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RESUMEN

Streptomyces erythreus W, T, BM-21-115 produce el an-

tibidtico eritromicina A, cn ia fase tardia de su crecimiento,

Se encontrd que D-glucosa, sacarosa, D-manosa vy glicerol cjer-
. o~
cen un efecto dual al estimutar el crecimiento de §. erythreus

y al inhibir la formacidén especifica del antibidtico entre un
10 a 60% en comparacidén con un control., lLa mixima supresién
especifica de eritromicina sc observé con D-glucosa. Un andlo
go de este carbohidrate (2-decoxi D-glucosa) rtambién suprimid
la formacidn del antibiético. El efecto de la plucosa sec ob-
servd sdlo cuando fué adicionada al cultivo antes de la etapa
de produccién del antibidtico, Dichas observaciones nos lle-
van a concluir que glucosa causa un c¢fecto represivo transito-

rio c¢n la formacidén de eritromicing.




INTRODUCCION

Existen mis de 3000 antibidticos conocidos, de los
cuales algunos son producidos por hongos y arriba de 2000 son
producidos por actinomicetos ( 4, 23, 41 ), Aunqgue no todos
ticenen importancia terapéutica, muchos de cllos pueden ser cm-
pleados como suplemento en Ja alimentacién animal, en la pre-
servacion de alimentos y como una herramienta en el campo de
la investigacién ( 22, 23, 27, 91 }.

Los antibibticos han sido c¢lasificados como produc-
tos del metabolismo secundario y presentan las siguicntes ca-
racteristicas ( 22, 23, 34 ):

No son esenciales para el microorganismo que los produce,
porque pueden dejar de producirlo v vivir en condiciones
normales, aunque se piensa que puedan tener alguna funcidén
en la diferenciacidn.
Su distribucidn estd restringida a ciertos grupos taxondémi-
cos.
Su estructura quimica es poco frecuente.
- Generalmente son producidos cuando la célula ha dejado de
crecer (idiofase).
Su biosintesis la llevan a cabo sintctasas det metabolismo
secundario o como ramificaciones de las vias metab6licas

del metabolismo primario,

De forma similar al metabotismo primario, el metabo-




lismo sccundario ¢s repgulado por una serie de mecanismos que
controlan la sintesis, como son la induccién y la represién o
hien que controlan la actividad enzimitica como la activacidn,
inhibicion, cte.,.. ( 24, 75, Jo, 64, 91 ),

Numerosas investigaciones han resultado en el <¢ono-
cimiento de variuss de las vias metabdlicas involucradas en la
sintesis de metabolitos scecundarios de interéds prictico, sin
embargo se desconoce mucho sobre los mecanismos que regulan su

produccidén y sobre todo de la maguinaria enzimitica involucra-

1«

DT, T .

da en ta biosintesis de éstos (20, 21,




GENERALTIDADES DE ERTPTROMIC INA

Las eritromicinas son antibidticos macrélidos no polié

nicos (9 ), sintetizados por cepas de Streptomvees ervthreus

{ 77 ) y por algunas especiecs del género Arthrobacter ( 30, -
55 ). Su descubrimiento fud reportado por Mc Guive v cols.
en 1952 ( 58 ).

LExisten cinco tipos de eritromicinas asociadas metahd-
licamente ( 83 ), las cuales son ampliamente utilizadas en la
industria farmacéutica, la eritromicina A v la eritromicina E
destacan por su actividad antimicrobiana, el critronélido B
generalmente cs utilizado como agente hipocolesterolémico v
¢l micarosil-hidroxi-eritronélido B es utilizado como agente
antipivético ( 72, 77 ).

La eritromicina A es genceralmente utitizada en la c¢li-
pica para el tratamiento de infecciones de las vias respirato
rias. s un antibidético active contra bacterias Gram-positi-
vas y micoplasmas (tabla 1), presenta baja actividad contra
microorganismos Gram-negativos v no presenta actividad contra
células eucaridticas intactas o en extractos libres de cétu -
las, pero si bloquea la sintesis de protefnas en ribosomas de
cloropliastos v mitocondrias ( 77, 80 ). Is poco téxico v no
provoca efectos colaterales en el organismo salvo muy raros
casos de alergias a nivel hepdtico (72, 77 ).

I'd



TABLA ]

SENSTBILIDAD A BERITROMICINA EN BACTERIAS GRAM

ORGANTSMO

Streptococcus  Grupo A

Streptococcus  Grupo B

Streptococceus  Grupa D

Staphylococcus albus

Staphylococcus aurcus

Sarcina lutea

Bacillus cercus

Bacillus subtilis

Corynebacterium diphtheriae

Actinomyces isrucli

Myvcobacterium Kansasii

Mycobacterium tuberculosis

*Tomado de Finland ct al (1952); Fusillo et a

POSTITIVAS

1 (1953);
Guy ¥ Chapman {1961); Molavi y Weinstein (1971).

DI INTERES CLINICO®

CONCENTRACION
INHIBITORTA

(wp/ml )
0,01 - 0.1
0.2
0.2 6.3
.02 - 0,05
1.t
0.4
0,02
0.1
0.5
0.1 - 2.0
0.0 - 0.1
0.1
0.5 - 2.0
! - 10

Hudson et al

(1950),;
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ESTRUCTURA QUIMICAN DE LAS ERTITROMICINAS

IEn base a la estructura quimica que presentan las eri-
tromicinas sc les ha clasificado como antibidticos macv6]idos
ne poliénicos ( 9 ). Estos sc caracterizan por presentar un
anillo lactdonico polifuncional que es llamado también aglico-
na, altamente substituido, ya que poscce grupos acil, metoxi o
metil y genceralmente pueden presentar de uno o Jdos esqueletos
de aztcares widos a la aglicona por medio de enlaces glicosi-
dicos (Figura 1A). Los azdcares son generalmente v-desoxihe-
X0sas uno de ellos es un aminoazdcar (desosamina) v ¢l otro un
aziticar necutro N-metilado o con grupos Q-metil o C-metil va sca
cladinosa o micarosa (Figura 1B). En la posicién del carbono
12 el grupo radical es varviable (71, 83, 104 )

Los cinco tipos de eritromicinas existentes sc conocen
como ervitromicina A, B, €, Dy E (Figura 2). Las eritromici-
nas Ay € presentan un hidroxilo mis en la posicién del carbe
no 12, mientras que las critromicinas D y B no lo presentan;
el azGcar en lis eritromicinas A v B es cladinosa v en las
ervitvomicinas C y D es micarosa (carece de un grupo metilo cn
el carbono 3). La eritromicina E, producto de biotransforma-
cién de eritromicina A, s6lo presenta un cambio en la unién
de La cladinosua, la cual se encuentra ligada a un éster con po

sicién orto en el anillo lacténico ( 77, 83, 102 ),



FIGURA 1A, ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS UNIDADES PRECURSORA®
DE ERITROMICINA,
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FIGURA 1B. AZUCARES PRESENTES EN LAS ERITROMICINAS
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FIGURA 2
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PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE ERITROMICINA

La eritromicinag A tiene un neso molecultar de 733.9 Dal

tons, su formula condensada eos Fg,HhﬁOlsN ( 17, 100 ); se

v

presenta en forma de cristales hidratudos; su punto de fusidn
cs de 135° a 140°C.  Es una substancia bdsica poco soluble en
agua (2.1 mg/ml R.TI'.) vy ¢s soluble en solventes no polares co
mo etanol, metanol, benceno, acetato de etilo, cloroformo -
(17, 100 ). Es ldbit en medio Acido, posce un pKy de 8.0 (
por ¢l grupo amino de la descsamina), razén por la cual en la
clinica cuando se administra en forma oral se presenta cen for
ma de ésteres capaces de resistir la acide: estomacal ( 77 ).
Tiene una rotacién cspecifica de C«jzs 75.5 (Clz0M) v (=)

n -
25 ngc :
5778 (01.99- ETOM) ( 10 ).
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MECANTSMO DE ACCTON

La eritromicina es un antibidético de acciébn hacterios-
titica, es decir inhibe sintesis de proteinas a nivel de elon
gacidén ( 4, 77, 80, 103 ).

