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RESUMEN. La producción comercial de proteínas para uso terapéutico a partir
de microorganismos recombinantes continúa siendo un tema de gran interés.
Varios sistemas microbianos han sido desarrollados con esta finalidad, dentro de
los cuales, Escherichia coli ha sido el hospedero que más aplicaciones ha recibi-
do. Sin embargo, las proteínas expresadas por esta bacteria pueden solamente
alcanzar el periplasma o en la mayoría de los casos, precipitar en forma desnatu-
ralizada formando cuerpos de inclusión; lo cual puede comprometer seriamente
los procesos de recobrado. Por estas razones, algunos géneros de bacterias Gram
positivas están siendo investigados como hospederos para la producción de pro-
teínas recombinantes, dada su habilidad de secretar proteínas al medio
extracelular. Uno de los géneros seleccionados por su habilidad natural de secretar
proteínas a elevadas cantidades, ha sido Streptomyces. Dentro de estos microor-
ganismos, Streptomyces lividans ha sido el hospedero de elección para la pro-
ducción secretora de proteínas heterólogas debido a que posee un bajo nivel de
actividad proteolítica endógeno extracelular, una barrera reducida de restricción-
modificación y sistemas de vectores establecidos. Por ello, es de considerable
interés convertirlo en un hospedero bacteriano para la producción de proteínas
homólogas y heterólogas. Se profundiza especialmente, en los elementos mole-
culares y los factores que influyen en la expresión y secresión de proteínas, así
como en la optimización de las condiciones de su fermentación y dada su impor-
tancia, se concluye que hasta el presente, no es posible establecer reglas genera-
les para la expresión y secresión de proteínas recombinantes en Streptomyces,
sino que cada proteína necesita de un estudio básico cuidadoso antes de realizar
las construcciones moleculares y los estudios de expresión secretora.

ABSTRACT. The commercial production of proteins in recombinant microorganisms
for therapeutic use is of substantial interest. Several microbial systems have been
developed so far, but when the microbial expression of recombinant proteins is dis-
cussed,  Escherichia coli is usually assumed to be the host organism. However, in these
bacteria, expressed proteins remain in the periplasm and often precipitate as inclu-
sion bodies, which may seriously complicate downstream processing. Faced with this
problem, several genders of Gram-positive bacteria are being tested as host for the
production of heterologous proteins due to their ability to secrete proteins in the cul-
ture medium. Among them is Streptomyces, since several of their species are known
to secrete proteins in high amounts. Due to the absence of an extensive restriction-
modification system, limited protease activity and the availability of suitable vector
systems, Streptomyces lividans is the host of choice for the secretory production of
heterologous proteins. Therefore, it is of considerable interest to improve Streptomy-
ces lividans as a bacterial host for obtaining homologous and several heterologous
proteins with remarkable efficiency. In this article, it is reviewed the current knowl-
edge on the molecular elements and factors that affect the expression and secretion of
proteins, the optimization of fermentation conditions and the main studies made when
Streptomyces lividans was used as host. It was concluded that at present there is not
possible to stablish a general rule for the expression and secretion of recombi-
nant proteins in Streptomyces because each one need before a basic research about
molecular elements and factors that affect exoression and secretion of proteins.

INTRODUCCION

La obtención de proteínas euca-
rióticas con aplicaciones biofar-
macéuticas a partir de sistemas
de expresión ha sido ampliamen-
te investigada en los últimos años.
Escherichia coli ha sido el hospede-
ro heterólogo preferentemente se-
leccionado debido fundamentalmente
a su bien establecida fisiología, bio-
química, genética y a la amplia va-
riedad de vectores de expresión dis-
ponibles. Sin embargo, las bacterias
Gram negativas poseen una mem-
brana externa que representa una
barrera adicional a la secreción de
proteínas, las cuales son general-
mente retenidas en el espacio peri-
plasmático. Las proteínas recombi-
nantes sobreproducidas en E. coli
pueden también acumularse en el
citoplasma como agregados insolu-
bles a los cuales se le denominan
cuerpos de inclusión. Bajo estas
condiciones de expresión, el reco-
brado de las proteínas requiere de
ruptura celular y solubilización de
los agregados con fuertes agentes
desnaturalizantes, seguido de
refoldeo del polipéptido bajo con-
diciones apropiadas. Todos estos
procedimientos requieren tiempo,
inversiones y pueden ocasionar
perjuicios al medio ambiente.1 Tenien-
do en consideración las problemáti-
cas anteriormente mencionadas,
otros sistemas microbianos están
bajo investigación; en especial,
aquellos que son capaces de secre-
tar proteínas al sobrenadante de
cultivo. Un grupo de bacterias, que
por su gran habilidad de producir
proteínas nativas extracelulares a
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elevadas concentraciones, ha reci-
bido mucho interés en los últimos
años, son las especies pertenecien-
tes al género Streptomyces.2 Los
Streptomyces son bacterias Gram
positivas, no patógenas, que exhi-
ben un ciclo de vida morfológico y
fisiológico complejo. Son encontra-
dos abundantemente en los suelos
donde degradan varios biopolíme-
ros y gran cantidad de materiales
orgánicos. En medio sólido crecen
en forma micelial formando fila-
mentos ramificados carentes de
septos internos. Sus paredes celu-
lares están compuestas de una capa
simple de peptidoglicano de cuya
organización se considera que faci-
lita la liberación de proteínas al
medio extracelular al carecer de
membrana externa. Son considera-
dos un reservorio de productos na-
turales debido a la amplia variedad
de metabolitos que secretan, dentro
de los cuales se incluyen: antimicro-
bianos, antifúngicos, inmunosupre-
sores, enzimas hidrolíticas, inhibi-
dores enzimáticos proteicos, entre
otros.1 Los buenos resultados obte-
nidos en la producción de proteínas
homólogas y algunas heterólogas
han estimulado que en los últimos
años se hayan realizado considera-
bles investigaciones dirigidas a ex-
plotar la habilidad natural de algu-
nas especies de Streptomyces de
secretar proteínas biológicamente
activas con marcada eficiencia.3

