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Fenazinas: Mucho color, muchas funciones
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Cuando pensamos en bacterias es muy
comun que lo primero que venga a nues-
tra mente sean enfermedades y suciedad.
Sin embargo, por mucho tiempo, la cien-
cia ha estudiado a estos microorganis-
mos y ha ampliado la idea que tenemos
acerca de ellos. Ademads de la gran im-
portancia que tienen en el equilibrio de
los ecosistemas, las bacterias han sido
utilizadas en un sin fin de desarrollos
biotecnolégicos. Estos avances nos per-
miten mejorar nuestra calidad de vida,
empleando a las bacterias en diferentes
procesos y obteniendo de ellas una gran
cantidad de moléculas de gran importan-
cia médica, alimentaria, incluso tecnolé-
gica e industrial.

Dentro de estas moléculas, existe un gru-
po de compuestos quimicos conocidos
como fenazinas. Estos compuestos son
producidos principalmente por bacterias
que habitan mares y suelos, generalmen-
te en la rizosfera, que es la zona del suelo
cercana a las raices de las plantas.

Estas moléculas tienen una estructura
quimica muy particular y se ha demos-
trado que tienen un papel muy importan-
te en la supervivencia de las bacterias
que las producen y en cémo se relacio-
nan con su entorno. Sin embargo, son
las diferentes aplicaciones que podemos
darles lo que ha despertado un gran inte-
rés cientifico e industrial.

:Qué son las
fenazinas?

En términos completamente técnicos y
estructurales las fenazinas se definen
como un grupo de compuestos quimi-
cos que se conocen como metabolitos
secundarios y cuya estructura molecular
central siempre es un anillo de pirazi-
na (1,4-diazabenceno) que presenta dos
bencenos anulados, la cual puede tener
diferentes grupos funcionales unidos ha-
ciendo la diferencia entre una fenazina y
otra (para mayor informacién sobre los
detalles de la estructura de las fenazinas
puede consultar la referencia de Blank-
enfeldt, 2013). Pero dejémoslo en algo
maés sencillo: son moléculas de estruc-
tura compleja y muy variable producidas
por algunas bacterias, principalmente
pertenecientes al género Pseudomonas y
Streptomyces (Figura 1).
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fenazinas fueron descubiertas. Aunque
hemos mencionado que las fenazinas son
principalmente producidas por bacterias
que habitan nichos silvestres, hay una
especie bacteriana productora de estos
compuestos llamada Pseudomonas aeru-
ginosa que puede infectar las heridas de
pacientes con el sistema inmune debili-
tado. Las heridas infectadas por esta bac-
teria se caracterizan por liberar un pus
de un color verde azulado. Pues bien,
fue a partir de muestras de este pus que
en 1859 Mathurin-Joseph Fordos, un fo-
tégrafo francés - aisld la primer fenazina:
la piocianina, y es justo esta molécula de
coloracién verde azulado, la causante de
la peculiar apariencia del mencionado
pus. A partir de ese momento y hasta la
fecha se han descubierto mas de 180 fe-
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Figura 1. Estructura molecular de algunas fenazinas.
Entre paréntesis se indica el nombre de la bacteria

productora.

La estructura compleja de las fenazinas
les brinda la caracteristica de tener un
alto potencial redox, es decir, pueden
perder y ganar electrones de manera fa-
cil, lo cual las convierte en moléculas
altamente reactivas y con el potencial
de liberar energia quimica que puede ser
transformada en energia eléctrica. Una
peculiaridad distintiva de estos com-
puestos es su color. Hay fenazinas con
coloracion amarilla, roja, naranja, verde,
azul e incluso morada. Estos colores son
mas faciles de apreciar cuando las bacte-
rias que las producen crecen en medios
de cultivo en el laboratorio. Matraces y
cajas Petri con vivos y alegres colores
abundan en los laboratorios que estudian
estos compuestos. Por si no fueran ya lo
suficientemente llamativas, estas molé-
culas son también fluorescentes, es de-
cir, bajo luz ultravioleta emiten un brillo
radiante (Figura 2).

Resulta interesante la manera en que las

nazinas y sintetizado mas de 6000 tipos.

