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Resumen

Este proyecto pretende establecer los orígenes y metabolismo de la formamida, un compuesto

químico derivado del ácido fórmico usado en la industria para la fabricación de plaguicidas, ya

que actualmente representa un riesgo para el medio ambiente debido a su prolongada presencia

en el suelo y un tiempo de degradación lento, lo que la hace un compuesto de importancia en

áreas de la ciencia como la biorremediación. La formamida ha sido uno de los ingredientes de los

pesticidas durante años e incluso a aquellos pesticidas que incluían la formamida en su

formulación se les clasifica en un grupo diferenciado de otros plaguicidas químicos (Plaguicidas

a base de Formamidinas) (1). La revisión literaria y el uso de herramientas bioinformáticas

permitirán comprender las vías de síntesis y degradación de la misma y conocer el origen

primigenio de la formamida y su papel en el origen de la vida, teniendo en cuenta los resultados

obtenidos se buscará en el genoma de Bacillus thuringiensis un microorganismo ampliamente

usado en la creación de biopesticidas; enzimas genética o funcionalmente similares que actúen

en procesos de catálisis de la formamida, puesto que se quiere explorar el potencial de este

microorganismo en técnicas de biorremediación para eliminar los residuos de formamida

dejados por los plaguicidas químicos utilizados en los cultivos. Cabe destacar que Bt ya ha sido
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utilizado en la degradación de diferentes compuestos entre ellos los metales pesados y otros

ingredientes utilizados en los pesticidas químicos (2).

Palabras clave: Formamidinas, Bacillus thuringiensis, degradación, biorremediación,
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INTRODUCCION

Durante años, los científicos han estudiado el origen de la vida ansiando saber cuál fue la

sustancia precursora que dio origen desde organismos simples como las arqueas, hasta

organismos tan complejos como lo es el ser humano. Con los continuos avances en

investigación, se ha llegado a pensar que la formamida probablemente sea ese compuesto que dio

origen al ARN y ADN (3), ya que diversos ensayos científicos han demostrados que cuando la

formamida es expuesta a determinadas condiciones (temperatura, medio externo, presencia de

agua, etc.) puede dar origen nucleosidos y posteriormente a nucleótidos que son componentes

fundamentales para la síntesis de los ácidos nucleicos (ADN y ARN). Por otro lado, como es

sabido, los elementos que conforman a la formamida (CH3NO) son los más abundantes sobre la

tierra y fuera de ella (4), hecho que da más fuerza a la hipótesis de que esta sustancia es

precursora de vida.

Los ensayos científicos realizados en años anteriores y que han tenido como eje central la acción

de enzimas provenientes de diferentes microorganismos sobre la formamida, han logrado

desvelar las rutas metabólicas que llevan a la degradación y/o síntesis de esta sustancia química

en las que se encuentran implicadas enzimas como la formamida amido-hidrolasa presente en

Bacillus subtilis cuya actividad biodegradante divide a la formamida en formato y NH3 (5); o la

urea carboxilasa de Oleomonas saraganensis que ayuda a la utilización de la formamida como

fuente de nitrógeno para la bacteria (6), así como estas se han descubierto diversas enzimas de

importancia en el metabolismo de la formamida, lo que permite conocer los procesos de su

metabolismo y ayuda a la comunidad científica a tener bases en el camino hacia los procesos de

degradación de compuestos como la formamida.
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En este proyecto se ha decidido utilizar el microorganismo Bacillus thuringiensis ya que es una

bacteria cuyas propiedades como bioplaguicida han sido ampliamente estudiadas y cuyas

enzimas y/o proteínas podrían utilizarse con el objetivo expuesto. En los últimos años ha sido

estudiada una amplia gama de microorganismos del suelo con el fin de evaluar sus propiedades y

su posible actuación como agentes de biorremediación frente a los pesticidas utilizados en

campos agrícolas (1), B. thuringiensis un bacilo Gram positivo que cuyas proteínas son de gran

importancia medio ambiental no solo como una bacteria capaz de biodegradar sustancias

contaminantes sino también como un “bioestimulante para mejorar y mantener las poblaciones

microbianas y sus actividades enzimática” (7).

Actualmente la agroindustria se encuentra a la expectativa de productos innovadores que sean

amigables con el ambiente y de fácil degradación ya que esto podría ayudar a aminorar el daño

hecho por productos químicos a la madre tierra dejados años atrás, si bien no se han llegado a

utilizar los biopesticidas en un 100% en los campos de cultivo, el público consumidor se ha

mostrado optimista y dispuesto a poner en uso estas alternativas a los plaguicidas

convencionales, ya que según cifras dadas en el año 2017 este mercado tenía un incremento

anual del 16% representando el 8% del comercio de plaguicidas y siendo Bt el mayor exponente

(2)
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar enzimas primigenias del metabolismo de la formamida y su relación con Bacillus
thuringiensis

Objetivos específicos

- Revisar literatura sobre el origen primigenio del metabolismo de la formamida

- Determinar las enzimas relacionadas con el metabolismo de la formamida

-  Identificar enzimas relacionadas con el metabolismo de la formamida en Bacillus thuringiensis
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1. ANTECEDENTES

La formamida es un compuesto químico de clase amida que deriva del ácido fórmico, se utiliza

en una amplia variedad de procesos industriales y debido a esto ha llegado a ser un creciente

problema medio ambiental, ya que puede estar presente durante largos periodos de tiempo en

aguas residuales representando un riesgo para la salud humana. Es por ello que es fundamental

entender el metabolismo de la formamida, para comprender sus propiedades biológicas y saber

cómo contrarrestar la contaminación causada por esta sustancia. Actualmente se pretende utilizar

microorganismos como Bacillus sp. entre otros y/o sus enzimas como posibles agentes

degradantes de la formamida con el fin de evitar así el aumento de la contaminación causada por

esta sustancia química; esto basado en que, según el estudio de Watson, el género Bacillus posee

enzimas capaces de degradar la formamida mediante procesos oxidativos (2).

La formamida también conocida como metanamida “abarca un grupo de insecticidas, acaricidas

y fungicidas, que han sido ampliamente utilizados desde mediados de los años 50 en los campos

agrícolas, ya que son eficientes a la hora de eliminar las plagas (1). A la par de su uso, se

comenzó a estudiar las posibilidades de que diversos microorganismos, en especial bacterias,

pudieran asimilar y así eliminar del medio los residuos de formamida que quedarán en los suelos

de cultivo, es así como en 1977, se comenzó a observar el metabolismo de bacterias que pudieran

utilizar la formamida como fuente de carbono y/o energía entre ellas Thiobacillus novellus, un

bacilo Gram negativo no esporulado, caracterizado por crecer en una amplia gama de medios con

variados sustratos, versátil y fácilmente adaptable, según Chandra (8), T. novellus también

utiliza productos intermedios de la formamida como fuente de carbono.

Una de las principales preocupaciones en el ámbito ambiental sobre el uso de la formamida

además de su lenta degradación es el efecto nocivo que puede tener sobre diferentes especies del

reino animal, esto basado en el estudio de Hollingworth (9), quien formula la hipótesis de que la

formamida puede actuar de forma más rápida gracias a la inhibición de la monoamina-oxidasa ya

que tendría un efecto más letal sobre los animales de prueba (roedores) y se comprobó afecta el
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sistema neuromuscular de estos. Pese que a que la hipótesis fue incorrecta ya que las

monoamina-oxidasas no tienen efecto alguno sobre el efecto dañino de la formamida si está

demostrado que en concentraciones altas CH3NO puede ser mortal

Las formamidinas son sustancias producto de la reacción de la formamida con otros sustratos,

“son un grupo estructuralmente novedoso de pesticidas de creciente importancia en el control de

ácaros, garrapatas del ganado y ciertos órdenes de insectos que se han vuelto resistentes a los

acaricidas e insecticidas convencionales” (10) además de ser utilizados en otros escenarios como

la industria farmacéutica y la biología molecular, estos productos suman según Gescher (11) una

utilización anual de 2x105 toneladas alrededor del mundo, esto tomando en cuenta que este era el

uso estimado para el año 1993, actualmente se buscan alternativas enfocadas hacia la

biorremediación que logren minimizar el impacto contaminante de la formamida y que sean

amigables con el medio ambiente.

Estudios realizados en las últimas décadas han permitido desvelar parte de la ruta metabólica de

la formamida en diferentes microorganismos cada uno con enzimas únicas que le permiten

utilizar la formamida como fuente de nitrógeno, carbono o energía, esto dependiendo de las

condiciones de crecimiento a las que se someten los microorganismos estudiados (oxígeno, pH,

sustrato, temperatura, etc.) y haciendo un análisis minucioso de los resultados que permita

conocer la cantidad de biomasa obtenida, la curva de crecimiento bacteriana y la ruta metabólica

de la formamida en cada microorganismo. Por ejemplo, Helicobacter pylori, bacteria conocida

por su capacidad para sobrevivir en ácido gástrico debido a su enzima ureasa ha demostrado

poseer una formamida-amidasa que se encarga de hidrolizar otras amidas y obtener como

producto amoniaco (NH3), según Skouloubris (12) esta amidasa fue fruto de la evolución que

dio como resultado una enzima especializada.

