la industria ganadera, una alternativa para la bio-conversién de estos desechos de
colageno podrian ser su utilizacion como materia prima de bajo costo y facil adquisicién, al
ser incorporados en bio-procesos con microorganismos colagenoliticos, donde se incluya
como sustratos de fermentacién (fuente de carbono y nitrégeno) el desecho, para la
produccién por via biotecnoldgica de metabolitos microbianos de mayor valor agregado,

como por ejemplo las enzimas colagenoliticas e hidrolizados protéicos.

Aplicaciones de las proteasas

La gran diversidad de proteasas y la especificidad de su accidn, atrae la atencidn mundial
para la utilizacién en procesos industriales que ofrezcan tecnologias mas limpias y
amigables al medio ambiente, en tal sentido, las proteasas tienen una amplia gama de
aplicaciones, siendo las mas conocidas la elaboracidon de detergentes, donde las proteasas
microbianas constituyen un ingrediente estdndar en los productos de limpieza de uso
comun en hogares, oficinas, etc., hasta los reactivos utilizadas para la limpieza de lentes
de contactos y proétesis dentales. En la industria alimentaria las proteasas se usan para

varios propdsitos, como la elaboracién de quesos, preparacién de hidrolizados de soya,



ablandamiento de carnes, etc. Algunas proteasas han sido aprovechadas como efectivos
agentes terapéuticos en la industria farmacéutica, por ejemplo, las proteasas de
Aspergillus oryzae administradas oralmente funcionan como ayuda digestiva para corregir

ciertos sindromes de deficiencia de enzimas liticas.

Las proteasas no solo se emplean en las distinta industrias también en investigacién son
de uso indispensable, La accidn selectiva sobre enlaces peptidicos es usado para dilucidar
la relacion estructura-funcion de las proteinas, en la sintesis de péptidos, y en la

secuenciacion de proteinas (Mala y Col. 1998).

Aplicaciones de las colagenasas

La utilidad de las colagenasas se basa en la especificidad de su accidn sobre sustratos que
contienen coldgeno, en la industria de alimentos, estas enzimas colagenolitica son
empleadas para ablandar la carne (Takeuchi y col., 1992). Las colagenasas de bacterias son
un tipo especifico de proteasas que se utilizan como aditivo en detergentes para ropa,
logrando una eficiente remocién de manchas en las diferentes fibras de tejido
(Harrintong, 1996). También han sido empleadas como reactivos experimentales en el
trabajo de laboratorio en las preparacion de células aisladas de pulmones de rata (Seglen,

1979).

Adicionalmente en medicina se usan las colagenasas en el tratamiento de lesiones
cutaneas donde se ha propuesto la formulacién de preparados enzimaticos para la
cicatrizacion y desbridamiento efectivo de lesiones cutdneas tales como: quemaduras de

segundo y tercer grado, ulceras de miembros inferiores, en pacientes con pie diabético,

10



heridas traumaticas con pérdida de tejido y preparacion de lesiones para injertos cutaneos

entre otras (Sank y col., 1989).

En el presente trabajo se propone el aislamiento de microorganismos colagenoliticos en
suelos venezolanos, a fin de identificar potenciales fuentes de enzimas colagenoliticas, las

cuales pueden ser incluidas a futuro en algunos procesos industriales.

11



ANTECEDENTES

En los primeros afos se creia que la actividad colagenolitica estaba limitada a unas pocas
especies, esto en parte se debia a que las investigaciones se centraban en
microorganismos asociados a enfermedades especificas que implicaban la degradacién del
coldgeno dentro de los tejidos humanos y cuya actividad enzimatica se relacionaba a la

patogenicidad del microorganismo.

El estudio de microorganismos colagenoliticos y colagenasas comenzé a finales del siglo
pasado con el reconocimiento de la participacion de los clostridios proteoliticos en la
putrefaccion de tejidos y el posterior aislamiento de una enzima extracelular de
Clostridium histolyticum que fue capaz de digerir el coldgeno de tendones (MacLennan y

col., 1953).

Fueron MacLennan y col., quienes en 1953 aislaron 162 cepas bacterianas provenientes
de heridas y ulceras de un servicio de bacteriologia, en medios liquidos de peptona
examinaron la presencia de enzimas proteoliticas y colagenoliticas mediante Ia
degradacion de fibras de tendén de Aquiles de conejo. Por mucho, encontraron que el
microorganismo mas activo, tanto en actividad proteolitica y colagenolitica, fue Cl.

Histolyticum.

Por otra parte, el primer hongo con actividad colagenolitica fue reportado por Rippon en
1968, se trata de Trichophyton schoenleinii un hongo dermatofito. Los investigadores

determinaron la presencia de enzimas colagenoliticas en el caldo de cultivo midiendo el

12



incremento del flujo del coldgeno en solucién (o disminucion de su viscosidad),
acompafiado de un aumento de la cantidad de hidroxi-prolina en el medio. Rippton en
1968 confirma que se trata de una enzima extracelular que tiene accién especifica sobre el
coldgeno y la gelatina y que ademas requiere de iones divalentes como el calcio o

magnesio para su activacion.

Con el paso de los afios comenzaron a aislarse para su estudio una gran variedad de
microorganismos no patogenos, presentes en la naturaleza e involucrados activamente en
procesos de degradaciéon del colageno nativo, dentro de este grupo destacan los
streptomicetos los cuales eran conocidos hasta la fecha por su gran capacidad de producir

enzimas extracelulares y metabolitos secundarios.

Chakraborty y col. en 1982 aislaron una cepa de Streptomyces de suelo a partir de medios
suplementados con coldgeno de tenddén de Aquiles bovino, como unica fuente de carbono
y nitrégeno. En 1987 estos mismos autores, utilizan esta cepa capaz de crecer en
colageno, para la produccidn, purificacion y caracterizacién de colagenasas. Con este
objetivo, logran purificar una enzima colagenolitica de 75 kDa (cromatografia de exclusion
molecular), cuya secuencia aminoacidica fue determinada, encontrandose ausencia de

cisteina y tirosina en la macromolécula.

Luego del trabajo de Chakraborty y col., varios de los Streptomyces han sido estudiados
(Tabla 2) y se ha caracterizado la actividad colagenolitica asociada a los procesos de
degradacidén, sin embargo es importante resaltar, que en ninguno de los casos las

colagenasas comparten las mismas caracteristicas, esto quizas debido a que las cepas son

13



distintas, ademds de que Streptomyces se caracteriza por secretar un gran numero de
enzimas hidroliticas muchas de las cuales son inducibles dependiendo del sustrato que se

emplee (Peczynska-Croch y Modarski, 1988).
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Tabla 2. Microorganismos con actividad colagenolitica

Microorganismo Medio de cultivo Masa Molecular pH Temperatura (°C) Autor
8 (kDa) Estabilidad | Optimo | Estabilidad | Optimo
Bacteroides melaninogenicus Colageno de piel de cerdo 6,8-7.3 4-60 Gibbons y MacDonalds
Levadura 1960
Caseina
Achromobacter iophagus Glucosa Peptona Soya 6,2-8 30-35 Welton y Woods 1993
Levadura
Peptona .
K Clostridium perfringens Soya 120 4,5-9 7,2 42 Matsuiggcj y col.
b levadura Higado
2 Levadura N |
o Bacill ili .
acillus subtilis Gelatina 125 5-10 9 40-50 aganoy co
FS-2 1999
Peptona
Alicyclobacill daiensi
feyciobacl'us sendaiensls Dextrosa de papa 40 3-55 3,9 60 Tsuruoka y col. 2003
NTAP-1
. Peptona Mukherjee y col.
a-proteobacteria NW4327 Levadura 116 4-6 5 20-40 30 2009
Proteasa Schenck y col.
Arthrobotrys amerospora Peptona 3-10 7 5-50 1980
é Glucosa
s Coldgeno Hamdy
o - . . _— —
T Rhizoctonia solani Peptona 66 3-6,5 5 4-40 40 5008
Caseina
Pet l.
Streptomyces sp. 3B 112 4,5-10,5 7,5 20-50 37 € “2"8;; co
Q
< Petrova y col.
S Streptomyces sp. 3B 95 4,5-10,5 7,5 20-50 37 2006
£
i’; Streptomyces parvulus 8-10 9 4-50 Sakuray y col.
9 2009
& Streptomyces exfoliatus Glucosa 3 3 . .
CFS 1068 Soya 14,5 4-10 7 30-80 70 Jain y Jain 2010
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OBIJETIVOS

Objetivo general
El presente trabajo tiene como objetivo aislar e identificar microorganismos capaces de
crecer en coldgeno y caracterizar parcialmente la actividad colagenolitica del caldo de
cultivo asociada con el proceso de degradacién.
Objetivos especificos
e Aislar del suelo microorganismos capaces de crecer en coldgeno, a partir de
medios de cultivo selectivos preparados con colageno tipo | de cola de rata.
e |dentificar molecularmente los microorganismos seleccionados capaces de crecer
en colageno.
e Evaluar mediante patrones electroforéticos la degradacién del coldgeno por los
microorganismos identificados.
e Estimar la actividad enzimatica de los caldos de excrecidn obtenidos en cultivo con
microorganismos identificados.
e Estudiar el efecto de la temperatura y pH sobre la actividad enzimatica de los
caldos de excrecién de los microorganismos identificados.
e |dentificar las diferentes actividades enzimaticas de los caldos de fermentacion
mediante determinacidon de la actividad in situ en zimogramas de gelatina y

colageno.
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MATERIALES Y METODOS

Sustrato de colageno

El sustrato de coldgeno utilizado fue del tipo | obtenido de los tendones de colas de rata,
las cuales se recolectaron como desecho en algunas unidades de investigaciéon en la

fundacidén IDEA.

