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RESUMEN

El objetivo de este estudio es evaluar la actividad antimicrobiana de la cepa Streptomyces sp. USB 0708 e
identificar algunos constituyentes de su extracto organico. La cepa fue aislada de una muestra de suelo de
Cumana, Estado Sucre, Venezuela y se clasificd como Streptomyces de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas. USB 0708 es activa contra £scherichia coli; Bacillus cereusy Staphylococcus aureus.
El extracto hexanico de USB 0708 conserva la actividad contra Staphylococcus aureus, su analisis por
cromatografia gases acoplada a espectrometria de masas permitié identificar la bencenoacetamida, como
constituyente minoritario; éste extracto fue separado y sometido a cromatografia de capa fina preparativa,
obteniendo una subfraccion de la que se logrd identificar la N-isopropil-2-(quinolin-2-il)acetamida como
constituyente mayoritario, posiblemente responsable de la actividad bioldgica observada.

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the antimicrobial activity of strain Streptomyces sp. USB 0708 and identify
some constituents in its organic extract. The strain was isolated from Cumana, State of Sucre, and classified into
the genus Streptomyces according to their biochemical and morphological characteristics. USB 0708 is active
against £. colj, B. cereus and S. Aureus. The hexane extract showed activity against S. aureus, and the analysis
by gas/mass chromatography showed the presence of bencenoacetamide, as a minor constituent. This extract
was separated and partitioned using preparative thin layer chromatography, yielding a subfraction from which
we identified N-isopropyl-2-(quinolin-2-yl) acetamide as main constituent, possibly responsible for the observed
biological activity.
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INTRODUCCION

Los productos naturales han jugado un importante rol en la historia del descubrimiento de drogas, de hecho
muchos de ellos han expresado actividad bioldgica y caracteristicas estructurales Unicas (Michael, 2006). Los
trabajos de investigacion realizados entre 1950 y 2000 permitieron el descubrimiento de 10 mil productos
naturales derivados de fuentes microbianas. Los antibidticos descubiertos en este lapso se aislaron
principalmente de especies del género Streptomyces -familia Actinomicetaceae- (Bérdy, 2005); estos
microorganismos son conocidos como importantes productores de metabolitos secundarios bioactivos con gran
diversidad estructural, los cuales son ampliamente usados en medicina, veterinaria, agricultura y otras areas
(Strohl, 2004). Por lo tanto, la busqueda de cepas bioactivas de Streptormnycesy de sus metabolitos secundarios,
es un campo de investigacion activo.

Muchos metabolitos aislados de Streptomyces presentan el grupo amida en su estructura. Por ejemplo, las
acetamidas participan en los procesos biosintéticos de otras sustancias, como ocurre en S. violaceus que a
través de la Indolacetamida, sintetiza auxinas en la superficie de plantas a las cuales se encuentra asociado
simbidticamente (Manulis et a/, 1994). Posteriormente, se reportaron compuestos amidicos antitumorales
manufacturados por varias especies de este género, asi como antibidticos amidicos macrociclicos producidos por
S. hygroscopicus (Lewis, 2000). Recientemente, se han reportado nuevos compuestos bioactivos, del tipo imidas
ciclicas y alifaticas, en extractos organicos de Streptomyces sp. (Cheenpracha et al,, 2009); Algunos autores
reportan el grupo amida asociado a anillos aromaticos, como benzamidas y quinazolinas aisladas de una cepa de
S. tanashiensis, que ademas son usadas como agentes terapéuticos contra enfermedades relacionadas a
apoptosis excesiva (Guodong et al, 2011); otros investigadores aislaron el 4-fenil-1-naftil-fenil acetamida de
Streptomyces sp. DPTB16 (Dhanasekaran et al, 2008), y de una cepa de S. olivaceiscleroticus (Houssam,
2009); esta fenil acetamida es un potente antifingico que muestra actividad contra Candida albicans, Aspergillus
niger, A. fumigatus, A. flavus, Mucorsp. y Penicillium sp.