Las proteobacterias son uno de los principales filos de bacterias que comprenden un amplio

abanico de patógenos y bacterias de vida libre, muchas de las cuales tienen un papel protagonista

en la fijación del nitrógeno. Una de ellas Oleomonas saraganensis, es una bacteria
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Gram-negativa aislada por primera vez en Japón, perteneciente a la subclase α de las proteo

bacterias posee una enzima urea carboxilasa (urea amidolasa) que según Kanamori (6) estaría

involucrada en la asimilación de la formamida como fuente de nitrógeno por medio de una vía

ATP dependiente. Por otro lado, Ochrobactrum sp. También posee enzimas capaces de utilizar la

Dimetilformamida (DMF) como fuente de carbono y nitrógeno, la capacidad de degradación de

este microorganismo ha sido puesta a prueba pues según Veeranagouda (13) se obtuvo un 95%

de efectividad con DMF diluido 0.5% v/v, esto debido a que los intermedios catabólicos pueden

mostrar sensibilidad al pH alcalino debido al amoniaco generado en el medio.

Desde un inicio la vida en la tierra ha sido una constante evolución esto tomando en cuenta el

modelo darwiniano que implica que todos los seres vivos poseen un origen común, en esta área

centro su estudio Constanzo et al. (14), pues según su estudio el origen de los ácidos nucleicos

viene de un largo proceso de evolución que postula a la formamida como la probable sustancia

que dio origen a la vida, es importante tener en cuenta que a partir de esta hipótesis se

formularon las posibles rutas incluyendo una ruta acuosa y no acuosa que ha sido objeto de

estudio. Además de las bacterias también las arqueas han sido estudiadas en la búsqueda por

comprender el metabolismo de la formamida una de las arqueas en estudio fue

Methanocaldoccocus jannaschcii caracterizada por ser metanogénica y termofílica que dispone

de una formamida-hidrolasa dependiente de hierro que estaría “involucrada en el segundo paso

de la biosíntesis de riboflavina” (15), y según Grochowski tendría regiones de histidina,

glutamato y aspartato que servirían como ligandos de unión a metales como hierro (Fe),

manganeso (Mn) y zinc (Zn), siendo la unión al hierro la más importante para realizar su

actividad metabólica de hidrólisis para generar amoniaco (NH3) y CO2) . (15)

DMF es utilizado como fuente de energía y nitrógeno por muchos microorganismos pero no

todos ellos pueden catalizar DMF en grandes concentraciones lo que implica una baja eficiencia

en cuanto a la degradación por parte de los microorganismos teniendo en cuenta las condiciones

del medio y las concentraciones de DMF ensayadas, uno de los microorganismos que ha logrado

catalizar altas concentraciones de esta sustancia es Paracoccus sp., cocobacilo Gram-negativo

20



capaz de llevar a cabo procesos de desnitrificación y crecer en presencia o ausencia de O2, según

Swaroop (16) Paracoccus logró un crecimiento significativo en presencia de DMF a una

concentración de 15.000 mg/L, utilizando tanto DMF como sus productos intermedios de

degradación hasta llegar a NH3 y CO2 en 24 horas aproximadamente. Siendo una de las

bacterias más eficaces contra la contaminación causada por el uso industrial de la formamida.

Por otro lado, se ha estudiado ampliamente el papel de la formamida como posible precursor de

la vida primitiva, ya que en su fórmula podemos encontrar cuatro de los elementos más

abundantes en el universo. N, C, H, O; esto sumado a que la formamida permite trabajar a altas

temperaturas, es un excelente medio para una reacción no acuosa; son estas propiedades las que

han dado lugar a la teoría que sugiere que “la formamida está involucrada en la síntesis de

pirimidinas y formación de anillos de las purinas” (17). Esta teoría ha sido puesta a prueba en

diversos ensayos científicos que buscan desvelar cuál fue la molécula precursora de la vida en la

tierra que estaría involucrada en la generación espontánea del ARN llegando a realizar pruebas

con posibles moléculas precursoras, se demostró según Saladino et al. (3) que al someter la

formamida a altas temperaturas en presencia de catalizadores se da la generación de bases

nucleicas, ácidos carboxílicos y aminoácidos.

Esto ha llevado al planteamiento de la pregunta ¿qué fue primero la genética o el metabolismo?,

frente a esta incógnita se establece que “genética y metabolismo son ambos construidos

alrededor de la química de los elementos más comunes del universo” (4), tomando en cuenta la

anterior afirmación se sugiere la existencia de un precursor común implicado en el origen de la

genética y el metabolismo según Saladino (3) la formamida habría proporcionado los

componentes principales para la aparición del metabolismo ya que cumpliría con las condiciones

para ser un precursor químico ideal (Distribución amplia por el universo, bajo peso molecular y

composición elemental).

Para observar más a fondo la intervención de la formamida en la generación del ARN se estudia

la ruta metabólica que habría dado lugar a las pirimidinas y purinas partiendo de la formamida

que estaría dada por los siguientes pasos para esta última: “formilacion, deshidratación,

21



reducción de Leuckart, cierre del anillo de 5 y 6 miembros y desaminación” (18), Durante

dichos pasos se tendrán ciertas condiciones controladas en ensayos in vitro que proporcionen el

microambiente ideal para la generación de purinas y pirimidinas y como producto final cadenas

simples de ARN, esto con el fin de demostrar la importancia de la formamida en los procesos

que dieron origen a la vida. Como se dijo anteriormente la formamida puede reaccionar en

soluciones no acuosas, pero ¿cómo actúa la formamida en presencia del agua?, respecto a esta

pregunta es importante resaltar que la barrera energética de una sustancia juega un papel

importante durante las reacciones a las que sea sometida, por lo que no es recomendable someter

la formamida en soluciones acuosas ya que según Nguyen (19) la barrera energética de la

formamida disminuye en presencia de moléculas de agua.

Bacillus thuringiensis, bacilo Gram positivo ha sido ampliamente utilizado para el control de

plagas, si bien es cierto que no es el único agente microbiano utilizado como control de plagas si

se ha convertido en el más usado, pero esto también ha dado pie a la generación de resistencias

por parte de las especies contra las que normalmente actua y dado que son muchas las

propiedades de esta bacteria, no todas ellas están descritas es por ello que Portela-Dussan, et al

(20),en su artículo propone la utilización de la biotecnología en conjunto con las propiedades de

Bt. Para afrontar esta problemática. Por otro lado, la biotecnología y los avances de la ciencia

han permitido explorar más las características de Bt. Encontrando así otros usos para este

maravilloso microorganismo es así como lo propone De la Fuente, et al. (21) En su revisión ya

que en el listado de usos del bacilo Gram positivo se encuentran: Producción de bacteriocinas de

las cuales las más usadas han sido Thuricin CD y Thuricin H que son utilizadas con fines de

seguridad alimentaria en el mundo.

La síntesis prebiótica es una hipótesis que afirma que la vida en la tierra se generó de forma

espontánea gracias a las particulares condiciones dadas en el medio hace miles de millones de

años, es debido a esto que la teoría que sugiere que la formamida pudo ser un precursor

prebiótico ha tomado fuerza pues se ha encontrado esta sustancia en satélites, planetas y

meteoritos. No solo es importante la formamida sino también los productos derivados de
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reacciones con otros catalizadores, en un estudio realizado por Nguyen se dijo: “Las

fragmentaciones foto inducidas de la formamida han atraído un gran interés en parte debido al

hecho productos de bajo peso molecular de degradaciones parciales de formamida como: CO,

NH3, H2 y HNCO son intermedios obvios de la síntesis prebiótica” (22) “Teniendo en cuenta los

productos de la degradación de la formamida las enzimas que actúan en estos procesos se toman

como punto de partida para innovar en estrategias de biorremediación ya que es uno de los

componentes de los pesticidas que son uno de los orgánicos persistentes contaminantes que son

motivo de preocupación debido a su aparición” (7).

Por otro lado se debe resaltar que la formamida no solo actúa como reactivo o componente en

una reacción o elaboración de un producto sino también a partir de ella y su estudio se han

descubierto enzimas, una de ellas la N- bencilformamida, que se caracteriza según Hashimoto

(23)por ser producto de una reacción inversa entre la bencilamina y el formiato, uno de ellos

derivado de la formamida. La enzima N- bencilformamida o formamida deformilasa hace parte

de una gran familia de amino-hidrolasas y deformilasas inversas de las que no se habían

informado hasta el 2013, por lo que su estudio más en profundidad brindaría más información

acerca del metabolismo de la formamida y esto a su vez podría ser usado en las estrategias de

biorremediación ambiental.