El colageno se obtiene de las colas de rata segin la metodologia de Van Bockmeer y col.
(1980) con ligeras modificaciones. La cola de rata se coloca en etanol al 70% durante 2h,
luego se desprende la piel, se cortan segmentos de 3 cm aproximadamente y se incuban
estos en etanol al 70% por 30 minutos en solucidn salina estéril. Se extraen los tendones,
los cuales son lavados dos veces con solucién salina, y se disuelven en una solucién de
acido acético glacial diluido 1:1000. Por cada gramo de tendones se afiaden 100 mL de la
solucién de acido acético y se mantienen en agitaciéon constante a 4°C, durante 48h.
Finalmente esta solucion se centrifuga a 25.000 x g a 4°C por dos horas con el fin de

descartar las impurezas, las cuales quedan en el sedimento.

Se almacena a -20°C para su posterior empleo en los medios de cultivo.

Medios de cultivo

Se utilizaron varios medios de cultivo para el aislamiento, seleccién y mantenimiento de
los microorganismos. A continuacion se describen las diferentes composiciones de cada

uno de ellos:
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¢ Medio de almidon

Es un medio sélido que contiene almiddn de yuca como fuente de carbono, se utiliza para
el aislamiento y el mantenimiento de los microorganismos. Para prepararlo se disuelven
los componentes en agua destilada y se completa el volumen hasta 1L. Se agita
fuertemente, luego se calienta suavemente y se lleva al punto de ebullicidn, siempre con
agitacion constante. Luego de autoclavar a 15 psi de presidn, 121°C por 15 min. Se sirve en

placas de Petri estériles y se conserva a 4°C, hasta su utilizacién.

Componente g/L
Agar 20
Almidoén de yuca 10
CaCOs 2
(NH4)2504 2
KoHPO4 1
MgSQ0,.7H,0 1
NaCl 1
FeSO,4.7H,0 0,001
MnC|2.7H20 0,001
ZnSO4.7H20 0,001

e Maedio de colageno

Es un medio que se prepara sdlido o liquido suplementado con el colageno de los
tendones de la cola de rata. El medio sélido se usa para la seleccién de los
microorganismos capaces de crecer en colageno y el medio liquido se usa para obtener los
caldos de excrecidn de los microorganismos durante su crecimiento En la preparacion se
disuelven los componentes en 0,5 L de la solucidon de colageno al 1%, se completa con

agua destilada hasta un volumen final de 1L, se calienta lentamente y se lleva al punto de
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ebullicidon siempre con agitacion constante. Luego de autoclavar a 15 psi de presion, 121°C

por 15 min y se almacena a 4°C hasta su eventual uso.

Componente g/L \
Agar 20
Colageno 5
CaCOs3 2
(NH4)2S04 2
K;HPO, 1

NacCl 1
FeS04.7H,0 0,001
MnCl,.7H,0 0,001
ZI’]SO4.7H20 0,001

Aislamiento de los microorganismos

Para obtener los microorganismos capaces de crecer en coldgeno se tomaron las muestras
de suelo hiumedo con abundante hojarasca. Por cada muestra de suelo colectada, 3g son
diluidos en 100 mL de solucién salina (0,9% NaCl), se agita la mezcla y se deja en reposo 15
min para que sedimente. Del sobrenadante se realizan tres diluciones (1:10, 1:100 vy
1:1000) usando solucién salina estéril en un volumen final de 10 mL. Una alicuota de 0,1
mL de cada dilucién se siembra en placas de cultivo con el medio sélido de almiddn. Las
placas se incuban a 30°C y son monitoreadas a las 48, 72, y 96 h. Las colonias
representativas son aisladas, repicandolas en nuevas placas con el medio de almidén y se

preservan a 4°C para su futuro uso.
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En medios sodlidos de coldgeno como Uunica fuente de carbono se siembran los
microorganismos obtenidos en el paso anterior, aquellas especies capaces de crecer en

este medio son las seleccionadas como potenciales organismos colagenoliticos.

La morfologia fue evidenciada microscépicamente empleando microscopio de luz a través
de la observacién de preparaciones en fresco de los microorganismos aislados. Asi mismo,
con lupa y cdmara digital se realizé un registro de la morfologia de las colonias y

caracteristicas resaltantes.

Mantenimiento de los microorganismos

Para el mantenimiento de los microorganismos se realizan resiembras periddicas sobre
medio de almiddn, siguiendo las técnicas habituales de microbiologia. Las placas una vez
inoculadas se incuban a 30°C durante 7 dias con el fin de obtener un buen crecimiento y

esporulacidn. Las placas bien esporuladas se conservan a 4°C.

Para el mantenimiento de los microorganismos durante tiempos prolongados, se sigue el
método de Hopwood y col. (1985). Este método consiste en afiadir 5 mL de agua estéril o
medio mineral salino sin fuente de carbono a las placas esporuladas. Se rasgan las esporas
de la superficie de la placa con la ayuda de un asa de siembra, y el volumen recuperado se
hace pasar a través de un tubo con algoddn estéril con el objeto de separar el micelio de
las esporas. Finalmente, se toman alicuotas de 200 uL del filtrado y se centrifugan en
tubos eppendorf estériles de 1,5 mL a 15.000 x g durante 15 min y se descarta el
sobrenadante. Las esporas presentes en el sedimento se resuspenden en glicerol estéril al

20% vy se almacenan a -20°C.
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Identificacion molecular de los microorganismos aislados

e Extraccion de ADN

Cada microorganismo se cultiva en placas de Pettri durante varios dias, se raspa de la
superficie y una muestra se coloca en tubos eppendorf de 1,5 mL, se agregan 400uL de
buffer de lisis (Tris HCI 50 mM, pH 8, EDTA 150mM, 1% SDS y 50 mM de NacCl), se tritura
con un lapiz de metal y se agita en hasta obtener una solucion homogénea. La muestra se
incuba a 65°C por 1h, y se anade un volumen de fenol:cloroformo (1:1), se agita y se
centrifuga a temperatura ambiente durante 15 min. El sobrenadante se recoge y se le
afiade 1 Volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se centrifuga a 10.000 x g a
temperatura ambiente por 15 min. La fase acuosa se trasfiere a otro tubo de 1,5 mLy
dependiendo del volumen se le agrega 0,03 volimenes de MA. 3M y 0,5 volimenes de
isopropanol, Se mezcla por inversidn, y se incuba a 4°C por 30 min, posteriormente se
centrifuga a 14.000 rpm por 15 min, se descarta el sobrenadante y el sedimento se lava
con etanol al 70% y se deja secar en Speed Vac por 15 min, luego se resuspende en 100uL

de agua destilada.

e Amplificacién por PCR

Se amplifica con el método de reaccidn en cadena de la polimerasa una region especifica
del ADN gendmico extraido, el fragmento amplificado es determinado por el tipo de

microorganismo aislado ya sea hongo o bacteria.
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e Amplificacion de los espaciadores transcribibles internos ITS para identificar

hongos

La mezcla de reaccion en un volumen final de 25 uL contiene los siguientes componentes:
25 ng del ADN templado, buffer de PCR (Tris-HCl 10 mM, pH 8.3, 50 mM KCl, 2.5 mM
MgCl2, 0.001% de gelatina), una concentracién de 0,2 uM de cada cebador universal (Uly
U4), una concentracién de 0,2 uM de cada dNTP, y 2,5 U de Tag ADN polimerasa. El tubo
con la mezcla se coloca en el termo-ciclador, después de una desnaturalizacion de 10 min
a 94°C, se efectuan 35 ciclos de: 94°C por 1 min para la desnaturalizacién de las hebras, 1
min a 57°C para el alineamiento de los iniciadores, y 2 min a 7°C para la extension. Al final

de los 35 ciclos le sigue una incubacion de 10 min a 72°C para la extensién final.