Paralelamente, en los últimos años,
la tecnología de ADN recombinan-
te en Streptomyces ha progresando
rápidamente con la construcción de
vectores mejorados incluyendo los
bifuncionales, el desarrollo de va-
rias herramientas genéticas como
los transposones y sistemas de in-
troducción de ADN, así como la
secuenciación completa del genoma
de Streptomyces coelicolor A3(2)
como cepa modelo.4,5 Este trabajo se
propuso analizar el conocimiento en
estado del arte sobre el uso de
Streptomyces como hospedero para
la producción proteínas heterólo-
gas, así como las perspectivas de su
desarrollo como hospedero para la
producción de proteínas industrial-
mente importantes.

ELEMENTOS MOLECULARES Y
FACTORES INVOLUCRADOS EN
LA PRODUCCIÓN Y SECRECIÓN
DE PROTEÍNAS POR STREPTO-
MYCES

La producción secretora de pro-
teínas recombinantes requiere de
una expresión génica eficiente y del
establecimiento de las condiciones

conocidas necesarias para su secre-
ción. La expresión génica también
depende de la disponibilidad de
vectores y de los sistemas de intro-
ducción de ADN correspondientes.
En la siguiente sección, se descri-
ben los factores y elementos mole-
culares más importantes que influ-
yen en la producción secretora de
proteínas en Streptomyces.

Cepas hospederas

A pesar de que Streptomyces
coelicolor A3(2) es la especie mejor
caracterizada desde el punto de vis-
ta genético dentro del género; otra
especie muy cercana a ella, Strepto-
myces lividans, ha sido casi exclu-
sivamente la especie de elección
como hospedero para la producción
de proteínas homólogas y heteró-
logas. Desafortunadamente, S.
coelicolor A(3)2 contiene un podero-
so sistema de restricción-modifica-
ción que actúa como una barrera de
entrada y propagación fundamen-
talmente de vectores bifuncionales
derivados de E. coli. Sin embargo,
S. lividans y sus derivados carecen
de este sistema y  poseen una baja
actividad proteolítica endógena
extracelular. Además existe un am-
plio conocimiento sobre su tecnolo-
gía de fermentación y los métodos
de introducción de ADN por trans-
formación y conjugación.2

Vectores

La mayoría de los plasmidios
desarrollados para la sobreexpresión
de genes en S. lividans son vectores
bifuncionales Streptomyces-E. coli,
basados en plasmidios derivados
del replicón multicopias pIJ101 y ex-
hiben un amplio espectro de hospe-
deros en Streptomyces. El marcador
de selección utilizado preferente-
mente para la selección recombinan-
te en S. lividans es el gen de resis-
tencia a tioestreptona de S. azureus.
Los vectores bifuncionales simpli-
fican considerablemente la cons-
trucción de derivados, ya que per-
miten que el trabajo de subclonajes
sea realizado en E. coli y posterior-
mente, el clon seleccionado sea in-
troducido en Streptomyces. Sin
embargo, estos vectores han sido
ocasionalmente descritos como
inestables en S. lividans.4

También han sido desarrollados
vectores integrativos con la finali-
dad de construir cepas que porten
genes heterólogos integrados en su
cromosoma, evitando así, la utiliza-
ción de los marcadores de selección,
generalmente antibióticos, para el
mantenimiento de los plasmidios

en las producciones a gran escala.
Actualmente, estos vectores pueden
ser introducidos en Streptomyces
por transformación o por conjuga-
ción.6

Transcripción

La transcripción de los genes ha
sido correlacionada con la presen-
cia de algunas formas de ARN
polimerasas asociadas a diferentes
factores s aislados en Streptomyces,
los cuales reconocen promotores
regulados específicos. Hasta el mo-
mento han sido descritos dos clases
de promotores en Streptomyces: los
promotores consensos E. coli y los
no consensos. Los primeros son re-
conocidos por la ARN polimerasa de
Streptomyces semejante al factor
Eσ70 de E. coli, de los cuales son
ejemplos típicos XP55-p y SEP-2. En
cambio, los segundos no poseen las
regiones -10 y -35 típicas de los pro-
motores de E. coli y por ende, no
funcionan en E. coli. El sitio de ini-
cio de la trascripción de genes en
Streptomyces generalmente co-
mienza 9-345 nucleótidos cuesta
arriba de la región codificante.7