Como es bien sabido y evidenciado la formamida está involucrada en la síntesis de ácidos

nucleicos, se ha puesto especial interés en la adenina, una de las cinco bases nitrogenadas

representada por la letra “A” y un componente fundamental de la adenosina trifosfato (ATP), está

compuesta por un anillo 5-aminoimidazol y una purina en la que un hidrógeno se ha sustituido

por un grupo amino (NH2), según Wang (24) la adenina habría sido producto de la evolución de

la pirimidinas, lo que sugiere que las purinas han sido fruto de un largo proceso evolutivo que

dio origen al código genético. Pero no solo se ha demostrado la generación de la adenina a partir

de la formamida sino también la generación de las cuatro bases nitrogenadas restantes que

componen ADN y ARN (timina, citosina, guanina y uracilo) esto tomando en cuenta que según

Ferus (25) la formamida es puesta en el medio con diferentes catalizadores y variadas
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condiciones entre ellas radiación UV, calentamiento a altas temperaturas e irradiación de luz

solar, entre otros).

Además de ser un componente esencial para la creación del ADN y ARN, la formamida también

es una importante fuente de nitrógeno para los microorganismos cuyos medio se caracterizan por

bajas concentraciones de nitrógeno, es aquí cuando la evolución bacteriana y la adaptación

juegan un rol relevante en la supervivencia, pues es así el caso de la Arthrospira sp., una

cianobacteria que es comúnmente encontrada en lagos, que según el estudio de

Deschoenmaeker, es un microorganismo que cambia sus procesos de absorción de nitrógeno

dependiendo de la ausencia o presencia de este, permitiéndose así asimilar otras sustancias como

la formamida para compensar la falta del nitrógeno en el medio, esta investigación permitió

llegar a la conclusión de que en ausencia de oxigeno Arthrospira aumento la síntesis y

acumulación del glucógeno, que favorecería la reprogramación celular durante el agotamiento

(26). Demostrando que estos microorganismos se adaptan al medio y a la privación de nutrientes

de importancia para su crecimiento.

B. thuringiensis, en palabras de Alameida (27) “es un microorganismo que cobro impulso con el

fin de combatir invertebrados de interés humano con la creciente demanda de alimentos libres de

pesticidas químicos y con la implementación de métodos menos dañinos para el medio

ambiente”, pues gracias a su especificidad ha logrado combatir sin excepción a los géneros de

insectos coleóptera y díptera, esto dado que sus toxinas Cry se han caracterizado por ser

proteínas de alta especificidad y letalidad como lo explica Deist et al, en su estudio donde

detalla la selectividad de estas reconocidas toxinas ya modificadas sobre especies como

Pectinophora gossypiella, Manduca sexta y Spodoptera exigua entre otros insectos y dando

también a conocer el lugar exacto de la modificación de la toxina que permite su accionar sobre

el insecto (28).

Así como se van modificando las estructuras de las proteínas Cry también se van mejorando las

falencias que impiden una óptima eficacia del producto, una de ellas la inestabilidad de la toxina
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frente a la luz UV, por lo que se han venido utilizando diversos materiales que la protejan, uno de

ellos la melanina ya que esta absorbe la radiación y según Sansinenea et al. (29) ayudaría a

mejora de la actividad en campo y seria de fácil manipulación y producción, Por otro lado es

también posible que las mismas toxinas logren evolucionar haciéndose más resistentes, esto

teniendo en cuenta que “por su codificación genética, esta bacteria se ve afectada por fuertes

presiones evolutivas y selectivas que conducen a una expansión de la gama de productos que

puede ofrecer” (30).

La síntesis prebiótica depende de variables específicas que permitirán o no que se la reacción

entre dos reactivos, entre ellas las barreras de energía, la presencia o ausencia de H2O creando

un producto completamente nuevo y estable que pueda a su vez reaccionar con otras sustancias

que se encuentren en este medio, por años y bajo diferentes condiciones se ha estudiado las

reacciones de la formamida y sus productos intermedios tales como: CO, H2 y NH3 como

productos principales, incluido el formaldehído, H2CO, que es un precursor de azúcares y ácido

fórmico, HCOOH, un precursor de lípidos (31), por lo que se deduce que no es solo importante

el papel de la formamida como reactivo sino como generador de productos que a su vez juegan

un papel relevante en el origen de la vida.

La meta a lograr en el estudio de la formamida y el origen de la vida es demostrar que gracias a

las condiciones naturales y/o espontaneas que se dieron en la tierra primitiva y la misma

formamida como principal ingrediente se dio paso a estructuras más complejas que con el tiempo

dieron paso a seres vivos con cierto grado de complejidad es así que según Ferus (32) “hasta

ahora, sólo unos pocos experimentos han simulado las condiciones primordiales que demuestran

con éxito una formación tan completa de al menos una serie de un grupo de biomoléculas en una

olla (es decir, todas las bases nucleicas, aminoácidos seleccionados y azúcares, incluida la

ribosa)”. Por otro lado el estudio realizado por Pietrucci, permite gracias a la bioinformática ver

simulaciones que toman en cuenta las variables dependientes e independientes y obtener los

resultados de las reacciones de decarboxilacion, deshidratación, entre otras de la formamida y

sus subproductos (33).
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Uno de los aspectos de importancia para este proyecto son los crecientes avances que se han

dado, estudios donde se utilizan variedad de virus, hongos y bacterias como nuevos agentes de

control biológico (34) por lo que también se debe pensar en más usos para Bt de modo que siga

vigente en el mercado, uno de ellos es su uso como agente de biorremediación para residuos

químicos de sustancias como la formamida que ha tenido gran importancia por ser una posible

sustancia prebiótica en donde los expertos han tenido en cuenta aspectos que incluyen factores

externos como la temperatura, la clase de reacción ( Decarboxilacion, oxidación, etc.) y la

presencia o no de radicales libres pues Nguyen (35) también ha logrado demostrar la importancia

de estos últimos en las reacciones que dan paso a los nucleósidos y luego a nucleótidos, logrando

diferenciar entre las vías principales y las vías alternas que utiliza la formamida destacando las

ruta del uracilo, citosina y timina ya que liberan una cantidad significativa de energía durante su

reacción.

La fuente de energía de una reacción es tan importante como los mismos reactivos en dicha

reacción por lo que además del estudio de las reacciones de la formamida con diferentes

sustancias es parte de la incógnita del origen de la vida la fuente de energía que dio paso a los

productos generados a partir de la formamida, es por ello que Saladino en sus diversas

investigaciones sobre la formamida plantea la hipótesis de que los rayos de boro son la posible

fuente de energía de la reacción prebiótica. Partiendo de esta fuente de energía también se

propone explicar su aparición luego del Bing Bang a partir de dos hipótesis: “ a) la reacción de

paliación B, que consiste en la colisión entre Rayos Cósmicos Galácticos (GCR) de alta energía

y elementos más pesados (como carbono y oxígeno o boro) la reacción de GCR de baja energía

con hidrógeno interestelar y helio en objetos pre-estelares (36). Permitiendo no solo conocer una

posible fuente de energía sino el origen de esta también, dando un paso más cerca a establecer de

forma clara todos los pasos hasta legar al origen de la vida en el planeta tierra.

En la actualidad las simulaciones generadas por computador no solo permiten jugar con las

condiciones sino también observar como los elementos puestos en el medio interactúan entre si y
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dan paso a infinidad de resultados que día a día brindan nuevos conocimientos, por ejemplo, en

el estudio de Bhushan et al. Se nombran aquellos elementos como sílice, aluminio, zeolitas,

CaCO3, polvo cósmico, arcilla, caolín minerales de fosfatos, entre otros que pudieron estar en

contacto con la formamida en la tierra primitiva actuando como catalizadores de las reacciones

que darían origen a las bases nitrogenada (37). Cabe resaltar que se ha demostrado que las

reacciones dadas en conjunto con la formamida también “dependían de la gran variabilidad y

adaptabilidad de la tierra primitiva” (38).

El amitraz, conocido plaguicida químico, parte de la familia de plaguicidas de formamidina ha

sido objeto de estudio ya que Dhooria (39)ha recopilado en su estudio varios casos

documentados en la literatura que hablan de los efectos de este plaguicida que al ser ingerido da

como resultado un rápido inicio de síntomas como hipotensión, hipotermia, vómitos,

hiperglicemia; todo esto dado por la rápida metabolización de la N-metil formamida. Es por ello

que se dio paso a alternativas que no representaran problemas para la salud como Bt, pero surge

la pregunta que postula Palma (40) en su estudio: ¿Son los biopesticidas basados en Bt tan

efectivos cómo deberían?, pues aunque son varias las ventajas ya que ofrece seguridad también

son otras las falencias, por lo que se ha “incentivado al desarrollo de encapsulamientos

orientados a proteger y ampliar la vida útil de las formulaciones pulverizables” (40)

Uno de los materiales o elementos que se cree contribuyeron a la creación de los nucleótidos en

conjunto con la formamida son los meteoritos, entre ellos, según Rotelli (41) los meteoritos

hechos de condrita carbonosa se ha comprobado podrían estar implicados procesos de catálisis

en medios acuosos que darían origen a los nucleótidos, ácidos carboxílicos y otras sustancias

más complejas que hacen parte del ciclo de Krebs como se conoce hoy en día, cabe destacar que

esto también depende del tipo de condrita y otras condiciones como la temperatura y el tipo de

agua que utilice. Así como las anteriormente mencionadas esta es otra de las posibles rutas que

pudieron darse para crear vida en la tierra primitiva siendo la formamida el precursor prebiótico.