e Amplificacidn del gen ADNr 16S para identificar bacterias

La mezcla de reaccion en un volumen final de 25 pL contiene los siguientes componentes:
25 ng del ADN templado, buffer de PCR (Tris-HCl 10 mM, pH 8.3, 50 mM KCl, 2.5 mM
MgCl2, 0.001% de gelatina), una concentracién de 0,2 uM de cada cebador (strepB y
strepF), una concentracion de 0,2 uM de cada dNTP, y 2,5 U de Taq ADN polimerasa. El
tubo con la mezcla se coloca en el termo-ciclador, después de una desnaturalizacion de 10
min a 94°C, se efectian 35 ciclos de: 94°C por 1 min para la desnaturalizacidon de las
hebras, 1 min a 55°C para el alineamiento de los iniciadores, y 2 min a 72°C para la
extensiodn. Al final de los 35 ciclos sigue una incubacién de 10 min a 72°C para la extensién

final.
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e Electroforesis en gel de agarosa

Se prepara la agarosa al 2% pesando 1g y afiadiendo buffer TBE (Tris-Base, acido bérico,
EDTA) hasta un volumen final de 50 mL. Se carga en el gel 5 uL del producto de PCR se
realiza la electroforesis durante 25 min a 80V. Terminada la corrida se pasa el gel por
solucion de bromuro de etidio y luego de un lavado con agua destilada, se captura la

imagen en la cdmara Gel Doc™ XR exponiendo el gel a luz UV.

e Preparacion de ADN para la secuenciacion

Un volumen de 5ul de muestra del ADN amplificado y purificado es colocado en dos
baterias de tubos. La primera bateria conteniendo el iniciador sentido y la segunda el
iniciador anti-sentido. En cada tubo 1 pl del cebador (3.2 pmol/ ul), 2 pl de Buffer de
Secuenciacion 5x, 2 ul de Big Dye Reaction Mix. Se colocan los tubos en el termo-ciclador
se realizan 24 ciclos: 10 s a 96°C, 5 s a 58°C, 4 min a 60°C. Luego de la amplificacion, se
agrega a cada tubo 50 pl de etanol 100% y 2 ul de NaAc 3M para purificar los productos.
Luego de dar un toque en el vortex y deja en reposo 15 min. Se centrifuga a maxima
velocidad por 20 min y se retirara el sobrenadante para agregar 200 pl de etanol 70%, se
centrifuga a maxima velocidad por 5 min, se retirar el sobrenadante y se seca en Speed-
vac por 15 min. Tras resuspender en 20 pul de Formamida Hi-Di y dar un toque en vortex se
colocan los tubos en termo-ciclador bajo las siguientes condiciones: 5 min a 95°C, 5 min a

0°C. En este paso ya las muestras estardn listas para ser secuenciadas.
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e Secuenciacion

La secuenciacion se lleva a cabo en un secuenciador ABI PRISM 310, una vez obtenida, es
corregida la secuencia en el programa BioEdit sequence alignment editor para
compararlas con las secuencias contenidas en la base de dados de NCBI (National Center

for Biotechnology Information).

Seguimiento de la degradacion de Colageno tipo |

La degradacién de las fibras de coldgeno fue evidenciada de dos maneras: a nivel
microscopico con la observacion directa del dafio a las fibras de tendén de cola de ratay a
través de patrones electroforéticos de los diferentes caldos de cultivo, donde se observa

la degradacién de las proteinas.

e Seguimiento de la degradacion de las fibras de colageno

Segmentos de tendones de aproximadamente 1 cm, sin disolver en medio acido fueron
colocados directamente en micro-placas de 96 pozos con medio liquido (Unicamente
sales). La placa se incubd 37 °Cy a 400 rpm Cada 24 horas un segmento de tendon fue
retirado para ser observado minuciosamente bajo el microscopio dptico, en busca de
seflales de deterioro: re-arreglo de las fibras dispersion de la estructura original. Fue
incluida una fibra que permanecié en medio sin el microorganismo como fibra control a

cada uno de los tiempos experimentales.
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En este monitoreo también se llevd a cabo el seguimiento del crecimiento del
microorganismo sobre las fibras de coldgeno identificando estructuras tipo como: micelio

y esporas en cada campo de observacién.

e Patrdn electroforético de la degradacion de colageno

Para observar los patrones de degradacion del colageno tipo | por los microorganismos
aislados se realizaron electroforesis en gel poliacrilamida en condiciones disociantes, de
los diferentes caldos de cultivo en los diferentes tiempos de crecimiento en medio con

colageno.

Los geles son preparados segun el método de Laemmli (1970). La electroforesis se lleva a
cabo en un sistema Protean Il (Bio-Rad), siguiendo las indicaciones del fabricante. El gel de
apilamiento se preparara al 5% y el gel de separacién en gradiente de 10 a 12 %. Se
incluyd SDS 5% en el gel y buffer de corrida y B-mercaptoetanol en el buffer de muestra.
La corrida electroforética se llevd a cabo a temperatura ambiente y alrededor de 80 V
para el gel de apilamiento y entre 100-110 V para el gel de separacidén. Las bandas
presentes en los geles se evidencian mediante tincién con Coomassie blue y tincién con
plata (Morrissey, 1981). Se utiliz6 como marcados molecular el BenchMark™ Protein

Ladder.

Estudio de la actividad enzimatica

Para el estudio de la actividad enzimatica asociada a la degradacion del colageno por los

microorganismos en estudio se realizaron técnicas de zimografia, donde se acopla a geles
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de poliacrilamida sustratos especificos que luego son degradados en el punto de
migracion electroforética por las actividades enzimaticas presentes en los caldos de

cultivo. Los zimogramas fueron de dos tipos de gelatina y de colageno.

e Zimogramas de gelatina

La solucion de gelatina de 1mg/mL se utiliza para co-polimerizar con geles de
poliacrilamidad en gradiente de 10-12%. Alicuotas del caldo de cultivo son sometidas a
electroforesis en los geles a 100 V, en presencia de SDS y bajo condiciones no reductoras.
Luego de la electroforesis, el gel se enjuaga a 4°C con suave agitacidon en Triton X-100 al
2,5% por 1 h. Se lava el gel con agua destilada y se incuba en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,5
conteniendo: NaCl 0,2 M; CaCl, 0,5 M y ZnCl, 1 M para la activacion de las proteinas. El gel
se tifie con azul de Coomassie y se destifie con metanol 10% y acido acético 7%. Como

marcador de peso molecular se utilizé BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder.

e Zimogramas de Colageno

Se prepara una matriz de colageno co-polimerizando: coldageno disuelto de las colas de
rata 3mg/mL con agarosa al 2%. Para lograr esto, se calienta la agarosa hasta su estado
liquido y se mezcla un volumen por cada dos volimenes de coldgeno en suspensiéon y se
vierte la mezcla entre los vidrios de la camara Protean Il (Bio-Rad). Se deja a temperatura

ambiente para que co-polimerice homogeneamente.

Las muestras se someten a una electroforesis en geles de poliacrilamida, luego se enjuaga

a 4°C con suave agitacion en Triton X-100 al 2,5% por 1h. Se realiza un lavado con agua
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destilada y se coloca en una camara humeda la membrana de colageno sobre el gel de
electroforesis (gel con gel), posteriormente se incuba esta preparacion impregnada con

buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 0,2 M; CaCl, 0,5 M y ZnCl, 1 M por 16 - 18h a 37°C.

Caracterizacion de las actividades enzimaticas observadas

Para caracterizar las actividades enzimaticas observadas en los zimogramas se utilizo la
técnica de zimografia con gelatina para evidenciar el efecto del pH sobre las actividades

proteoliticas y el efecto de iones divalentes y agentes quelantes.

e Efecto del pH

Para el efecto de pH se emplearon distintas soluciones tampdn y las secciones del
zimograma con actividad enzimatica control fueron incubadas durante 16-18horas a 37°C
para luego revelar el efecto respectivo. Para los pH 3, 4 y 5 se utilizé6 tampdn acetato de
sodio 50mM, para pH 6y 7 fosfato de sodio 50 mM, para pH 8 y 9 Tris-HCl 50 mM y para

pH 10y 11. Glicina 50 mM.

e Efecto de iones divalentes y agentes quelantes

Para el efecto de iones se incubaron igualmente las secciones del zimograma pero en esta
oportunidad se empleé buffer Tris-HCl 50 mM que contenia para cada caso: Fe?* 6 uM,
Cu® 6 uM, Mg?* 6 uM, Ca** 5mM, Na* 5 mM, K* 5 mM, EDTA 10 mM y EGTA 20mM. La

incubacién fue por 16-18h a 37°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y selecciéon de microorganismos colagenoliticos

Un suelo caracteristico contiene entre 10° y 10" microorganismos por gramo, lo cual
puede representar mdas de un milléon de especies de alta diversidad genética (Clegg y col.,
1998; Gans y col., 2005). Esta caracteristica hace del suelo un reservorio ideal para el

aislamiento de microorganismos y en este trabajo representa el punto de partida.

