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RESUMEN 

El glutatión (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) es 

una molécula que participa en varias funciones relevantes 

para los sistemas biológicos, el cual tiene gran semejan­

za estru·ctural al tripéptido precursor de la síntesis de 

penicilina 6(L-a-aminoadi~il-L-cisteinil-D-valina). 

Las rutas de síntesis y/o utilización del glutatión 

han sido ampliamente exploradas. En estudios realizados 

sobre las propiedades cataHticas de la primera enzima 

biosintética de glutatión (cuya función se esquematiza a 

continuación). Meister y col. encontraron que ésta puede 

usar como primer sustrato algunós análogos de glutamato, 

incluyendo el D-L-a-aminoadipato (primer sustrato de la 

biosintesis de penicilina). 

L~Glutamato + L-cisteina )-*).......,., L-y-glutamil-L-cisteina 

·. ATP ADP + Pi 

*y-glutamil-cisteína sintetaSa. 

Adicionalmente Arnstein y col. demostraron que el 

primer paso de la síntesis ~e penicilina consiste también 

en la formación de un dipéptido: 6(L-a-aminoadipil-L-cis­

tefna), pero nada mencionan respecto a la enzima que cat!_ 

liza esta reacción.. Basándose en este Kaszab y Enfors 
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aislaron la y-glutamil-cisteína sintetasa de f.. chrysogenum 

probando su actividad frente a glutamato y a-aminoadipato, 

encontrando que la enzima funciona con ambos sust~atos. 

Esto les permitió sugerir que en el primer paso biosinté­

tico de glutatión y de penicilina, participa una enzima 

en común. 

Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha demos­

trado que el glutamato (10 mM) induce la síntesis de peni 

cilina en f. chrysogenum, y que la poza de este aminoáci­

do· se incrementa notablemente durante la etapa de transi­

ción trofofase-idiofase. 

Con tales precedentes nos abocamos a buscar analo­

gías biosinteticas y/o regulatorias entre glutatión y pe­

nicilina en ~· chrysogenum. Encontramos que los perfiles 

de producción de ambos metabolitos en el curso de una fe~ 

mentación normal son muy semejantes y que la síntesis ~ 

~ de GSH aumenta cuando cesa el crecimiento logaritmi­

co, etapa en la· cual se observa también un aumento nota­

ble de la poza de glutamato. 

Exploramo> también los perfiles de actividad y-glu­

tamil cisteína sintetasa y de la o(L-a-aminoadipil-cistef 

na sintetasa) y encontramos una correlación muy interesa!!. 
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t_e ya qüe- ambas presentan un aumento considerable en eta­

pas tardías de la fermentación. 

Encontramos también que glutamato ejerce un efecto 

inductor para la síntesis de GSH, similar al .que se pre­

senta en el caso de penicilina, este efecto se presenta 

también cuando usamos aná}ogos del aminoácido y se previ~ 

ne con cicloheximida. Comprobamos también que glutatión 

inhibe in vitro la actividad de la y-glutamil cisteina­

sintetasa (efecto que ha sido ampliamente explorado) y d~ 

mostramos que también inhibe la actividad de &(L-a-amino­

adipil-cisteína sintetasa). Esta inhibición también se 

presenta.!.!!.. vivo (datos no mostrados) para f.. chrysogenum, 

en un sistema de células en reposo suplementado con GSH, 

dando como resultado una inhibición de la síntesis de pe­

nicilina. 

Por otra parte, Sánchez y col. habían observado que 

la glutamina en concentraciones <de 1 mM estimulan la sin 

tesis de penicilina y a concentraciones >de 1 mM la inhi­

ben. Mateas y col. (del mismo grupo de trabajo) han sug~ 

rido que tal inhibición se debe a que el tripéptido pre­

cursor de la penicilina se canaliza hacia el transporte 

de glutamina, de manera análoga a como funciona glutatión, 

impidiendo su incorporación en los siguientes pasos de la 
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biosíntesis de penicilina. Tal sugerencia ha sido apoya­

da por supuesto en hechos experimentales. 

Por último, en concordancia a lo reportado por De­

main y Piret respecto ·a que algunos organismos esporulan­

tes contienen dentro de sus esporas aquellos metabolitos 

secundarios cuya producci&n los caracteriza, hemos encon­

trado que las esporas de E· chrysogenum contienen almace­

nados niveles considerables de penicilina y glutatión. 

Por todos los hechos antes mencionados, los cuales 

parecen indicar qu; entre penicilina y glutatión no solo 

existen analogías estructurales sino también funcionales, 

así como por la existencia de mutantes microbianas GSH 

(-) capaces de crecer normalmente en medio mínimo (halla~ 

gos reportados en la literatura) y sobre todo por la apa­

rición de la primera enzima responsable de la síntesis de 

glutatión, y del glutatión mismo en etapas tardía~ del 

crecimiento microbiano, es que nos inclinamos a sugerir 

que la respuesta a la pregunta planteada en esta. tesis P-ª. 

rece coincidir con el glutatión como un metabolito secun­

dario. 



GENERALIDADES 
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GLUTATION 

Panorama general 

El glutatión es una molécula sulfhidrílica de bajo 

peso molecular que se encuentra virtualmente en todos los 

sistemas biológicos. Su abundancia y localización predo­

minantemente intracelular,• permitieron su aislamiento por 

.primera ~ez a partir de levaduras desde 1888 (1,2). Más 

tarde la realización de diversos estudios cristalográfi­

cos y de síntesis (3-6) permitieron el esclarecimiento de 

su estructura química, como un tripéptido constituido por 

3 aminoácidos fundamentales: glutámico, cisteína y glici-

. na (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) (Fig. 1). 

Se sabe que este tripéptido participa directa o in­

directamente en fenómenos biológicos diversos. Existe a~ 

tualmente amplia información respecto a la síntesis y me­

tabolismo del GSH a través del ciclo y-glutamílico, así 

como su participación en eventos de reducción indispensa­

bles para la síntesis y degradación de proteínas, forma­

ción de desoxirribonucleótidos precursores del ONA, regu­

lación de las enzimas, pro~tección de las células contra 

compuestos oxidantes y radicales libres. Funciona además 

como coenzima en algunas reacciones, se conjuga con com­

puestos exógenos (por ej. drogas) y con compuestos endóg~ 
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nos como estrógenos, prostaglandinas, leucotrienos, parti 

cipando así en el metabolismo de éstos. (62,65). 

Entre los hallazgos de importancia recientes, ses~ 

be que el recambio celular de glutatión, está asociado 

con su transporte en forma de GSH fuera de la célula. En 

tre las funciones de dichb transporte se incluye la form~ 

ción de y-glutamil aminoácidos con la participación de la 

y-glutamil-transpeptidasa (enzima asociada a membranas), 

los cuales pueden ser transportados al interior de la cé­

lula, sirviendo así como un mecanismo de transporte de 

aminoácidos. El glutatión transportado (GSH), probable­

mente participa también en reacciones de reducción que 

pueden involucrar la membrana celular y su entorno inme­

diato. En los mamíferos el GSH transportado, puede pa­

sar al plasma y ser transferido a otras células; se ha s~ 

gerido que el glutatión es un almacén y transportador de 

cisteina. 

Mucha de la información más relevante acerca del 

glutatión ha surgido de estudios realizados con inhibido­

res selectivos de las enzimas involucradas en su metabo­

lismo; los efectos observados han contribuido importante­

mente al entendimiento del metabolismo y función del GSH. 

Tenemos así que inhibiendo a la y-glutamil transpeptidasa, 
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se ha elucidado la formación y transporte de los y-glu­

tamil aminoácidos. La inhibición de la síntesis del glu­

tatión por sulfoximinas (compuesto~ que inactivan la 

y-glutamil-cisteína-sintetasa) ha contribuido también a 

tales conocimientos,. así como a la información de la par­

ticipación del GSH en la protección contra radicales li­

bres y compuestos oxigenados. El uso de estos inhibido­

res o de sustancias que incrementan .!.!!. vivo la síntesis -

de GSH, han abierto el camino para entender el metabolis­

mo del GSH. 

Metabolismo: 

El glutatión se forma por la acción de enzimas esp~ 

cíficas y no-por los procesos generales de la formación 

de péptidos. Para la síntesis y degradación de GSH se 

han propuesto las reacciones del ciclo y-glutamilo. Este 

ciclo se ha estudiado ampliamente. en mamlferos, aunque se 

sabe que funciona también en levaduras, bacterias, insec­

tos y protozoarios. 