La ventaja de producir fenazinas en la
naturaleza

Como mencionamos, las fenazinas se
consideran un metabolito secundario.
Los metabolitos son compuestos que
producimos todos los seres vivos a tra-
vés de las reacciones bioquimicas que
ocurren en nuestras células: a partir de
un sustrato, como puede ser una fuente
de carbono la célula sintetiza estas molé-
culas y energia necesarias para vivir. En
el caso de las bacterias el metabolismo
se ha dividido en dos tipos para facilitar
su estudio: metabolismo primario y me-
tabolismo secundario. De manera muy
sencilla, el metabolismo primario les sir-
ve a las bacterias para crecer y multipli-
carse y asi incrementar su poblacion en
un determinado ambiente, mientras que
el metabolismo secundario les sirve para
generar moléculas que estan asociadas a
procesos de adaptacion, supervivencia e
interacciones ecologicas, siendo los an-

tibiéticos, uno de los ejemplos mas co-
nocidos.

Como metabolitos secundarios, las fe-
nazinas tes confieren muchas ventajas a
las bacterias que las producen. Por una
parte, les sirven para defenderse y com-
petir con otros microorganismos, pues
las fenazinas funcionan como antibioti-
cos (inhiben el crecimiento de bacterias)
y antifungicos (inhiben el crecimiento
de hongos). De igual manera, las fena-
zinas al ser compuestos altamente reac-
tivos pueden alterar las caracteristicas
fisicoquimicas del ambiente en el que
viven las bacterias que las producen, de
tal manera que reprimen o favorecen el
crecimiento de otras especies microbia-
nas que habitan en el mismo ambiente.
Se ha demostrado también, que las bac-
terias productoras de fenazinas que cau-
san infecciones en humanos y animales,
utilizan a estas moléculas para evadir al
sistema inmune y generar mayor dafio en
los tejidos que invaden.

Ademas de brindarles proteccion y ven-
taja en su entorno, las fenazinas les per-
miten a las bacterias del suelo que las
producen generar una relacién simbioti-
ca con las plantas, es decir, una relaciéon
donde ambas partes se beneficien. Por
una parte, las propiedades antibi6ticas y
antifungicas de las fenazinas evitan que
las raices de las plantas sean infectadas
por diversos microorganismos fitopato-
genos, e incluso les brindan proteccién
contra algunos insectos y nematodos
(gusanos redondos o cilindricos). Al
mismo tiempo, el crecimiento de las
bacterias productoras de fenazinas en las
raices de las plantas promueven la pro-
duccion de exudados en las raices apor-
tando nutrientes que promueven el cre-
cimiento de estas bacterias y continuar
con la produccién de fenazinas, cerran-
do asi este ciclo de ayuda mutua. Se ha
determinado también que las fenazinas
denominadas como PCA (fenazina acido
carboxilico), PCN (fenazina carboxi
amida) promueven los mecanismos de
defensa de las plantas.

Otro aspecto importante de mencionar
es la relacion que se ha descrito entre la
produccién de fenazinas y formacién de
biopeliculas o biofilms en las raices de
las plantas que colonizan las bacterias
Pseudomonas chlororaphis. El biofilm
es una estructura compleja, producida
por bacterias y esta conformada princi-
palmente por proteinas, polisacaridos y
ADN. Este biofilm funciona como una
matriz, una pelicula viscosa, donde se
pueden adherir otras bacterias, de una o
varias especies, y formar un microbio-
ma. Se ha demostrado que la produccién
de fenazinas promueve la formacién de
un biofilm, permitiéndole a las bacterias
adherirse de una mejor forma a las rai-
ces de la planta que colonizan y crear
un entorno mas seguro para protegerse
de diferentes amenazas, como la altera-
cién del pH, alteracién de la osmolaridad
y escasez de nutrientes. La produccion
de biofilms en las raices de la planta pro-
mueve también un nivel de hidratacién
elevado promoviendo protecciéon a la
raiz contra desecacién y se ha propuesto
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el desarrollo de “suelos sanos” por agregacion
de particulas de suelo en los biofilms (para
maés informacién sobre la interaccién entre
Pseudomonas con plantas y la produccién de
fenazinas y biofilms consultar la referencia de
Anderson y Kim, 2020).

Aplicaciones
Biotecnologicas de
las fenazinas

Hemos descrito algunas de las principales ac-
tividades bioldgicas que tienen las fenazinas,
las cuales le otorgan ventajas importantes
a las bacterias que las producen en la natu-
raleza. Sin embargo, gran parte del interés
cientifico en estos compuestos radica en las
aplicaciones biotecnoldgicas que les podemos
dar a estas moléculas. Hasta el momento, la
principal aplicacion para las fenazinas se ha
dado en la agricultura, pues han sido utiliza-
das para el control de plagas e infestaciones
por hongos y bacterias. Para esto se pueden
emplear soluciones de fenazinas o se puede
aplicar en los plantios, preparados directa-
mente a partir del medio de cultivo de las
bacterias productoras. La ventaja de utilizar
fenazinas con estos fines es que tienen un im-
pacto ambiental mucho maés bajo que los pla-
guicidas quimicos tradicionales y representan
un menor riesgo para la salud humana pues
no se acumulan en los alimentos cosechados
y tienen baja toxicidad.

