ARNm

Molécula de aaw de cadena sencilla que
sirve como plantilla para sintetizar una
proteina.

Péptido
(adena corta de aminodcidos unidos por
enlaces peptidicos.

Metaholito secundario
Molcula no esencial en el crecimiento,

desarrollo o reproduccicn del organismo
productor.
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Sintesis de peptidos
a traves de maquinarias
no convencionales

Las péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) son enzimas especializadas que sintetizan
péptidos de una manera muy diferente a como convencionalmente se fabrican la ma-
yorfa de las proteinas en los seres vivos, a través del ribosoma y con un ARNm. Las NRPS
contienen maltiples médulos que se encargan de seleccionar y modificar a los aminoaci-
dos, uniéndolos en una secuencia precisa y creando moléculas Gnicas con propiedades
especiales.

Introduccion
1 escritor uruguayo Eduardo Galeano solfa decir: “Libres son quienes crean,
no copian, y libres son quienes piensan, no obedecen; educar es ensefiar a
dudar”, y en esencia de esto trata la ciencia, de poner en duda lo aprendido,
de ahf que tenemos nuevos descubrimientos que parecerfan contradecir o sepultar
los conceptos y dogmas anteriores.

En el campo de la biologia, uno de los pilares mds importantes es el dogma
central de la biologfa molecular en el que tradicionalmente se representa un flujo
de informacién que va desde un gen, pasando por el ARNm, para llegar a la sinte-
sis de una protefna. Sin embargo, con el avance de la tecnologia y las nuevas
dreas del conocimiento, se han descubierto flujos emergentes en todas direcciones.
Uno de los procesos clave en la biosintesis de péptidos involucra la accién de
las enzimas conocidas como péptido sintetasas no ribosomales (NRrps, por sus siglas
en inglés). Estas enzimas destacan por su capacidad para generar protefnas sin
depender de las instrucciones genéticas almacenadas en el ADN ni de la maqui-
naria ribosomal, encargada convencionalmente de este proceso. Las Nrps pueden
considerarse “mdquinas moleculares” altamente especializadas, responsables de la
sintesis de metabolitos secundarios denominados péptidos no ribosomales. Estos
metabolitos secundarios son compuestos que los organismos producen en respuesta
a diversos factores, como mecanismos de defensa, competencia ecoldgica e in-

teracciones con otras especies. A diferencia de la sintesis ribosomal tradicional,
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Linea de ensamblaje de las péptido sintetasas no ribosomales (nres). Modificado a partir de Ackerley, 2016.

las NRPS no requieren las instrucciones especificas de
un gen, COMO un ARNm, para construir estos pépti-
dos, lo que las hace independientes de la maquina-
ria ribosomal cldsica. Los péptidos no ribosomales
poseen un enorme potencial en miltiples 4reas, de-
bido a su diversidad estructural y funcional. Sus
aplicaciones abarcan desde la medicina y la veteri-
naria hasta la agricultura, la biorremediacién y la
industria, gracias a sus propiedades antimicrobia-
nas, antivirales, antiparasitarias, anticancerigenas,
antifiingicas, insecticidas, como biosurfactantes y
pigmentos, entre otras. En este articulo explorare-
mos las principales caracteristicas de las NRPs y sus
productos, los microorganismos que los producen y
las aplicaciones de estos péptidos no ribosomales en

diversos campos.

m Linea de ensamblaje molecular de las nrps

B En una linea de ensamblaje de manufactura, dis-
tintas piezas o componentes se combinan progresi-
vamente para formar un producto final. De manera
andloga, en las Nrps, los aminodcidos actian como las
“piezas” que alimentan lalinea de ensamblaje molecu-
lar, lo que da lugar a un péptido no ribosomal. Estas
“piezas” incluyen tanto aminodcidos estdndar (los

20 que componen cominmente las proteinas y estan

codificados en el cédigo genético) como amino4ci-
dos no proteinogénicos (que no estén codificados en
dicho c¢6digo). En una linea de produccién, cada pie-
za pasa por estaciones de trabajo especializadas que
aseguran su colocacién en el orden correcto (véase
la Figura 1).