Para la expresión de genes de
especies de Streptomyces que no
sean S. lividans, los promotores
nativos han sido generalmente con-
servados. Solamente en algunos
casos, el original fue reemplazado
por otros para su optimización. Por
ejemplo, las cantidades extracelula-
res de α-amilasa fueron incremen-
tadas 16 veces cuando se reempla-
zó el nativo por el de la aph o el de
safR y 2,5 veces cuando se utilizó el
lacZ o el 114A.8 Para los genes
heterólogos a Streptomyces, en la
mayoría de los casos, el nativo fue
reemplazado por uno eficiente de
Streptomyces como el de aph, ermEup,
saf, stiII, el de β-galactosidasa y el vsi
de S. venezuelae. Es importante des-
tacar que promotores fuertes no ga-
rantizan una expresión eficiente de
genes heterólogos. Además, dife-
rentes promotores pueden tener un
efecto diferente sobre el rendimien-
to del producto heterólogo.9,10 Pro-
motores inducibles también han
sido descritos; entre ellos, el tipA
inducible por tioestreptona y el
galP1 inducible por galactosa.11,12

Hasta el momento, los inducibles
han sido raramente utilizados en los
sistemas de expresión de Strepto-
myces.

Los terminadores de la trans-
cripción de genes de Streptomyces
son generalmente semejantes a los
encontrados en otras bacterias y
contienen secuencias de nucleóti-
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dos repetidas e invertidas que ade-
más, son largas e imperfectas seme-
jantes a los terminadores rho inde-
pendientes de E. coli. Sin embargo,
carecen de largas secuencias de ti-
midina, típicas de los terminadores
de E. coli.3

Una eficiente terminación de la
trascripción es uno de los factores
que contribuye a una óptima expre-
sión de las proteínas. En algunos
casos, la utilización de terminado-
res de la trascripción ha contribui-
do notablemente a la estabilidad del
ARNm  y por ende, en la eficiencia
de su traducción a proteína. Pulido
y Jiménez reportaron que la adición
de un terminador de la trascripción
cuesta abajo del gen del interferón
α2b humano incrementa la estabi-
lidad del transcripto y provoca un
aumento de cuatro veces en la pro-
ducción de esta proteína en S.
lividans.13 Sin embargo, Schmitt-
John y Engels no observaron nin-
gún efecto sobre la producción de
tendamistat al adicionar el mismo
terminador de la trascripción cues-
ta abajo del gen;14 mientras que
Taguchi y col. observaron un incre-
mento de 3,5 veces en la producción
del inhibidor de subtilisina de S.
albogriseolus (SSI) cuando delecio-
naron el primero de los posibles
terminadores de la trascripción pre-
sentes cuesta abajo del gen ssi.15 La
estabilidad del ARNm es un factor
muy importante a considerar por su
marcada influencia en la traducción
de proteínas.

Traducción

Muchas secuencias próximas a
marcos abiertos de lecturas, a las
cuales se les ha denominado sitio de
unión al ribosoma o motivo Shine
Delgarno, despliegan una significa-
tiva complementariedad al extremo
3� del ARN ribosomal 16S en S. lividans
(3�-OH-UCUUUCCUCCACUAG-5�). En
Streptomyces esta secuencia con-
senso Shine Delgarno ha sido iden-
tificada como (a/g)GGAGG- con una
localización de 5 a 12 nucleótidos
cuesta arriba del codón de inicio de
la traducción (ATG/GTG).16 En con-
traste con otras bacterias, una fracción
significativa de genes de Strep-
tomyces son aparentemente tradu-
cidos a partir de transcriptos caren-
te de secuencias líder, en los cuales,
el inicio de la trascripción coincide
con la primera base del codón de
inicio de la traducción. Ejemplos
de estos casos lo constituyen, el
gen aph de la fosfotransferasa de
aminoglucosidos de S. fradiae y el
gen ermE de resistencia a eritro-

micina de Saccharopolyspora ery-
thraea.17

También a nivel traduccional la
expresión de una proteína puede
ser aumentada. Algunos genes que
codifican proteínas secretadas en
Streptomyces contienen largas se-
cuencias señales con dos codones
de iniciación de la traducción, cada
uno precedido de un sitio de unión
al ribosoma. Utilizando estas largas
secuencias señales, fue encontrado
que la producción de la xilanasa A
fue incrementada de 1,5 a 2,5 veces
en comparación con secuencias se-
ñales cortas. Esto fue explicado por
el uso concomitante de dos sitios de
unión al ribosoma consecutivos.18

También ha sido reportado que
el uso de codones puede influenciar
el rendimiento final de una proteí-
na. El elevado contenido de GC de
Streptomyces (53 a 74 %) conduce a
un extremadamente elevado uso
preferenciado de codones. Como
consecuencia, ciertos codones en
los genes pueden afectar la expre-
sión debido a ausencia del ARNt
apropiado. El codón TTALeu es rara-
mente utilizado en Streptomyces en
las fases tempranas del crecimien-
to. La introducción del codón
TTALeu en el gen del inhibidor de
subtilisina, provoca una considera-
ble reducción de la producción de
SSI en S. lividans hasta la fase es-
tacionaria de crecimiento.19 EL gen
bldA, el cual codifica para un ARNt
para el codón Leu, es también ex-
presado en la fase tardía de creci-
miento.20

La adaptación de algunos co-
dones en el extremo amino termi-
nal de TNFα de ratón indirectamente
fusionado a la secuencia señal de α-
amilasa de S. venezuelae no incre-
mentó la expresión de TNFα de ra-
tón.21 Esto indica que otros factores
como la estabilidad del ARNm y el
número de copias del plasmidio uti-
lizado pueden afectar la expresión
de genes heterólogos.