En los dltimos afios también se ha investiga-
do la aplicacion médica que pueden tener las
fenazinas. La mas importante es su uso como
nuevos antibioticos, pues cada vez es mas co-
mun que muchos de estos compuestos pierden
eficacia para erradicar algunas infecciones y
que las dosis deban aumentarse o cambiar los
esquemas de antibiéticos por otros mas poten-
tes. Esto puede llegar a generar resistencias a
estos compuestos, lo cual es un gran proble-
ma de salud publica a nivel global. Las nuevas
moléculas generadas a partir de la estructura
central de las fenazinas han demostrado ser
potentes antibiéticos. Un ejemplo son com-
puestos halogenados derivados de fenazinas,
algunos de los cuales han demostrado ser
antibidticos bastante potentes, requiriendo
concentraciones muy bajas (0.03 pM) para in-
hibir a la bacteria patégena comun Staphylo-
coccus aureus, lo cual es bastante menor a la
concentracién requerida de otros antibioticos
ya conocidos, como la vancomicina, que tiene
el mismo efecto inhibitorio, pero a una con-
centracion de (1.38 pM equivalente a 2 mi-
ligramos por litro). Estos nuevos antibidticos
aun se encuentran en estudios para determi-
nar a qué dosis son seguros para consumo hu-
mano y sus posibles efectos secundarios, para
posteriormente pasar a una fase de estudios
clinicos y poder ser aprobado su uso terapéu-
tico. Otra aplicacién que se ha explorado para
las fenazinas es su propiedad como agentes
anticancerigenos. Esto debido a que se han
identificado fenazinas que interfieren con las
actividades de las enzimas topoisomerasa I y
I1, las cuales son enzimas que se ha demostra-
do son muy activas en células cancerosas. En
la actualidad son varios compuestos sintetiza-
dos a partir de fenazinas los que ya se encuen-
tran en pruebas de fase clinica para su uso te-
rapéutico, como el compuesto TBI-1004 que
es derivado de benzo fenazinas para combatir
infecciones causadas por cepas de Mycobac-
terium tuberculosis resistentes a antibioticos,
o el farmaco XR11576, que es un derivado de
aril fenazinas con actividad anticancerigena.
Otro de las aplicaciones mds innovadoras de
las fenazinas es en el desarrollo de nuevos
sistemas bioelectroquimicos. Estos sistemas,
incluyendo su variante mas importante que es
la Pila de Combustible Microbiana (PCM), se
estan desarrollando rapidamente, siendo tec-
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Figura 2. A) Cultivos liquidos, en tubo de ensaye y matraces, de la cepa Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446
vistos en luz UV. La fluorescencia es debida a la presencia de fenazinas. B) Produccién de fenazinas PCN y
clororafina por la cepa Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 en medios liquidos. C) Produccién de piocianina
por la cepa Pseudomonas aeruginosa en medio sélido (http//: chromagar.com) D) Produccién de fenazinas en
medio sdlido por parte de la cepa mutante Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 AttuE. Las imagenes A, By D
fueron obtenidas en nuestro laboratorio de investigacion en el Instituto de Biotecnologia, UNAM.

nologias prometedoras para la produccién de
energia renovable y el tratamiento de aguas
residuales, entre otras aplicaciones. La tec-
nologia de PCM tiene como objetivo generar
corriente eléctrica a través de la transferencia
extracelular de electrones, que los microorga-
nismos liberan de sustratos organicos, como
las fenazinas, las cuales, al tener un alto po-
tencial redox, es decir pueden perder o ganar
electrones con facilidad, son moléculas ido-
neas para este tipo de tecnologia.