El glutatión se sintetiza intracelularmente por la 

acción consecutiva de dos enzimas: la y-glutamil-cisteína 

sintetasa (Fig. 2, reacción 1) y la glutatión sintetasa 

(Fig. 2, reacción 2). Se ha demostrado que GSH retroinhi 

be la actividad de la enzima que cataliza la primera rea~ 
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.FIGURA 2.- Sumario general del metabolismo del glutatión: 
Reacción l. y-glu-cis sintetasa; Reacción 2. GSH sintetasa; 
Reacción 3 y 3a. glutamil transpeptidasa; Reacción 4. y-gl.!!_ 
tamil ciclotransferasa; Reacción 5. 5-oxo prolinasa; Reac -
ción 6. y 6a. dipeptidasa; Reacción 7. GSH S-transferasas; 
Reacción B. N-acetilasa; Reacción 9. GSH peroxidasa; Reac -
ción 10. transhidrogenasas; Reacción 11. GSSG reductasa; 
Reacción 12. Oxidación de ~SH por o2 ; la formación de GSSG -
también puede estar m~diada por radicales libres. 
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ción (7). 

La utilización de GSH se inicia por acción de la 

.y-gl_utamil transpeptidasa, enzima asociada a membranas, 

que cataliza la transferencia del grupo y-glutamilo a al­

gunos aminoácidos aceptares como: cisteína, glutamina, m~ 

tionina, y a ciertos dipéptidos (Fig. 2, reacción 3). M~ 

diante estudios histoquímicos se ha demostrado que la 

transpeptidasa se encuentra en la superficie externa de 

la membrana celular (1), mientras que el glutatión (sus­

trato de esta enzima), se encuentra intracelularmente y 

es transportado a través de la membrana celular, de mane­

ra que puede interactuar con la transpeptidasa y los ami­

noácidos receptores del grupo y-glutamilo. Los y-gluta­

rnil aminoácidos asi formados son translocados al interior 

de la célula, donde se convierten en sustrato de la y-gl~ 

tamil ciclo transferasa (Figura 2, reacción 4); la cual 

los convierte en los correspondientes aminoácidos libres 

y en 5-oxo-L-prolina .. La 5-oxoprolina se convierte en 

glutamato por acción de la 5-oxoprolinasa, en una reac­

ción que requiere ATP. (Fig. 2, reacción 5). El dipépti­

do cisteinil-glicina liberado en la transpeptidación se 

rompe por una dipeptidasa, generando cisteína y glicina 

libres. (Fig. 2,reacción 6). 
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Estas 6 reacciones constituyen el ciclo del y-glut.!!_ 

milo, llevá.ndose a cabo en esta forma la síntesis y degr.!!_ 

dación del GSH. Dos de las enzimas del ciclo también Pª.!:. 

ticipan en el metabolismo de los conjugados del GSH, S­

sustituídos, los cuales pueden formarse (no enzimáticame~ 

te) por interacción del GSH. con ciertos compuestos elec­

trofíl icos, o bien por acsión de GSH transferasas (Fig. 2, 

reacción 7). Los grupos y-glutamílicos de estos conjuga­

dos, se remueven también por acción de la y-glutamil tran~ 

peptidasa (Fig. 2, reacción 3), reacción que se facilita 

por la presencia de aminoácidos (formando los y-glutamil 

derivados correspondientes). La cisteinil glicina S-sus­

tituída resultante, se rompe por acción de una peptidasa 

(Fig. 2, reacción 6A) dando como resultado la cisteína 

S-sustituída~ que puede sufrir n-acetilación (Fig. 2, 

reacción 8), o alguna transpeptidación adicional, para 

formar el y-glutamil derivado correspondiente (Fig. 2, 

reacción 3a). Cabe hacer notar que los conjugados de 

GSH se forman tanto con compuestos exógenos como endóge­

nos como se verá posteriormente con más detalle. 

Por otra parte el GSH intracelular se convierte a 

GSSG por acción de la GSH peroxidasa, enzima que contiene 

selenio y que cataliza la reducción del H2 D2 y otros per.Q. 

xidos (Fig. 2, reacción g¡, el GSH se interconvierte tam-
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bién a GSSG por reacciones de transhidrogenación (Fig. 2, 

reacción 10). Por otro lado, la reducción de GSSG a GSH 

se 11eva a cabo por acción de la glutatión reductasa, en­

zima que usa como coenzima NAOPH (Fig. 2 reacción 11). Se 

ha reportado también la formación extracelular de GSSG, 

mediante reacciones que requieren de o2 y generan H2o2 
(Fig. 2, reacción 12). Ei GSSG se forma también por la 

interacción del GSH, con radicales libres. 

Transporte de glutatión 

Se ha logrado saber que el glutatión solo se sinte­

tiza intracelularmente ya que las células linfoides depl~ 

tadas de GSH por tratamiento con butionina sulfoximina 

mostraron al~a sensibilidad a la radiación (8); hecho que 

no se modifica si se anade al medio GSH (9). La recuper.!!_ 

ción del GSH intracelular. de las células que se suspenden 

en un medio que contiene GSH, tiene lugar por un proceso 

enzimático que involucra la degradación del GSH externo, 

la incorporación de los productos y la resíntesis de éste. 

El nivel intracelular de glutatión conocido en mamf 

feros está en el rango de 0.5-10 mM, mientras que en el 

plasma se encuentran concentraciones µ Molares. Existen 

varias líneas de evidencia (10), que indican que la y-gl.!!_ 
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tamil transpeptidasa se encuentra en la superficie exter­

na de la membrana celular y que interactúa por lo tanto, 

con metabolitos externos, sin embargo muchos otros halla~ 

gos indican que el glutatión intracelular, es el sustrato 

de la transpeptidasa. El que una enzima y su sustrato -

se localicen en lados opuestos de una membrana, conduce a 

postular que el GSH intracelular es transportado hacia la 

enzima asociada a membrana (11). Las observaciones hechas 

en pacientes con deficiencia de transpeptidasa, que tienen 

una marcada glutationemia y glutationuria (12) llevan a su­

gerir que el transporte del GSH intracelular hacia el plas­

ma o hacia el filtrado glomerular, es un proceso destinado 

a proveer de sustrato a la enzima asociada a membrana (11, 

13). Así en ausencia significativa de actividad de trans­

peptidasa, aparecen cantidades sustanciales de GSH extrae~ 

lular. Estas interpretaciones quedan respaldadas por estu 

dios realizados en ratas tratadas con inhibidores de la 

transpeptidasa. las cuales muestran una marcada glutation~ 

mia y glutatfonuria, alcanzándose en ocasiones concentracio 

nes extracelulares de GSH de 29 mM (14). 

Cuando estos animales se tratan con fnhfbidores de 

la síntesis de GSH (protionina sulfoximina o butionina 

sulfoximina) los niveles de GSH plasmático decrecen susta~ 

cialmente (10,14,15). 
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El rápido y marcado incremento de GSH después de la 

inhfbición delatranspeptidasa y el decremento observado i.!!_ 

mediatamente después de haber administrado algún inhibi­

dor de la síntesis de este compuesto, indican que existe 

un recambio muy activo del GSH plasmático. En los siste­

mas con alto contenido de tanspeptidasa, el GSH intracel~ 

lar interactúa con la enztma unida a membrana y el produf.. 

to de la acción enzimática es incorpOrado nuevamente por 

la célula, mientras que los sistemas con niveles bajos de 

transpeptidasa, transportan el GSH al exterior liberándo­

lo (16). Los órganos fundamentalmente involucrados en e~ 

te recambio son el higado y el riñón aunque también parti 

cipan otros. Los estudios realizados con animales anéfri 

cos, tratados con inhibidores de transpeptidasa, muestran 

que cerca del 67% del GSH .plasmático es usado por lastran~ 

peptidasas renales y el resto, por algunas otras transpeR 

tidasas (14,17). 

Estos. estudios indican que el glutatión se translo­

ca normalmente. in vivo a la.y-glutamiltranspeptidasa as.Q_ 

ciada a la part~ externa de la membrana, como un paso .oblj_ 

gado del ciclo y-glutámico (15). Esta afirmación si con­

firma, por observaciones hechas en cultivos in vitre de 

células linfoides, fibroblastos (18) y macrófagos (19) en 

los que el GSH se exporta al medio de cultivo. En prepa-
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raciones p~rfundidas -de higado, también se observa un 

eflujo de GSH al liquido perif~rico (20). 

Al estudiar los niveles plasmáticos de GSH en dive~ 

sos vasos sanguíneos, surgen datos que apoyan que el met~ 

bolismo de este compuesto tiene interconecciones cíclicas 

de un órgano a otro. Un he"Cho muy_ interesante que evide11 

cia lo antes mencionado, resulta de estudios en los cua­

les calcularon que cerca del 80% del GSH del plasma arte­

rial se retiene al pasar por riñón y que en la utiliza­

ción de este compuesto participan también transpeptidasas 

ubicadas en sitios diferentes a los tübulos (21). 

La disminución que habitualmente se observa del GSH 

plasmático al pasar por riñón, deja de observarse cuando 

se administra algún inhibidor de la transpeptidasa, lo 

que indica que la utilización del GSH, involucra la ac­

ción de esta enzima (21). 