Muchos estudios realizados en sistemas ' in vivo " ¢
"in_vitre " han demostrado que la eritromicina se une a la
subunidad 508 de los ribosomas bacterianos provocando dicho ¢
fecto ( 77, 80 ). Sc¢ ha sugerido que las diferencias en sen-
sibilidad se deben a que 1a eritromicina se une con mavor afi
nidad a los ribosomas de bacterias Gram-positivas que a los
de bacterias Gram-negativas (72 ). Ll sitio esprecifico de
accidén fué determinado utilizando cepas mutantes de E. coli,
B. subtillis y B. cereus resistentes a critromicina, las cui-
les presentan alteraciones ribosomales que les confieren esta
resistencia al antibidtico. listas han side localizadas en la
denominada "'region de estreptomicina”, aparentemente cn el si
tio LJ. Los cambios cn esta proteina ribosomual en cepas re
sistentes afectan la conformacidn de la subunidad 508; esta
alteracidon no sdlo afecta la unidn del antibidtico al riboso-
mi sino también el centro de la peptidil-transferasa ( 80 ).
Otros autores sugieren que existen tres sitios que determinan

la resistencia a este antibidtico, dos de los cuales (l.‘1 v

ARN 238) al ser alterados por mutacidn solo causan una dismi-




nucién en la afinidad de eritromicina por la subunidad 508;
tas mutaciones en la protefina by (subunidad 508) son las que
confidren esta resistencia, sin afcctar la afinidad del antij-
hidtico por ¢l ribosoma ( 103 ).

St bien la eritromicina noe inhibe la formacidn del en-
lace peptidico (a pesar de que toda la prucha experimental -
muestra que el sitio de accidn de l1as agliconas en el rihoso-
mit se halla superpuesto), es capar de inhibir la formacién de
grandes péptidos, lo que hace suponer que su accidn inhibito-
ria se manifiesta porque cuando ¢l residuo peptidico del pep-
tidil-AR;\'t alcanza cierta longitud y el antibidtico estd pre-
viamente unido al ribosoma afecta la velocidad de lua reaccién
enzimitica a causa de un impedimento estérico que no permite
el movimiento del poptiidil~ARNt fucra del sitio A ( 99, 103 )
Por otro lado existe cvidencia experimental de aue tanto la a
glicona como los azlcares unidos a ésta sc requieren para que
la molécula tenga actividad antimicrobiana ( 72, 102 ) (figu-

ra 3).




FIGURA 3 DETALLE DE LA INHIBICION
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BIOSINTESIS DE LA ERITROMICINA

La biosintesis de ceritromicina se inicia con una molécu
la de propionil-CoA y contintta con la condensacién sucesiva de
0 moléculas de Z2-metil-malonil-CoA ( 31 ) (figura 4); dando lu
gar o la formacién del nadcleo de 1a molécula de eritromicinag,

que es el eritrondlido. A continuacidn se describen cada uno

de los pasos de la formocidn de este antibi6tico.
Formacioén de Acil-CoA v de 2-metil-matonil-CoA.

Dos reacciones consccutivas dan lugar a la formacidn de
8steres de CoA (figura 4)., La primera catalizada por la enzi-
ma propionil-cinasa (ATP-fosfotransferasa), la cual fosforila
una molécula de fosfo-propionato, que posteriormente es trans-
formada a propionil-CoA mediante una segunda cavllisis por la
enzima acil-CoA-fosfotransferasa. Por medio de una carboxila
ci6én de propionil CoA tiene tugar la formacién de 2-metil-ma-
lonit-CoN; esta reaccidn es catalizada por una propionil-CoA-
carboxilasa, la cual requicre ATP, Mg*+ v CO2 para efectuar
la carboxilacidn.

Existen otras posibles vias de formacidn de los deriva-
dos de CoA, que pucden ser ramificaciones de la biosintesis de

los aminodcidos. Algunas evidencias en otros macrdélidos por




cjemplo, sugieren que propionil-Co\ puede ser formado o través
de ta via de biosintesis de isoleucina v metionina; propioniato
a través de Ta alanina vy 2 metil malonil CoA  de valina ¢ iso-
leucinag o por racemizacidén de wnccinil-CoA (35, 99 ) (figura
5). Ixiste otra via alternativa en ta formacidn de J-metil-
malonil-CoA, por medio de un sistema de transcarboxitacién, u-
tilizando oxaloacetato como donador de grupos carboxilo; sin
erhiargo, cesta reaccidén tiene un papel scecundario en fa sinte-
sis del antibidtico, debido a gue solo se presenta en la tro-
foface, cuando el oxaloacetato e¢s abundante v no en ta ctapa
de sintesis (idiofuase), sicendo la via principal de formacidn
la carboxitacidon mediada por propionil -CoA-carboxiiasa ( 84 ),
Los niveles intracelulares de derivados de acil-CoA son
regulados por la accién de tioesterasas que catalizan la ruptu
ra de moléculas de acil-CoA v propionil-CoA u uacetatos v pro-
pionatos libres, los cuates pucden también ser canalizados ha-
cia la sintesis de dcidos grasos (propionil-CoA) o el propiona
to ser transformado a succinil-CoA e integrarse al ciclo de -

Krebs ( 99 1 (figura 5},
Sintesis del O-Deoxieritrondlido,
Lo biosintesis del eritrondlido se¢ inicia con una mo-

lécula de propionil CoA y seis moléculas de 2-metil-malonil-

CoA por medio del comptejo multienzimitico Lritromicina Sinte
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)

tasa, dando lugar a la formacidn de 6 deoxieritrondlido; este
al ser hidroxilado por accién de una hidroxilasa, da lugar a
la formacidn del ceritronélido B, Este eritronétido es glico-
sidado al incorporarse una molécula de micarosa, que es el pri
mer azcar que sce incorpora a la moldcula, dando lupar a 3-e&
L-micarosileritrondlido B (por accidn de una micarositasa).
Se le incorpora otra molécenla de azncar, una desosamina, con
la intervencidn de una desosaminilasa v cuyo producto ¢s la
eritromicina Yy la que sc transforma posteriormente cn eritry
micina C por medio de unny hidroxilacién (hidroxilasua). Bl
grupo O-metil de la L-micarosa unida a eritromicina C es cli-
minado por medio de una enzima denominada S-adenosil-metioni-
na-ervitromicina-C-0-metil-transferasa o critromicina transme-
titasa, la cual convierte especificamente eritromicina ¢ en
eritromicina A en presencia de S adenosil-metionina como dong
dora del CHS 12, 6V ). Este es ¢l dltimo producto dde 1a

q -
2,

(2]

via de bhiosintesis v es especifico e itrvreversible (16,
72 ).