Estos antecedentes despertaron interés en la busqueda de metabolitos bioactivos producidos por cepas
autéctonas. En esta investigacion se reporta la actividad antibacteriana e identificacion de acetamidas en el
extracto hexanico de Streptomyces sp. USB 0708, proveniente de una zona costera de Cumana (Estado Sucre,
Venezuela). La cepa forma parte de una coleccion de microorganismos bioactivos previamente aislados y
clasificados (Moreno et al,, 2011); el trabajo se inicia con el cultivo de la cepa en medio liquido y extraccién del
sobrenadante con n-hexano; posteriormente se fracciona el extracto con cromatografias preparativas
biodirigidas por pruebas de actividad antibacteriana y antifingica, para finalmente identificar y caracterizar
compuestos constituyentes del extracto, aplicando analisis espectroscopicos y espectrométricos convencionales.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion del microorganismo

La cepa de Streptomyces sp. USB 0708 se aisld de una muestra de suelo colectada en Cerro Colorado (Parroquia
Altagracia, Municipio Sucre, Cumana, Estado Sucre) usando la técnica de aislamiento de cultivos axénicos en
medio ISSA (Inorganic Salt Starch Agar) (Taddei et al, 2006), dicha cepa esta disponible en la coleccion de
microorganismos del laboratorio de microbiologia de la Universidad Simén Bolivar (USB) (Moreno et al., 2011).
La identificaciéon a nivel de género se llevd a cabo previamente mediante sus caracteristicas bioquimicas (Korn-
Wendisch & Kurtzner, 1992), morfoldgicas (Locci, 1989) y por comparacion estadistica con cepas reportadas en
la literatura (Kaufman & Rousseeuw, 1990).

Fermentacién y Obtencién del extracto

USB 0708 fue inoculada agregando dos pedazos de 2 cm?, de su cultivo sdlido en agar ISSA, en 250 mL de
medio liquido Mueller-Hinton MH), contenidos en un matraz Erlenmeyer de 500 mL (8 fiolas). La incubacion se
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llevd acabo en un agitador orbital (Certomat BS-1) a 180 rpm y 28°C por 96 h. Un volumen total de 2 L fue
filtrado sobre lana de vidrio, luego el sobrenadante fue extraido con 4 L de n-hexano (Fisher Scientific, grado
HPLC). La fase organica (MH 0708) fue concentrada por evaporacién a presion reducida, a 35°C.

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana, del extracto y de las fracciones, fue determinada mediante la técnica del
antibiograma o sensibilidad bacteriana por difusion en discos (Bauer ef a/, 1966). Se utilizaron las bacterias
Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Bacillus cereus (ATCC 14579); las cepas Gram-negativas
Escherichia coli (ATCC 35218) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); las levaduras Candida tropicalis
(MLDM 372) y Candida albicans (MLDM 348), obtenidas de la “Micoteca Lorenzo De Montemayor”, USB; y los
patdgenos Fusarium oxysporum (MLDM 343) y Aspergillus flavus (MLDM 407/p196A). Se utilizd un blanco de
solvente y se emplearon blancos de sustancias antibidticas y antifingicas comerciales, segun el bioensayo vy el
microorganismo patdgeno utilizado.

Fraccionamiento del extracto

Al concentrar el extracto hexanico de MH 0708 por evaporacion a presion reducida, precipita un sélido bajo la
forma de agujas blancas (hs) que asientan casi de inmediato, y fue filtrado al vacio. El sobrenadante es un liquido
amarillo (hl).