Por otro lado Bt se ha caracterizado por su versatilidad ya que en los últimos años se ha vuelto

tema central de varios artículos científicos que tratan temas desde la promoción del crecimiento
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vegetal, biorremediación de metales pesados hasta producción de bacteriocinas que ofrezcan

seguridad alimentaria (2). Sin embargo para el año 2017 se vio envuelto en controversia y un

debate a quienes están en contra y de acuerdo con el uso de Bt en los cultivos y alimentos, ya que

se presentó un incidente de intoxicación alimentaria lo que llevo a la revisión de la Autoridad

europea de seguridad alimentaria que argumentaba que este bacilo representaba un riesgo para la

salud equiparable al que puede causar B. cereus” (42).

Entre aquellas bacterias que degradan la formamida se encuentran aerobias y anaerobias siendo

estas últimas las que necesitarían de la “ayuda de lodos y otros sustratos para degradar la

formamida eficazmente esto sin conseguir resultados que muestren una alta efectividad” (43).

Por otro lado así como han sido estudiados los procesos de degradación de la formamida también

lo han sido los procesos que la involucran en la síntesis de prebióticos pues Saladino et al. (44)

afirma que las reacciones de condensación de la formamida son catalizadas por una serie de

minerales, incluidos los silicatos, fósforofatos, sulfuros, zirconia y boratos, y por polvos

cósmicos y meteoritos. Sin embargo, una discusión crítica del poder catalizador de los minerales

probados, y las condiciones geoquímicas bajo las cuales ocurriría la condensación, todavía no

son claras.

En recientes investigaciones se ha dado más relevancia al uso de Bt como biofertilizante y

bioestimulador, pues se han demostrado sus efectos benéficos sobre los cultivos de soja, arroz ya

que tendría la capacidad que aumenta la ingesta y el transporte de nutrientes hacia las raíces de

las plantas (45). Para el año 2020 se publicó un estudio que permitió conocer más a fondo el

mecanismo de acción de las toxinas Cry al cual su autor bautizo como “Lisis-coloide osmótica”

que establecería “la unión de la toxina al receptor en el intestino del insecto sería necesaria pero

no suficiente para causar toxicidad” (46) por lo que intervendrían otros factores.

Actualmente se sabe que fueron varios los factores que influyeron y estuvieron presentes en el

escenario prebiótico y uno de los que no mucho se ha hablado es la irradiación, pues según datos

mostrados por Pastorek et al. (47) la radiación ionizante habría jugado un papel clave en la

sintetizacion de las primeras moléculas complejas, pues se estima que la radiación era de niveles
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4x103 veces más alto que hoy en día. “La formamida en combinación con arcillas y un ambiente

irradiado daría como resultado sustancias como la urea” (47).

Por ultimo Bt es una bacteria de gran importancia en la industria ya que son sus toxinas han

representado un gran paso hacia estrategias de sostenibilidad ambiental, estas toxinas son

ampliamente conocidas por su mecanismo de acción que empieza “cuando un cristal de Bt llega

al intestino del insecto, se solubiliza para liberar una o más protoxinas. Estas protoxinas luego

son proteolizadas y activadas por proteasas del intestino medio. Y las toxinas pueden unirse y

romper las membranas celulares. La unión e inserción de toxinas en la membrana desencadena la

formación de poros y, en consecuencia, la muerte del insecto” (48) debido a que no puede

alimentarse y muere.

2. MARCO REFERENCIAL

La formamida: generalidades

La formamida es un compuesto químico derivado del ácido fórmico cuya fórmula molecular es:

CH3NO (11) siendo uno de los solventes más utilizados en la industria, es un líquido incoloro,

higroscópico y viscoso, cuyas características bioquímicas son descritas a continuación:

Tabla 1. Generalidades bioquímicas de la formamida (32)
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Características

Masa molecular: 45.0

Se descompone a 210°C

Punto de fusión: 2.5°C

Densidad relativa (agua = 1): 1.13

Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1.0

Solubilidad en agua: miscible

Presión de vapor, Pa a 20°C: 8

Densidad relativa de vapor (aire = 1): 1.6

Punto de inflamación: 120°C c.c.

Temperatura de auto ignición: >500°C

Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: -1.51

Límites de explosividad, % en volumen en el aire: 2.7 - 19

Este es un compuesto químico ampliamente utilizado en la industria y en la agricultura cuyo uso

ha venido en aumento, al ser un compuesto complejo su degradación es lenta por lo que se

necesitaría de tratamientos para eliminarla además de representa un riesgo de intoxicación para

los seres humanos (49).

La formamida y el origen de la vida

La respuesta a la incógnita del origen de la vida ha sido algo que el hombre ha buscado resolver

durante años e incluso siglos, alrededor de esta pregunta se han generado diferentes hipótesis

desde variados puntos de vista. Entre ellas encontramos teorías tales cono: La teoría de Oparin

del caldo primordial, la teoría de las micro esferas de proteinoides de Fox, teoría de la

panspermia y la teoría del mundo del ARN (50) Una de ellas y de especial interés para la

comunidad científica es la teoría que involucra la sopa primordial que fue puesta a prueba por
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Miller y Urey, pues esta teoría explica el origen de la vida en la tierra mediante la mezcla de

gases simples (CH4, H2, H2O y NH3) interactuando en una atmosfera reductora, ya que según

esta hipótesis así se lograría reproducir las condiciones de la tierra primitiva y así se daría la

formación de biomoleculas sencillas que con tiempo e interacciones químicas más complejas

darían lugar a compuestos más complejos que darían origen a la vida (50). A partir de esta

hipótesis formulada en el año 1953 y conforme se realizaron avances científicos que permitieron

realizar simulaciones computacionales se estudió cual fue el precursor que dio paso a la

generación de las bases nucleicas. (Figura 1)

Figura 1. Se muestra la recreación de la sopa primitiva realizada por Miller y Urey, esto

tomando en cuenta que se imitaron las condiciones de la tierra primitiva. Se obtuvieron

biomoléculas sencillas, aminoácidos y otros compuestos

Conforme se han realizado ensayos científicos imitando la sopa primordial se encontraron

elementos y a su vez moléculas que serían candidatas como precursores de vida; entre ellas una

de las que más se ha estudiado es la formamida y sus derivados ya que siendo una de las

sustancias más abundantes en la tierra y fuera de ella (Meteoritos, cometas, etc.) (17), cuenta con

varias de las características de un precursor ideal tales como las reacciones controladas a altas

temperaturas, su estabilidad durante reacciones químicas y puede ser catalizada por una amplia

gama de sustancias que pudieron estar presentes en la tierra primitiva (17), Una amplia
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distribución por el universo, peso inferior a 300 Da y composición elemental (N, H, C, O). A

continuación, se describirán las diferentes reacciones químicas que llevan a la producción de

ácidos nucleicos a partir de la formamida en presencia de diferentes catalizadores y condiciones

ambientales.

El código genético es almacenado en largas cadenas de ácidos nucleicos que están contenidos en

las células de todo ser viviente en el planeta tierra, estos ácidos nucleicos a su vez están

conformados por bases nitrogenadas, puentes desulfuro (13), grupos fosfato y un azúcar (ribosa

o desoxirribosa), la formación de las bases nitrogenadas representa una parte importante de la

evolución hacia la vida. Varias teorías sugieren que siendo el ARN una cadena sencilla fue esta

la que se formó primero que el ADN y tras un largo proceso de evolución se dio origen al ADN y

a todas las formas de vida primitivas y actuales Es por ello que diversos estudios se han

especializado en la síntesis prebiótica que dé lugar a la producción de purinas (adenina y

citosina) y pirimidinas (timina, guanina y uracilo) (33); todo esto a partir de las reacciones de la

formamida y sus derivados

El ácido cianhídrico (HCN) es un derivado que se origina a partir de la deshidratación de la

formamida, ya que según el estudio realizado por Sponer, et al, se observó que la reacción de dos

moléculas de HCN y un dimero de formamida dan lugar a la formación de pirimidinas, mientras

que las purinas se darían a partir de la ciclación de la pirimidinas y la formamida; esta es tan solo

una de las rutas metabólicas propuestas que dan lugar a la aparición de las bases nitrogenadas.

(17), sin embargo, HCN no es estable y no resiste altas temperaturas en comparación con la

formamida, por lo que se dificulta la formación de las bases nitrogenadas en un entorno

primitivo. Otra de las rutas para la formación de purinas consta de procesos tales como:

formulación, deshidratación, reducción de Leuckart, cierre del anillo de 5 y 6 miembros y por

último la desaminación, dando lugar a la posterior formación de adeninas y guanina (24).
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Figura 2. Ruta metabólica propuesta por Sponer, et al. A partir de la formamida y mostrando

como resultado la formación de purinas (17).