Existe una via alternativa en la formacidn de eritromi
cina A, en la cual a partir de eritromicina D por medio de una
metilacidn {metilasa) se forma la eritromicina B v por una pos
terior hidroxitacidn (hidroxilasa) tience tugar la formacidn de
eritromicina A. [Este paso no es muy comin pues s¢ hia observa
do que la evitromicina B no excede el 2% en proporcidn a la

formacidon de eritromicina N durante el proceso de biosintesis
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( 78, 79 ) (figuras 4 y

al

Cuando se adiciona eritromicina A a los caldos de cul
tivo, sc obtiene ceritromicina 1, pero es generalmente un pro-
ducto de bioconversion v no de sintesis (65, 83 ), esta es-

tructura presenta unig unidén orto-éster adicional entre la cla

dinosa v el critrondlido ( 66 ).
Formacidn y Origen de los Azdcares.

La sccuencia de unidn de los azdcares desosamina, c¢la-
dinosa y micuarosa, en la biosintesis de este antibiético po-
see unia gran relevancia. Istos son generalmente sintetizados
a partir de glucosa, lo cual ha sido corroborado empleando
glucosa radioactiva y los aczicares del eritronélido presentan

al final de la sintesis, la marca originalmente adicionada

Experimentos de bioconversidn ' in vivo " indican que

la glicosidacidén tiene lugar en la membrana plasmitica, no

asi la formacidn de 1a aglicona ( 69, 72 ).
Regulacidn de las Enzimas.
A pesar de que sc conoce la via de biosintesis, es po-

co lo que se¢ conoce sobre las enzimas involucradas y la regu-

lacién de las mismas. Existen evidencias que sugieren que el




sistema multienzimitico denominado eritvomicina sintetasa de
S. erythreus se deriva de 1a sintetasa de dcidos grasos, la
cual es mis parecida a las sintetasas de dcidos grasos de
los hongos que a la de las bacterias ( 72, 89 ). Sec caracte-
riza por ser un complejo no disociable y por ser activado por
flavin-mononucledtido,  Sintetiza dcides prasos de cadena im-
par a partir de propionil-CoA v de acetil-CoA v malonil-CoA
{15 ).

Se ha purificado parcialmente un complejo macrélido-
sintetasa, ¢l cual incorpora tanto propionil-CoA como 2-metil
-milonil-CoA” radioactivos en un intermediario no volatil, apa
reptemente similar al o-deoxiceritron6lido; éste es parcialmen
te convertido en ¢l critron6lido B por micelio intacto de §.
erythreus ( 14, 15 ).

El requerimiento de cofactores reductores como el fos-
fato de nicotinamida-adenin-dinucleStido (NADPH) c¢s menor en
la sintesis del antibidtico que en la sintesis de dcidos gra-
sos. Ln este Gltimo caso cada paso en 1a elongacién involu-
cra dos reacciones de reduccibn. In el caso de 1o eritromici
na la mayorfa de las funciones policarbonilicas se encuentra
sin reducir ( 68 ).

Se ha obscervade que la regencracidn de cofactores por
deshidrogenuasas dependientes de NADP no es un factor limitan-

te en lo biosintesis del antibidtico ( v )
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Adaptada de Quener v cols, (1978},
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REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ERITROMICINA

Al igual que en muchos antibiédticos, la regulacidn de
ta via de biosintesis Je eritromicing ha sido muy poco estu
diada, dentro de fa escasa literatura existente, cn muchos ca

5085 s0lo son comentarios sobre algunas observaciones ( 72 ).
Estimulacion por Propanotl.

El propanol v en menor grado el propionato, estimulan
la produccidén de eritromicina, Se¢ ha demostrado que el propa
nol, cuando ¢s adicionado a fermentaciones industriales, produ
ce un fuerte cofecto estimulatorio, incrementando la produc-
cién hasta un 100%. Sin embargo, si se adiciona al inicio de
La fermentacidn interfiere con el crecimiento del microorga-
nismo disminu y endo incluso la produccidn ( 42 ). Ademds de
su efecto como precursor, induce la actividad de la propionil
-CoA-carboxilasa de S. erythreus. Este efecto estimulatorio

parcce tener lugar a nivel de transcripcidn ( 84 ).
Regulacidén por el Producto Final.

La biosintesis de muchos antibi6ticos es inhibida por

1a acumulacién de su producto final ( 74 ) (tabla 2).



En la mayorfa de los casos, el mecanismo de retrorrepu
lacion se desconoce.,  En antibiéticos macrdlidos, particular
mente en ceritromicing, se¢ ha obscervado que esta estimula su
propia produccién. La adicidén de altas concentraciones del
antibidtico (2 mg ml l) a4 luas célulus de S, cervthreus, al
cuarto din de la feermentacidn, aumenta casi en un 50% 1a velo
cidad de sfntesis de la ceritromicina. Lste cfecto, no sc ob
serva si las adiciones se practican al inicio de la fermenta-
¢itn, o dos dfas después. Se desconoce el mecanismo por el
cual se lleva a cabo 1a estimulacidn ( 56, 96 ).

A nivel enzimitico, sc ha estudiado el efecto de la e-
ritromicina A, producto final de la via, sobre la propionil-
CoA-carboxilasa y la critromicina transmetilasa en §. ery-
threus. La primera enzima, involucrada en la sintesis de 2
metil-malonil-CoA no e¢s altevada " in_vitro " con concentra-
ciones de critromicina equivalentes a las producidas en for-
ma natural ( 84 ), La scgunda enzima ¢s inhibida v in vitro"
por cl producto de su reaccién, crvitromicina A ( 16 ). Es
factible que este efecto regulatorio tenga importancia a un

nivel fistol6gico.
Regutacién por Fuente de Nitrdpeno,

La sintesis de estos metabolitos también esta repulada

por la concentracion de nitrdgeno presente cen el medio de cul



tivo ( 3, 0, 37, 92 ),

En el caso de eritromicina, trabajos recientes han de-
mostrado que amonio en una concentracién de 100 mM adicionado
al inicio de la fermentacién inhibe completamente ta produc-
cion del antibidtico; v cuando es adicionado una vez que se
ha producido provoca una pérdida de la actividad hasta de un
100%, dependiendo de la concentracidn de eritromicina ya sin
tetizada; la adicidn posterior de critromicina comercial en

¢l caldo de Termentacién no logra revertir este efecto { 29 ).
Regulacidn por Fosfato Inorgdnico,

Un efector de la biosintesis Jde muchos idiolitos, es el
tosfato inorginico {(tabla 4), lLos antibidticos se sintctizan
unicamente en concentraciones de fosfato inorgdnico subdpti-
mas para el crecimiento del microorganismo. La minima concen
tracidén inhibitoria de fostato inorgdnico sc¢ cncuentra entre
Py 50 mM para los diferentes antibiéticos. Con concentricio
nes superiores, la produccién del antibiético se inhibe o se
suprime totalmente, mientras que el crecimicnto se estimula
con concentraciones superiores a 500 mM ( 70, 71 ). Concen-
traciones mayores a 4 mM inhiben la produccidn de eritromici-

na ( 88 ).