Para los primeros ensayos se tomaron muestras de suelo humedo en una zona de
abundante hojarasca en las instalaciones de la Fundacién Instituto de Estudios Avanzados

IDEA (Carretera Nacional Hoyo de la Puerta, Estado Miranda, Venezuela).

Las muestras de suelo fueron sembradas en las placas de cultivo de almidén de yuca
donde crecieron diferentes especies. Tras un proceso constante de repique al menos seis
de estos microorganismos fueron aislados con éxito, estos se distinguieron por su
morfologia y color de las colonias, en la figura 3 se presentan las fotos de cada uno de

ellos.

Para seleccionar de los microorganismos anteriores aquellos con capacidad de crecer en
colageno como Unica fuente de carbono y nitréogeno, se sembraron nuevamente los
aislados en medios compuestos de almiddn-colageno en distintas proporciones (25, 50, 75

y 100 %).

En la tabla 3 observamos que todos los microorganismos fueron capaces de crecer en
medios suplementados con colageno entre un 25 y 75%, sin embargo, solo dos de los
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microorganismos crecieron en el medios que contenia coldgeno como Unica fuente de

carbono y nitrégeno, selecciondndolos de esta manera como organismos colagenoliticos.

Muestra de suelo . Crecim |.en’to . Alslamljen'to . Selec‘clon
enAlmidon enAlmidon en colageno

Figura 3. Imagen de placas de cultivo de almiddn de yuca con los microorganismos aislados del
suelo, (diferentes aislados A, B, C, D, Ey F).

Tabla. 3. Crecimiento de los microorganismos aislados en medios diferenciales de almidén vy
colageno (D y F microorganismos colagenoliticos). + crecimiento, - ausencia de crecimiento.

Microorganismo Porcentaje de colageno en el medio de cultivo (%)
0 25 50 75 100
A + + + + -
B + + + + -
C + + + + -
D + + + + +
E + + + + -
F + + + + +
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El crecimiento y aislamiento de los microorganismos en el medio de cultivo fue posible ya
gue este contiene todas las sustancias necesarias que les permiten cubrir sus necesidades
metabdlicas: agua, fuente de energia y de carbono (almiddn), nitrégeno y minerales. En
los medios no se emplearon vitaminas o suplementos que limitaran el crecimiento de los
microorganismos aislados para garantizar que el efecto fuera directo a la presencia de las

fuentes de carbono y nitrégeno.

Se define una enzima inducible como la sintetizada por microorganismos en respuesta a la
presencia de un inductor en el medio, el cual es usualmente el sustrato de la enzima o
algin compuesto relacionado estructuralmente. Ya se ha demostrado en trabajos
anteriores que las colagenasas en microorganismos como Achromobacter isophagus son
inducibles por coldgeno y por sus fragmentos desnaturalizados de alta masa molecular, la
presencia de los enlaces peptidicos es indispensable para el efecto de induccién (Welton y

Woods, 1972).

Al incluir colageno como Unica fuente de carbono y nitrégeno en los medios de cultivo, los
microorganismos deben adaptarse a un sustrato recalcitrante y no todos los aislados
fueron capaces de hacerlo, solo dos de ellos lo lograron. Esto nos hace pensar en una
capacidad colagenolitica de estos microorganismos en presencia de este sustrato, es decir,
estos microorganismos posiblemente se ven inducidos a activar una maquinaria
metabdlica enzimdatica especializada para degradar el sustrato colagenoso en pequefios
péptidos y aminodcidos que permiten el crecimiento celular. En tal sentido, Los

microorganismos denominados D y F (Tabla 2) fueron los seleccionados como
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microorganismos colagenoliticos para su identificacion molecular y caracterizacién de las

actividades enzimaticas asociadas.

Caracterizacion de los microorganismos colagenoliticos aislados

Microorganismo “D”

El primer microorganismo aislado con capacidad de crecer en colageno (Fig. 3D y tabla 2
microorganismo D) desarrolld a las 48 horas de cultivo en placas, filamentos blancos que
se extienden desde el punto de siembra hasta los bordes, a los 5 dias, se observd una

coloracion naranja la cual se hace mas intensa a los 7 dias de cultivo (Figura 4).

Figura 4. Imagen de cultivo del microorganismo D, seleccionado como colagenolitico,
séptimo dia de crecimiento en medio con coldgeno, detalle de la coloracién naranja.

Observando bajo la lupa y el microscopio dptico, se distinguen para este primer
microorganismo, filamentos que se unen y conforman un micelio en el sustrato y un
micelio aéreo (Figura 5). En las hifas aéreas se encuentran pequeifas estructuras

segmentadas, de las cuales se desprenden esporas de color naranja con mucha facilidad.
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Figura 5. Imagen en lupa del microorganismo D, segundo dia de crecimiento en medio
con colageno, donde se observa el detalle del micelio aéreo conformado por las hifas
filamentosas.

Por el aspecto general de este microorganismo se presume que se trata de un hongo

filamentoso "moho" (Pazouki, 2005).

A fin de determinar la identidad de este primer microorganismo en estudio (D) y bajo la
sospecha de estar en presencia de un hongo filamentoso, se realizd la identificacion
molecular mediante secuenciaciéon de los espaciadores transcribibles internos (ITS) del

ADN ribosomal, metodologia de eleccién para este tipo de microorganismos.

En los eucariotas, las regiones espaciadoras transcribibles internas (ITS) del AND ribosomal
son altamente variables en sus secuencias y tienen gran importancia para la distincién de
especies de hongos que se encuentran separadas evolutivamente. El andlisis de PCR
utilizando los iniciadores ITS1 e ITS4 es ampliamente aceptado cuando se trata de
identificar a los hongos (Martin y Rygiewicz, 2005), estos cebadores amplifican los
fragmentos ITS1 e ITS2 que rodean la sub-unidad ribosomal 5,8S en los eucariotas (Figura.
6).
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Empleando los cebadores ITS1 e ITS4 se realizé la PCR y el producto obtenido fue de 650
pares de bases (Figura 7), una segunda PCR se realizd para obtener por separado las
hebras sencillas de ADN que amplifica cada cebador. Las muestras fueron inyectadas en el
secuenciador capilar automatico ABI PRISM 310 y tras editar en el programa BioEdit

sequence alignment editor se obtuvo la secuencia de 622 nucleétidos.

Se realizdé la comparacion de la secuencia de ADN obtenida con las secuencias contenidas
en la base de datos de NCBI. El mejor Alineamiento (100%) corresponde con un segmento
de ADN de Neurospora crassa, el cual esta contenido en la secuencia reportada del ARN
ribosomal 18S, la regiéon ITS 1, el gen ARN ribosomal 5.8S, la regién ITS 2 y el gen del ARN

ribosomal 26S (Figura.8)
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Figura 6. Esquema de las regiones ITS que separan al ADN que codifica para las sub-unidades
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Figura 7. PCR de las regiones ITS conteniendo la sub-unidad ribosomal
5,8S. El producto obtenido es de 650 pb.

GGTCATTTAGAGGAAGTAALAGTCGTAACAAGGTCTCCETTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
FEEErr e e r et e e e e e e e e et e el
GGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCEGTAACAAGGTCTCCGTTGETGAACCAGCGGAGGGAT
CATTACAGAGTTGCAAMACTCCCACAAACCATCGCGAATCTTACCCGTACGGTTGCCTCG
trrrrrerrerrrerrerrerrererrrerrrrrrrerrerrerrerrrerrrrrrrrel
CATTACAGAGTTGCAALACTCCCACAAACCATCGCGAATCTTACCCGTACGETTGCCTCG
GCGCTGGCGETCCGEAAAGGCCTTCGEGCCCTCCTGGATCCTAGGGTCTCCCGCTCGCGE
trrrrrerrerrrerrrrrerrerrrrrrrrrrr rerrerr rrrrrrrrrrrrrrrel
GCGCTGGECGETCCEEALAGGCCTTCGEGCCCTCCCGGATCCTCGGGTCTCCCGCTCGCGE
GAGGCTGCCCGCCGEAGTGCCGAAACTAMACTCTTGATATTTTATGTCTCTCTGAGT AL
trrrrrerrerrrerrrrrerrerrrrrerrrrrrrerrerrerrerrrrrrrrrrrrel
GAGGCTGCCCGCCGEAGTECCGAAACTAAACTCTTGATATTTTATGTCTCTCTGAGTAAR
CTTTTAAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
trrrrrrrrerrrerrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrree
CTTTTAAATAAGTCAALACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGALGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAL
trrrrrerrerrrerrrrrerrererrrerrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrerl
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCTCGCCAGTATTCTGGCGAGCATGCCTGT TCGAGCETCATTTCAACCAT
trrrrrrrrerrrerrerrrrrerrrrrrrrrrrrrerrerrerrerrrrrrrrrrrrel
CECACATTGCGCTCGCCAGTATTCTGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCEGTCATTTCAACCAT
CAAGCTCTGCTTGCGTTGGGEGATCCGCGGCTGTCCGCGETCCCTCAAAATCAGTGGCGGE
trrrrrerrerrrerrerrerrerrrrrerrrrrrrerrerrerrerrrrrrrrrrrrel
CAAGCTCTGCTTGCGTTGGGGATCCGCGGCTGTCCGCGETCCCTCAMLATCAGTGGCGGE
CTCGCTAGTCACACCGAGCGTAGTAACTCTACATCGCTATGGTCGTGCGGCEGGGTTCTTG
trrrrrerrerrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e e rerrerrrrrrrrrrrrel
CTCGCTAGTCACACCGAGCGTAGTAACTCTACATCGCTATGGTCGTGCGECEGETTCTTG
CCGTAAAACCCCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTT
trrrrrerrerrrerrerrerrererrrerrrrrrrerrerrerrerrrrrrrrrrrrel
CCGTAALACCCCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGALCTT
AAGCATATCAATAAGCGGAGGA 622