Purificacion por Cromatografia de capa delgada a escala preparativa (CCDP)

Sobre una placa de CCDP de gel de silice con 0.25 mm de espesor se inyectd, con una micropipeta capilar de
vidrio (1 pL), el solido hs disuelto en cloroformo. La zona de inyeccion fue observada bajo luz UV revelando una
flourescencia morada (a UVys4) y una intensa flourescencia verde en los bordes (a UVsgs). La separacion se
desarroll6 empleando como fase movil acetato de etilo (AcOEt), con un recorrido de 15 cm. El gel de silice
localizado en cada sefal observada bajo lampara de UV, fue raspado con una espatula metalica e introducido en
una columna pequefia, con capa de lana de vidrio previamente colocada, se filtrd por gravedad con dos
volimenes (V) de AcOEt, donde V representa el volumen que ocupa el gel de silice dentro de la columna. El
eluato se recogid en un bial a la salida de la columna. Las fracciones obtenidas de esta manera se evaporaron al
vacio en un desecador y se rotularon hsl hasta hs4 en orden descendente con respecto a su valor de Rf. El
componente principal de esta fraccién se concentra en hsl (Rf 0,61), las subfracciones restante contienen
cantidades minoritarias y decrecientes de este compuesto y otras impurezas a muy baja concentracion. Las
cromatografias de capa delgada analiticas de hs1 en diferentes sistemas de solventes sugieren la presencia de
un solo compuesto en la muestra.

Identificacion y caracterizacion de compuestos

Las subfracciones fueron analizadas por cromotagrafia de gases con detector de masas (CG/EM) en un
cromatografo de gases HP5890 Serie II, con capacidad para dividir o no la inyeccion, acoplado a un
espectrometro de masas HP5971A, con fuente de ionizacion por impacto electronico con energia de ionizacion
de 70 Ev. Los espectros de infrarrojo (FT-IR) se realizaron en un espectrofotdmetro con transformada de
Fourier, BRUKER Tensor 27. Los espectros uni y bidimensional de resonancia magnética nuclear (RMN) se
obtuvieron en un Espectrometro BRUKER Avance-500. Los analisis de espectrometria de masa de alta resolucion
(EM-AR) se realizaron en un espectrometro de doble enfoque, modelo JMS-AX505WA, marca JEOL, equipado
con inyeccion directa por sonda. Adicionalmente, se utilizd un Fusiometro Electrothermal equipado con un
termémetro de 370°C y + 1°C de apreciacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion de la cepa USB 0708

La cepa USB 0708 presenta caracteristicas macro y microscopicas propias del género Streptomyces y
estadisticamente es 60% simil a S, bambergiensis, este microorganismo es un productor de Bambermicina,
antibidtico fosfoglicolipido conocido comercialmente como Flavomicina y es usado en nutricidon animal y como
promotor de crecimiento (para cerdos, aves de corral, conejos, becerros y ganado). Este metabolito presenta
cuatro grupos amida en su estructura y acta inhibiendo la reproduccion bacteriana al intervenir en la biosintesis
de mureina, sustancia estructural de la pared celular de la bacteria, que al ser dafada desencadena la ruptura
celular (Buchanan & Gibbons, 1974). Al evaluar su actividad antimicrobiana, USB 0708 inhibié el crecimiento de
E. coli (53.1%); B. cereus (86.8%) y S. aureus (83.3%), como muestra de su efecto antibacteriano de amplio
espectro.

Actividad antimicrobiana y analisis cromatografico del extracto hexanico

El extracto hexanico de USB 0708 resultd activo contra S. aureus con un diametro del halo de inhibicion de 10
mm, este efecto aunque es menor al ejercido por el antibidtico comercial Sulphamethoxazole / trimethoprin (16
mm) es comparable al mostrado por Gentamicyn (10 mm), este resultado es importante tomando en cuenta que
el extracto, a diferencia de los antibidticos, es una mezcla y no una sustancia pura en alta concentracién. El
analisis por CG/EM de este extracto (Fig. 1) muestra que esta constituido por cerca de 23 compuestos, entre los
que se identifica la Bencenoacetamida (Fig. 2) como constituyente minoritario (1.62% del area) con un 91% de
certeza en la identificacion. El cromatograma también evidencia la presencia de un compuesto mayoritario
(65.31% del area) que aparece a un TR de 21.2min.
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Fig. 1: Cromatograma de iones totales del extracto hexanico de USB 0708.
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Aislamiento y Caracterizacion del Compuesto mayoritario