Los procesos anteriormente mencionados comienzan con la formilacion y deshidratación de

HCN seguido de la reducción de Leuckart (consiste en una reacción química que implica la

conversión de un grupo carbonilo de una cetona o aldehído en una amina y cuya reacción es

irreversible (18), es así como se da lugar a la formación del anillo de 5 y 6 miembros que

componen las purinas seguido de esto se observa una desaminación y si se realiza esta reacción

en medio acuoso será el agua como agente catalizador una molécula crucial para el cierre del

anillo de 5 miembros; todo esto realizado en condiciones de altas temperaturas (19). Sin

embargo, para la obtención de adenina según el estudio de Wang et.al proceso tiene ligeros

cambios que incluyen una fase gaseosa de la formamida o bien puede utilizarse como precursor

HCN ya que se demostró experimentalmente según el estudio de Saladino et al. Que se genera

más adenina en presencia de HCN que de formamida demostrando así no solo la importancia de

la formamida sino de sus derivados como precursores de la vida en la tierra
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Figura 3. Ruta metabólica propuesta por Wang et al. A partir de la formamida y denotando la

importancia del anillo de imidazol de 5 carbonos (24)

El anillo de imidazol constituye una parte importante de la formación de las nitrogenadas, este

anillo se encuentra formado por 5 carbonos, nitrógeno e hidrógenos e incluye en su

conformación un doble enlace. El imidazol es un compuesto aromático que se conoce desde

mediados del siglo XIX al igual que algunos de sus derivados, es sólido, incoloro, altamente

polar y soluble en agua (24).

Las barreras energéticas y los catalizadores juegan un rol importante pues en presencia o no de

catalizadores se da lugar a diferentes compuestos complejos, entre los catalizadores más

utilizados en los ensayos científicos encontramos moléculas como óxidos de manganeso,

minerales, metales, polvo estelar, agua y la misma formamida como solvente entre otros. Muchos

de los estudios han comparado el aumento o disminución de las barreras energéticas según el tipo

de catalizador utilizado, encontrándose así que en un medio acuoso la barrera de energía aumenta

mientras que en presencia de la formamida como solvente el gasto de energía disminuye (24). En

otras condiciones como el aumento de temperatura de los 100°C a 160°C, la irradiación con

rayos UV o Boro y la presencia del polvo estelar se da la formación de compuestos complejos y
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en ausencia de uno de estos reactivos el producto cambia completamente o simplemente no se

produce (22).

Según el estudio de Nguyen et al en el año 2013 “ Las fragmentaciones foto inducidas de

formamida han atraído gran interés en parte debido al hecho de que productos de bajo peso

molecular de degradaciones paralelas de formamida como CO, NH3, H2 y HNCO son

intermedios representativos de la síntesis prebiótica” (22), siendo HCN el producto de

degradación más estudiado por la comunidad científica debido a sus propiedades y su importante

papel en la síntesis de las bases nitrogenadas y la facilidad con la que se obtiene a partir de

moléculas de formamida y agua

No solo se ha estudiado el papel de la formamida en la generación de las bases nitrogenadas, sino

además se cree que puede estar implicadas en las rutas metabólicas que conllevan a la formación

de los enlaces fosfodiester y se plantea la pregunta de si puede estar implicado en la síntesis del

enlace b-glucosidico entre otro compuestos importantes en el metabolismo de la vida (33).

Figura 4. Según el estudio de Saladino et al. La formamida estaría implicada en el metabolismo
de azucares, aminoácidos, acido carboxílicos y bases nitrogenadas entre otros compuestos de

importancia para el origen de la vida (4)
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En la actualidad y con los avances de la tecnología se han llegado a hacer grandes

descubrimiento, una de las herramientas más utilizadas en la actualidad para realizar los estudios

sobre la síntesis prebiótica incluye matrices computacionales o programas que logran simular las

condiciones que se le asignen, es así que a través de estas herramientas se logran simular las

condiciones de la tierra hace millones de años y obtener resultados acerca de los posibles

compuestos que se pudieron formar con el paso del tiempo.

Formamida como ingrediente de pesticidas

Actualmente la carrera por la innovación y sostenibilidad mantiene a los académicos con la

presión de crear o encontrar nuevas alternativas al uso de productos dañinos tanto para el planeta

como para los seres humanos pues actualmente el planeta se encuentra en un punto de no

retroceso lo que obliga a buscar nuevas opciones cuyo uso no afecte la supervivencia de la

humanidad, es por ello que sobre aquellos temas que son un gran foco de contaminación

(emisión de gases, deforestación, aspersión de pesticidas) diversos autores han comenzado a

trabajar en el campo de la biorremediación. La aspersión de pesticidas, tema de gran interés para

el presente proyecto ha abordado el tema de la formamida como contaminante de importancia,

sin embargo, este no ha sido el único químico que ha venido sobresaliendo por ser un peligro

latente, durante los últimos años se han venido estudiando y haciendo ensayos sobre el efecto de

la biorremediación en sustancias como: los clorpirifos, fenantreno, fipronil, ácido fenobenzoico;

químicos utilizados en fármacos, antiparasitarios y plaguicidas.

La formamida hace parte de la formulación de pesticidas clasificados dentro del grupo de

formamidinas cuyo efecto sobre las plagas es letal al igual que el efecto que puede causar en el

cuerpo pues ya para el año 1993 Gescher realizo un estudio sobre la toxicidad de la formamida

sobre las personas expuestas, encontrándose así con efectos como irritación gástrica,

hepato-toxicidad e incluso riesgo de padecer cáncer frente a estos efectos se llevó a la conclusión

36



de que la toxicidad esta intrínsecamente ligada al metabolismo de la formamida (11), lo que

llevaría a otros autores a explorar el tema del metabolismo de la formamida.

El plaguicida Amitraz es uno de los plaguicidas químicos que contienen formamida en su

formulación, es uno de los más conocidos y que más ha sido estudiado, para el año 2016 se

dieron a conocer otros efectos de estos plaguicidas como los describen Dhooria y Agarwa (39):

Afectación sensorial, hiperglicemia, hipotensión e hipotermia, efectos que estarían dados según

la gravedad del caso que se estimaría por la dosis del componente activo del amitraz y la vía de

exposición. Es así que el amitraz que venía siendo usado décadas atrás ha sido prohibido en

varios países, entre ellos Colombia dada su peligrosidad para la seguridad alimentaria de sus

ciudadanos, pues esta plaguicida se encuentra clasificado en la clase III de plaguicidas

(levemente toxico) por la agencia de protección ambiental de estados unidos (EPA).

La formamida se convirtió en químico de gran interés a mediados de 1950 (1), ya para el año

1979 se comenzó a estudiar su mecanismo de acción sobre las plagas de los cultivos, lo que

también termino ensayándose en ratones, encontrados que en los roedores tenía la capacidad de

inhibir la monomamina-oxidasa una enzima que participa en la eliminación de neurotransmisores

como la serotonina y dopamina (asociadas a la sensación de felicidad y placer respectivamente

en humanos), si bien se demostró que este no es un factor importante en la letalidad si se

demostró la responsabilidad de la formamida en la afectación de los neurotransmisores (9).

Además de afectar a la monoamina oxidasa Evans y Gee (10) estudiaron los efectos de la

formamida sobre los receptores de octopamina un neurotransmisor conocido en invertebrados

centrando su estudios en los efectos de la formamida sobre la larva del gusano del tabaco y las

luciérnagas, encontrando efectos letales que afectaban órganos internos de las dos especies

mencionadas

Enzimas que degradan la formamida

Durante la revisión bibliográfica propuesta se observó que son varios los estudios que apuntarían

a que diferentes microorganismo tienen la capacidad de et degradar la formamida lo que permite

tener variadas posibilidades y técnicas de biorremediación utilizando gran variedad de
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microorganismos, pero a pesar de que son muchos los estudios sobre los procesos metabólicos de

bacterias degradadoras de formamida es poca la información encontrada sobre las enzimas que

se encargarían de esta tarea, es así el caso de Parococcus sp., cuyas enzimas le permiten obtener

de la formamida nutrientes como carbono, nitrógeno e incluso la formamida seria fuente de

energía para esta bacteria, ya que serían la formamida y sus derivados utilizados como sustratos,

durante los ensayos realizados por Swaroop et al, (16) se evidencio que “después de la

degradación al 70% de la formamida se registró un crecimiento significativo de cepas de

Parococcus sp.

Ocurre lo contrario con la enzima Formamida deformilasa enzima que cataliza la hidrolisis de la

bencilamida y el formiato a través de una reacción inversa para obtener como producto la

N-bencilformamida (23) donde las condiciones de pH no varían durante la reacción y siendo el

acetato y el propionato juegan el papel de sustrato activo durante la reacción inversa,

mostrándose así a la formamida deformilasa como una enzima altamente eficiente para la

degradación de la formamida y sus derivados. En caso de Thiobacillus novellus, se encontró la

enzima formiato deshidrogenasa que sería la encargada de catalizar la formamida y el formiato,

fuentes de carbono y energía para este microorganismo (8)

La urea carboxilasa es una enzima encontrada en la bacteria Oleomonas saraganensis, una

proteo bacteria de la sub clase alfa, esta enzima es utilizada para la asimilación de la formamida

como fuente de nitrógeno cuando el medio no provee este nutriente esencial para el crecimiento

de la bacteria (6), como la urea carboxilasa otras de las bacterias en este listado son

principalmente utilizadas para la catálisis de la formamida ya que esto permite al

microorganismo tomar el nitrógeno que necesita. Por otro lado, como es el caso de la formamida

hidrolasa proveniente de Methanocaldoccocus jannaschcii, es una enzima dependiente de hierro

que participa en varias transformaciones o procesos metabólicos (15) que aún se encuentran en

investigación que permita establecer las rutas utilizadas por esta enzima.
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Como se observó anteriormente la exploración de la degradación de la formamida es un tema

actual que tiene mucho por ofrecer todavía y se está a la espera de que en un futuro cercano se

puedan producir en masa un producto dedicado a la biorremediación que tenga como

componente principal enzimas derivadas de bacterias.