Frrrrrrrrerrrerrrrrenl

AAGCATATCAATAAGCGGAGGA 4237

&0

3675
1z0

3735
180

3795
240

3855
300

3915
360

3975
4z0

4035
480

4095
540

4155
600

4215

Figura 8. Alineacién de la secuencia obtenida para el microorganismo en estudio con un
fragmento de ADN correspondiente al hongo Neurospora crasa. Bases idénticas 622/622
(100%).
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En efecto Neurospora crassa es un hongo filamentoso que en su estado asexual esta
compuesto de una regidn vegetativa y una regién aérea. La regién vegetativa, crece
dentro de sustratos sélidos o liquidos y consiste de células filamentosas blancas que se
denominan hifas. En la interface sustrato-aire se desarrolla la regién esporulante que
consiste de hifas aéreas cubiertas de esporas hidrofébicas naranja denominadas
macroconidios (Perkins y Turner, 1988). Estas caracteristicas morfoldgicas particulares se

corresponden con las del hongo que se ha aislado e identificado como Neurospora crassa.

Las especies de Neurospora estan presentes principalmente en suelos de regiones
himedas tropicales, son capaces de aparecer en zonas devastadas por el fuego
aprovechando el ambiente estéril y rico en nutrientes que proporcionan los tejidos
vegetales muertos (Perkins y Turner, 1988; Jacobson y col, 2004). Se ha asociado a
Neurospora con labores humanas, se conoce como el moho rojo del pan, tiene presencia
cosmopolita en madera, industrias de contrachapado, en rastrojos quemados de cafa de

azucar, soya y mani (Perkins y Davis, 2000).

Este hongo ya ha sido utilizado en estudios de laboratorio, la mas famosa investigacién
gue se llevd a cabo con Neurospora crassa la realizaron Beadle y Tatum en 1941, cuando
delinearon el campo de la genética moderna demostrando claramente la relacién entre

genes y proteinas, formulando su hipdtesis “Un gen una enzima”.

Por otro lado, otros autores han detectado en Neurospora crassa enzimas proteoliticas
extracelulares neutras, alcalinas y acidas, que requieren de la induccidon por péptidos

exogenos (Lindberg y col.,, 1982), sin embargo, hasta la fecha no hay reportes que
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indiquen la actividad colagenolitica en el género Neurospora. Este seria el primer reporte
en el cual se observa la capacidad de Neurospora crassa de degradar colageno y

aprovecharlo para su crecimiento.

Microorganismo “F”

El segundo microorganismo con capacidad de crecer en coldgeno (Figura 3F y tabla 2
microorganismo F) se hace visible en la placa de cultivo en pequeiias colonias blancas a las
24 horas de haber sido sembrado, a las 48 horas se incrementa el tamafo de estas
colonias y se observa un cambio de coloracién a gris, ya a las 72 horas de cultivo, todas las

colonias presentan un color gris y un olor a tierra puede ser detectado (Figura 9).

Figura 9. Imagen de crecimiento en placa con colageno. Detalle de las colonias grises a las
72 horas de cultivo.

Con la ayuda de una lupa y bajo el microscopio éptico se observa que las colonias son de

aspecto rugoso con una superficie polvosa (Figura 10).
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Figura 10. Colonia de superficie rugosa y polvosa del microorganismo crecido en placas de
colageno.

La colonia observada (figura 10) esta compuesta de células alargadas compactas entre si,
formando un micelio aéreo y un micelio en el sustrato. En el micelio aéreo se observaron
cadenas de esporas esféricas con una pigmentacién gris superficial, aquellas esporas que
se habian desprendido eran las que daban el aspecto polvoso a la superficie de la colonia.
Caracteristicas estas que se acercan a las descritas para el género de Streptomyces (Dietz,

1986).

En el 2005 Taddei y col. identificaron 72 cepas de Streptomyces aisladas de suelos
venezolanos, estas cepas tienen las mismas caracteristicas morfoldgicas basicas del

microorganismo que hemos aislado en medios de coldgeno.

Streptomyces es un género muy particular que posee caracteristicas morfoldgicas tanto de
hongos como de bacterias, sin embargo, como procariota su identificacion moderna se

basa en la secuencia del 16S ARNr. Este método provee invaluable informacién genética y

37



ha sido utilizado para la identificacion de nuevas especies aisladas de Streptomyces

(Hassan y col., 2009).

El gen 16S ARN ribosomal se encuentra presente en todos los procariotas, sin embargo, es
diferente entre los distintos microorganismos producto de las mutaciones que se van
acumulando a lo largo del tiempo. Estas diferencias en las secuencias de nucleétidos
reflejan la distancia evolutiva existente entre los distintos grupos y su estudio es
ampliamente utilizado para la identificacion y clasificacion de las bacterias (Rodicio y

Mendoza, 2004).

Usando como templado el ADN gendmico extraido del microorganismo, se realizd la
amplificaciéon de un segmento del gen 16S ARNr utilizando los iniciadores StrpB y StrpF, el
producto obtenido fue de 1000 pb aproximadamente (Figura 11), lo cual concuerda con

los resultados de Hassan y col., en el 2009.

Tras purificar el producto anterior, se realizd otra PCR con los iniciadores StrpB y StrpF por
separado para obtener las hebras de ADN sencillas, estas muestras se inyectaron en el
secuenciador capilar automatico ABI PRISM 310. Después de editar las secuencias en el
programa BioEdit sequence alignment editor se pudo obtener el orden preciso de 632

nucledtidos.

Se compard la secuencia obtenida con las secuencias almacenadas en el banco de genes

de NCBI disponible en la web (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se obtuvo una alineacion

perfecta con 14 fragmentos reportados del gen 16S ARNr pertenecientes a catorce cepas

distintas de Streptomyces sp (Figura. 11).
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Figura 11. PCR del 16S ARNr, el producto esperado es de 1070 pb.

GCACAATGGGCGAALGCCTGATGCAGCGACGCCGCATEAGGGATGACGGCCTTCGGETTG
Frrrrerererrrr e e reererer e e e e e e e e e e e e e e
GCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCATGAGGGATGACGGCCTTCGGETTG
TALACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGT GACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCT
FEEErrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TALACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGT GACGETACCTGCAGAAGAMGCECCEECT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGTAGGGCGCAAGCETTGTCCGGAATTATTGGE
FEEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGTAGGECECAAGCGTTGTCCGGAATTATT GGG
CETAALGAGCTCETAGGCGGCTTETCACGTCGGTTETCALAGCCCGEEGCTTAACCCCGE
FEEEEErrrrrr e e et e e e e e e e e e e et e et e e e e
CETAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGEGGCTTAACCCCGE
GTCTGCAGTCGATACGEGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGEGAGATCGGAATTCCTGGTETAG
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e
GTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGEGATCTCTGGGCCGAT
FErrrrrrrrrerr e e e e e rer e e e e e e e e et e e e e
CGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGAT
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCCTGEGGAGCEAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
R R R RN R R R R R R R NN A RN R RR R
ACTGACGCTGAGGAGCEAALGCETGEEGAGCEAACAGEATTAGATACCCTGETAGTCCAC
GCCGTAALCGETGGECACTAGGTGTGGECAACATTCCACGTTGTCCGTECCGCAGCTAAC
N R R R N R R R NN A NN R R RN
GCCGTAAACGGTGGECACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAAC
GCATTAAGTGCCCCECCTGGEGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGG
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e
GCATTAAGTGCCCCGCCTGEEEAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCALAGGAATTGACGG
GEGCCCGCACAAGCGGCGEAGCATGTGGCT TAATTCGACGCAACGOGAAGAACCTTACCA
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GEGCCCGCACAAGCGGCGEAGCATGTGGCT TAATTCGACGCAACGOGAAGAACCTTACCA
AGGCTTGACATACACCGGAAAGCTTCAGAGAC 632
FEEEEEEEr e e e e ee e el
AGGCTTGACATACACCGGAAAGCTTCAGAGAC 947
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Figura 12 Alineacién de la secuencia obtenida del microorganismo en estudio con un
fragmento de la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa Streptomyces sp. A300 Ydz-QZ. Bases
idénticas 632/632 (100%)
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Con este resultado se verifica que el género del microorganismo es Streptomyces, sin
embargo no es posible identificar al nivel de especie, ya que las secuencias en la base de
datos que se alinean pertenecen a especies de Streptomyces no identificadas y el
fragmento obtenido no es lo suficientemente grande para distinguir diferencias marcadas

entre las secuencias que son muy similares.