Regulacidn por la Fuente de Carbono.
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regulacidn por la fuente de carbono es un mecanismo

invalucrado en la biosintesis de un gran ndmero de antibiéti-

CoOs ., Ilsta

litos es i

bien establecido que la biosintesis de estos idio-

nhibida o reprimida por fuentes de carbono facil-

mente catabolizables, como la glucosa o el citrato ( 24, 25,

46, 73,

lacidn

74

RRY

), sin embargo el mecanismo molecular de tal regu-

- -

desconoce (tabla 3),




Tabla 2 REGULACION POR EL PRODUCTO FINAL EN LA BICSINTESIS DE ANTIEBIOTICOS,®

ANTIBIOTICO REFERENCIA
Cloranfenicol Jones y Westlake, 1974
Cicloheximida

Kominek, 1975 a, b

A. Micofenbtico Muth y Nash, 1975

ALrodox Liu y cols., 1975
Gordee y Day, 1972
Penicilina
Revilla y Martn, 1977
Ristomicina

Egorov y cols., 1971

virgintamicina Yanagimoto y Terui, 1971

Puromicina Sankaran y Pogeltl, 1975
Fungicidina Spizek y cols., 1965
Candihexina

Martin y Mc Daniel, 1974

¢ Adaptada a partir de Martn y Demain (1980). =



TABLA 3 REGULACION POR CARBONO EN LA BIOSINTESIS DE

ANTIBIOTICOS

ANTIBIOTICO

FUENTE INHIBITORIA

Penicilina
Actinomicina
Estreptomicina
Siamicina
Indolmicina
Bacitracina
Cefalosporina C
Cloranfenicol
Violacefna
Prodigiosina
Mitomicina
Neoomicina
Kanamicina
Fniatina
Puromicina
Novobiocina
Candidina
Candihexina
Rutirosina

Cefamicina

Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Citrato
Glucosa
Glucosa
Glucosa

Glicerol

FUENTE NO INHIBITORIA

REFERENCIA

Lactosa
Galactosa
Mananas, Glucosa?®
Maltosa
Fructosa
Citrato
Sacarosa
Glicerol
Maltosa
Galactosa
Glucosa*
Maltosa
Galactosa
Lactosa
Glicerol
Glucosa
Glucosa*
Glucosa*
Glicerol

Asparagina, Almidén

Johnson, 1953
Gallo, 1972
Demain, 1970
Kimura, 1967
Hurley, 1974
Haavik, 1974a,b
Demain, 19613
Smith, 1962

De Moss, 1967
Ramseny, 1973
Kirsch, 1967
Majundar, 1971
Basak, 1973
Audhya, 1975
Sankaran, 1975
Kominek, 1972
Martin, 1974
Martin, 1974
Howells, 1972

Aharonowitz,l14978

[}

Cultivos alimentados con bajas concentraciones de glucosa.

* \daptada a partir de Martin y Demain (1980) .

(RS
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Tabla 4 CONTROL DE LA SINTESIS DE ANTIEIOTICOS POR-

FOSFATO INORGANICO (Martfn, 1977).

Antibibtico Cepa Productora Rango de ortofosfatc -
itnorghnico que permi-—
te la produccién de an
tibi&ticos (MM),

Estreptomicina S. griseus 1.8~-18
Novobiocina S. niveus 9-40
Manamicina S. amatcensis 0.2-0.4"
Neamicina S. fradiae

Clortetraciclina S, aureofaciens 1-5
Oxitetraciclina S, rimosus 2-10
vancomicina S. orientalis 1-7
Viomicina :§ sp. 1-8
Eacitracina S, Tt_cheniforvn(s 0. 1-1
Ristomicina E’ fructiferi 0.2-%
Actinomicina S. antibioticus 1,4-17
Polimixina 8. polﬂzxa

Tetraciclina S. aureofaciens 0.14~-0,2
Kanamicina § kanamyceticus 2.2-%.7
Cictoheximida § . grlseus 0.05-0.5
A-9145 _S_ griseolus 0.28-2.24
Piocianina P. aeruginosa 0,12
Prodigiosina S. marcescens 0.05~-0.2
Butirosina E circulans 5.6
Corineicinas C. sp. 2,249
Oleandomicina S. antibioticus 0.5
Gramicidinas B. brevis 10-60
Gramicidinas B. brevis 5092
Cefamicina S. clawiligerus 25
Amfotericina B _S_ nodusus 1.85=-2.2
Aiffactina S. aureofaciens 1-17
Candicidina S. griseus 0.5-5
Candidina S. viridoflavus 0.5-5
L.evorina 5. levoris 0.3-4
Micoheptina S. mycoheptinicum 3,54
Nistatina S, hoursel 1.6-2.2
Ristomicina E fructiferi var

Eritromicina

i

.

ristomycin
erythreu

|

n

8 Concentracibn 6ptima

tico.

de fosfato para la produccibn de antibi&-

M



OBJETTITVO:
Conocer ¢l efecto de la fuente de carbono en la formacidn de

eritromicina en Streptomvces erythreus W.T., BM-21-115,




FUNDAMENTO DEL PROYECTO

Regulacidén Catabdlica por Fuente de Carbono

La regulaci6n catab6lica por fuente de carbono es un
mecanismo en el cual la sintesis de algunas enzimas catabd6li-
cas ¢s reprimida o inhibida por el producto del catabolismo
de fuentes de carbono que son rapidamente utilizables, tales
como plucosa o citratos ( 59, 60 ).

Este fendémeno ha sido descrito también para 1a biosin-
tesis de metabolitos secundarios ( 24, 25, 16, 64 ).

Se ha encontrado que determinadas concentraciones de
la fuente de carbono traen como consecuencia una baja en la
produccién especifica del antibi6tico. Asiaismo, se ha encon
trado en ¢l caso del antibidtico uctinomicina, producido por

Streptomyces antibjoticus, que la produccidén de la enzima fe-

noxasinona sintetasa, involucrada en la biosintesis del mismo
es fuertemente reprimida por glucosa, lo cual implica aue no
haya sintesis del antibidtico ( 34 ); ejemplos similares son
el de los antibidticos kanamicina ( 95 )}, cuva sintesis tam-
bién es reprimida por fructosa, lactosa, manosa ¥ maltosa a-
demds de plucosa y de puromicina ( 82 ).

Se conoce muy poco sobre este tipo de regulacifn para

la biosintesis de eritromicina; no hay reportes al respecto




y es muy posible que este mecanismo de regulacidn esté tam

bién involucrado en la sintesis de este antibiético.