El GSH hepático se transporta a la vena hepática y 

a la bilis en cantidades apreciables (13,22), sin embargo, 

al pretender valorar el GSH en bilis se presentó el pro­

blema de la contaminación de ésta con jugo pancreático. 

Con miras a evitar este problema, se canalizó a las ratas 

de tal manera que se obtuvo bilis pura, la cual tiene una 
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concentración de glutatión de 1-6 mM, esto nos habla de 

una baja actividad de transpeptidasa. El jugo pancreáti 

co en cambio no tiene GSH o GSSG detectables, lo cual h.! 

bla de altos niveles de transpeptidasa (14,15). El nivel 

de GSH en bilis, decrece marcadamente después de tratar 

a las ratas con butionina sulfoximina y se incrementa, 

si éstas son tratadas con un inhibidor de la transpepti­

dasa (23). Los hallazgos sugieren que el GSH transport!!_ 

do de los hepatocitos interactúa con las transpeptidasas 

de las células del dueto, donde se realiza una reabsor.­

ción de metabolitos por el epitelio. Algunos estudios 

han permitido concluir que el GSSG y los conjugados de 

GSH se liberan del higado a 1 a bilis por un proceso en 

el que éstos compiten por su excreción (24,25). Además 

existen evidencias de que el sistema tiene más afinidad 

por los conjugados de GSH, que por GSSG. 

El glutatión intracelular se encuentra predominan­

·temente en forma reducida GSH (99%) y es la forma en que 

se encuentra tanto en plasma (90%) (16,26,27), como en 

orina (70%), cuando hay inhibición de la transpeptidasa 

(28) •• Las células linfoides humanas también excretan 

GSH en un alto porcentaje. 

Bajo condiciones oxidativas o de elevada toxicidad, 
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el GSSG intracelular se incrementa notablemente (29) y 

debe haber algún mecanismo de exportarlo, pero tal sitU!_ 

ción no es habitual (30). Se ha visto que el transporte 

de GSSG no ocurre en las células depletadas de ATP lo 

cual sugiere que se trata de un transporte activó (31). 

Beutler (30) sugiere que el transporte activo de 

GSSG puede ser un mecanismo de emergencia que proteja a 

la célula de los efectos tóxicos de éste. Esto no exclu 

ye que GSSG se·transporte en condiciones normales, sin 

embargo, como la concentración intracelular es muy baja, 

resulta difícil me di rl o. 

El transporte de GSH de las células, parece ser un 

medio que suministra azufre cisteínico de una célula a 

otra. Puede también proteger la membrana celular contra 

daños oxidativos, manteniendo los grupos GSH funcionales; 

puede también proporcionar una f0rma de reducir compues­

tos en el entorno inmediato de la célula, protegiéndola 

o facilitando el transporte de ciertos productos por 

ejemplo disulfuros. 

El transporte del GSH a la transpeptidasa unida a 

membrana que lleva a la formación de y-glutamil-aminoácj_ 

dos es parte de un sistema de transporte, el cual tam-
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bién participa en la recuperación de los aminoácidos que 

constituyen al glutatión. 

FUNCIONES DEL GLUTATION 

Funciones del, ciclo y-glutamílico. 

Existen evidencias diVersas de que el ciclo funcio 

na .!!l vivo. Estas se han puesto de manifiesto mediante 

el uso de inhibidores específicos de enzimas, la adición 

de sustratos y por la observación de deficiencias enzim! 

ticas naturales (23). 

Ya que el ciclo contempla la biosintesis del GSH, 

sus funciones están íntimamente ligadas a las funciones 

del glutatión: funciones metabólicas, de transporte, de 

protección, procesos catalíticos, la regulación de sínt!, 

sis y utilización del GSH, así como el almacenamiento y 

transporte de cisteína. 

La hipótesis de que el ciclo del GSH funciona en 

el transporte de aminoácidos se basa en la idea de que. 

los y-glutamil-aminoácidos se forman en la membrana cel~ 

lar, por interacción de la y-glutamil transpeptidasa con 

el GSH intracelular y los aminoácidos extracelulares. 

Que este mecanismo media.el transporte de aminoácidos, 
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está fuertemente respaldado por datos experimentales que 

muestran la formación i!!. .Y.iY.Q. de y-glutamil aminoácidos 

y su transporte. No se ha propuesto que tal -mecanismo 

sea válido para todas las células o para todos los amin~ 

ácidos ·(10,23), cisteina y glutamina son los mejores ca~ 

didatos para este tipo de transporte, pero pueden parti-

cipar también otro tipo•de aminoácidos. 

Existen sin embargo argumentos en contra de la po­

sibilidad de que los aminoácidos se transporten a través 

del ciclo y-glutamilico. Entre ellos tenernos: 

a) No se ha observado una equivalencia entre el r~ 

cambio de glutatión y el transporte de aminoáci 

dos. 

b) La transpeptidasa funciona ~ vivo solamente e~ 

mo hidrolasa. 

e) La distribución de la actividad transpeptidásica 

en los túbulos renales no es paralela a la inca~ 

poración de aminoácidos. 

d) Los bloqueos del ciclo y-glutamilico no siempre 

están asociados a un transporte deficiente de 

aminoácidos. 

e) En dicho transporte se requiere mucha energia. 
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Sin embargo existen evidencias experimentales (32, 

33) que indican que por lo menos la mitad del GSH se uti 

liza por la transpeptidasa en funciones de transpeptida­

ción y no solamente para hidrolizarlo. Estos datos sur­

gieron de incubar GSH y GSSG y una mezcla de aminoacidos 

aproximadamente similar a la encontrada en plasma. Los 

grados relativos de transpe~tidación e hidrólisis se de­

terminaron por medición de los productos formados y los 

resultados indicaron que los aminoácidos participan en 

transpeptidación y que L-cisteína y L-glutamina son los 

aceptares más activos. Asimismo los niveles renales de 

GSH disminuyen cuando existe un apreciable incremento en 

la transpepti~aci6n. La administración de cantidades m~ 

deradas de aminoácidos a ratones conduce a un descenso 

en el nivel de GSH (11). Tal efecto no se presentó cu~.!!. 

do los ratones se trataron con una mezcla de Serina-bor~ 

tos (mezcla que inhibe eficientemente la transpeptidasa) 

(34). Se hicieron observaciones similares en cultivos de 

·c~lulas renales, las cuales al suspenderse en un medio 

conteniendo aminoacidos se depletaron de GSH (35): As.i­

mismo el recambio del GSH hepático aumenta significatiV.!!_ 

mente después dé la administración de aminoácidos. La 

velocidad a la cual el GSH intracelular renal disminuye 

después de dar un inhibidor de la síntesis del mismo se 

retrasa si se dan inhibidores de la transpeptidasa (11,15). 
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Existen evidencias de que los y-glutamil-aminoáci­

dos se forman por transpeptidación en condiciones fisio­

lógicas y se ha propuesto que éstos se transportan al i~ 

terior de la célula después de haber sido hidrolizados; 

sin emba~go algunos resultados sugieren que los y-gluta­

milaminoácidos se transportan completos i!1 vivo: el tran~ 

porte al interior de la cérula de la y-glutamil-L-metio­

nina-sulfona (un compuesto pobremente metabolizable) es 

mayor que la incorporación del correspondiente aminoáci­

do libre; dicho transporte se inhibió, cuando se admini~ 

traron otros y-glutamil aminoácidos, pero no se dió tal 

inhibición cuando se administraron aminoácidos libres 

(36). 

Otras evidencias del transporte de los y-glutamil­

aminoácidos surgen al observar que un sistema cuyas cél~ 

las contenían niveles suficientes de GSH para retroinhi­

bir (como ya se ha mencionado antes) la actividad de la 

· y-glutamil-cisteina-sintetasa, al ser adicionado con 

y-glutamil-cisteína exógena presenta un aumento notable 

de GSH. Esto además de sugerir el transporte del y-glu­

tamil aminoácid~, apoya la existencia de una ruta alter­

na para la biosfntesis de glutatión. Por otra parte, 

~uando se administra y-glutamil-cistina, marcada con 5 3 s 

ya sea en el azufre interno o en el externo a ratones 
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normales, se observó que la radioactividad específica 

del GSH renal es mayor cuando se da el compuesto marcado 

en el azufre interno que en el externo (37). Estos re­

sultados indican que la y-glutamil cistina se reduce a 

cisteína y y-glutamil cisteína, la cual se incorpora y 

se convierte directamente a glutatión. 