Para intentar llegar al nivel de especie se tendria que secuenciar el gen completo (16S
ARNr) y comparar minuciosamente con las secuencias de otras especies. En este sentido,
las bases de datos aun estan incompletas para el estudio taxondmico ya que se estiman
mas de 3000 especies de Streptomyces cuyas secuencias no han sido reportadas, lo cual
hace dificil la identificacién de especies aisladas (Anderson y col., 2001). Esto indica que
aun sigue siendo necesaria la combinacion de técnicas fenotipicas, genotipicas vy

filogenéticas para la identificacion de estos microorganismos.

En la revisién bibliografica encontramos que los microorganismos del género
Streptomyces son por lo general procariotas del suelo Gram-positivo y se distinguen por
una marcada tendencia al crecimiento en micelio. En su ciclo de vida Streptomyces se
caracteriza por: la presencia de dos tipos de micelio (aéreo y de sustrato), la alternancia
entre las células vegetativas y esporas, y el desarrollo de autolisis de una sustancial parte

de la poblacién en un estado determinado del ciclo de vida (Dworkin, 2006).

Streptomyces es conocido por la gran variedad de antibidticos clinicamente utiles que
producen, por lo cual ha recibido gran atencién de los cientificos (Manteca y col. 2005),

ademas es considerado este género como un candidato importante para la produccion de
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proteinas heterdlogas por tener un mecanismo eficiente para la secrecion de proteinas

(Anné y Van Mellaert, 1993).

La actividad proteolitica descrita para una amplia variedad de especies de Streptomyces se
ha demostrado es de tipo extracelular. Es decir, enzimas de excrecidn que son altamente
inducibles por sustratos especificos, de una alta tasa de produccién, faciles de recuperar
en medios de cultivo, en tal sentido, para efectos del presente trabajo de investigacién se
decidio utilizar el aislado de Streptomyces sp. para un estudio mds detallado de la

actividad enzimatica asociada a la degradacién de colageno tipo I.

Crecimiento de Streptomyces sp y degradacion de colageno Tipol

El medio liquido suplementado con colageno fue inoculado con la cepa de Streptomyces
sp. En un inicio el medio es turbio debido a las sales y al coldgeno disuelto en el,
progresivamente se pierde la turbidez, a las 24 horas se observan agregados blancos de
micelios los cuales se tornan grises a las 36 horas del cultivo como resultado de la
esporulacién. Durante el crecimiento la excrecidn de productos fue monitoreada y las

variaciones de pH en el caldo de cultivo fueron detectadas (tabla 3).

Tabla 4. Variacidn de pH en los caldos de cultivo de Streptomyces sp.

Horas de crecimiento 0 6 12 18 24 30 36

pH del medio 7 7 7,5 8 8 8,5 8,5
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Este cambio de pH hacia un pH alcalino puede ser el resultado de la descomposicion de las
proteinas y aminodcidos derivados produciendo amoniaco. También puede que el
microorganismo esté sintetizando y excretando al medio de cultivo de compuestos. En
cualquiera de los casos esta variacion nos indica una evolucién del cultivo donde las
condiciones iniciales han cambiado como consecuencia del crecimiento del

microorganismo.

A fin de reunir mas evidencias al respecto de la degradacién de las fibras de colageno tipo
| por Streptomyces sp. se realizd un monitoreo de la degradacidon de tendones y un
seguimiento del crecimiento del microorganismo a los diferentes tiempos de cultivo a

través del microscopio de luz.

En la figura 13, se muestra en la primera imagen un tenddn de cola de rata sin inocular en
donde se observan las microfibrillas de coldgeno integras dispuestas en paralelo y algunas
estructuras cristalinas constituyendo el tenddn (figura 13A). En las siguientes imagenes a
medida que transcurre el tiempo de cultivo, se visualizan cambios en la disposicidn de las
microfibrillas de colageno. Conforme se desarrolla el microorganismo, el micelio se vuelve
mas denso y va degradando las fibras a mas profundidad evidencidndose dafo en la
estructura (Figura. 13B y C). Al quinto dia de crecimiento algunas regiones del tenddn se
observan deterioradas vy las fibras separadas (Figura 13D y E). La degradacién continua
hasta observarse un claro deterioro de las fibras al final del tiempo de cultivo, donde el
micelio pareciera rodear las estructuras cristalinas que constituyen el tenddn y ya no se

evidencian estructuras completas de microfibrillas de colageno (Figura 13F).
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Por otra parte, se fue evidenciando el crecimiento del Streptomyces sp sobre la fibra de
coldgeno (Figura 14), a las 72 horas de haber sido inoculado el medio, el microorganismo
invade la fibra comenzando su crecimiento en la superficie del tendén (Figura 14A). En
otras aéreas se puede observar la formacién del micelio caracteristico de Streptomyces

(Figura 14B) e inclusive la aparicién de hifas segmentadas (Figura 14C).

Otros investigadores estudiando la degradaciéon del cabello humano por Hendersonula
toruloidea, también encontraron un aumento de pH en el medio de cultivo a medida que
el microorganismo se desarrollaba caracterizado por el aumento de proteinas, péptidos y
aminodcidos en los caldos de cultivo. Evans y Hose, 1975 atribuyen este resultado a la
utilizacién del cabello como una fuente de nutrientes, ellos lograron ver y medir bajo el
microscopio optico la efectiva degradacién del cabello humano (sustrato fibroso de

queratina) por parte de H. toruloidea.

En 1978 Lecroisey y Keil lograron observaron también la degradacion del colageno esta
vez no directamente con los microorganismos (Clostridium histolyticum y Achromobacter
iophagus) si no con sus enzimas proteoliticas secretadas. Ellos trabajaron con piel de
ternero y seguian la degradacién del coldgeno por parte de las enzimas colagenoliticas
bajo el microscopio electrénico demostrando asi que la degradacién de los sustratos por

parte de los microorganismos implica la accién de proteasas especificas.

En resumen el crecimiento de Streptomyces sp., la basificacidn del los caldos de cultivo y
la degradacion de los tendones de colageno tipo | se presentan como evidencia de que

hay un posible proceso colagenolitico en desarrollo en estos medios de cultivo.
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Figura 13.- Imagenes a microscopio de luz de fibras de colageno (tendones de cola de rata) en
diferentes tiempos de cultivo con Streptomyces sp. A) tiempo 0, B) 24 horas, C) 48 horas D) 96
horas, E) cinco dias, F) siete dias de cultivo.

Figura 14. Imagenes a Microscopio de luz del crecimiento de Streptomyces sp. En medios
liqguidos con fibras completas de colageno a las 72 horas de cultivo .A) crecimiento en la
superficie de la fibra de coldgeno (400x), B) desarrollo del micelio (600X), C) cadenas
segmentadas del microorganismo (600X).
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Caracterizacion de la degradacion de colageno tipo | por Streptomyces sp

Con la evidencia del deterioro de la fibra de coldgeno en los ensayos de microscopia, se
pensd en caracterizar la degradaciéon del colageno tipo | por Streptomyces sp
comprobando a través de electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE), de los caldos de
cultivo a diferentes tiempos, patrones de degradacion especificos para este tipo de

sustrato.

En la figura 15 se pueden observar los resultados. Al tiempo inicial del experimento se
observa el patrén electroforético esperado para el coldgeno tipo |, donde se evidencian
dos bandas cercanas de masa molecular aproximada 100 kDa, estas bandas corresponden
a las cadenas al y a2 del coldgeno, la banda superior muestra una intensidad mayor
debido a que la molécula original de tropo-colageno contiene dos cadenas al por cada
cadena a2 existente (Figura 15, Tiempo 0), también se puede apreciar una banda superior
de masa molecular estimada de 200 kDa denominada cadena B, la cual corresponde a
entrecruzamientos de dos de las cadenas a. Este patrdn electroforético del colageno ha
sido observado anteriormente por otros autores que utilizaron diferentes fuentes, por
ejemplo, desechos de cuero bovino Zhang y col. en el 2005 y regiones anatdmicas del
calamar gigante Torres y col. en el 2008. En cuanto a la degradacion de coldageno en los
diferentes tiempos de cultivo con Streptomyces sp, en la figural5 se observa, en el patrén
de bandas de los diferentes caldos de cultivo un cambio, a medida que transcurre el
tiempo de cultivo, a las 24 horas, se observa una disminucién de las bandas de alto peso

molecular (200 y 100 kDa) y aparicién de bandas de menor peso molecular (menores a 80

45



kDa), esto posiblemente producto de la degradacién de las primeras. Mas aun, a 30 y 32
horas de cultivo no es posible observar ninguna banda proteica, lo que puede deberse a la
degradacion del colageno en aminoacidos y péptidos de muy bajo peso molecular que no
pueden ser evidenciados en los geles de poliacrilamida. En este experimento se incluye
como control el medio sin inocular que permanecio bajo las mismas condiciones de cultivo
hasta las 36 horas (T36), se observa para esta muestra (Figura 15) un patréon de bandas
proteicas similar a la condicion control (Tiempo 0), con lo que concluimos que la
degradacion observada es producto de la accidn directa del microorganismo sobre el

sustrato y no de las condiciones del ensayo.