El compuesto mayoritario, correspondiente a la subfraccion hsi, fue obtenido de la CCDP del sdlido hs y
presentd una temperatura de descomposicion de 158°C. Su analisis por EM_AR (M* m/z 228.2390, calculada
228.1263) permitio establecer como formula molecular Ci4H;¢N,O con ocho grados de insaturacion. En el
espectro de masas se observa una sefial a m/e 91 correspondiente a la formacion de ion tropilio, que es la
ruptura mas caracteristica de los compuestos aromaticos ramificados (alquilbencenos) y ocurre por clivaje
metilico y posterior expansion del anillo, o iones tropilio sustituidos, normalmente acompafiados de un pico a
m/e 65 debido a la pérdida de acetileno neutro del mismo (Silverstein & Webster, 1997). Este rompimiento y
rearreglo del anillo aromatico da origen a la serie de iones aromaticos: CsHs* (m/e 65), CsHs* (m/e 51) y CzHs*
(m/e 39). La ausencia de la sefial correspondiente al fragmento NH,=C=0 (m/e 44) descarta la presencia de
amida primaria en la estructura.

El espectro de FT - IR muestra una banda de absorcién para grupo C=0 conjugado (1643 cm™), sefiales de
aromaticidad (1532, 1495, 1454 cm™), sefiales a 3090 y 2968 cm™ correspondientes a enlaces C-H s’y sp°
respectivamente, también muestra sefial de grupo NH a 3290 cm™, que debe tener un solo protdn, ya que la
presencia de amida primaria (CONH,) fue descartada por el espectro de masas. Los espectros DEPT y *C RMN
confirman la presencia de un metil (6C 20.02); un metileno (8¢ 36.65); un metino sp3 (8¢ 30.10); al menos
cuatro metinos sp2 (8¢ 129.16, 128.96, 127.46 y 122.25); y cuatro carbonos cuaternarios (8¢ 162.22, 157.14,
136.45 y 135.75). El espectro de RMN H muestra sefiales caracteristicas de anillo bencénico sustituido a un &
7,35 (d, 5H); un grupo metileno (o4 3,85, s, 2H); un grupo metino (&4 3,44, m, J = 6,9, 1H); y dos metilos
secundarios (64 1,08, m, J= 6,9, 6H) asociados al metino, lo que corresponde a un isopropilo confirmado por la
correlacion directa de este grupo de espines en el espectro COSY. Esta informacion permitié identificar a hs1
como N-isopropil-2-(quinolin-2-il)acetamida (Fig. 2).
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(1) Bencenoacetamida (2) N-isopropil-2-(quinolin-2-il)acetamida
Fig. 2: Estructura de los compuestos amidicos identificados en Streptomyces sp. USB 0708.

Aunque no existen reportes de este compuesto (hsl) en Streptomyces spp., otros compuestos amidicos
asociados a quinolina, con propiedades antimicrobianas y antivirales, han sido previamente aislados de
Streptomyces lavendulae (Carsten, 2001), Streptomyces flocculus y otras cepas de Streptomycesy se especula
que la quinolina esta relacionada al metabolismo del triptdfano, presumiblemente via kinurenina o acido
kinurénico. Los compuestos quinolinicos son de gran interés debido a su amplio rango de actividades bioldgicas,
a su mecanismo de accidn y al estudio de diversas estrategias de sintesis utilizadas en su preparacién (Meléndez
& Kouznetsov, 2005). Esta quinolinacetamida proporciona una excelente oportunidad a los quimicos organicos
de desplegar su creatividad en la construccion de moléculas mas complejas en busca de mejorar
sustancialmente su actividad bioldgica.

CONCLUSIONES

La cepa Streptomyces sp. USB 0708 posee actividad antibacteriana de amplio espectro. De su extracto hexanico
se identifico la bencenoacetamida, como constituyente minoritario, y la N-isopropil-2-(quinolin-2-il)acetamida
como constituyente mayoritario, la cual posiblemente sea responsable de la actividad bioldgica observada. Este
es el primer reporte de esta quinolinacetamida en especies del género Streptomyces.
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