189}
jte]




30

MATERTAL Y METODOS

Microorganismos:

El modelo bioldgico para ¢l presente estudio fué el ac

tinomiceto Streptomyces crythreus W.T, BM-21-115, pertenecien
te a la coleccién del Instituto de Investigaciones Biomédicas

de 1a UNJAM., ¥y el microorganismo de prucba Sarcina lutea -

NRRL-B-1018, obtenida del Agricultural Rescarch Service Cultu
re¢ Collection y conservado por el Northern Regional Research

Laboratory, ecn Peoria, 1L..

Preservacién de las Cepas:

Streptomvces cerythreus W.T. BM-21-115 fué preservado

en tubos de cultivo de 16 por 150 mm. con tapdn de rosca, con

teniendo 7 ml. de medio sélido inclinado de Agar Nutritivo a

Medio de [sporulacién

Para la esporulucidn de Streptomvces erythreus W.T. BM

21-115 se utilizaron placas de medio sé6lido de Levadura-Malta
-Agar (76 ). lLas placas fueron inoculadas por estria y se
incubaron a 29°C por 5 dfas, al término de los cuales esporu-

la perfectamente el microorganismo,




Medio de Crecimiento del Preinécula (1)

Este medio estd basado en el medio descrito por Prid-
ham y cols, en 1957, corresponde al medio de Levadura-Malta-

Agar { 70 ), modificado en el laboratovio:

Extracto de Levadura 4o
Lxtracto de Malta 3 g
pH (Naofl 1N) 7.3
Agua Bidestilada a 11

Medio de¢ Crecimiento y Produccién de firitromicina (11):

Fl medio de crecimiento v produccién de eritromicina
estd basado en el medio descrito por Aharonowitz v Demain en

1978 ( 2 ), modificado en el laboratorio.

Extracto de Levadura 4 g
Extracto de Malta S
AMOPS 0.1 M LI
pil (NaOil 10N) 7.0

*MOPS- solucién amortiguadora: dcido-3-(N-morfolino)-propano-
sulfénico.
Este medio se mantuvo a lo largo de todos tos experi-
mentos sin modificaciones, como control. Las adiciones de o-

tras substancias se mencionardn en cada caso.




Condiciones de Crecimiento,

Preinbeculo:

Se preparé una suspersion de esporas de S, erythreus
(aproximadamente 107} en 10 ml. de medio de cultivo I, en ma-
traces Ertenmeyer de 50 ml., la cual fué incubada a 29°C, con

agitacién de 160 rpm. durante 8 horas.
Indculo:

Matraces Lrlenmeyer con capacidad de 250 ml., conte-
niendo 50 ml. de medio de cultive {1 fueron inoculados con un
mililitro del preindculo ¢ incubados a 297C con agitacidn a
160 rpm. durante 96 horas,

LLas condiciones de crecimiento se mantuvieron constan-
tes en todos los experimentos realizados., Cada experimento
se hizo por triplicado.

In todos los experimentos se tomaron muestras a las 0,
t2, 24, 36, 48, 60, 72, 84 v 96 horas respectivamente, y s¢
determiné la variacién del pll, el crecimicnto y la producci6n

de eritromicina de la siguiente manera:

Beterminacidén de pl Durante la Fermentacién.

Se determind el pil a4 cada muestra en un potenciémetro

digital Beckman modelo pH ASAR 1.




Determinacion del Crecimiento,

L1 crecimiento del microorganismo fué determinado de
dos formas:

-Por Densidad Optica a 530 nm. en un fotocolorimetro
Baush & Lomb modelo Spectronic 20 las muestras fueron centrj
fugadas a 10,000 rpm. durante 10 min, en una centrifuga Lour-
des modelo AA-C, se descartd ol sobrenadante, v el paquete mi
celial fué lavado dos veces con agua destilada; posteriormen-
te sc determind la  absorbancia a 540 nm. contra un bluanco de
agui,

-Por proteina del micelio, en base al mdtodo de Lowry
( 57 ). Las muestras fuecron centrilugadas a 10,000 rpm. du-
rante 10 min.; sc descartd el sobrenadante v el paquete mice-
lial se lavd dos veces con agua destilada; este dltimo fud re
suspendido en 1 ml., de dcido tricloroacético 0.3M v congelado
durante 24 horas,

Posteriormente [u¢ centrifugado a 10,000 rpm. por 10
min. y el precipitado fué resuspendido en NaQll 0.8N, con un vo
lumen proporcional al precipitado; las muestras fucron calen-
tadas en un bafio marfa a chbullicidén durante 1 hora. De ta 50
lucion resultante se tomaron alicuotas para determinar prote-
ina siguiendo ¢l método de Lowry vy cols ( 57 ).

Este método ticne como hase la formacién de un comple-
jo colorido entre el grupo fendlico (o el grupo aromitico, en

el caso de triptofdno, histidina v fenilalanina) de la tirosi




na de las proteinas y el dcido

oro) que oxida
nes alcalinas,
a 595 nm.
Se

ca bovina y se

Proteina

Se prepara una

Solucién A:
-Solucidn
-Solucidn
de sodio

-Solucidén

wtiliza

fosfo-wolfano-molibdico
al

dando un cotlor azul

como estidndar una

realiza el siguiente cdlculo:

Tt A ” 3
l,bmndum

(pg)” LE
D.D.sgscstﬁndur

por D.O.cycproblema

soluciéon de:

de proteinas en NaOH

N(l,CO3 2% 0.1N

de tartrato

y potasio 1% en agua destilada,

de CusS0,.5H,0 0.5% en agua destilada

en una proporcidn de 10:0.1:0.1 (en el orden presentado).
Solucién B:
-Reactivo de Folin-Cicalteau diluido en agua 1:3
(fenol:agua),
Las alicuotas de las muestras v del estdndar son
das a un volumen final de | ml. con agua destilada.

adicionan 5§

ja reposar

ml,

durante

de la solucién A agitando ripidamente;

10 min. vy se agregan 0.5 ml de la

(color
grupo hidroxilo de la tirosina en condicio-

intenso que se pucde medir

solucidn de albimina séri

Se les
s¢ de-

solucién
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B, se agita ridpidamente v después de dejar reaccionar la mez-

cla durante 30 min. se lecen las mucstras cn
tro a una D.0. de 595 nm., contra un bluanco

mismo tratamiento que las mucstras,

Determinacion de Eritromicina.

un fotocolorime-

que ha llevado el

La eritromicinag fué determinada por medio de un método

bioldgico utilizando la técnica de Nifusién en Agar, teniendo

a Sarcina lutea NRRL-B-1018 como microorganismo de prueba ( 2

8, 51 ).

La técnica de Difusién en Agar sc basa en la medicién

relativa de la respuesta del microorganismo al antibiético,

comparada a la que presenta ante un estdndar
da como una zona clara de no crecimiento, en
tro de la zona de inhibicién es proporcional

Ia concentracién del antibidtico ( 8, St ).

Preparacioén del microorganismo de pruebha:

Sarcina lutea NRRL-B-1018 fué crecida

do de Agar Nutritivo por un tapso de 48 horas a 37°C, se hizo

( 5t ), observa-
el cual el didme

al logaritmo de

en un medio s61i

una suspensidn del microorganismo en 10 ml. de solucién de -

NaClL 0.85% estéril, con una D.0.gy de aproximadamente 2

.