Bacillus thuringiensis

Microorganismo identificado a principios del siglo XX debido a los efectos que producía sobre

las plagas que afectaban la producción de la seda en Japón (27), desde entonces se ha venido

estudiando el efecto toxico de B. thuringiensis sobre las plagas de diferentes cultivos en el

mundo, ya que representa una alternativa a los plaguicidas que normalmente se usan. Es un

bacilo Gram positivo conocido por tener las conocidas proteínas Cry (20), cuyo efecto sobre los

insectos que afectan a los cultivos provoca su muerte o intoxicación, sus mecanismos de acción

han sido ampliamente descritos en diversos estudios que han analizado su potencial como agente

plaguicida y no solo se han estudiado sus proteínas en el ámbito ambiental sino también en el de

la salud, pues actualmente se ha venido analizando la capacidad citotóxica de algunas de sus

proteínas contra los diferentes tipos de cáncer que aquejan al ser humano (27)

Durante el estudio de este microorganismo se ha llegado a conocer las especificidades según sus

cepas y toxinas pues algunas son únicas según el tipo de plaga, las proteínas citotóxicas

encontradas en cada una de ellas y los mecanismos de acción que permiten ver a B.

Thuringiensis como una alternativa al uso de pesticidas químicos. Los mecanismos descritos

apuntan a la destrucción de membrana, la pérdida del equilibrio osmótico y alteración del

metabolismo, estos son: Modelo de enlace secuencial y modelo de vía de señalización (27),

dichos mecanismos ayudan a esclarecer cómo actúa B. thuringiensis frente a determinadas

plagas. También es importante resaltar que actualmente se han encontrado variadas clases de

proteínas además de las Cry que tienen un papel biocida sobre los insectos y cuyos mecanismos

de acción pueden será similares o diferentes a los nombrados anteriormente.
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Sobre los últimos datos acerca de los avances realizados con Bt se sabe que para 2017 se

contaban con 98 formulaciones de bioplagicidas en el mercado, todas ellas con diferentes

variantes de las proteínas Cry que hasta la fecha contaba con 74 familias identificadas, además

de las proteínas Cry también se tenían datos de 138 proteínas Vip y 3 familias identificadas de la

proteína Cyt (2) estos avances han logrado dar lugar a productos innovadores que proveen de

nuevas herramientas al área de los bioplagicidas. B. thuringiensis, además al ser un producto

proveniente de la naturaleza posee ventajas como: no toxicidad, ecológico, económico y

practico; aspectos que le van dando seguridad frente al consumidor y herramientas para competir

en un mercado acaparado por productos químicos.

Se debe tener en cuenta que cuando se comenzó a utilizar a Bt como control biológico de plagas,

así como sus ventajas habían preocupaciones respecto a aspectos como: la implementación y la

recepción del consumidor, con el pasar de los años estas debilidades se han vuelto fortalezas

dando paso a la incertidumbre dada por la creciente resistencia de los insectos a distintas

proteínas Cry, ya sea porque cambian los mecanismos de resistencias o porque cambian los

receptores a los que se une la toxina para desencadenar su mecanismo de acción. Lo que ha

obligado a crear nuevas cepas de Bt con el fin de obtener más genes insecticidas (2), esto con las

esperanza de alargar la vida útil de Bt como agente de control biológico estrella; esto junto a

otras estrategias como la implementación de cultivos transgénicos, fomentación del desarrollo de

productos nuevos con Bt (40) ayudan a retrasar la resistencia y dan más tiempo de encontrar

opciones mejores para el futuro.

Así como B. thuringiensis posee amplias ventajas ante los plaguicidas convencionales también

cuenta con ciertas desventajas que deberían tender a la mejora si se realizan los estudios

correspondientes, pues entre sus aspectos no tan buenos se pueden encontrar: Inestabilidad,

perdida rápida de actividad insecticida en condiciones que involucren exposición a la luz

ultravioleta (29)cambios de pH y temperatura (40).Debido a esto se han creados formulaciones

que contengan la toxina encapsulada y protegida, uno de los materiales en estudio para las
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toxinas es la melanina, ya que esta proveería protección contra los rayos UV y otros factores

externos que pudieran afectar el efecto insecticida de la proteína Cry pero aún se tienen

inconvenientes con otros posibles materiales a utilizar ya que se debe valorar que tan alto seria su

impacto negativo en el medio ambiente (29).

3. DISEÑO METODOLOGÍCO

3.1 Tipo de investigación

El presente proyecto de investigación es de tipo mixto ya que en base a los objetivos propuestos

se buscará describir a detalle el metabolismo de la formamida y con ello las enzimas asociadas

en estos procesos, contará con variables independientes y dependientes que permitirán realizar

un análisis cualitativo y cuantitativo de las enzimas implicadas en el metabolismo de la

formamida.

También se contará con herramientas de bioinformática que permitirá explorar en el genoma de

Bt en busca de posibles enzimas que ayuden a la degradación de la formamida

3.1.1 Población

Enzimas o proteínas implicadas en el metabolismo de la formamida

3.1.2 Muestra

Enzimas o proteínas relacionadas con el metabolismo de la formamida que se encuentren en el

genoma de B. thuringiensis

41



3.2.1 Hipótesis

Nula: B. thuringiensis no tiene enzimas relacionadas al metabolismo de la formamida

Alterna: B. thuringiensis tiene enzimas relacionadas al metabolismo de la formamida

3.2.2 Variables

Variable independiente: Rutas metabólicas asociadas a la formamida

Variable dependiente: Enzimas implicadas en el metabolismo de la formamida

3.2.3 Indicadores

Enzimas asociadas a la formamida

Clase de proteínas asociadas a la formamida en B. thuringiensis

Numero de enzimas asociadas a la formamida en B. thuringiensis

3.3 Técnicas y procedimientos

Formamida y su origen: Se realizó una revisión bibliográfica de más de 30 artículos

experimentales y de revisión en bases de datos y/o revistas científicas (Springer, Life, Bio Chem

A., Journal of Bacteriology, NCBI. PubMed, PMC, etc.) que proporcionaron las rutas

metabólicas necesarias y los microorganismos poseedores de enzimas de degradación para

encontrar las enzimas implicadas en la síntesis y/o degradación de la formamida en el genoma de

Bt.

Enzimas: Para la elaboración del listado de las enzimas implicadas en el metabolismo de la

formamida se utilizaron herramientas de bioinformática como BLAST (Protein-BLAST,

BLASTx, tBLASTn, y tBLASTx ) que proporcionaron las secuencias de las enzimas y
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permitieron la alineación con el genoma de Bt Kurstaki HD-1, adicionalmente utilizando la

herramienta de Expasy (Protparam tool) se pudieron conocer características bioquímicas de las

enzimas tales como: Punto isoeléctrico, índice de estabilidad, índice alifático, etc.

Enzimas relacionadas en B. thuringiensis: Se realizó una identificación de enzimas similares a

partir de genoma de B. thuringiensis utilizando la herramienta de bioinformática BLAST-P lo

que permitió obtener secuencias de las enzimas iniciales alineadas con secuencias en el

cromosoma y plásmidos de Bt

Cabe tener en cuenta que para obtener las proteínas alineadas se tomaron en cuenta valores de

cobertura e identidad (>60% y >40% respectivamente).

4. RESULTADOS

Revisión literaria sobre la formamida, su origen, metabolismo y la importancia de B.
thuringiensis

Con el objetivo de abordar el origen primigenio de la formamida para así llegar a comprender su

metabolismo y su importancia se realizó una revisión literaria de artículos científicos que

abordaran el tema en cuestión, esto llevo a la consulta de diversos autores y sus trabajos en

donde la formamida era eje central y se hablaba ampliamente de la hipótesis de la formamida

como sustancia prebiótica que dio bases a la vida en la tierra primitiva. También se realizó una

revisión acerca de los trabajos de los autores que mostraban los usos que se le han dado a la

formamida a lo largo de por lo menos 4 décadas y como estos terminarían afectando los suelos

llevando a la comunidad científica a buscar alternativas que puedan remediar este daño y ser una

alternativa al uso de este compuesto toxico para los humanos y el planeta entero.

Por otro lado, el uso de Bt como componente clave en la formulación de los bioplagicidas ha

dado pie para explorar el potencial de este microorganismo ya que se están proponiendo otros
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usos que además de ser innovadores proporcionarían seguridad al medio ambiente algo que es de

vital importancia en la situación actual de la Tierra.