Proceso de secreción general

Las proteínas que van a ser ex-
portadas a través de una membra-
na citoplasmática por el proceso de
secreción general (PSG) son sinte-
tizadas generalmente como prepro-
teína con una extensión amino ter-
minal denominada péptido señal, el
cual media la translocación de la
proteína por el aparato secretor. La
mayoría de las proteínas son expor-
tadas a través del aparato Sec; el
cual consiste, al menos, de la pro-
teína SecA de membrana y del com-
plejo proteico SecYEGDF en E. coli.

También desempeña un papel impor-
tante, la proteína SecB, que actúa
como chaperona. SecB reconoce la
proteína precursora, manteniéndo-
la en una conformación competen-
te para la translocación y promue-
ve su interacción con SecA. Esta
proteína reconoce la secuencia se-
ñal del precursor, su región madu-
ra no foldeada y SecB. Sin embar-
go, SecB ha sido encontrada sola-
mente en bacterias Gram negativas.
Como consecuencia, la función de
SecB pudiera ser realizada por otras
proteínas en bacterias Gram positi-
vas. SecA tiene actividad ATPasa e
interacciona con los fosfolípidos de
la membrana y con la translocasa
hexamérica, la cual consiste de
SecY, E, G, D, F y YajC. El complejo
media la translocación de precurso-
res a través de la membrana utili-
zando ATP y la fuerza motriz trans-
portadora de protones. El dominio
SecYE de la translocasa es suficien-
te para que la translocasa se una a
SecA y se active, pero una trans-
locación eficiente requiere de SecG
y de miembros del operón secD
(SecD, SecF y YajC).22 En Strepto-
myces, algunos genes han sido ais-
lados e identificados, pero no se dis-
ponen de estudios mayores de
profundización. Genes homólogos a
secB, secG y yajC no han sido iden-
tificados hasta el momento.

Además de las proteínas Sec,
hay chaperonas que pueden interac-
tuar con los precursores en E. coli.
Las chaperonas son proteínas que
interactúan con conformaciones no
nativas de otras proteínas para evi-
tar la agregación de la nueva pro-
teína sintetizada. Las interacciones
representan un importante papel en
mantener a los precursores en una
forma competente para la secreción
y posteriormente, en el foldeo de la
proteína en su estructura nativa.
Proteínas de las familias GroEl y
DnaK, pertenecientes a las proteí-
nas de choque y calor, actúan como
chaperonas moleculares y desempe-
ñan un protagonismo papel crucial
en condiciones fisiológicas asistiendo
en el foldeo de los nuevos polipép-
tidos sintetizados. La sobreexpresión
y(o) co-expresión regulada de los
operones dnaK y groE pueden guiar
al aumento de la producción de una
proteína de interés en E. coli.23 Pro-
teínas homólogas a las de choque y
calor han sido descritas en Strepto-
myces, pero la influencia de su so-
breexpresión no ha sido investiga-
da hasta el momento.

A pesar de que los péptidos se-
ñales no muestran conservación de
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secuencias aminoacídicas, ellos po-
seen una organización estructural
tripartita común que comprende
una región amino terminal, la cual
contiene uno o más residuos ami-
noacídicos cargados positivamente
(n-), una región central hidrofóbica
(h-) con gran disposición a formar
α-hélices y una región carboxi ter-
minal (c-) que porta el sitio de corte
de la peptidasa señal. Este sitio de
corte está precedido típicamente
por la secuencia Ala-X-Ala en las
posiciones -3 y -1, siendo X un resi-
duo pequeño no cargado. El eleva-
do contenido de GC de Streptomyces
tiene efectos sobre la composición
de la región n- del péptido señal.
Debido a que los codones Arg son
más ricos en GC que los de Lys, la
Arg es más usada en los péptidos
señales de Streptomyces, los cuales
son de mayor tamaño comparado
con los de otras bacterias. Modifi-
caciones de la carga neta en la re-
gión n- de los péptidos señales pue-
de tener una influencia dramática
sobre el rendimiento de secreción
en Streptomyces.24