Se sabe que en pacientes con deficiencia en la 

transpeptidasa se presenta glutationuria y glutationemia 

y que lo mismo sucede con los animales tratados con inhi 

bidores de la transpeptidasa. Cuando la orina proceden­

te de estos pacientes o de los animales de experimenta­

ción se trata con ditiotreitol y 2-vinil piridina, el 

análisis cromatográfico muestra que se forman derivados 

vlnllpiridrnicos de glutatión, cisterna y y-glutamil-ci~ 

teína (38). El descubrimiento de un aumento en la excr!1_ 

slón urinaria de GSH, y-glutamll-cisterna Y.cisterna 

cuando hay deficiencias de y-glutamil-transpeptidasa, s~ 

·glere que la actividad fisiológica está estrechamente 

asociada con el transporte y/o metabolismo de estos com­

puestos. La presencia de y-glutamil-cisterna en orina 

se explica ~orque la y-glutamil transpeptldasa ~o se en­

cuentra ausente del todo o inhibida totalmente, siempre 

queda una actividad remanente, aproximadamente del 10%, 

la cual es suficiente para catalizar·la transpeptldación 
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entre GSH y cisteína para formar y-glutamil cisteína, e~ 

be hacer notar que la cisteína es un excelente aceptar 

(sustrato) de la transpeptidasa (Km 30 µM} (39-41) de 

tal forma que la transpeptidación entre GSH y cisteína 

tiene lugar aún cuando la transpeptidasa se encuentre en 

niveles muy bajos. Otra explicación alternativa a la 

presencia de y-glutamil-cisteina en orina en animales d~ 

ficientes en transpeptidasa, es que tanto el GSH como el 

GSSG sufran una hidrólisis en la unión ctsteína-glicina. 

Existen otras ·muchas evidencias de que la función 

de la actividad transpeptidásica del ciclo es el trans­

porte de aminoácidos y que existen conexiones significa­

tivas entre los niveles de transpeptidasa, la presencia 

de aminoácidos y la excresi6n de GSH (42-44). Sin emba~ 

90 no se conoce con detalle la orientación de la transpe~ 

tidasa en la membrana, y como se llevan a cabo las fun­

ciones asociadas a ~sta,·como el tran~porte de aminoáci­

dos. Cabe hacer notar que no se observan siempre dismi­

nuciones dramáticas en el transporte de aminoácidos en 

aquellos animales a los que se les ha bloqueado el ciclo 

en varios pasos; esto puede deberse- a que las enzimas no 

se bloquean totalmente o a que existen otros sistemas de 

transporte para los aminoácidos en cuestión, cuya espec! 

ficidad se traslapa con la de otros aminoácidos, suple-
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mentándose. 

Se han encontrado además, evidenci~s experimenta­

les que apoyan la existencia de los otros pasos propues­

tos para el ciclo. Se sabe por ejemplo que la adminis­

tración de un inhibidor competitivo de la y-glutamil ci­

clo transferasa a animales de experimentación provoca . 
una considerable disminución de la 5-oxo-prolina en ri­

.ñón; esto demuestra que esta enzima puede inhibirse .:!..!!. 

vivo. (45) .' 

Cuando se administra a ratas un inhibidor competi­

tivo d~ la 5-oxo-prolinasa. se produce un acOmulo de 5-

oxoprolina, la cual se incrementa si se administran si­

mult5neamente amtno8cidos (parttcularmente aqueilos que 

son mejores sustratos de la y-glutamil transpeptidasa) 

ya que se incrementa la transpeptidación y la cantidad 

de la 5-oxoprolina formada por la ciclo transferasa. 

También se ha observado que cuando se inhibe la y-gluta­

·mil .cisteína sintetasa se presenta un aumento notable de 

la 5-oxo-prolina debido probablemente a una acción reve~ 

sa de la 5-oxo-prolinasa. 

En la 5-oxoprolinuria, padecimiento congénito cara~ 

terizado por una deficiencia de GSH sintetasa, como re­

sultado de tal deficiencia, se prod~ce un gran aumento 

de la 5-oxoprolina en sangre, provocando acidosis y 
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una excreción masiva de 6sta por .orina. Se sabe (como 

ya se ha mencionado varias veces), que el GSH retrorreg.!!_ 

la su propia biosintesis por retroinhibición de la y-gl.!!_ 

tamil-cisteina sintetasa (7). Si las concentraciones de 

GSH son bajas, el dipéptido y-glutamil-cisteina se hipe!:_ 

produce y se convierte en 5-oxo-prolina y cistefna, por 

acción de la ciclo transfer~sa. La 5-oxo-prolina forma­

da excede la capacidad de la S~oxoprolinasa, y en conse­

cuencia se excreta. Todas estas evidencias llevan a ca~ 

cluir que el ciclo y-glutamílico funciona i!! vivo. 

Interconversión entre Glutatión GSH y Disulfuro de Gluta 

tión GSSG 

Existen diversas funciones metabólicas que involu­

cran el intercambio tiol-disulfuro, por ejemplo, la sfn­

tesis y degradaci6n de proteínas, activación e inactiva­

ción de enzimas, obtención de desoxirribósidos (necesa­

rios para la síntesis de DNA) reducción de cistina, etc. 

·se piensa que muchas de estas reacciones se realizan con 

la participación del GSH ya que como hemos visto es el 

tiol más abundante dentro de la célula; asimismo por la 

amplia distribución observada de la glutatión reductasa. 

Las enzimas propuestas para realizar las funciones 

mencionadas fueron: a) Glutatión oxidasa, b) Glutatión 

transhidrogenasa; c) Glutatión peroxidasa y d) Glutatión 
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reductasa. 

Glutatión Oxidasa 

En cuanto a 1a Glutatión oxidasa existen opiniones 

diversas y controvertidas. Inicialmente se habfa consid~ 

rado estrechamente asociada a la transpeptidasa y se 11~ 

gó a pensar incluso que una misma enzima presentaba las 

2 actividades. Algunos investigadores como Tate y 

Griffith (46,47) demostraron que la aparente actividad 

de glutatión oxidasa ligada a la transpeptidasa, está m~ 

diada por la cisteín-glicina que se forma durante la de­

gradación del glutatión, en la cual participa la trans­

peptidasa. Este dipeptido se oxida rápidamente (en for­

ma no enzimática) a cisteiñil-bis-glicina (gli-cis-cis­

gli) i la oxidación del GSH tiene lugar por una reacción 

de transhidrogenación entre este y la cisteinil-·bis -

glicina, o entre el GSH Y disulfuros formados por cistei­

nilgl icina + Glutati6n. Esta oxidación no se realiza en 

presencia de EDTA, por lo que se infiere que está media­

da por iones metálicos, probablemente Cu++ (48). Algunos 

investigadores, realizando purificaciones exhaustivas e~ 

centraron que la actividad de ''GSH oxidasa" se encuentra 

independiente de la transpeptidasa,_ en una fracción que 

no contiene proteína, por lo que afirman que no se trata 

de una enzima (49). 
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Glutatión Transhidrogenasa 

Esta enzima cataliza reacciones de intercambio 

tiol-disulfuro. Algunos reportes preliminares indicaron 

que existía (en hígado de bovino) una actividad.catalíti 

ca GSH dependiente, que reducía la homocistina (50). Tafil 

bién se encontró un sistema similar en levaduras para la 

reducción de cistina y sistemas análogos (51), además de 

varias enzimas aparentemente independientes de baja esp~ 

cificidad que catalizan el intercambio tiol-disulfuro eR 

tre el GSH y disulfuros de bajo peso molecular o entre 

GSH y disulfuros proteicos (52). Asimismo se sabe que 

·existen sistemas que catalizan la reducci6n y arreglo de 

uniones disulfuro de las proteínas. la glutatión reduc­

tasa, contrariamente a lo reportado, no cataliza direct~ 

mente tales reducciones, las cuales están mediadas por 

transhidrogenaciones independientes de ésta. 

Las actividades de transhidrogenación están amplii 

·mente distribuidas, el tipo de sustratos que participan 

en las reacciones de intercambio tiol-disulfuro, hacen 

pensar que pued~ haber diversas transhidrogenasas. Sin 

embargo, la diversidad de reacciones involucradas, hace 

necesario considerar que el número de transhidrogenasas 

individuales debe ser menor que el número de tales reac­

ciones. 
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Las transhidrogenasas de glutatión median funciones 

muy importantes relacionadas con la síntesis, estructura, 

degradación y algunas otras funciones de las proteínas. 

Otros sistemas que afectan la relación tiol-disulfuro de 

las células son también de importancia considerable, como 

por ejemplo el sistema ampliamente distribuido de la tio­

rredoxina, el cual tiene un alto potencial reductor (53, 

54). 