A las 32 horas de cultivo aun cuando no se visualiza ninguna banda de proteina en los
geles de poliacrilamida, se sospecha de la presencia de una elevada actividad enzimatica,
en tal sentido y con la finalidad de observar el perfil electroforético de las proteinas de
excrecién, la muestra de 32 horas fue concentrada 10 veces (Figura 15, 32h, 10X). De esta
manera se observd en el gel algunas de las proteinas secretadas al medio por
Streptomyces sp., mas concretamente dos bandas de alto peso molecular de
aproximadamente mas de 200 kDa, una banda de aproximadamente 180 kDa y otra de 45
kDa. Por otra parte se visualizan algunas otras bandas de bajo peso molecular que
coinciden en su mayoria con el perfil de degradacién del coldgeno tipo | observado

anteriormente.
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Figura 15. Patron electroforético de la degradacion de colageno en medios de cultivo de
Streptomyces sp. (SDS-PAGE 10-12%).

Estas metodologias electroforéticas han resultado de gran utilidad en este estudio para
visualizar la degradacion del coldgeno y comenzar el estudio de las actividades enzimaticas
asociadas a la degradacién del sustrato colagenoso. En trabajos anteriores se han
empleado perfiles electroforéticos para el estudio de la actividad colagenolitica de
enzimas purificadas sobre sustratos especificos e incluso para evidenciar inhibicidn de las
actividades enzimaticas (Song y col., 2006, Selent y col., 2007). Sin embargo, con este
trabajo de investigacién en Streptomyces.sp pareciera que esta metodologia puede ser de
utilidad en el estudio de la degradacién en caldos de cultivo, punto este importante ya
gue en la mayoria de los procesos industriales la actividad del caldo de cultivo, sin

purificar, reviste mayor importancia.
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Caracterizacion de la actividad enzimatica de Streptomyces sp. en medios de cultivo con

colageno tipo |

A fin de estudiar la actividad proteolitica relacionada con la degradacién de coldgeno por
Streptomyces sp, se realizaron zimogramas de gelatina con los caldos de cultivo a
diferentes tiempos. Los zimogramas permiten evidenciar la actividad proteolitica in situ,
ya que se incluye en la matriz del gel gelatina como sustrato proteico que puede ser
degradado por las enzimas proteoliticas que fueron secretadas al medio de cultivo por el

microorganismo.

En la figura 16 podemos observar a las 24 horas de cultivo la presencia de dos actividades
proteoliticas de alta masa molecular, aproximadamente 180 y 80 kDa, y sucesivamente a
partir de las 26 horas de cultivo se observan otras bandas de actividad proteolitica de 60,
50 y 18 kDa aproximadamente. La intensidad de las cinco actividades es maxima a las 32
horas y estan presentes al menos hasta las 36 horas de cultivo. A las 72 horas las bandas
de actividades de mayor masa molecular pierden su intensidad mientras que las proteasas

de masa molecular inferior siguen manteniendo su actividad.

Con el zimograma de gelatina se ha descrito una actividad secuencial de varias enzimas
proteoliticas, esto se debe probablemente a la induccién secuencial que ocasiona el
sustrato a medida que es degradado, en un principio son necesarias las enzimas que
degraden la estructura completa del coldgeno (triple hélice), con una posterior
degradacion de las cadenas a sencillas dando origen a los péptidos de menor tamafio que

pueden inducir la excrecidén de otras enzimas proteoliticas. En este punto, lo que se puede
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concluir es que la accidon en conjunto de estas proteasas lleva a una degradacidn total del
colageno, sin embargo, aun se tiene poca evidencia para la descripcidon de un mecanismo

bioquimico de degradacién.

Figura 16. Zimograma de gelatina de los caldos de cultivo de Streptomyces sp en medios con
colageno a diferentes tiempos de cultivo (SDS-PAGE10-12%).

Pensando en un proceso secuencial podemos relacionar estos resultados de actividad
proteolitica con la degradacién del sustrato de coldgeno (Figura 16). Las enzimas que
estdn presentes a las 24 horas de cultivo probablemente son las principales responsables
de la degradacion de las proteinas de alta masa molecular observadas para el colageno sin
degradar. Por otro lado, para las 24, 26, y 28 horas donde se encuentran en los caldos
péptidos pequefios, se observan otras actividades proteoliticas en el zimograma de
gelatina de 60, 50 y 18 kDa aproximadamente, estas ultimas probablemente han sido
inducidas por algunos productos de la degradacién del coldgeno. Por ultimo, a las 72 horas

cuando todo el coldgeno ha sido degradado las enzimas de alta masa molecular pierden
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actividad, en este punto quizas estas enzimas podrian estar siendo degradadas por las
proteasas de menor masa molecular las cuales mantienen su actividad constante. Este es
un modelo secuencial de lo que podria estar ocurriendo en este proceso de degradacion
del coldgeno por Streptomyces sp, sin embargo, serian necesarios ensayos mucho mas

detallados de induccidon enzimatica para determinar un mecanismo de accién.

Al respecto de la induccién de actividades enzimaticas, estos resultados nos llevan a
pensar que posiblemente estas proteasas son de tipo colagenolitico, es decir degradan
preferentemente las moléculas de colageno y sus derivados. Trabajos anteriores sobre
sustratos fibrosos similares al coldageno como fibrina, elastina y queratina abordan
diferentes metodologias para determinar la especificidad de las enzimas proteoliticas
observadas. Por ejemplo incubando directamente la enzima con el sustrato nativo se
puede estimar por microscopia el porcentaje de fibra degradado Lecroisey y Keil, 1978.
También se puede incubar la enzima con el colageno soluble y medir de distintas maneras
la actividad colagenolitica: por la disminucidn de viscosidad de la solucién de colageno, el
incremento de residuos de hidroxiprolina (Seifter y col., 1959), aumento de aminodcidos
en el medio (Adamcic y Clark, 1970). Los métodos anteriores son empleados
preferentemente cuando se trata de enzimas purificadas. En el caso de caldo de cultivo, se
hace mas complicado el uso de estas técnicas y la estandarizacién de una metodologia
para determinar actividad colagenolitica total, en tal sentido y refiriéndonos a la
bibliografia reportada se emplearon zimogramas de coldgeno para estimar la actividad

colagenolitica de los caldos de Streptomyces sp. (Kabadjova y col., 1996).
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En el caso de queratinasas o actividades proteoliticas que degradan queratina, algunos
trabajos de Bernal y col 2003, 2006, incluyen zimografias acoplando a los geles de
electroforesis el sustrato especifico, en este caso en particular queratina de plumas, y de

esta manera identificar actividades proteoliticas con capacidad queratinolitica.

Basandonos en algunas de estas metodologias, se realizaron métodos para crear matrices
de gel donde se pudiera acoplar como sustrato el coldgeno, y de esta manera a través de
la técnica de zimogramas evidenciar si las actividades proteoliticas observadas en

zimogramas con gelatina (Figura 16) son actividades colagenoliticas.

En la figura 17 A, se puede observar las actividades colagenoliticas presentes en los caldos
de cultivo de Streptomyces sp con coldgeno tipo |. En el zimograma de colageno se
observan dos dreas de actividad principales que coinciden con las actividades proteoliticas
en gelatina, una region de alta masa molecular (180-64 kDa aproximadamente) y otra de
baja masa molecular (18 kDa aproximadamente). Aun cuando, la nitidez de la imagen del

zimograma de coldgeno es pobre se evidenciaron dos regiones de actividad colagenolitica.

A fin de optimizar el estudio de ambas regiones colagenoliticas y visualizar mejor las
bandas de actividad de la figura 17A se estandarizaron técnicas de zimografia con
diferente porcentaje de geles, cantidad de enzima y tiempos de incubacién. En la Figura
17B, se ve la estandarizacién para la técnica donde se observa mayor nitidez en las
imagenes y de donde se selecciono una actividad de alto peso molecular (180 kDa) y otra
de bajo peso molecular (18 kDa) para llevar a cabo la caracterizacion de las actividades

colagenoliticas de Streptomyces sp.
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36h T36

Figura 17. A) Zimograma de colageno de los caldos de cultivo de Streptomyces sp a diferentes
tiempos en medios con colageno tipo I. TO y T36 son los controles sin inocular. B) Optimizacion
de la técnica de zimografia para las dos regiones de actividad. En circulo, colagenasas a
caracterizar una de alto peso molecular (180 kDa) y otra de bajo peso molecular (18kDa).