Como ya se mencionó anterior-
mente, la unión de la preproteína a
SecA, un componente clave en el
proceso dependiente de Sec, es fa-
cilitada por el péptido señal. Como
consecuencia, estos péptidos son
factores relevantes que contribuyen
a una secreción eficiente. El aisla-
miento y comparación de diferen-
tes péptidos señales es, por ende,
una importante vía para el aumen-
to de los rendimientos, pero no es
exclusivamente el único componen-
te de valor. Un péptido señal eficien-
te para la excreción de ciertas pro-
teínas no tiene que ser suficiente
para la translocación de otras. Ca-
racterísticas particulares de la pro-
teína madura parecen ser importan-
tes como por ejemplo: la secuencia
de aminoácidos en el extremo
amino terminal de la proteína,25 las
propiedades físico-químicas como
la hidrofobicidad y presencia de
puentes disulfuro,26 la longitud de
ella, así como la susceptibilidad a las
proteasas del hospedero.27

Después de la translocación de
la proteína precursora, el péptido
señal es normalmente removido por
las peptidasas señales tipo I (SPasas).
En contraste con E. coli, en el cual
una sola SPasa tipo I esencial ha
sido descubierta, algunas bacterias
tienen más de una SPasa. Por ejem-
plo, en S. lividans y S. coelicolor
A3(2) se han identificado cuatro
peptidasas señales diferentes.28

También en este paso, el péptido

señal puede ser un paso limitante
del proceso de secreción.

La característica más sobresa-
liente del aparato Sec es que las
proteínas son translocadas en una
conformación extendida y están
frecuentemente unidas a chapero-
nas citoplasmáticas para evitar el
foldeo previo a la exportación. Re-
cientemente, se ha descubierto que
las bacterias, incluyendo Strepto-
myces, poseen un segundo proceso
para exportar proteínas que difiere
significativamente del aparato Sec.
Este proceso independiente de Sec
ha sido denominado Tat, ya que los
precursores son translocados por
péptidos señales que, aunque pre-
servan la organización estructural
tripartita de los péptidos señales
Sec, presentan una secuencia moti-
vo característica en la región n- que
incluye dos consecutivos e invaria-
bles residuos de Arg. Este sistema
utiliza como fuente de energía la
procedente del gradiente de pro-
tones. Tres genes han sido identifi-
cados como componentes impor-
tantes de este sistema en E. coli.
Ellos son tatA, tatB y tatC. El pro-
ducto de estos genes forma la
translocasa. Extraordinariamente,
esta translocasa transporta única-
mente proteínas foldeadas a través
de la membrana citoplasmática.29 El
uso del sistema Tat es muy promi-
sorio en su explotación para trans-
portar proteínas heterólogas (sus-
tratos del sistema Tat) a través de
la membrana citoplasmática.

Los procesos y componentes
anteriormente descritos desempe-
ñan un importante papel en la célu-
la. La sobreexpresión de proteínas
del hospedero pueden eventual-
mente incrementar la concentra-
ción de la proteína objeto de estu-
dio, como ha sido demostrado en E.
coli.23 Sin embargo, a pesar de que
en los últimos años muchos compo-
nentes han sido identificados para
diferentes especies de Streptomyces,
no se han realizado estudios para
manipular toda esta información
con el objetivo de mejorar su secre-
ción de proteínas. Es muy probable
que sea necesaria una cepa hospe-
dero mejorada para cada proteína
recombinante; ya que por ejemplo,
las chaperonas moleculares tienen
diferentes capacidades de unión a
cada proteína.

Susceptibilidad proteolítica

Una vez secretada, la proteína
puede plegarse correctamente y así
obtener, su actividad biológica. Sin
embargo, la actividad proteolítica

del hospedero puede afectar dramá-
ticamente los rendimientos de una
proteína específica. Tanto las pro-
teínas homólogas como heterólogas
pueden ser alteradas proteolíti-
camente por Streptomyces, como es
el caso del interferón α2b humano.30

Varias proteasas extracelulares han
sido clonadas y caracterizadas en S.
lividans con la finalidad de contri-
buir al conocimiento y mejoramien-
to de la producción de proteínas en
este hospedero. Por medio de
deleciones o mutaciones de uno o
más nucleótidos en los genes que
codifican para estas proteasas han
sido construidas varias cepas mejo-
radas de S. lividans; entre ellas,
MS7 (tap-), MS9 (otra cepa tap- ),
MS11 (pepP-, pepP2, slpA-, slpC-, tap-

, ssp-) y M12 (Tap-, Ssp-). La cepa que
muestra la actividad proteolítica
extracelular más baja es M12. Aun-
que también se utilizan otras cepas,
como por ejemplo la cepa MS7 para
la obtención de GM-CSF.31 También
se ha descrito en S. lividans, dos
proteasas asociadas al micelio, de-
nominadas SlpD y SlpE, las cuales
se consideran importantes para el
crecimiento y la viabilidad. Por lo
cual no se han podido construir ce-
pas de S. lividans con estos genes
delecionados.

 OPTIMIZACION DE LAS CONDI-
CIONES DE FERMENTACIÓN

Las condiciones de cultivos
como la composición del medio de
cultivo, el oxígeno disponible, la
temperatura y la agitación tienen
un significativo impacto sobre la
producción de proteínas. Por ello, es
muy importante la optimización de
estos factores. Al mismo tiempo,
aspectos técnico-económicos deben
ser incluidos en el análisis, si el pro-
ceso va a ser escalado. Dada la expe-
riencia acumulada en más de 50 años
de producción de enzimas y antibió-
ticos en Streptomyces, es muy pro-
bable que la industria farmacéuti-
ca tenga acumulada gran cantidad
de información. Desafortunada-
mente, muy poca de ella está dispo-
nible en la literatura primaria. A
continuación, se refieren algunos
estudios importantes descritos.