Reichard y colaboradores (53,55), encontraron que 

los desoxirribonucleótidos se generan en las células a 

partir de una oxidación de los ribonucleótidos y observa­

ron que las moléculas involucradas son: ribonucleótidorr~ 

ductasa, tiorredoxina, y tiorredoxinreductasa. Recient~ 

mente se encontr6 una mutante de Escherichia coli tiorr~ 

ductasa (-) que, sin embargo, presenta una reducción de 

ribonucleótidos NADPH dependiente (56). Es importante 

hacer notar que en esta mutante el GSH y la glutarredoxi 

na (que también se encuentra en la cepa silvestre) son 

los que realizan la reducción de los sibonucleótidos (56, 

57), siendo la glutarredoxina una proteína addic·a que 

posee una elevada actividad especifica de transhidrogen~ 

sa. Esta tiene 2 residuos cisteínicos que pueden formar 

un disul furo al ceder sus· protones. pero recupera su fo.!: 

ma ditiólica por acción del NADPH y GSH reductasa. La 

tiorredoxina presenta un mecanismo de reducción análogo, 
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pero sin la participación del GSH. El hecho de que las 

mutantes antes mencionadas sigan presentando la reducción 

de los nucleótidos y una síntesis normal de DNA, así co­

mo el hecho de que algunas mutantes GSH {-) crezcan a v~ 

locidades normales,.indica que existen alternativas_ de 

función en procesos Vitales para las células. 

Glutatión peroxidasa 

Esta enzima presente en varios tejidos, cataliza la 

reducción del H2 0 2 y es GSH dependiente {Fig. 2, reacción 

9). En los eritrocitos esta reacción se encuentra acopl~ 

da a la oxidación de la glucosa 6 fosfato y 6 fosfogluc~ 

nato de donde se obtiene el NADPH para la posterior re­

ducción del GSSG por la glutatión reductasa. Además de 

catalizar la reducción del H2 02 , la glutatión peroxidasa 

cata~iza la reducción de otros peróxidos org§nicos que se 

forman cuando en los sistemas biológicos se genera oxig~ 

no reactivo. Estos mecanismos reductores confieren pro­

tección a la célula ya sea evitando la formación de radj_ 

cales libres {por efecto del oxígeno) o bien evitando la 

formación de epóxidos en los lípidos de membranas bioló­

gicas (58). 

Glutatión reductasa 

Esta es una flavoproteína ampliamente distribuida 
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en los sistemas biológicos; la reacción que cataliza pue 

de observarse en la reaccion 11 de la Figura 2. Fue des 

cubierta en 1930 y purificada de varias fuentes siendo 

su funcion dependiente de la relacion GSH/GSSG presente 

en la célula. Algunos estudios sugieren que esta enzima 

puede catalizar la reducción de disulfuros formados en­

tre GSH y y-glutamil cisteina (38) o entre el GSH y coe~ 

zima A, además de los formados con dos moléculas de glu­

tation (59). 

Conjugados del glutation S-sustituídos 

Desde 1879 se observo que la administración de cl.Q. 

robenceno o bromo benceno a perros provocaba la excreción 

urinaria de ácidos mercaptúricos (derivados de cisteína 

S•sustitutos n-acetilados). Algunos trabajos posteriores 

revelaron que el GSH es capaz de reaccionar con compues­

tos exógenos formando conjugados (60,61). Estos compue~ 

tos tienen un centro electrofilico que los hace capaces 

de reaccionar con el GSH, en algunos casos tal grupo 

electrofílico es introducido por alguna reacción (por ej. 

mediante la acción de oxidasas se forman epóxidos, capa­

ces de reaccionar con el GSH). La interacción de tales 

compuestos exógenos con el GSH puede ser espontánea o 

bien catalizada por glutatión transferasas (GSH-S-trans­

ferasas) (Fig. 2, reacción 7). Estos conjugados se con-
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vierten a ácidos mercaptúricos por acción de algunas en­

zimas, estando en primer lugar la transpeptidasa (Fig. 2, 

reacción 3), por la cual el grupo y-glutami_lo del conju­

gado se transfiere a un aceptar. El conjugado S-cistei­

nil-gl icina resultante, por la acción de una dipeptidasa 

(Fig. 2, reacción 6a), libera el cisteinil derivado co­

rrespondiente que es rápidamente acetilado (Fig. 2, rea~ 

ción B) liberando también a la glicina. Las rutas de 

conjugación de GSH y el modo de excreción de los deriva­

dos formados es variable según el compuesto (62). Se ha 

sugerido que existen diversas GSH-S-transferasas y su 

función se considera idéntica o asociada a la de las li­

gandinas (primeramente reconocidas como proteínas capa­

ces de unirse a compuestos aniónicos) (63,64). Se ha s~ 

gerido la existencia de un complejo ligandina-GSH-S-tran~ 

ferasa presente en la fracción soluble de homogenados e~ 

lulares, cuyas funciones básicas son: a) catálisis, b) 

fijación de ligandos que no son sustratos, c) formación 

de uniones covalentes con compuestos muy reactivos que 

conducen a la inactivación y destrucción de la proteína, 

es decir, realizan funciones de detoxificación. 

La mayoría de los estudios acerca de los conjugados 

del glutatión, están relacionados con la detoxificación 

de productos exógenos. Recientemente se ha incrementado 

el interés sobre las reacciones de conjugación que invo-
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lucran metabolitos endógenos. Por ejemplo: El leucotri~ 

no D (una sustancia anafiláctica de liberación lenta) se 

genera cuando el leucotrieno A (un epóxido del ácido arA 

quidónic~ se une al GSH liberando el grupo y-glutamilo 

mediante la acción de la y-glutamil transpeptidasa, rea~ 

ción que se lleva a cabo más rápido en presencia de ami­

noácidos. Los conjugados ~-cisteini1-glicina se escin­

den por acción de una dipeptidasa para dar el S-cistei­

ni l derivado y la glicina libre. Cabe recordar que ya 

se había mencionado al principio de este capítulo que en 

la formación de conjugados S-sustituidos del glutatión 

intervienen 2 enzimas del ciclo y-glutamílico. 

Otro ejemplo de conjugación del glutatión con pro­

ductos endógenos es la formación de la 5-S-cisteinil,3,4 

dihidroxifenilalanina en los melanocitos, por interacción 

del GSH con la melanina; la función de este conjugado PA 

rece ser la incorporación del azufre cisteinico a ciertas 

melaninas. Resulta interesante mencionar que el conjugA 

do arriba citado se excreta en grandes cantidades en 

la orina de·pacientes con melanoma maligno (65). · 

Funciones coenzimáticas 

Existen varias reacciones enzimáticas en las que 

el GSH participa como coenzima, la más conocida es la de 

glioxilasa, en la que el hemimercaptal formado al inter-
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actuar el metil-glioxal con el GSH, se convierte a 5-la~ 

til GSH por acción de la glioxilasa I y es posteriormen­

t~ hidrolizado por la glioxilasa JI a O-lactato y GSH 

(66-68). Otro ejemplo en el que participa el GSH como 

coenzima es la isomerización cfs_:trans del maleilacetoac~ 

tato (69) y la reacción análoga del maleil piruvato (70). 

La deshidroclorinación del ·ooT que se realiza en algunos 

insectos, tiene lugar mediante una enzima que requiere 

GSH. Parece ser que el DOT reacciona con el glutatión, 

dando un derivado alquilado el cual se rompe liberando 

GSH + HCl y el producto deshidroclorinado que ha perdido 

toxicidad (502-305). Las reacciones catalizadas por la 

prostaglandin-endoperóxido 0-isomerasa y E-isomerasa tam 

bién requieren de una participación específica del GSH 

(62,71). 

Protección contra los efectos nocivos provocados por ra­

diaciones y oxigeno reactivo 

Guzmán y Barrón (72) observaron que los tioles son 

fácilmente oxidados y postularon en 1951 que las _radia­

ciones ionizantes deberían oxidar rápidamente los grupos 

tiol de las células. Recientemente se ha logrado saber 

que las radiaciones producen un decremento en la concen­

tración intracelular de GSH, conduciendo asimismo a un -

aumento en GSSG. Se ha reportada también que la admini~ 
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tración de GSH da protección (aunque no inmediata) a los 

organismos contra los efectos de las radiaciones. Ade­

más de los hechos que indican que la radio sensibilidad 

de las células depende del contenido de tioles intracel~ 

lares, se sabe que los efectos de las radiaciones en pr~ 

sencia de aire son mayores que aquellas observadas en a~ 

sencia parcial o total de O,-. El. efecto del 0 2 ha sido 

explicado en términos de competencia con el GSH por los 

radicales libres generados por la radiación (73), ya que 

las radiaciones ionizantes extraen protones de las molé­

culas generando radicales libres y los tioles tienden a 

restaurar dicho hidrógeno, mientras que la reacción del. 

radical con 0 2 fija el daño en virtud de una transforma­

ción qui~ica posterior, que puede generar incluso muta­

ciones. Bajo condiciones anóxicas existe más GSH libre, 

pues no tiene que destruir a los complejos reactivos oxi 

dados producidos por el oxígeno que se genera en los si~ 

temas biológicos, de tal suerte que queda más GSH dispo­

nible para reaccionar con los radicales libres generados 

y así pues, el daño celular producido por radiaciones es 

menor en ausenc~a de 0 2 que en presencia de aire. 