Se prepararon placas de medio de antibiosis Difco no.

5, virtiendo 15 ml. en cada caja de Petri.

Una vez que ha so

Fidificado se colocan discos de papel Watman tipo AA de 6 mm,

’



de difimetro, impregnados con 20 )H de caldo de fermentacién
libre de células. Se dejan difundiy las muestras durante 2
horas a temperatura ambiente v se procede a hacer sobre las
placas una aspersién, con la suspensidn del microorganismo de
prucha previamente preparada.,

Las placas se incuban por 36 horas a 37°¢C; tras lo quc
se miden las zonas de inhibicidn del crecimiento con un medi-
dor de halos "Craft"., Al mismo tiempo se corre una curva es-
tindar con concentracibénes conocidas de eritromicina,

Para hacerlo sec utilizé eritromicina base obtenida de
los Laboratorios Abbot.

Se cuantificé ja produccibn de ervitromicina por milili
tro de medio de cultivo.

Se determiné produccién especifica del antibiético por

miligramo de proteina de la siguiente forma:

. .o 1 de antibibdtico
‘roduccidn especificas ) LIS -
Producciodn pecific g de proteina

Fuentes de Carbono Utilizadas.

Las fuentes de catvbono utiltizadas fueron obtenidas de
casas comerciales como Difco y Sigma: y fueron las siguientes:
D-fructosa

D-galactosa




Deglucosa

Glicerol

D-manosa

Sorbosa
vy un anilogo:

2-deoxi-D-glucosa

En cada caso, &éstas fucron disueltas en 5 ml., de solu-

cién amortiguadora MOPS 0.IM plf 7.0, se rectificd el pH y en
los casos en que hubo variacién se ajustd a 7.0 con NaOH 1IN,
Se esteritizaron por separado y fueron adicionadas posterior-
mente al medio de cultivo, de la forma que se mencionard para
cada condicién cxperimental., A los controles se les adiciona
ron 5 ml. de solucién amortiguadora MOPS 0.1M pH 7.0 pava a--

justar ¢l volumen,

Identificacidén de Eritromicina A como Producto del Metabolis-

mo Sccundario de ta Cepa de Streptomyces ervthreus W.T, BM-21

115,

Ademfis de las pruebas biolégicas ya referidas, se de-
termind que el antibidtico producido por la cepa de S. ery--
threus efectivamente fuese critromicina A, por medio de cro-
matografia en capa fina comparando con un estdindar de eritro-
micina, obtenido de los Laboratorios Abbot, México, D.I., de

los Laboratorios Fermic, S.A. de C.V., México, D.I', y de Sig-




ma Chemical Co., S. Louis, MO..

Se creci6 al microorganismo de la manera ya descrita,
a 29°C con agitacidén de 100 vpm., durante 48 horas, al térmi-
no de las cuales sc separd el micelio del medio de cultivo
por centrifugacidn a 10,000 rpm. durante 10 min.. Se ajustéd
el plt del sobrenadante, donde se encontaba el antibi6tico a
9.8 y se hicieron dos extracciones con cloroformo {(v/v). L.a
mezcla solvente-antibiftico se lavé una vez con agua destila-
da y se evaporé al vacio, casi a sequedad, mediante el uso de
un rotavapor marca "“Jobling".

La muestra se corrié junto con un esténdar de eritromi
cina A en una placa de silica-gel 60 (Merck), de 0.25 mm. de
espesor, mediante un sistema de disolventes constitufdo por
diclorometano-metanol-hodréxido de amonio (90/10/V - v/v/v)

( 65 ) v se reveld por aspersién con una mezcla de etanol-p-a
nisaldehido-dcido sulfdrico concentrado (9/1/1 - v/v/v), pos-
teriormente se calentd en una estufa J.M. Ortiz'purn laborato

rio, a 100°C durante 5 min. ( 02 ).

Estabilidad de la Eritromicina en el Medio de Cultivo 1Il1.

En tubos de ensave de 10 por 150 mm. sc incubd medio
de cultivo 11 conteniendo 50 )e de eritromicina A proveniente
de los Laboratorios Abbot, con diferentes valores de pH (4,
4.5, 5, 5.5, 6, 0.5, 7, 7.5, 8, 8.5 y 9); se mantuvo durante

13 dfas a 29°C. Se determind la estabilidad del antibiético




por medio de bioensayos realizados con muestras tomadas cada

24 horas, como se descrihidé anteriormente.

Efecto de Diferentes Puentes de Carbono en la Formacion de E-
ritromicina,

(Seleccidon de la PFuente de Carbono).

El microorganismo fué crecido en el medio de cultivo
IT, conteniendo diferentes fuentes de carbono, en una concen-
tracién de 10 mg m1”'. Estas fueron adicionadas a tiempo ce-
ro. Se utilizd como control al microorganismo crecido en au-
sencia de fuente de carbono.

Se tomaron muestras cada 12 horas hasta las 96 horas y
se determind crecimiento, produccidén del antibi6tico y pH de

la manera en que ya se menciond.

fecto de Glucosa en la Produccién Lspecifica de Eritromicina,

Se crecid al microorganismo en el medio de cultivo It,
como se describié anteriormente y se adiciond glucosa en una
concentracién de 10 mg ml" desde el inicio del crecimiento.
Se utilizaron como control medios de cultivo con el microorga
nismo crecido en ausencia de glucosa, en las mismas condicio-
nes.

A las muestras se les determind crecimiento, pll y pro-

duccidn de antibidético.




Efcecto de Diferentes Concentraciones de Glucosa en 1a Produc-

cidn Especifica de Eritromicina,
E1 microorganismo fué crecido en presencia de las si-
guicntes concentraciones de glucosa:

0.05 mg wi !

0.10 mg ml-‘

0.50 mg ni” ]!
1.00 mg ml !
5.00 mg ml ]
10.00 mp mi
20,00 mg ml
La adicién del carbohidrato se hizo a tiempo cero vy
las condiciones de crecimiento y los controles se mantuvicron

constantes como se¢ menciond anteriormente. De igual forma se

determiné pH, crecimiento y produccién del antibidtico.

Caracterizacidn del Efecto de Glucosa en la Produccién de Eri

tromicina.

El andlogo de glucosa 2-deoxi-D-glucosa en una concen-
tracién de 20 y 50 mg ml'] v plucosa 20 mg mln‘, fueron adi-
cionados al inicio del crecimiento del microorganismo; de la
misma manera en que se describi6, se excluy6 el carbohidrato
en el control y se¢ determiné pll, crecimiento y produccién del

antibi6tico de la misma forma.




Caracterizacién del Fendmeno,
Efecto de Glucosa Adicionada a Diferentes Ticempos del Creci-

miento de Streptomyces crythreus cn la Producci6n de Eritromi

cina.

Glucosa en una concentracién de 20 mg ml'l fué adicio-
nada a cultivos del microorganismo a diferentes tiempos del
crecimiento:

0 hrs.
24 hrs,
48 hrs.
60 hrs.
Se utilizaron controles sin glucosa y también fué de-

terminado el crecimiento, los cambios de pH vy la produccién

del antibidtico.