En las Nrps, estas estaciones son los médulos, y
cada médulo contiene dominios cataliticos que rea-
lizan tareas especificas. Por ejemplo, cada médulo
incluye un dominio de adenilacién (A), responsable
de seleccionar un aminodcido particular y activarlo
para su incorporacién en la secuencia. La especifici-
dad de esta seleccién depende de la estructura y la
secuencia unicas de cada dominio A. Una vez acti-
vado, el aminodcido es transportado por el dominio
de tiolacién (T), también conocido como protei-
na transportadora de péptidos (pcp). Este dominio
funciona como un brazo mévil que transfiere el
aminodcido desde el dominio A al dominio de con-
densacién (C) del siguiente médulo. El dominio C,
por su parte, forma el enlace peptidico que une el
aminodcido al péptido en crecimiento. La estructura
bésica de una Nrpes incluye varios médulos, donde
cada uno suele tener dominios C, A y T. El dltimo
mddulo, ademds, contiene un dominio de tioestera-
sa (TE), que actia como unas “tijeras” moleculares
para liberar el péptido completamente ensambla-

<

Biorremediacion

Proceso que utiliza
microorganismos para
reducir [as concentra-
ciones de desechos
neligrosos de un sitio
contaminado.

Dominio catalitico

Regidn de una enzima
(Ue interactda con

el sustrato para
realizar una reaccicn
enzimatica.
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Simbionte

Organismo que
establece una relacion
(oeneralmente a

[argo plazo) con atro
0rganismo.

do. Ademsis de estos dominios principales, las NrRPs
pueden incluir dominios adicionales que introducen
modificaciones como glicosilaciones, acetilaciones e
hidroxilaciones.

El tamafio del péptido no ribosomal estd determi-
nado por el nimero de médulos en la NRrPs, ya que
cada mdédulo incorpora un aminodcido especifico.
Por ejemplo, una NrRPs con cinco médulos produci-
rd un péptido de cinco aminodcidos. En general, las
NRPS suelen tener entre cinco y 20 médulos, lo que
da lugar a péptidos con secuencias y longitudes es-
pecificas. Estas caracteristicas estructurales influyen
directamente en la actividad biolégica de los pép-
tidos no ribosomales determinando su funcionalidad
en diversos contextos biolégicos y aplicaciones.

= ¢ Qué organismos producen péptidos no

= ribosomales?

m Las nrps encargadas de producir péptidos no ri-
bosomales se encuentran distribuidas en los tres do-
minios de la vida (Eukarya, Archaea y Bacteria). En
eucariotas, los hongos filamentosos son los princi-
pales productores de péptidos no ribosomales, mien-
tras que en la mayorfa de los organismos superiores
los péptidos no ribosomales son producidos por sus
simbiontes microbianos. En el caso de las arqueas,
las NRPs son poco frecuentes y prevalecen princi-
palmente en las bacterias; en particular, en los filos
Proteobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes y Actinobac-
teria (Wang y cols., 2014). Los microorganismos del
suelo como actinomicetos y Bacilli son de los prin-
cipales productores de péptidos no ribosomales y
Gnicamente en el género Streptomyces se han descri-
to alrededor de 10000 péptidos no ribosomales. Por
otro lado, los microorganismos de ambientes mari-
nos son importantes productores; aproximadamen-
te 70% de los péptidos no ribosomales descubiertos

provienen de estos organismos.

m Uso de péptidos no ribosomales

B Los antibiéticos desempefian un papel crucial en
la lucha contra las infecciones bacterianas, ya que
eliminan a las bacterias o inhiben su crecimiento y
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reproduccién. No obstante, el desarrollo de resisten-
cia bacteriana a estos compuestos se ha convertido
en un desafio significativo para la salud pudblica, con
implicaciones preocupantes a nivel global.

Entre los diversos compuestos disponibles en el
mercado, destacan los péptidos no ribosomales, que
incluyen antibiéticos con una notable diversidad
de actividades biolégicas. El descubrimiento de los
antibidticos marcé un hito en la historia de la me-
dicina, pues revolucioné el tratamiento de las in-
fecciones bacterianas y redujo drasticamente las
tasas de mortalidad asociadas a estas enfermeda-
des. Algunos péptidos no ribosomales con propie-
dades antibiéticas se utilizan ampliamente en la
medicina; a continuacién, algunos ejemplos. La ba-
citracina es una mezcla de péptidos no ribosomales
producidos por Bacillus subtilis, y se utiliza para pre-
venir infecciones en lesiones leves de la piel; la
vancomicina, producida por Amycolatopsis orientalis,
es indicada en infecciones causadas por estafiloco-
cos y para tratar la endocarditis y colitis provoca-
da por Clostridium difficile —también se utiliza como
alternativa en pacientes alérgicos a antibidticos
B-lactdmicos (penicilina y meticilina), o en bac-
terias resistentes a la meticilina—; la daptomicina,
producida por Streptomyces roseosporus, es un lipo-
péptido ciclico indicado en infecciones graves de
la piel, infecciones del torrente sanguineo o en las
causadas por bacterias resistentes a la meticilina y
vancomicina; la polimixina B es un antibiético utili-
zado para infecciones sistémicas causadas por bacte-
rias multirresistentes, como Pseudomonas aeruginosa
y Acinetobacter baumannii, agentes importantes de
enfermedades intrahospitalarias.