La sobrevivencia !!!. vitro de células depletadas de 

GSH (fibroblastos y células linfoides) es mucho menor 

que las células control cuando se someten a radiaciones 

ó a 02 • Esto sería una posible explicación a la existeR 
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cia de algunas bacterias anaerobias en las que no se ha 

detectado GSH. 

Existen también conexiones significativas entre los 

niveles de GSH y algunos procesos de carcinogénesis o en­

·tre ~ste y el metabolismo Ael calcio, sin embargo son po­

cos los resultados concluy:ntes al respecto (74-78). 

El GSH en microorganismos 

Se sabe, como ya se ha mencionado, que el GSH se -­

aisló primeramente de levaduras. Los estudios respecto a 

la presencia y/o función de este compuesto, así como de -

las enzimas que integran el ciclo para la síntesis y uti­

lización del mismo reciben cada vez más atención. Se ha 

demostrado qu"e en los microorganismos estudiados (levadu­

ras, bacterias y hongos), están presentes todas las enzi­

mas que integran el ciclo del GSH y que su comportamiento 

es similar al observado en organismos superiores. Entre 

las funciones que desempeña el GSH en microorganismos te­

nemos: transporte de algunos aminoácidos, reacciones de 

intercambio tiol-disulfuro, función detoxificante, prote_s 

ción contra efectos ambientales nocivos, como por ejemplo 

oxidaciones y radiaciones (l ,2,51-56,72). 

Mutantes microbianas deficientes en la síntesis de GSH 

Apontoweil y Brends (7g,8o) aislaron mutantes de 
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I· ~ Kl2 deficientes en y-glutamil-cisteina sintetasa 

o en glutatión sintetasa. En dos de dichas mutantes no 

se pudo detectar GSH y en otras se encentro 1% y 12% de 

los niveles habituales de GSH en la cepa progenitora. 

Las mutantes crecieron normalmente en medio mínimo y no 

mostraron sensibilidad aumentada a rayos X pero si fueron 

más sensibles a reactivos químicos. 

Por otro lado Fuchs y Warner (81) aislaron una mu­

tante deficiente en GSH sintetasa que acumula y-glutamil 

cisteina en cantidades análogas a las que la cepa proge­

nitora tiene de glutatión. Esta mutante creció a veloci 

dades normales, a pesar de que la ribonucleótido reduct~ 

sa estaba afectada en la subunidad 81 , sin embargo fue 

más sensible·a las diamidas, así como al metilglioxal y 

a los rayos X en condiciones anóxicas que la cepa proge­

nitora. 

Se aislaron también algunas cepas mutantes de 

I· coli glutatión reductasa (-) (82), las cuales crecie­

ron normalmente y presentaron cantidades normales de GSH, 

lo cual indica que el glutatión se puede reducir por al­

guna otra ruta de manera semejante a lo que sucede para 

la reducción de ribonucleótidos. 

Recientemente se han encontrado mutantes de 

Saccharomyces cereviciae deficientes en GSH sintetasa 
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(83) y se sabe que la cepa mutante presenta una baja in­

corporación de glicina. Resulta muy interesante que 

Saccharomyces9 a diferencia de lo que ocurre en 1· coli 

presenta todas las enzimas del ciclo y-glutamílico por lo 

que el hallazgo de tal mutant~ ofrece interesantes pers­

pectivas de estudio. 
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METABOLISMO SECUNDARIO 

El metabolismo secundario representa una de las -

mas complicadas y poco entendidas formas de responder de 

algunos microorganismos-a las condiciones ambientales en 

que se encuentran. 

El poder entender como y/o porqué un microorganis­

mo 11 enciende'1 o ''apaga'' su metabolismo secundario ha 

constituido un interesante desafio para los investigado­

res desde que se inició la época de los antibióticos. 

-Origen 

Las opiniones respecto al origen, naturaleza y fu~ 

ción del metabolismo secundario son múltiples y centro-­

vertidas. Por ello resulta difícil, incluso definirlo -

con precisión. 

En términos generales, al metabolismo secundario -

corresponden los siguientes criterios (84). 

a) -Aparece únicamente en grupos pequeños de organis­

mos, sistemáticamente definidos. 

b) -No se reconoce un efecto aparente de los metabol! 

tos secundarios sobre los organismos productores. 
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c) -Los metabolitos secundarios pertenecen a grupos 

químicos con gran variabilidad, esta variabilidad 

puede aparecer en un mismo organismo o en difere~ 

tes especies. 

El que se desconozcan efectos de los metabolitos secund!!o 

ríos sobre el organismo pr?ductor no parece (en opinión 

de Zahner) sino enfatizar la ignorancia que existe res-­

pecto a este tema. 

En esta introducción trataré de resumir algunos de 

los hallazgos y consideraciones más novedosos respecto al 

metabolismo secundario, contrastándolos con los que se 

habían contemplado hasta hace unos seis años. 

Hipótesis acerca del origen de los metabolitos se-­

cundarios: (84). 

·1. Los metabolitos secundarios son productos de un -

"descarrilamiento del metabolismo''. Las rutas --

biosintéticas de la inc~rporación de un sustrato 

a un metabolito, constan de muchos pasos, uno de 

los cuales funciona como "switch'' para iniciar -­

una ruta no usual. El nuevo producto intermedio 

(probablemente no estable), es modificado y esta­

bilizado por una serie de pasos del metabolismo -
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primario; dando como resultado de tal modifica-­

ción una gran variabilidad. 

2. Los metabolitos secundarios son productos sin fu.!!_ 

ción: Durante la evolución bioquímica se produ--

: cen metabolitos~ muchos de los· cuales deberian 

ser eliminados inm~diatamente. Otros pueden tener 

una función en alguna etapa temprana. pero la han 

perdido en el curso de la evolución. Los metabolj_ 

tos resultantes 11 sin función 11 han sido modificados 

de diferentes maneras de tal forma que no pueden -

reconocer la función original. 

3. Los metabolitos secundarios son residuos del meta­

bolismo primario: El metabolismo primario tiene -

una alta eficiencia y especificidad, sin embargo, 

pueden aparecer subproductos en pequeijas cantida-­

des, los cuales tienen una estructura modificada -

(metabolitos secundarios). La mayoría de enzimas 

y coenzimas forman parte de. ciclos claramente def! 

nidos que· se repiten innumerables veces durante el 

crecimiento, y los metabolitos secundarios como 

subproductos, se van acumulando de tal manera que 

pasan a ser cuantitativamente considerables. 

4. Los metabolitos secundarios son productos de deto~i 

ficacl6n: Ciertos ·organismos productores transfo.t 



41 

man algunas sustancias que les son altamente tó­

xicas, en productos no tóxicos, (ej.: El ácido -

fenilacético, altamente tóxico para f.. crhysogenum 

se transforma e~ bencil penicilina). 

5. El metabolismo secundario es el resultado de una 

regulación deficiente del metabolismo primario. 

Esta hipótesis plantea una correlación negativa 

entr.e la capacidad de control del metabolismo pri 

mario y el nivel de producción de los metabolitos 

secundarios. 

6. Hipótesis del mantenimiento biológico: En algunos 

casos se observa que la producción de metabolitos 

secundarios 'Se'inicia al final del crecimiento lo­

garítmico o cuando el crecimiento se limita. Cua.!!. 

do los nutrientes se agotan, las enzimas del meta­

bolismo primarió transforman algunos sustratos ex­

traftos, en productos también extraños. La razón -

de generar estos "productos sin sentido 11 es la de 

mantener activas las enzimas del meiaboli~mo prima 

rio, de manera que sean menos susceptibles a las 

proteasas propias de la célula. 

Estas hipótesis no pueden ser del todo aceptadas por. 

que existen hechos que evidencian su poca o ninguna con--

• 
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cordancia ·con la realidad. 

Por ejemplo, a la hipótesis que postula a los me­

tabolitos secundarios como productos de detoxificación 

podría objetarse ya que no parece lógico que ~- griseus 

fabrique 30 o más enzimas para sintetizar estreptomici­

na solamente para transformar un precursor tóxico (85). 

Otro ejemplo alusivo podría ser la slntesis de tetraci­

clinas a partir de malonamida, para la cual se requieren 

11 enzimas. 

Por otra parte, un argumento que puede oponerse a 

algunas hipótesis señaladas es la existencia de grupos 

químicos complejos en el metabolismo secundario, sin que 

existan en el primario. Entre los metabolitos secunda-­

rios existen grupos ~uimicos complejos: en la serie del 

nitrógeno tenemos grupos nitro, nitroso, isonitrilo y 

diazo. Existen sistemas cíclicos poco usuales como ani­

llos B-lactámicos, macrólidos y tetrólidos, por citar s-ª. 

lo algunos ejemplos. Obviamente para la sintesi~ de es­

te tipo de moléculas se requiere de juegos enzimáticos 

complejos con actividad coordinada y con alto grado de 

especificidad. Además desde el punto de vista evolutivo. 

en la naturaleza no hay lugar para cosas sin función po~ 

que simplemente no pueden existir en un largo periodo 

de tiempo · con tal variabilidad ni en grandes cantida-
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des porque son eliminadas. No es concebible q~e estas 

secuencias de reacciones multienzimáticas se conserven 

·en la naturaleza sin algun beneficio para la célula. 