A continuación, se mostrará un análisis acerca de la revisión literaria esto con el fin de observar

la notoriedad e importancia que han tenido con el paso de los años temas como: el origen de la

formamida, su degradación y la importancia de B. thuringiensis en la agroindustria.

Figura 5. Años de publicación de los artículos usados para este proyecto

Abordando la temática de la formamida en conjunto con Bt se recopilaron un total de 50

artículos científicos, en la figura 5 se muestra sin discriminación temática el número de artículos

publicados durante diferentes periodos de tiempo, notando que así que en el periodo

comprendido entre 2011 – 2015 se publicaron 24 artículos sobre los temas afines al presente

proyecto siendo el año 2013 el de más actividad e investigación por parte de los autores. Por otro

lado, el periodo comprendido entre 1970-2000 representa en su totalidad artículos referentes al

tema de la formamida, explorando especialmente en sus usos, toxicidad y metabolismo.
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Para el periodo comprendido entre 2001-2010 se observan 6 publicaciones referentes tanto a

temas derivados de la formamida como de Bt. Sin embargo, a partir del periodo de 2016-2021 se

ve un aumento significativo en artículos referentes a Bt donde los autores explican lo complejo

de su toxicidad hacia las plagas de los cultivos y como se han vuelto parte esencial de los

biopesticidas, también se abordan temas como el uso de este microorganismo en aplicaciones

médicas y de seguridad alimentaria entre otras.

Figura 6. Revistas a partir de las que se tomaron los artículos para revisan bibliográfica

Las revistas científicas han tomado gran importancia en el ámbito de las ciencias ya que permite

la comunicación con lugares lejanos y estar a la vanguardia de las tendencias científicas, es por

ello que las revistas científicas han tomado gran relevancia ya que al tener un lugar de privilegio

en la comunidad científica sus publicaciones representan los mejores hallazgos y así mismo a los

mejores autores. Al momento de realizar la revisión literaria estos datos fueron de vital

importancia ya que se pudo conocer cuáles han sido las revistar que más han publicado estudios

referentes al tema de estudio del metabolismo de la formamida y de Bt.

45



En la figura 6 observamos que la revista que más publicaciones ha tenido sobre los temas de

interés del presente trabajo ha sido Journal Physical Cheministry de origen estado unidense

mientras que revistas de igual importancia como Applied microbiology and biotechnology,

Toxins, Journal of Bacteriology entre otras poseen entre 1 y 2 publicaciones referentes al tema de

interés. También se debe destacar que, así como las revistas también hay autores destacados que

han publicados varios de los artículos tenidos en cuenta tales como: Rafaelle Saladino,

Hollingworth, Martin Ferus y Huyen Thi Nguyen quienes han estudiado minuciosamente estos

temas y se han convertido en referentes de ellos.

Figura 7. Artículos publicados por tema

Para cumplir con el primer objetivo se dio especial atención a aquellos títulos referentes al tema

de la formamida, su metabolismo y su papel en origen de la vida por lo que se puede evidenciar

en la figura 7 que en su mayoría las referencias bibliográficas pertenecen a este tema, también se

diferencia entre si las publicaciones fueron estudios experimentales o revisiones de otros

artículos científicos, por lo que se puede observar en que el tema de la formamida en su mayoría

los artículos fueron de tipo experimental mientras que para el tema de Bacillus thuringiensis se
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tomaron referencias de artículos de revisión que ofrecen un panorama más amplio de todos los

usos y aplicaciones referentes a este microorganismo

Metabolismo de la formamida y enzimas relacionadas

A partir de la revisión literaria se encontraron 5 enzimas procedentes de diferentes

microorganismos que se utilizaban para ayudar a la supervivencia de estos ya sea como fuente de

nitrógeno u otras funciones de nutrición. Es así que entre las enzimas encontramos a: Urea

carboxilasa procedente de Oleomonas saraganensis cuya función es la asimilación de nitrógeno

a partir de formamida y acetanamidas (6), Formamida hidrolasa dependiente de hierro

procedente de Methanocaldococcus jannaschii cuya función se cree que es importancia para el

microorganismo ya que parece participar en varios procesos metabólicos (15) así como las

enzimas anteriores la N- bencilformamida, la formamida amido-hidrolasa y la N-N

Dimetilformamida se han visto comúnmente involucradas en la asimilación y degradación de la

formamida y similares o derivados como fuente de nitrógeno

A continuación, se muestran las enzimas encontradas durante la revisión de literatura donde se

muestran los microorganismos de origen entre otros aspectos bioquímicos relevantes para el

proyecto (punto isoeléctrico, peso molecular, residuos de carga negativa y positiva, índice

alifático, numero de aminoácidos, etc.), esto realizado con la herramienta de bioinformática

Expasy que permitió obtener estos datos al ingresar la secuencia de aminoácidos que

conformaban la enzima.

Tabla 2. Listado de enzimas degradadoras de la formamida
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Se debe resaltar que estas enzimas fueron sacadas de la consulta de artículos científicos donde se

daba el microorganismo de origen, sin embargo, en el caso especial de la N-bencilformamida o

formamida deformilasa enzima descrita en el artículo “A New Synthetic Route to N-Benzyl

Carboxamides through the Reverse Reaction of N-Substituted Formamide Deformylase” no se

obtiene un microorganismo de origen por lo que al buscar el la base de datos Protein de NCBI se

usó como microorganismo de origen a B. subtilis ya que este posee la enzima y pertenece al

mismo género de interés para este proyecto (B. thuringiensis)

Luego de tener el listado de enzimas se realizó la búsqueda con la herramienta Genoma de NCBI

del microrganismo Bacillus thuringiensis cepa Kurstaki HD-1, y se procedió a buscar dentro de

los 14 plásmidos y el cromosoma de esta bacteria secuencias similares o iguales a las de las

enzimas encontradas durante la revisión de artículos científicos esto utilizando la herramienta de

bioinformática tBLASTn, que permite al usuario pasar de una secuencia de aminoácidos a una de

nucleótidos y además alinear esta secuencias con otras con el fin de observar similaridades

basados en aspectos como la identidad y la cobertura.

Tabla 3. Listado de enzimas alineadas con secuencia del cromosoma de Bacillus thuringiensis

kurstaki HD-1

En la tabla 3 se pueden observar los resultados de la alineación de las 5 enzimas de la tabla 2 con

la secuencia del cromosoma Bt HD-1. Cabe destacar que de las 5 enzimas encontradas

inicialmente solo 3 de ellas mostraron valores de cobertura e identidad superiores al 60% y 40%
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respectivamente, esto con el fin de dar mayor seguridad sobre las secuencias resultantes.

También se debe tener en cuenta que de las secuencias de los plásmidos no se obtuvieron

resultados esto ya que en las secuencias de los plásmidos no se encontraban fragmentos que se

pudieran alinear con las enzimas lo que solo permitió tener resultados de la alineación con el

cromosoma de la bacteria. Esto sugiere que estas secuencias serian de carácter constitutivo y por

consiguiente de importancia para la vida de la bacteria por lo que sería posible obtener estas

enzimas de B. thuringiensis y posteriormente utilizarlas para procesos o productos para

biorremediación.

5. DISCUSION

Durante la revisión bibliográfica se prestó especial atención en los procesos que los autores

llevaron a cabo experimentalmente para demostrar la procedencia de los ácidos nucleicos en la

tierra primitiva, muchos de ellos concuerdan por ejemplo, en que la formamida se compone de

los elementos más abundantes sobre la tierra, e incluso hubo quienes pudieron demostrar que

también hubieron factores fuera del planeta que contribuyeron a formar las primeras bases

nitrogenadas y es que ha sido tan extenso el trabajo a lo largo de los años que se explorado cada

una de las alternativas para la formación de las bases nitrogenadas como se explica en algunos

de los artículos tenidos en cuenta para esta revisión bibliográfica como son: “From Formamide

to Adenine: A Self-Catalytic Mechanism for an Abiotic Approach” y “From Formamide to

Purine: An Energetically Viable Mechanistic Reaction Pathway” del autor Jing Wang donde

afirma que la adenina, una purina evolucionaria a partir de las pirimidinas siendo estas últimas

las primeras en aparecer en la tierra primitiva (18).
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De los 50 artículos utilizados para realizar la revisión bibliográfica un aspecto de gran interés es

su variedad ya que a pesar de que todos manejan como eje central el origen de la vida a partir de

la formamida cada uno explora diferentes aristas y/o ponen a prueba diferentes teorías sobre el

tema como: La intervención de objetos como meteoritos, cometas y otros objetos en el espacio,

las altas o bajas temperaturas, la presencia o ausencia del agua, la energía liberada o necesaria

para las reacciones químicas, la famosa teoría de Miller y Urey, la teoría de la generación

espontánea, la utilización de derivados de la formamida para la generación de ácidos nucleicos,

la irradiación de metales pesados, entre otros. Cada uno de ellos es tan importante como el

anterior para ir construyendo la ruta metabólica de la formamida y como esta da paso al ARN y

ADN y estos a su vez dan origen a la vida y permite llegar debate sobre cuál de las rutas

exploradas en los artículos es más probable en un entorno primitivo.