Mejorando la

produccion de fenazinas

Como hemos visto, las fenazinas son molécu-
las muy interesantes y con un gran potencial
de aplicaciones, es debido a esto que muchos
grupos de investigacion alrededor del mundo
enfocan sus esfuerzos en entender mejor la
biologia que hay detras de estas moléculas,
desarrollar procesos que mejoren y aumenten
su produccion, métodos para modificarlas y
obtener nuevos compuestos y todas las apli-
caciones que estos desarrollos puedan tener.
Las fenazinas se han producido en laborato-
rio desde la década de los 1970s, y la manera
mas sencilla de hacerlo es creciendo bacterias
productoras de estas moléculas en medios de
cultivo muy ricos a cierta temperatura y con-
diciones de oxigenacién dependiendo de la
especie bacteriana. Sin embargo, una limitan-
te a superar es el poco rendimiento que se ob-
tiene de estos compuestos, pues por lo general
se obtienen miligramos, o incluso microgra-
mos de fenazinas por litro de cultivo. En la
actualidad, son dos las principales estrategias
que se exploran para abordar esta problemati-
ca, no solo con las fenazinas si no, en general,
con cualquier molécula de interés producida
en cultivos microbianos.

La primera es mejorar las condiciones de
cultivo, es decir realizar modificaciones a
la temperatura, oxigenacion, agitacion o al
medio de cultivo empleado. Las variacio-
nes al medio de cultivo pueden ser cambiar
la formulacién (agregando o disminuyendo
la cantidad de algtn nutriente en especifico)
cambiar el tipo de medio (s6lido o liquido) o
incluso agregar algtin compuesto que genere
algun estrés al cudl respondan las bacterias
produciendo nuestro compuesto de interés
(por ejemplo, se ha visto que agregando al-
gun compuesto que genere estrés oxidativo o

componentes de membrana de hongos al me-
dio de cultivo puede incrementar la produc-
cion de fenazinas).

La segunda estrategia consiste en emplear a
la ingenieria genética de diversas formas. Se
pueden realizar modificaciones genéticas di-
rectamente al microorganismo productor del
compuesto de interés para agregar o quitar
genes, o realizar mutaciones en genes espe-
cificos; estas modificaciones se hacen con el
objetivo de que en el metabolismo de la bac-
teria se priorice la produccion del compuesto
de interés. Otra manera es lo que se conoce
como expresién heteréloga, y consiste en to-
mar a los genes que codifican a las enzimas
involucradas en la produccién de nuestro
compuesto de interés y transferirlos a algin
otro microorganismo modelo donde la pro-
duccién sea mejor. Por lo regular la bacteria
Escherichia coli, que crece rapidamente en
medios de cultivo baratos y para la cual ya
hay una gran cantidad de herramientas gené-
ticas disponibles para favorecer la expresion
de genes ajenos.

En nuestro laboratorio, en el Instituto de Bio-
tecnologia de la UNAM, estamos empleando
ambas estrategias para incrementar la pro-
duccién de fenazinas con la cepa bacteriana
Pseudomonas chlororaphis ATCC9446. En
especifico esta cepa produce tres fenazinas:
PCA, PCN y clororafina. Las primeras dos
son de una coloracion amarilla y la tltima se
aprecia en forma de cristales verdes en culti-
vos bacterianos.

La primera estrategia que implementamos fue
modificar la forma de cultivar a la bacteria.
En lugar de mantener nuestro cultivo bacte-
riano liquido en agitacion por 120 horas den-
tro de una incubadora, como por lo regular se
hace, los dejamos en agitacion solo 24 horas y
el resto del tiempo en reposo. Esta modifica-
cion generd un estrés en las bacterias, pues al
no haber agitacion se limita la entrada de oxi-
geno en el medio, lo cual orilla a la bacteria
a producir mas fenazinas, pues estas molécu-
las pueden sustituir al oxigeno en un proceso
bioquimico esencial llamado cadena respira-
toria. Ademas, modificamos la formulacién
del medio de cultivo empleado; sustituimos
glicerol, que es el carbohidrato méas empleado
para el cultivo del género Pseudomonas, por
glucosa. El resultado fue de hasta siete veces
mas la produccién de fenazinas.

Otra estrategia que estamos implementando
es la eliminacién de dos genes: uno que co-
difica para una enzima que regula de manera

negativa la produccién de fenazinas y otro
que codifica una enzima que desvia el meta-
bolismo hacia otras rutas metabdlicas que no
son la de las fenazinas.

Estos trabajos atin estan en desarrollo y espe-
ramos pronto obtener resultados concluyentes
para que nuestros esfuerzos, junto con el de
muchos otros cientificos alrededor del mun-
do, permitan que en un futuro préximo poda-
mos obtener un mayor provecho a estas mo-
léculas tan interesantes, y que las fenazinas
se incorporen a mas procesos biotecnol6gicos
de alta escala con bajo impacto ecologico que
permitan la obtencién productos que nos be-
neficien en temas de salud y cuidado al medio
ambiente.
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