Identificacién de Lritromicina A como Producto del Metabolis-
mo Secundario de la Cepa de Streptomvees ervthreus W, T, BM-21

-115.

S. erythreus W.T. BM-21-115 produce principaimente erj
tromicina A, lo cual puede obscervarse en la figura 6. Se co:
rrieron dos estdndares de eritromicina, de los cuales uno se
mezcld con ¢l extracto del medio de cultivo para desechar la
posibilidnd de que algGn componente interfiriese con el patrén
cromatogrifico. Como sc puede observar, los patrones son uni -
formes en los tres casos. La mancha principal corresponde a
eritromicina A; también se pucden observar los intermediarios
del antibib6tico, los cuales tienen un Ry menor que eritromici

na A y corresponden a las manchas inferiores en la cromatogra

fia.

stabilidad de Eritromicina A en el Medio de Cultivo I1.

Este antibiético es estable en solucién a 29°C en un

rango de pH de 6 a 9, como se pucde obscervar en la figura 8.
E1l antibidtico se¢ mantuvo en el medio de cultivo Il con la
finalidad de conocer su estabilidad en estas condiciones. En
la figura se puede observar que sdlo en valores de pll menores

de 6 el antibidtico empicza a degradarse, pero esto es sdlo

hasta los 13 dias de incubacién; mientras que en condiciones

alcalinas se mantiene estable y los hinlos de inhibicidn corres



ponden con los del control, en el cual la

al momento de

adicionar

cl

antibidtico (0

muestra

horas) .

fué

tomada



‘ut

. Y.,

Fig. 6 Cromatografia en capa fina de eritromicina A
producida por la cepa de S. erythreus BM-21-115 (1),
comparada con un esti&ndar de eritromicina de Sigma
Chemical Co. (2); mezcla de la muestra obtenida del
cultivo y el estdndar (3). Los cultivos y la cromato
grafia fueron realizados como se describif en mate -
rial y métodos.
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RESULTADOS

Efecto de Diferentes Fuentes de Carbono en la Formacidn de BEri

tromicina.

Como sc puede observar en la figura 8A, en estas condi-
ciones de crecimiento el microorganismo empicza a producir el
antibiético a las 36 hrs. de incubacién y continfia lincal du-
rante 50 hrs. aproximadamente (control); sin cmbargo cuando cs
crecido en presencia de D-glucosa, sacarosa, D-manosa y glice-
rol se observa una estimulacién en el crecimiento, no asf en
la produccién del antibidtico (tabla 5), va que la nroduccién
especifica de &ste es suprimida entre un 20 a 60% como se¢ pue-
de observar, y se presenta un retardo en la produccidn con res
pecto al control (figura 9).

Lactosa y sorbosa no ticnen influencia sobre esta rela-
cién pues el crecimiento y la produccién son similares al con-

trol; D-fructosa y D-galactosa mucstran una accién intermedia,
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EFECTO DE L

CINA EN S.

A FUENTE DE

erythreu’®’

FUENTE DE CARBONO

(b}

Control(C)

D-Fructosa
D-Galactosa
D-Glucosa
Glicerol
Lactosa
D-Manosa
Sorbosa

Sacarosa

TABLA 5§

CARBONO SOBRE EL

CRECIMIENTO Y FORMACION DE

ERTTROMI ~

CRECIMIENTO

_ERTITROMICINA

mg PROTEINA m1 ™! wiomlo! urt (mg PROTEINA) !
g 58 34.1
3.2 48 15.0
3.3 63 19.0
1.2 63 15.0
3.8 63 16.5
2.1 58 27.6
3.4 68 20.0
1.7 32 18.8
4.1 78 19.0

(a)Las células fueron crecidas en medio CM durante 60h a 29°C con agitacién

tal como se describid en Materiales y Métodos.

(b)La concentracidén de la fuente de carbono fue 10 mg mi™!

(c)E1l control contenia sélo medio CM

6F
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EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO SOBRE LA FORMACION DE
ERITROMICINA. LOS CULTIVOS FUERON CRECIDOS EN EL MEDIO 11, SU
PLEMENTADO O NO CON EL CARBOHIDRATO (10 mg m1 '). LOS AZUCARES
UTILIZADOS FUERON LACTOSA ( , SORBOSA (@), D-FRUCTOSA ), D-
GALACTOSA (@D, D-GLUCOSA (8), SACAROSA (8), D-MANOSA (8), Y -
GLICEROL (8). CONTROL (@), SIN FUENTE DE CARBONO.




e

Efecto de D-Glucosa en la Produccidén de Eritromicina.

D-glucosa produce la mixima supresién en la formacién
especifica del antibi6tico, como se pucde observar en la figu
ra 10, La produccién por mililitro es un poco mayor con res-
pecto al control, no asi la produccién especffica del antibid
tico, la cual es suprimida en un 70%, También sc pucde obser
var, incluso, un retraso en la produccién del antibhidtico; en
el control €ste se produce a las 36 horas y cuando el microor
ganismo es crecido en presencia de glucosa empicza aproximada

mente a las 42 horas.
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FIGURA 10, EFECTO DE D-GLUCOSA (10 mg ml-‘) EN LA FORMACION DE ERITROMICINA
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20°C, COMO SE DESCRIBIO EN MATERIAL Y METODOS,
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Efecto de Diferentes Concentraciones de D-Glucosa en la Produc

cidn Especifica de Eritromicina,

Como se muestra en la figura Il, ¢l microorganismo fué
crecido e¢n varias concentraciones de glucosa durante 84 horas;
tanto el crecimiento como la produccidn por mililitro de eri-
tromicina fueron estimuladas en funcién de la concentracién de
glucosa, sin presentar cambios significativos en ¢l pH del cul
tivo. Sin embargo, como se puede observar, la sintesis espec’i-
fica del antibiftico fué afecctada negativamente, alcanzdndose
el miximo efecto en una concentracién de 20 mg ml". Esta ac-
cidn negativa sc cmpieza a observar desde una concentracién de

0.5 mg ml ),
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Caracterizacién del Efecto de D-Glucosa en la Produccién de E-

ritromicina.

El efecto de un anfilogo no metabolizable de D-glucosa
sobre ecl crecimiento del microorganismo y la produccién del an
tibiético se puede observar en la figura 12. [l crecimiento
del microorganismo en el medio de cultivo control y en 10 mg.
-1

ml de 2-deoxi-D-glucosa son similares., En presencia de con-

centraciones mayores del anflogo (20 mg m]"), el crecimiento
tampoco. s¢ modifica considerablemente, sin embargo, la produc-
cién del antibibético en relacién al control se afecta consi-
derablemente, pues en una concentracién de 10 mp ml-] la produc
cibén especifica presenta un fuerte decremento, v en concentra-
c¢iones mayores de anfilogo hay una supresién casi total (tabla

6).
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TABLA 6
EFECTO DE 2-DEOXI-D-GLUCOSA SOBRE EL GRECIMIENTO DE S. erythreus Y FORMACION
DE ERITROMICINAY®)

(b)

2-Deoxi D-Glucosa Crecimiento Formacidn de Eritromicina
mg ml”} mg Proteina ml™! wip oml! ue Proteina™!
0 2.0 74.0 37.0
10 2.2 45.0 20.4
20 1.8 6.0 3.3

(a) Las c¢élulas fucron crecidas en medio CM a 29°C a 72 h.