Uno de los estudios más intere-
santes fue el realizado por Erpicum
y col., en el cual, se estudió la produc-
ción de β-lactamasas por Streptomyces
y se obtuvieron los mejores resul-
tados en un medio que contenía glu-
cosa y cloruro de amonio a pH 7,4
estabilizado. Un incremento signi-
ficativo fue obtenido con la adición
de hasta un 38 % de sacarosa al me-
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dio de cultivo. A pesar de que esta
es pobremente metabolizada, pare-
ce tener un efecto estabilizador sobre
las enzimas y posiblemente, sobre
las células.32

Grandes cantidades de nutrien-
tes (hasta 100 g/L de glucosa y 67 g
/L de triptona) fueron necesarios
para obtener una buena producción
de hidrolasa de paratión en S.
lividans. Sin embargo, estos nu-
trientes tuvieron que ser adiciona-
dos gradualmente con la finalidad
de evitar la acumulación de biopro-
ductos ácidos. Este problema fue
notablemente mejorado al suminis-
trar gas enriquecido en oxígeno.33

Lee y col. también observaron la
mejor producción de una β-lactamasa
recombinante al utilizar bajas con-
centraciones de glucosa y grandes
de oxígeno disuelto.34

El efecto de las fuentes de car-
bono sobre la producción de proteí-
nas ha sido ampliamente estudiado
en Streptomyces, siendo la glucosa
la fuente de carbono seleccionada
preferentemente. Uno de los traba-
jos más representativos aplicados a
la secreción de proteínas, lo consti-
tuye el estudio realizado por Pérez
Mellado, en el cual, se estudia el
efecto de la glucosa sobre la secre-
ción de la agarasa de S. coelicolor.
En este estudio se observó un efec-
to represor sobre la producción de
esta proteína a elevadas concentra-
ciones de glucosa (5 %). Y fue más
marcada la represión a nivel de la se-
creción que a nivel transcripcional.
También se observó una disminu-
ción considerable de la secreción de
proteasas.35 Posteriormente, las se-
cuencias regulatorias y de secreción
de esta agarasa extracelular fueron
utilizadas para dirigir la secreción
heteróloga de una β-lactamasa de E.
coli en S. lividans. La regulación
transcripcional de este gen quimé-
rico y los patrones de secreción del
producto génico coinciden con los
observados en el caso de la agarasa.
El efecto negativo de elevadas con-
centraciones de glucosa sobre la
secreción de esta β-lactamasa fue
revertido cuando la bacteria recom-
binante fue crecida bajo concentra-
ciones limitantes de fosfato.36

El efecto de las proteasas del
hospedero sobre los rendimientos
de las proteínas recombinantes ha
sido ampliamente descrito. Se han
utilizado diferentes nutrientes en
los medios de cultivos con la finali-
dad de afectar la expresión-secre-
ción de las proteasas. Aretz y col.
adicionaron Zn2+ al medio de culti-
vo para intentar inhibir una proteasa

que degradaba una proteína de fu-
sión formada por el tendamistat y
la proinsulina.37 Haas-Lauterbach y
col.26 observaron la mejor produc-
ción de tendamistat recombinante
cuando S. lividans fue crecido a 19 °C
con 3 % de peptona de caseína.
Fornwald y col. reportaron que la
proteolisis limitó la acumulación de
derivados solubles del receptor CD4
de células T humano. La adición de
casaminoácidos al medio de cultivo
aumentó significativamente el
tiempo de vida media de estas pro-
teínas.38 Sin embargo, esta estrate-
gia no ha dado los mismos resulta-
dos en otros casos.

APLICACIONES Y RENDIMIEN-
TOS DE PRODUCCION

Muchos genes homólogos han
sido éxitosamente expresados y las
proteínas codificadas por ellos rápi-
damente secretadas por S. lividans.
En muchos casos, los niveles de pro-
ducción se incrementaron al com-
pararlos con los rendimientos de
producción de la cepa original. Se
utilizaron las mismas señales regu-
ladoras de la cepa original por lo que
se atribuyó el incremento en la pro-
ducción al efecto del número de co-
pias del gen clonado en plasmidios
de elevado número de copias. La
proteína recombinante fue, en la
mayoría de los casos, la predomi-
nante en el medio extracelular de S.
lividans, obteniéndose hasta varios
gramos por litro de filtrado de cul-
tivo (ejemplos agarasas, celulasas y
hemicelulasas). Varios ejemplos de
proteínas eucariotas heterólogas
producidas por Streptomyces se han
descrito, algunos de los cuales, se
han comercializado.1

Las proteínas secretadas por
Streptomyces son generalmente so-
lubles y se encuentran correcta-
mente foldeadas; por ende, no hay
necesidad de resolubilización y
replegamiento para obtenerlas ac-
tivas biológicamente. Por otra par-
te, las proteínas son recobradas del
sobrenadante de cultivo por proce-
dimientos establecidos como la
ultracentrifugación y(o) por ejem-
plo, adsorción sobre cromatografía
de intercambio iónico, entre otros,
dependiendo de las propiedades fí-
sico-químicas, niveles de expresión
obtenidos, etc., de la proteína en
cuestión.39