Caracterizacion de la actividad colagenoliticas de Streptomyces sp.

Las enzimas colagenoliticas como vimos en la introduccidon de este trabajo, pueden ser
empleadas en una gran variedad de procesos, sin embargo, esto dependera de las
condiciones bajo las cuales conserven su actividad, de los medios en donde conserven
estabilidad y de los requerimientos de cofactores que puedan tener. La caracterizacién no
solo permitird distinguir el tipo de actividad proteolitica, también ayudara a establecer
cuales son las condiciones optimas en las que trabaja la enzima y en cuales procesos

podria ser empleada.

Para la caracterizacién de las enzimas colagenoliticas de Streptomyces sp. se decidid

trabajar con las dos regiones de actividad observadas en los ensayos de zimografia.
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Seleccionando dos actividades claramente definidas una de alto peso molecular de
aproximadamente 180 kDa y otra de bajo peso molecular aproximadamente 18kDa

(Figura 17B).

El efecto del pH

Un factor vital para el funcionamiento de las enzimas es el pH, se debe mantener
controlado los procesos industriales para garantizar la eficiencia de las enzimas
empleadas.

Las regiones de actividad colagenolitica seleccionadas de los zimogramas (180 y 18 kDa
aproximadamente) fueron incubadas a diferentes pH, en la figura 18 se muestra los
resultados.

En la figura 18A se observa el efecto de pH para la enzima de alto peso molecular (180
kDa) de Streptomyces sp. El rango de actividad va desde pH 5 hasta pH 9, sin embargo es
en el rango de pH 7 y 8 donde se da la mayor actividad proteolitica. Con este resultado
podemos concluir que efectivamente esta actividad proteolitica es una colagenas de

actividad dptima alcalina.

La figura 18B, por otra parte, nos muestra el efecto de pH en los zimogramas
correspondientes a la colagenasa de menor masa molecular (18 kDa). Se observa que a pH
3 no hay actividad, esta aparece levemente a pH 4 y su intensidad va incrementando con
cada unidad de pH, alcanzando su mayor actividad a pH 8 y 9 y luego disminuye

progresivamente en los pH 10 y 11. A diferencia de la banda superior (180 kDa) esta
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proteina tiene un rango de actividad mdas amplio, y su 6ptimo esta desplazado hacia los pH

basicos.

Estos resultados no difieren mucho de los reportados por otros autores que caracterizaron

parcialmente las enzimas colagenoliticas de Streptomyces.

En su mayoria los pH 6ptimos de accidn de las colagenasas reportadas se aproximan a pH
neutros tal es el caso de Petrova y col., en el 2006 que reportaron un par de colagenasas
de la cepa de Streptomyces 3B, una de 116 y otra de 97 kDa, ambas enzimas mostraron
actividad o6ptima a pH 7,5. Y adicionalmente los trabajos de Jain y Jain 2009 que
caracterizan una enzima colagenolitica de Streptomyces exfoliatus de 14,5 kDa vy

encontraron que su actividad era maxima a pH 7.

Adicionalmente, aunque hay pocos reportes de colagenasas alcalinas Sukarai y col., en el
2009 purificaron una enzima colagenolitica de Streptomyces parvulus, de 53 kDa y

estimaron que su actividad optima era a pH 9.

Efecto de lones y agentes quelantes

Los iones pueden ser indispensables para llevar a cabo la actividad enzimatica, algunas
enzimas necesitan de estos cofactores para su activacién. Por otro lado, sustancias como
el EDTA y el EGTA se caracterizan por formar complejos con iones metalicos divalentes
ocasionando una pérdida de actividad que esta directamente relacionada con la falta de

iones en el medio.
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En la figura 19A se observa el efecto de los iones para la enzima de alto peso molecular
(180 kDa) de Streptomyces sp. En el control (c) sin agregar ningun tipo de ion a la solucién
de incubacion se logra apreciar una actividad colagenolitica basal, esta actividad se
mantiene cuando se afiaden por separado los distintos iones (Fe**, Cu*, Mg*, Na*, K*) a
excepcion del ion calcio Ca®* donde se aprecia un leve incremento de la actividad. Por otro
lado los zimogramas incubados con EDTA y EGTA no presentaron actividad. Con estos
resultados presumimos que esta actividad colagenolitica se trata posiblemente de una

metalo proteasa, dependiente de iones de Ca**.

Otros autores encontraron estas mismas caracteristicas en las enzimas colagenoliticas tal
es el caso de los trabajos de Chakraborty y col. en 1987 que utilizando tenddn de Aquiles
bovino aislé un cepa denominada Streptomyces sp. A8, logrando purificar una enzima, en
este caso, una colagenasa de 75 kDa cuya actividad incrementa en presencia de Ca® y
Mn?* y es inhibida por los quelantes de iones EDTA y EGTA, caracteristicas que determinan
a la enzima como metalo-proteasa. En otro estudio con la especie Streptomyces exfoliatus
se detecto una enzima colagenolitica de 14,5 KDa que perdia la actividad en presencia de

EDTAy EGTA.

En los zimogramas correspondientes a la proteasa de menor masa molecular (18 kDa)
(Figura 19B), la actividad es constante independientemente del ion que se afiada a la
solucion activadora (Fe*, cu®*, Mg?, Ca**, Na*, K'), esta actividad no es inhibida cuando
en el medio estdn presentes los quelantes de iones EDTA y EGTA. Con este resultado

podemos concluir que esta actividad colagenolitica posiblemente es de otro tipo diferente
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a las metalo-proteasas descritas para Streptomyces sp. Seria necesario un estudio con

otros inhibidores de proteasas para determinar el tipo de proteasa presente en este caso.

Como se discutid anteriormente, muchos microorganismos son capaces de producir
enzimas proteoliticas, de naturaleza colagenolitica, lo que hace interesante el estudio del
género Streptomyces sp. es la diversidad de las proteasas extracelulares y la naturaleza de
las mismas, con este estudio es evidente que no hay un patrén definido que caracterice
las colagenasas de este género, que bien pueden ser metalo-proteasas alcalinas o

proteasas de otra naturaleza.
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A)

B)

Figura 18.-Efecto de pH sobre la actividad colagenolitica de Streptomyces sp. Zimogramas
estandarizados. A) Region de alto peso molecular. B) region de bajo peso molecular. Los numeros

EDTA EGTA

EDTA EGTA

Figura 19. Efecto de iones y agentes quelantes sobre la actividad colagenolitica de Streptomyces
sp. Zimogramas estandarizados. A) Colagenasa de alto peso molecular. B) colagenasa de bajo
peso molecular.
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CONCLUSIONES

Fueron aislados del suelo venezolano dos microorganismos con capacidad de
crecer en medios suplementados con coldgeno, lo que los hace posible fuente de
enzimas colagenoliticas. La identificacidon molecular revelo la identidad de los
microorganismos aislados como Neurospora crasa, hongo y Streptomyces sp.

La degradacién del coldgeno tipo | de fibras completas de tenddn de cola de rata,
el patron electroforético de la degradaciéon de coldgeno y la alcalinizacion del
medio evidenciaron la presencia de una actividad colagenolitica asociada a los
medios de cultivo con Streptomyces sp.

Los ensayos de zimografia con gelatina y colageno fueron herramientas
importantes para identificar actividad proteolitica y colagenolitica en los caldos de
excrecion de Streptomyces sp. De igual manera, fue la metodologia utilizada para
caracterizar en este caldo de excrecién dos actividades colagenoliticas, una
metalo-proteasa neutra dependientes de Ca’'de aproximadamente 180kDa y una
colagenasa alcalina de 18 kDa aproximadamente.

El microorganismo colagenolitico estudiado (Streptomyces sp.) y las enzimas
colagenoliticas asociadas a este proceso de degradacion resultan fuente
promisoria de colagenasas microbianas para la industria farmacéutica y de

alimentos.
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RECOMENDACONES

Con este trabajo fueron aislados dos microorganismos que constituyen una nueva
fuente microbiana de enzimas colagenoliticas, en tal sentido, una de las
recomendaciones es continuar los estudios de caracterizacién en Streptomyces sp.
Y explorar la activiadad enzimatica asociada a Neurospora crasa.

Secuenciar otras regiones del gen que codifica para la sub unidad ribosomal 16S de
Streptomyces sp. y asi obtener una secuencia nucleotidica mas extensa que pueda
ser comparable en las bases de datos y poder identificar molecularmente al

microorganismo al nivel de especie.
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