Existe una divergencia notable entre la ''realidad 11 

aparentemente observada de los metabolitos secundarios 

y las consideraciones lógicas contempladas desde el pU.!J. 

to de vista de la evolución. No es nuestra pretensión 

plane~r una reconciliación entre ellas, simplemente ha­

cer un análisis crítico d~l asunto, apoyándonos en evi 

dencias objetivas señalad.as en la l.iteratura. 

Algunos autores han preferido abordar al metabolis 

mo secundario, desde el punto de vista mecani-cista, re­

lacionando su aparición con la cinética de crecimiento 

del organismo pro·ductor. 

Si los microorganismos productores de· estos meta­

bólitos se crecen en ''batch'' ocurre un evento bifásico. 

_.En la primera etapa (trofofase) ·tiene lugar el creci­

mien~ó celular, sin producción del me.tabolJto; cuando 

la velocidad de crecimiento declina, o el crecimiento 

cesa"por completo, empieza una segunda etapa (idiofase), 

la cual se caracteriza primero, por no presentar incre­

mento alguno en biomasa y segundo por.que se inicia la 

producción de metabolitos secundarios. La relación tr~ 
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fofasecidiofase puede variar con las condiciones de cul 

tivo. Si el microorganismo se hace crecer en un medio 

químicamente definido, esta relación se mantendrá como 

una bifase con una cercana aproximación a la figura 3. 

Sin embargo, si el medio es limitado, puede resultar 

una asociación o completa sobreposición de las dos fa-

ses (86 ,87). 

Es bien conocido el hecho de que el ambiente nutri 

cional es determinante para la expresión del metabolismo 

secundario (88). En general se ha observado que el ini­

cio de éste, coincide con situaciones que limitan ó fre-

nan el Ct"ecimiento. En est.as observaciones, obviamente 

están implicadas fuentes de e, N, PO~ ejerciendo cada 

una de ellas su particular efecto sobre la regulación 

del metabolismo secundario. Cabe mencionar que cuando 

un sistema.se halla en plena producción de metabolitos 

secundarios, si se añade alguno d~ estos factores limi­

tantes, tal produ¿ción se para, y puede reiniciarse ~l 

c~ecimierito (89). 

El.conocer c6mo estos nutrientes pueden estar in-

volDc~ados en la regulación del metabolismo secundario 

ha sido objeto de mOltiples estudios, sin· embargo, el 

mecanismo no ha sido del todo esclarecido. 
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F:_rGURA 3.- Representación de la trofofase e idi!!_ 
·fase .. en relaciCn con la producción de metaboli­
tOs secundarios . 
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. Hay evidencias de que algunos mecanismos; que reg!!_ 

lan el metabolismo primario, están implicados también en 

·el metabolismo secundario (90). Por ejemplo, se ha ob­

servado que la actividad de algunas enzimas específica­

mente involucradas en las rutas biosintéticas del meta-

bolismo secundario, están ausentes en la trofofase y se 

detectan solamente cuando los nutrientes se vuelven li.!!!,i 

tantes y el crecimiento disminuye.o se termina. Tales 

observaciones sugieren contundentemente que estas enzi­

mas están sometidas a represión catabólica. Mediante . 

estudios realizados con inhibidores de síntesis.de pro­

teínas se ha comprobado que estas enzimas se sintetizan 
11~ llQ.Y..Q_", (91,92) aunque todavía no está claro si la 

represión catabólica actúa a nivel de transcripción o 

traducción. 

En algunos casos las enzimas involucradas en el 

metabolismo secundario, se encuentran presentes pero no 

a~tivas en la trofofase (93), presentando incluso "pi-

_.cos~. con~iderables de actividad especifica, mucho antes 

de qu~ los metabolitos secundarios aparezcan (94,95). 

Esto indica que además de la represi6n c~tab6lica exis­

.ten ótros mecanismos de control del metabolismo secund~ 

rio, que pueden derivarse del control nutricional. 
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"Es importante considerar el control del metabolis 

mo secundario en términos de mecanismos regulatorios clá 

sicos, sin embargo, deben tomarse en cuenta otras varia­

bles poco estudiadas pero no menos importantes como la 

velocidad de crecimiento. 

En un cultivo en "batch'' los metabolitos secunda­

rios aparecen en una etapa de transición entre 2 fases; 

donde las células experimentan una disminuci6n n1arcada 

en la velocidad de crecimiento. Tal velocidad, en si 

misma, puede jugar un papel relevante en la regula~ión 

del metabolismo secundario. Recientemente se han intr~ 

ducido técnicas de cultivo ~n quimiostato, para correl~ 

clonar la velocidad de crecimiento y la aparición del 

metabolismo secundario (87). Los r.esultados parecen l.!J. 

dicar que la aparición del metabolismo secundario está 

en función.de la velocidad del cri:cimiento. En suma, 

aunque la natural~za precisa de los mecanismos molecul~ 

re.s· dE! r_egulaci6n para los metabolitos secundarios se 

-desconoce, la represión e inhibici6n c~tab6licas pare­

cen ser un hecho, y también que la velocidad de creci­

.mien.to determina de alguna manera el inicio del metab.Q. 

·. lis~o ~ecundario aunque tal efecto requiere ser diluc! 

· da do. · 

Se ha confirmado que la naturaleza química de los 

metabolitos secundarios es ~esponsable de.actividades 
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biológiéas; las investigaciones se han polariz~do hacia 

aquellas funciones fuera de la célula productora, deja~ 

·do a un lado el estudio de la posibilidad de una acción 

dentro de ésta. Tal vez podrla entenderse mejor c6mo 

es la acción de los metabolitos secundarios fuera de la 

célula productora si se conociera alguna función para 

ésta, ya que se conocen pocos metabolitos secundarios 

que tienen acción en la célula productora pero seguram~n 

te se conocerían más si hubiera un interés real en bus­

carlos y/o estudiarlos, con una mente libre de los mol~ 

des troquel a dos por intereses económico -terapéuticos. 

Funciones de los Metabolitos Secundarios 

Función de defensa 

Los metabolitos secundarios funcionan como "Armas 

competitivas". Un gru~o importante,-probablemente el 

más estudiado- de metabolitos secundarios son los anti 

bióticos¡ algunos autores piensan que son los más abun 

dantes, pero esto se debe sin duda a que el criterio 

más empleado para seleccionar metabolitos secundariOs, 

es justamente la antibiosis. Es por ello que constit~ 

)en ün grupo mayoritario. 

Los antibióticos constit~yen uri grupo heterogineo 

"de complejos metabólicos microbianos, la mayorla de los 
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cuales confiere ventajas compe_titivas a los or,ganismos 

pro_ductores aur{que. de diferente manera. Cerca del 40% 

de hongcis ~ líquenes reci€n aislados de la naturaleza 

son capaces de prod_ucir antibióticos en medios de cul­

tivo. Tal habilidad desaparece cuando se ponen en 
1~slants 11 a 6ºC lo que sugiere que la actividad antibi~ 

tica es propiciada por el ambiente, a fin de ayudar al 

organismo productor a eliminar la competencia de otras 

especies. Esta competencia no solo se Observa entre 

hri~gos y bacterias, ·sino entre bacterias y protozoarios; 

por ejemplo Serratia marcescens y Chromobacterium 

vi~laceum producen metabolitos secundarios (prodiglosi­

na y violaceína) que les protegen de la fagocitosis ami 

biana ya que ante la presencia de éstos, las amibas se 

enquistan o mueren. Cuando no existe colorante estas 

bacterias sirven de alimento a las amibas (100). 

~tro tipo de sustancias que se piensa tienen fun­

. ción ··de ant~gonistas son algunos meta bol itas producidos 

.prir hongos (Micotoxinas) con actividad mutag€nica y an­

tibiótica, los cuales constituyen un serio problema de 

·. salud pública, pues contaminan algunos alimentos. 
; . 

"Funci6n regulatoria 

Los metabolttos secundarios en algunos casos tie­

nen un efecto regulatorio en procesos de diferenciaci6n, 
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particularmente en procesos de germinación y e$porula­

ci6n (85,96,97,98). 

Entre las funciones postuladas para los metaboli 

tos secundarios, es ésta la que ha captado mayor aten­

ción en los últimos años. Esta hipótesis es cada vez 

más atractiva, aún cuando las observaciones indican 

que el nexo entre la producción de· antibiótico y la 

esporulación no es estrictamente interdependiente (99). 