(b) Antes de ser anadidas el anfilogo fue esterilizado por filtracidén a tra-
vés de una membrana Millipore tipo HAWP 02500, Millipore Co., Bedford, MA.

(¥4}
~3



Caracterizacidén del fendémeno, Efeccto de D-Glucosa Adicionada

a Diferentes Tiempos de Crecimiento de Streptomvees erythreus

en la Produccién de EBritromicina,

Glucosa en una concentracién de 20 mg m ! fue adiciona
da a cultivos del microorganismo a las 0, 24, 48 y 60 horas de
crecimiento, como se puede observar en la figura 13. Cuando
la glucosa fué adicionada al inicio del cultivo (0 hrs.) y du-
rante la fase de crecimiento (24 hrs.) se observa un retardo
en la sintesis del antibibtico, no asf cuando csta es adiciona
da a las 48 y 60 horas (una vez que ha comenzado la sintesis),
donde prdcticamente el efecto negativo no existe. También se
puede observar que una vez que ha pasado el efecto de la adi-
cién de glucosa, se presenta un cambio en la pendiente con res
pecto a la produccién del antibiftico, lo cual sugiere una pos
terior ' activacién " de la sintesis del antibi6tico (0 y 24

horas).
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DISCUSTON DE LOS RESULTADOS

Streptomyces erythreus W.oI', BM 21 115 en tas condicio-

nes experimentdles ya mencionadas empieza a producir el anti
bidtico a las 36 horas de incubacion y contimfa lineal hasta
las 50 horas aproximadamente.  Sin embargo cuando éste fué
crecido en presencia de diferentes carbohidratos como princi-
pales fuentes de carbono y energia provocd cambios en esta re
lacién de crecimiento del microorganismo y en la produccidn
del metabolito , ya que como se pudo observar, entre las fuen
tes de carbono probadas en este trabajo D-glucosa, sacarosa,
D-munosa y glicerol mostraron un cfecto dual en la estimula-
cién del crecimiento y la formacidén del antibidtico y al mis
mo tiempo disminuir la sintesis c¢specifica de eritromicina.
n estas condiciones parece ser que las células wtitizan la
fuente de carbono mds para crecer que para producir el anti-
biStico. Lfectos similares han sido observados en la forma-

cidn de cefalosporina en §. clavuligerus (2 ) utilizando gli

cerel como fuente de cavbono. Por otro lado lactosa v sorbo-
sa no tuvieron efecto sobre esta relacién y fructosa y galac-
tosi presentaron un efecto intermedio en la sintesis del anti
bidtico. Como sc pudo observar, estos carbohidratos lograron
suprimiv la sintesis especifica del antibiético entre un 20 y

60%.




ESta supresidn especifica de la formacidn del antibié
tico sc¢ pudo observar con mavor detalle cuando se adicioné
glucosa al inicio del cultivo cn ama concentracién Jde 20 mg
ml", ya que la sintesis especifica del antibidtico disminuye
en un 70% y ademis hay un desfasamiento en la produccidn de
éste,

Este carbohidrato, mds que algpin producto derivado de
su catabolismo, parecce ser el responsable de este efecto, va
que un anfdlogo no metabholizable de glucosa suprimi6é dristica-
mente la sintesis del antibidtico.,

Por otro lado, glucosa ejerce su cfecto s6lo cuando es
adicionada a Tos cultives antes de que comience la fase de
produccién, lo cual sugiere que el carbohidrato estd ejercien
do un efecto represor mis que inhibitorio o inactivador, ya
que glucosa no ejerce efecto una vez que las sintetazas del
antibidtico ya se han {ormado.

La cinCtica de este cfecto os muy similar al reportado
en E. coli por Perlman v cols. en 1969 ( 81 ), donde la gluco
sa " per se ' provoca una represién transitoria en la sinte-
sis de '-galactosidusn. Sin embargo, los mecanismos por los
cuales la fuente de carbono afectan la sintesis de los metabo
litos secundarios no se conoce { 25 ).

Magasanik ( 59, 00 )} ha estudiado los efectos que cjer

ce la glucosa en el metabolismo de lactosa, ha encontrado que

ésta ejerce tres tipos de efectos principalmente. En el pri-




mer caso evita la entrada del inductor a la cCliula, lo cual

no permite la induccidn del operdn de la lactosa, a este fend 7
meno lo denominé "Exclusidn del Inductor”. En el segundo ca-
5o, "Represidn Transitoria', reprime fucrte pero transitoria-
mente a la enzima q-gpalactosidasa, uando este control sc
termina la sintesis de la enrima se restablece con la misma
pendiente que en ¢l control., En el tercer caso reprime la for
macién de 1o enzima g-galactosidasa débil  pero de manera per
manente; este efecto de glucosa no refleja interferencia con
el inductor v en mutantes constitutivas la sintesis de la en-
zima es también reprimida por el carbohidrato.

n los primeros dos cuasos ¢s la molécula de glucosa
per se ' la que provoca este efecto. En el Gltimo caso es
te cfecto es provocado por algdn producto del catabolismo de
la glucosa,

Resultados similares sobre la represidn de las enzimas
involucradas en la sintesis de otros metabolitos secundarios
por e¢ste carbohidruto han sido reportados, como es ¢l caso de
actinomicing {fenoxasinona-sintetasa) ( 34 ), puromicina (O
dimetil-puromicina-metil-transferasa) ( 82 ) v kanamicina (N-
acetil-kanamicina-amidohidrolasa) ( 9% ).

Ademds de la represidn en la formacidn de eritromicinag
por glucosa, la concentracidn total del antibiftico se incre-
menté notablemente, lo cuual sugicre que este efecto pudicera

ser ung activacidén posterior causada por alpdn producto deri-




vado del catabolismo de glucosa,

tendriin el objetivo de esclarecer

Posteriores experimentos

este fen6meno.,
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CONCLUSTONLES

En basce a la discusidn de los resultados se puede con-

cluir que:
a) Glucosa ecjerce un efecto represivo en la sintesis del an
tibidtico eritromicina, ya que afin en bajas concentracio

nes en cl medio de cultivo logra suprimir 1a produccién

¢

specifica de este metabolito: este efecto sélo se pre
senta cuando es adicionada a las 0 y 24 horas de creci-
miento, momento en ¢l cual adn no estin prescntes las
sintetasas del antibidtico.

b) Es la molécula de glucosa * per se " la que provoca di-
cho cfecto.

c) La posterior estimulacion de la formacidn del antibidti-
co, aunado al incremento en la produccién total, supic-
ren que se trata de un fendmeno similar al de Represidn
Transitoria.

d) E1 responsable de la activacidn posterior puede ser al-
gin producto det catabolismo de glucosa, el cual pudiera
actuar como inductor del sistema de formacién de las sin

tetasas del antibidtico.
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