Otros péptidos no ribosomales son utilizados en
las terapias contra el céncer, como la bleomicina,
actinomicina D y la ecteinascidina-743; inmunosu-
presores como la ciclosporina estdn indicados para
evitar el rechazo en trasplantes de 6rganos; antihe-
morrdgicos como la ergometrina se utilizan en la
obstetricia para la prevencién de hemorragias du-
rante el parto; antihelminticos como la emodepsida
se utilizan en mascotas parasitadas con nemdtodos
gastrointestinales y en el tratamiento de infeccio-
nes por gusanos pardsitos en humanos. Otros, como
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ANTIBIOTICOS

Penicillium notatum Bacillus subtilis Amycolatopsis orientalis | Streptomyces roseosporus

Penicilina Bacitricina Vantomicina Daptomicina

ANTIBIOTICOS

Bacillus polymyxa Bacillus brevis Cephalosporium
acremonium

V¥

W%“F&ﬁ‘ﬁ%

Polixina B Gramicidina D Cefalosporina

Péptidos no ribosomales y sus actividades.

la nematofina, tienen potencial por su actividad  péptidos no ribosomales que se encuentran en fase
antifingica, pero atin no se encuentra disponible  de estudios clinicos y atin no estdn disponibles en el
comercialmente (véanse las Figuras 2A y 2B). Es  mercado, y hay un vasto camino por recorrer en la
interesante sefialar que existe una gran cantidad de  bidsqueda de nuevos compuestos bioactivos.
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Mineria genomica
Es el andlisis de la
informacicn gendmica
para el descubrimiento
de productos naturales.

Genoma

s el conjunto completo
e Aon & un organismo

¥ [a gendmica es el
estudio de los genomas.

Metagenoma

Es el genoma colectivo
de microorganismos de
Una muestra ambiental.
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INMUNOSUPRESOR

Trichoderma polysporum | Streptomyces verticillus

Streptomyces sp. Simbionte de
Ecteinascidia turbinata

Ciclosporina Bleomicina

Actinomicina D Ecteinascidina-743

ANTIPARASITARIOS HERBICIDA ANTIFUNGICO

Mycelia sterile Streptomyces higroscopicus Xenorhabdus nematophila

:

M
baveg

b >

Péptidos no ribosomales y sus actividades.

n — L. . .
® La mineria gendmica: una herramienta para la bis-
m queda de Nrps

B En los dltimos afios los avances en las tecnologias

» han permitido conocer los genomas completos, en
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Emodepsida Bialafos Nematofina

menor tiempo y a menor costo, con lo que se ha
incrementado el ndmero de genes, genomas y me-
tagenomas disponibles en las bases de datos. Esta
informacién es la base para analizar grandes voltime-



nes de datos con el fin de hallar patrones o elemen-
tos en el drea gendémica, lo que involucra, entre
muchas otras posibilidades, la prediccién de grupos
de genes biosintéticos (BGc), incluidos aquellos que
codifican para las Nres, a partir de herramientas
bioinformaéticas, andlisis de las secuencias de las en-
zimas y la identificacién experimental del producto.
En general, la caracterizacién puede ser desde un
enfoque directo, siguiendo el flujo a partir de
un BGe conocido, a la identificacién del metabolito.
Por otro lado, se puede utilizar un enfoque inver-
so, partiendo de un metabolito conocido hacia la
bisqueda de los genes involucrados en su biosintesis.
En este sentido, la prediccién de BGc se apoya en
gran medida en el uso de herramientas computacio-
nales. Una de las mds utilizadas es antiSMASH, un
software de cédigo abierto que permite la identifica-
cién, anotacién y andlisis rdpido de Bcc de metabo-
litos secundarios de genomas bacterianos. Aunque
antiSMASH identifica una amplia variedad de BGc,
realiza andlisis mas profundos para la deteccién de
NRPs y policétido sintasas (pks) tipo I y Il (Blin y
cols., 2021). Ademss, existen otras herramientas cu-
yas caracteristicas se describen en la Tabla 1.