 Varios ejemplos de proteínas
procariotas secretadas por Strepto-
myces han sido descritos.1 Secuen-
cias reguladoras de proteínas homó-
logas bien secretadas por Streptomyces
han sido utilizadas en la producción

de proteínas eucariotas. Sin embar-
go, los rendimientos no han sido ele-
vados en la mayoría de los casos.
Uno de estos ejemplos ha sido el es-
tudio de la secreción de interferón
a 2b humano (IFNα-2bh) bajo el con-
trol del promotor ermEp* del gen de
resistencia a eritromicina de Sac-
charopolyspora erythraea y las se-
ñales reguladoras y de secreción de
la lipasa A de S. exfoliatus M 11 en
S. lividans. El péptido señal de la
lipasa A ha sido uno de los más largos
utilizados en Streptomyces (48 ami-
noácidos). Se realizaron dos tipos de
fusiones génicas entre el gen del ifnα-
2bh y la secuencia señal de la lipasa
A: una fusión directa y otra fusión
espaciada por seis codones. El
IFNα-2bh secretado por la cepas
recombinantes de S. lividans fue
detectado después de 20 h de creci-
miento, alcanzando sus concentra-
ciones máximas a las 48 h y después
disminuyó drásticamente. Las con-
centraciones de IFNα-2bh detecta-
das en el sobrenadante de cultivo
fueron bajas. La máxima detectada
por ELISA fue 100 ng/mL para la
cepa de S. lividans transformada
con el plasmidio que posee la fusión
génica espaciada por seis codones.
El título antiviral de este IFNα-2bh
secretado fue (1,4 ± 0,4) · 104 U/mL
de sobrenadante de cultivo. Sin em-
bargo, el producto recombinante
secretado fue parcialmente modifi-
cado cuando los cultivos alcanzaron
la fase estacionaria por la acción de
un factor no identificado asociado
al micelio. Evidencias experimenta-
les sugieren que dicho factor está
relacionado con la actividad proteol-
ítica del micelio.30 Diferentes estra-
tegias se están realizando con el
objetivo de incrementar los rendi-
mientos de esta proteína, entre
ellas, la fusión del gen del ifnα-2bh
a diferentes señales reguladoras y
de secreción pertenecientes a pro-
teínas bien secretadas por Strepto-
myces.

Los mejores resultados con más
de 300 mg de proteína/L de cultivo,
fueron obtenidos para el receptor
CD4 soluble bajo el control de las
secuencias reguladoras y de secre-
ción del gen del inhibidor de tripsi-
na de Streptomyces longisporus38 y
también para el TNFαm bajo el con-
trol de las secuencias reguladoras
del inhibidor de subtilisina de S.
venezuelae CBS762.70. En este últi-
mo estudio, se encontró que al
mutagenizar sitio específicamente
la secuencia nucleotídica codifi-
cante para la región amino terminal
del péptido señal, de forma tal que
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disminuyera la carga neta positiva
de esta región de +3 (proteína sal-
vaje) a +2 se obtuvieron incremen-
tos de 2 a 10 veces en la producción
secretora de esta proteína,9 la cual,
ha sido obtenida también a escala
piloto de producción y todos los fac-
tores desde el punto de vista de fer-
mentación y purificación han sido
establecidos éxitosamente.40 La mu-
tagénesis de las secuencias señales
ha sido una estrategia utilizada para
aumentar la eficiencia de la secre-
ción de las proteínas sintetizadas. Al
utilizar la secuencia señal del inhi-
bidor de subtilisina de S. venezuelae,
otras proteínas, incluyendo algunas
interleucinas humanas y receptores
solubles del TNFαm, fueron obteni-
das a bajas concentraciones. Las
razones de este fenómeno no son ob-
vias, pero las características físico-
químicas de las proteínas a ser
secretadas son factores importan-
tes. La hidrofobicidad de algunas de
ellas, como la interleucina 2, ha sido
crucial en la obtención de bajas con-
centraciones de secreción en S.
lividans.2 La presencia de puentes
disulfuro en la proteína madura ha
tenido impacto también, a nivel de
la secreción. Haas-Lauterbach y col.
observaron que los análogos del
tendamistat con diferentes combi-
naciones de puentes disulfuro fue-
ron secretados a diferentes concen-
traciones. El tendamistat tiene cua-
tro cisteínas las cuales forman dos
puentes disulfuro. La sustitución de
una de estas cisteínas guía a una
disminución en su producción,
mientras que los dobles mutantes

mostraron un incremento en la pro-
ducción entre 2 a 10 veces respecto
al producto nativo. Los grupos SH-
libres en los mutantes simples pu-
dieron interferir en el correcto
foldeo de la proteína o provocar la
formación de dímeros que interfie-
ren en el proceso de translocación.26

Respecto a la formación de los
puentes disulfuro, esta no ocurre
siempre correctamente. En el caso
de la secreción de la insulina por S.
lividans,  fue necesario refoldear a
los diferentes derivados en disolu-
ción, los cuales fueron obtenidos
después de un corte proteolítico
para separarlos de la proteína de
fusión formada por el tendamistat
y la proinsulina. Después del re-
foldeo, los derivados mostraron una
gran actividad biológica.41 En aten-
ción a los casos anteriormente men-
cionados, se ha planteado la existen-
cia de factores desconocidos invo-
lucrados en la formación de los
puentes disulfuro en Streptomyces.
Se conocen ejemplos de proteínas
eucariotas secretadas por cepas
recombinantes de S. lividans (Ta-
bla 1).