Mucho se ha explorado en estos estudios científicos acerca de si la formamida actuaria sola o en

conjunto de otras moléculas sencillas para obtener las bases nitrogenadas, varios de los autores

coinciden en que la temperatura juega un papel importante, al igual que un medio acuoso o uno

donde la formamida actué como solvente, por ejemplo, en el estudio de Saladino et al. “From

The One-Carbon Amide Formamide To RNA All The Steps Are Prebiotically Possible” se postula

que la formamida en conjunto con moléculas de glucosa darían como resultado enlaces

fosfodiester en condiciones de altas temperaturas pero advierte que esto no parece ser suficiente

(3) lo que requeriría saber si se está omitiendo un reactivo para la reacción o las condiciones no

están dadas para obtener el resultado mencionado. Otros de los materiales mencionados por los

autores y que se recopilaron en esta revisión se han utilizado para la generación de moléculas

más complejas (Adenina, Timina, Guanina, Citosina) son compuestos tales como: Sílice,

aluminio, Zeolitas, CaCO2, polvo cósmico, cometas, arcilla, caolín, minerales de fosfato,

mediante ensayos in vitro los autores han logrado demostrar que estas reacciones conllevan a una

alta o baja productividad de bases nitrogenadas ya sean purinas o pirimidinas dependiendo de la

sustancia que acompañe a la formamida.
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De otro lado los avances con herramientas bioinformáticas han logrado avances en esta área de

investigación ya que algunos autores han comenzado a utilizar simulaciones computacionales

que les permiten recrear y manipular las condiciones del ensayo a su antojo y obtener resultados

que de hacer ensayos in vitro o in vivo generarían dificultad para obtenerse, se debe tener en

cuenta que durante la revisión bibliográfica fueron pocos los artículos que utilizaban

herramientas bioinformáticas para realizar sus ensayos, lo que indica que al ser una técnica o

procedimiento de investigación diferente al utilizado normalmente en un futuro puede llegar a

tomar fuerza y ofrecer respuestas a las preguntas del hombre. Sin embargo, se observó que con el

pasar de los años y teniendo en cuenta que se encontraron estudios en los años setenta la forma

de investigar a cambiado y que la creación de las bases de datos informáticas ha sido una

herramienta fundamental para la realización de estudios y que estos puedan ser conocidos en

todo el planeta, incluso las bases de batos científicas contenidas por ejemplo en NCBI han sido

de gran relevancia para este proyecto ya que sin bases de datos de artículos como PUBMED,

PMC, PROTEIN, entre otras no habría sido posible recopilar toda la información requerida sobre

eje central de este documento.

Los artículos científicos de revisión utilizados para dar cumplimiento al primer objetivo fueron 6,

estos artículos ofrecieron una vista más amplia del tema y darle al lector una perspectiva más

abierta a los conocimientos de otros autores de artículos experimentales que no se vieron en este

proyecto. También se debe destacar que las revistas científicas tuvieron importancia ya que por

ejemplo la revista J. Phys. Chem. Ha publicado varios de los artículos presentes en esta revisión

y que han sido parte fundamental para la realización de este proyecto.

De la revisión realizada se encontraron 5 enzimas de las que solo 3 tenían similitudes con

secuencias en el cromosoma de Bt. HD-1, se debe señalar que en algunos de los artículos se

mencionaba al microorganismo poseedor de una enzima capaz de degradar la formamida, pero

no se daba el nombre de la enzima responsable de la reacción por lo que se observa que se ha

buscado microorganismos que degraden la formamida, pero no se han hecho los ensayos que

permitan identificar las enzimas puedan ser utilizadas en futuros procesos de biorremediación.
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Como se ve en las tablas 2 y 3 se dan algunas características bioquímicas de importancia que

permiten la identificación y caracterización de las enzimas; los aspectos bioquímicos descritos en

las tablas son: Punto isoeléctrico (punto en el cual la carga neta en una molécula es cero),

residuos de carga negativa (residuos de asparagina y glutamina), residuos de carga positiva

(residuos de arginina y lisina), índice de inestabilidad (medición de inestabilidad de la proteína),

índice alifático (mide termoestabilidad de la proteína) GRAVY (gran promedio de hidropatía),

peso molecular y numero de aminoácidos; también se incluye el número de acceso de NCBI que

permite encontrar la proteína de interés con más facilidad.

Durante la realización de la tabla 2 se pudo observar que el punto isoeléctrico se mantuvo en un

promedio de 4 a 6, la urea carboxilasa por otro lado es la enzima con mayores residuos de carga

negativa y positiva en comparación con las otras 4, los índices de inestabilidad se mantuvieron

cercanos (en valores de 20 a 40) igual que los índices alifáticos con valores entre 70 y 100. Los

valores de GRAVY por otro lado fueron negativos para la formamida hidrolasa, formamida

deformilasa y N-N Dimetilformamida. Para la tabla 3 el número de aminoácidos de las enzimas

resultantes de la alineación con el cromosoma de Bt. HD-1 fue menor de 550 en las 3 enzimas,

los valores de punto isoeléctrico se mantuvieron cercanos al igual que los valores de índice de

inestabilidad. Los residuos de cargas positivas y negativas se diferenciaron entre cada enzima y

los valores de GRAVY fueron negativos para la urea carboxilasa y la formamida deformilasa

luego de ser alineadas con el cromosoma de Bt. HD-1

La contaminación de aguas y suelos con químicos usados en la industria y en la siembra de

cultivos ha venido agravándose con el pasar de los años, lo que hace décadas se vendía como la

solución para acabar con las plagas y fortalecer diferentes sectores industriales, es hoy un

problema medio ambiental dado por que se pensó en una solución momentánea y no en las

consecuencias a largo plazo, es por ello que en los últimos años la ciencia ha dedicado sus

esfuerzos a buscar nuevas técnicas para eliminar o degradar los contaminantes. Es por ello que

este proyecto pretende presentar a Bacillus thuringiensis como una alternativa de

biorremediación al utilizar este microorganismo y sus enzimas para degradar un contaminante
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como la formamida. Con los resultados obtenidos el objetivo es que se logre beneficiar a los

sectores de la ciencia y la agricultura, ya que se fortalecería la investigación sobre Bacillus

thuringiensis y su uso como producto agrícola.

Cabe mencionar que al momento de la alineación se escogió una cepa especifica de Bacillus

thuringiensis, Bt Kurstaki HD-1, esto con el fin de obtener resultados de más especificidad y

teniendo en cuenta que esta cepa en especial es una de la más usadas en la agroindustria. Así

como Bt ha sido utilizado como ingrediente principal en los biopesticidas, también se ha venido

investigando su uso en otras áreas como la biorremediación ayudando a la degradación de

metales pesados como mercurio, uranio, cobre, níquel y otros compuestos dañinos para el medio

ambiente como: Fenantreno y clorpirifos, siendo este último un ingrediente de los plaguicidas

químicos.

La agroindustria se encuentra a la expectativa de productos innovadores que sean amigables con

el ambiente y de fácil degradación ya que esto podría ayudar a aminorar el daño hecho por

productos químicos dejados años atrás, si bien no se han llegado a utilizar los biopesticidas en un

100% en los campos de cultivo, el público consumidor se ha mostrado optimista y dispuesto a

poner en uso estas alternativas a los plaguicidas convencionales, ya que según cifras dadas en el

año 2017 este mercado tenía un incremento anual del 16% representando el 8% del comercio de

plaguicidas y siendo Bt el mayor exponente (2)

6. CONCLUSIÓN

● La formamida ha sido un compuesto estudiado en el área que busca encontrar respuesta a

la sustancia precursora del origen de la vida en la tierra comprobándose así que este

compuesto posee varias de las características que lo hacen precursor ideal que dio paso a

la creación de las bases nitrogenadas que componen ADN y ARN.
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● Por otro lado es sabido que la formamida es un compuesto utilizado en la fabricación de

plaguicidas y otros productos utilizados en la industria caracterizándose por ser de

descomposición lenta por lo que hoy en día se buscan alternativas que reemplacen este

tipo de compuestos y que sean biodegradables sin llegar a representar un problema de

contaminación de suelos a largo plazo, es por esta razón que en este proyecto se exploró

si Bacillus thuringiensis podría poseer en su genoma enzimas capaces de catalizar la

formamida o tener alguna similitud genética con ellas.

● Se pudo obtener las secuencias de las enzimas alineadas con las secuencias de

cromosoma y plásmidos, lo que arrojo resultados de cobertura e identidad de más de 60%

y 40% respectivamente en el cromosoma con 3 de las 5 enzimas encontradas en la

revisión de literatura lo que quiere decir que al encontrarse en el cromosoma estas

secuencias son genes constitutivos y necesarios para el funcionamiento del

microorganismo lo que permitiría utilizar a Bacillus thuringiensis como posible candidato

para la generación o sintetizacion de proteínas que tengan actividad catalítica sobre la

formamida.

● Los últimos avances en investigación sobre B. thuringiensis sugieren que podría tener

funciones como: Promoción del crecimiento vegetal (transgénicos), biorremediación de

metales pesados, actividad anticancerígena, fuente de genes para su uso en ingeniería

genética y producción de bacteriocitas, entre otros. (2).
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