= Nematodos entomopatdgenos y sus bacterias

= simbiontes como fuente de péptidos no ribosomales
B En el Laboratorio de Estudios Ecogenémicos (LEE)
del Centro de Investigacién en Biotecnologia de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos, es-

Sintesis de péptidos a través de maquinarias no convencionales mm =

tamos interesados en el estudio de las NrRps prove-
nientes de bacterias entomopatégenas de los géneros
Photorhabdus y Xenorhabdus. Estas bacterias son sim-
biontes de nematodos entomopatégenos y su ciclo
de vida es muy interesante: las bacterias se alojan en
el interior del nematodo para poder acceder al inte-
rior de un insecto hospedero, que por lo general son
larvas del suelo, en donde la bacteria y el nematodo
se reproducen; debido a lo anterior, los nematodos
son utilizados para el control biolégico contra pla-
gas en cultivos de interés alimentario. Las bacterias
son altamente letales para una gran variedad de in-
sectos, evaden eficientemente el sistema inmune,
producen toxinas insecticidas, enzimas que degra-
dan los tejidos y demds compuestos antimicrobianos
para evitar que otros microorganismos invadan el
caddver del insecto. La bacteria es esencial para la
reproduccién del nematodo y ésta requiere del se-
gundo para entrar al insecto; de esta manera man-
tienen una simbiosis mutualista, en donde ambos se
benefician. Este complejo estilo de vida y la interac-
cién con sus hospederos (nematodo e insecto) estd
coordinada en gran medida por péptidos no riboso-
males (Tobias y cols., 2017). En el LEE, se han ais-
lado bacterias entomopatégenas como Photorhabdus
luminescens HIM3 y Xenorhabdus nematophila SC16; se
ha secuenciado su genoma y, utilizando herramien-
tas computacionales, como antiSMASH, se buscaron
genes involucrados en producir péptidos no ribo-
somales. Los resultados muestran que Photorhabdus
luminescens HIM3 y Xenorhabdus nematophila SC16

Herramientas computacionales para la deteccion de Bac.

Herramienta Organismo Prediccion de BGC

antiSMASH Bacterias, hongos y plantas | La versiéon bacteriana identifica 71 tipos de BCG, incluyendo NRPS
y PKS tipo |

CLUSEAN Bacterias NRPS y PKS

ClusterFinder Bacterias NRPS y PKS

ClustScan Bacterias NRPS y PKS

NRPS-PKS/SBSPKS | Bacterias NRPS y PKS

NPSearcher Bacterias NRPS y PKS tipo | e hibridos NRPS/PKS

NaPDoS Bacterias Deteccién del dominio C o KS
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presentan 13 y 11 grupos de genes que codifican pa-
ra NRPS, respectivamente. Entre estos péptidos no
ribosomales se encuentran: la luminmicina A, una
molécula con actividad citotéxica en células de car-
cinoma humano; las bicornutinas A1/A2, que pre-
sentan actividad antibacteriana y antifingica contra
Erwinia amylovora, causante del “fuego bacteriano”
—un importante patégeno de plantas— y contra el
hongo Phytophtora nicotianae, causante de la en-
fermedad del “tizén” en cultivos de cebolla, papa,
tomate y algodén; asi como las odilorhabdinas, con
actividad antibidtica, que se unen a la subunidad pe-
quedia del ribosoma en un sitio que no reconocen
otros antibidticos. Por ello, estas NRPs son activas
contra algunas bacterias patégenas multirresistentes
a antibidticos; otras, como las xenocoumacinas, exhi-
ben una amplia actividad antimicrobiana en algunas
enterobacterias y en bacterias multirresistentes, como

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Por otro lado, diversos estudios muestran que
el género Streptomyces son bacterias que constitu-
yen uno de los mayores productores de compuestos
bioactivos. Por eso, se realizé la comparacién de los
genomas del género Streptomyces y los genomas de
Photorhabdus y Xenorhabdus, estudio que demostré
que Streptomyces presenta un mayor nimero de gru-
pos de genes biosintéticos. Sin embargo, Photorhab-
dus y Xenorhabdus presentan un nimero més elevado
de grupos de genes que codifican para Nres, lo que
representaria una mayor posibilidad de producir pép-
tidos no ribosomales (véase la Figura 3). Este tipo de
andlisis es importante y necesario para comprender
la ecologfa quimica, tan diversa en estos organismos,
por lo que es necesario utilizar herramientas bioin-
formaticas de frontera, asi como enfocar los estudios
a biomoléculas no convencionales. La complejidad
del estilo de vida de Photorhabdus y Xenorhabdus,

es decir, la patogenicidad que exhiben en insectos y la

Diversidad de genes en Photorhabdus/Xenorhabdus
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simbiosis con el nematodo, puede aprovecharse para
el descubrimiento de otros compuestos importantes
con futuras aplicaciones en medicina, veterinaria y
agricultura, como se ha sugerido en otros estudios.
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