CONCLUSIONES

Hasta el presente, no es posible
establecer reglas generales para la
expresión y secreción de proteínas
recombinantes en Streptomyces, del
cual existe poco conocimiento sobre
su sistema secretor. En general, las
proteínas de origen procariota son
más eficientemente producidas que
las eucariotas en esta bacteria. Tan-
to para las proteínas homólogas

como heterólogas, el rendimiento
puede ser incrementado por la com-
binación de un promotor fuerte con
eficientes señales de traducción y de
translocación. Esto tiene que ser es-
tudiado para cada proteína en parti-
cular. El genoma de Streptomyces
posee un gran contenido de GC con
un uso preferenciado de codones.
Como resultado, la presencia de al-
gunos codones de poco uso en
Streptomyces puede influir en la efi-
ciencia de traducción. Sin embargo,
este problema solo ha ocurrido en
pocos casos. Por otra parte, la adap-
tación de codones raros en los genes
heterólogos al uso de codones de la
cepa recombinante no siempre ha
dado buenos resultados. Probable-
mente, el factor más importante en
la producción de proteínas recom-
binantes lo constituyen las propie-
dades físico-químicas de la proteína
de interés, por ejemplo, la hidro-
fobicidad y los puentes disulfuro, los
cuales pueden causar problemas en
el correcto plegamiento y por ende,
en la actividad biológica de la pro-
teína. También la compatibilidad de
la proteína a ser secretada con las
específicas del proceso de secre-
ción, como las chaperonas molecu-
lares, puede ser clave. Para obtener
un mejor acercamiento a este pro-
blema, las proteínas de los procesos
de secreción y sus interacciones con
las proteínas que van a ser secre-
tadas deben ser caracterizadas en
detalle. Cepas con una capacidad de
secreción aumentada podrán enton-
ces ser desarrolladas. Por ejemplo,
la sobreproducción de componentes

Tabla 1. Ejemplos de proteínas de origen eucariota secretadas por cepas recombinantes de S. lividans.

a Origen del promotor y de la secuencia señal.   AI  Inhibidor de α-amilasa de S. tendae.   aml  α-Amilasa de S. venezuelae.   aph
Fosfotransferasa de aminoglucósidos de S. fradiae.   ermEp1a y ermEp*  Gen resistencia a eritromicina de Saccharopolyspora
erythraea.   β-gal  β-Galactosidasa de S. lividans.   melC1  Melanina de S. antibioticus.   prtBz  Proteasa B de S. grises.   lipA  Lipasa
A de S. exfoliatus M11.   sak  Estafiloquinasa de Staphylococcus aureus.   ssi  Inhibidor de subtilisina de S. albogriseolus.   sti-II
Inhibidor de subtilisina/tripsina de S. longisporus.   vsi  Inhibidor de subtilisina de S. venezuelae.   b Rendimientos en miligramos
por litro si no es indicado.   NI  No indicado.

aníetorP etneuF arotomorP lañesaicneuceS a otneimidneR b nóicerceS .feR

FNT α anamuh Emre a1p 1Clem 02 IN 71

NFI α1 anamuh kaS kas 01·2a1 5 Lm/U %09> 24

NFI α b2 anamuh Emre *p Apil 01·)4,0±4,1( 4 Lm/U %09> 03

1-LI β anamuh β lag- β lag- 01·8,3 6 Lm/U %89 34

anilusniorP siralucicsafacacaM IA IA 001a02 %001 14

aniduriH silanicidemoduriH IA IA 5,0a2,2 %001 44

)2D1D(4DCs anamuh II-its II-its 003> IN 83

FNT α nótar isV isv 003> %06 9

FN α nótar lmA lma 01a1 %001 54

niceadipA arofillemsipA isS iss 002 IN 64

OPE-R anamuh hpA zBtrp 51 IN 74
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específicos del PSG puede tener un
efecto positivo sobre los rendimien-
tos de las proteínas recombinantes.
Actualmente se dispone de la se-
cuencia completa del genoma del
actinomiceto modelo S. coelicolor
A3(2), del cual, se conoce que con-
tiene el número más grande de
genes descrito para una bacteria
hasta el momento, los cuales poseen
una proporción sin precedentes de
funciones reguladoras. Esta herra-
mienta ofrece muchas ventajas de-
bido a la alta homología que existe
entre los genes de S. coelicolor y los
genes secuenciados de S. lividans
hasta el momento y contribuye sig-
nificativamente a alcanzar un me-
jor acercamiento al conocimiento
del sistema secretor de Strepto-
myces.
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