Se han hecho esfuerzos por dilucidar el papel que jue­

gan estos metabolitos (particularmente antibióticos) 

en la regulación de los procesos mencionados. 

Entre los datos .que apoyan esta hipótesis tene­

mos que la adición de inhibidores de la esporulación 

(malonato, ac. dipicolínico, fluoroacetato) a cultivos 

de J!. •. licheniformis, inhiben tamb~~n la formación de 

antibiótico (96). 

·Por otra parte se sabe que algunas mutantes no 

productoras de antibiótico de ~; subtilis son incapa-

. ces ·de esp~rular. La transformaci6n genªtica de estas 

mutantes con DNA tipo silvestre, ~a como resultado 

transfdrmantes capaces de esporular y producir anti­

biótico. La existencia de mutantes no productoras de 

antibiótico, capaces de esporular, como B. licheniformis 
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bacitracina (-) parece ser un hecho que ~nvaliaa la hi­

pótesis. Algunos investigadores han observado que ta­

les esporas tienen diferencias cualitativas con respec­

to a las formadas por la cepa original, las cuales las 

hacen ser menos resistentes (85,100). 

Algunos investigadores opinan que la existencia 

de cepas no productoras de antibiótico capaces de espo­

rular, resulta una objeción irrelevante, ya que una ce­

pa ''no productora'' de antibiótico segDn los criterios 

convencionales, puede estarlo generando en cantidades 

no detectables, pero suficientes para cubrir la demanda 

fisiológica. Afirman ademl•, que las cepas considera­

das como productoras, .son en realidad cepas derregula­

das que hiperproducen un determinado metabolito y que 

en ocasiones pueden revertir, a fin de lograr una si­

tuación favorable para su economf~ fisiológica (85). 

·:Existe la posibilidad de que ambos fenómenos 

.·(esporulación y producción de antibiótico) sean inde­

pendientes, pero regulados por un mecanismo de control 

. comOn. 

· Sakar y Paulus (100) estudiaron estos fenómenos 

con detalle en !· brevis ATCC 8185 observando que la 

aparici~n de antibiótico (tirotricina) se inicia cuando 
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termina el crecimiento exponencial, momento en· que ti_g_ 

ne lugar una caída abrupta de la síntesis de RNA. La 

tirotricina tiene 2 componentes {tirocidina y gramici­

dina) cada uno de los cuales es capaz de inhibir la 

RNA polimerasa de i· brevis in vitro. Basados en estas 

observaciones, estos autores proponen que los antibióti 

cos regulan la transcripción en el momento de transi­

ci6n de la fase vegetativa a la esporul~nte 1'apagando 11 

selectivamente los genes vegetativos. 

Por otro lado Ristof y col. (101) observaron. que 

cuando en la fase logarítmica temprana se incuba al mi­

croorganismo en un medio co.nteniendo glicerol, pero ca­

rente de N2 , la tirocidina estimula la esporulación; 

pero en este caso la síntesis de RNA está muy aumenta­

da. Así que una relación obligada entre esporulación, 

síntesis de antibiótico e inhibición de síntesis de RNA, 

no está clarament~ establecida. 

Un.hecho que llama la atención es que algunos ba­

cilos y actinomicetos contienen en sus esporas aquellos 

añtibióticos cuya producción los caracteriza. Los anti 

biótic-~s así 11 empaquetados 11 posiblemente frenan la ger-

minaciOn hasta que las condiciones sean favorables. . .. 

Hirsh y Ensign (100) encontraron que el "factor inhibi-

dor de la germinaci6n 11 producido por !· viridochrornogenes 

. - .. 
" .. _ .. _:_ 

-····· 
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es un antibiótico. 

Se han encontrado •videncias recientes de que la 

Gramicidina S es un inhibidor de la germinación en 

~· brevis. Estos hallazgos fueron comprobados por 

Arnold Demain y J.M. Piret (100} usando una cepa de 

~· brevis produ:tora de gramicidina y una mutante no 

productora. De sus observaciones ellos concluyen: 

1. El. inicio de la germinación es similar en la 

cepa progenitora que en la mutante (observación 

microscópica}. 

2. Las esporas de las mutantes Gramicidinas-s 

(GS) (-} tienen un tiempo de germinación de 1 a 

2 hs. En cambio en la cepa progenitora es de 

6al0hs. 

3. La adición de G.S a las esporas mutantes retarda 

su germinación comportándose como la cepa proge­

nitora. 

4. Si se hace un hidrolizado de gramicidina con pr~ 

teasas no se observa retraso alguno en el proce­

sp de esporulación de las mutantes. 

s. Las esporas progenitoras tratadas con proteasas, 

germinan rápidamente. 

:- ...... 
•• • r • 

~.!,,...'; ' - "1.5!-· 
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Estas ·evidencias sugieren que el antibió'tico dete!. 

mina de alguna manera el proceso de germinación. Estos 

in~estigadores especulan sobre la posibilidad de que el 

antfbiótico funcian·e como un 11 detector 11 de la densidad de 

población del medio, previniendo la germinación hasta que 

la población del entorno no tenga significancia competi­

tiva. 

Otra posibilidad contemplada es que el antibiótico 

protege a la espora de la depredación, o bien que al mo­

mento de la. germinación, se libere lentamente, eliminan­

do competidores y que el retraso en el crecimiento sea el 

'
1 precio 11 que debe pagarse por tal protección. 

Por otra parte la amplia distribución de los meta­

bolitos secundarios, su variedad y su estructura química, 

hacen ·pens~r que necesariamente deben tener alguna fun­

ción para la célula productora ya que se ha observado que 

algunos metabolitos secundarios de considerable compleji-

-·dad ·tienen acción sobre ésta. Por ejemplo, las actinomi-

cinas, antraciclinas y bleomicinas regulan la síntesis del 

·.DNA durante la esporulación y la formación del micelio 

aéreo. LOs aminoglicósidos, macrólidos y lincomicinas, 

regulan la biosintesi• de proteinas durante la esporula­

ción. Las rifamicinas regulan la sintesis de RNA duran­

te la esporulación y la formación de micelio aéreo (85). 
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H. ZMhner (84) opina que los metabolitos secunda--

rios se han generado primeramente para ejercer algunas 

funciones en el organismo productor y el hecho de que 

tengan actividad antibiótica es colateral. En su análi 

sis menciona la existencia de moléculas con caracterís-

ticas de metabolitos secundarios, que ejercen una fun­

cJón específica.en los organismos productores. 

·campuestos ·transportadores de fierro 

La mayor parte de los microorganismos que crecen 

en cultivos carentes de Fe excretan gran.des cantidades 

de agentes quelantes de éste, los cuales contribuyen a 

solubiliza~ el fierro que, en ausencia de tales quelan­

tes es insoluble. Estos quelatos son incorporados por 

sist_emas de transporte espe·cíficos. La mayoría de los 

microorganismos excretan una variedad de quelatos, por 

ejemplo algunas cepas de Estreptomyces producen ferro­

xiaminas ·A1 , A2 , B,c,o1 ~o 2 ,E, F y G. Actualmente se 

conocen más de 100 compuestos transportadores de fierro 

·ca4). La producción de estos compuestos, manifiesta 

alta especificidad. Los estreptomicetos producen ferr~ 

xiamina y los ascomicetos superiores producen siderami­

nas tipo ornitina. No sólo existe pues una gran varie-

dad .y una alta especificidad (2 criterios que carac- ,_, 

terizan a los metabolitos secundarios). sino que tienen '~ 

r~:.~~~:f.= 
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(y esto es indudable) un efecto en el organismo productor. 

Las sideraminas son un excelente ejemplo de que la 

actividad antibiótica de los metabolitos secundarios es 

incidental; Se conocen más de 100 sideraminas y de éstas 

sólo 2 muestran actividad antibiótica en ~u estado libre 

de fierro: la ·ferroxiamina E y el deferritriacetil fusi­

geno, la primera de ellas se describió como antibiótico y 

se le llamó nocardamina (84). La relevancia de estas mo­

léculas reside en su alta capacidad para quelar el fierro 

Y.en la selectividad de transporte del mi$mo, ya que es­

tos quelantes no pueden ser transportado9 y el fierro no 

puede ser removido por los organismos sensibles a la acti 

vidad antibiótica. Un dato que apoya a lo que se viene 

argumentando es que el número de actinomicetos cuyo prin­

cipal componente es la ferrioxiamina B, componente que ca­

rece de actividad antibiótica es considerablemente mayor 

que el número de actinomicetos que tienen nocardamina como 

principal componente. Parece más o menos fortuito que es­

tos compuestos además de cumplir con la función de transp~r 

.te de fierro en la c~lula productora, ejerzan función an­

tibiótica en otros microorganismos (102). 

La observación de que sólo algunos metabolitos se­

cundarios tienen acci6n antibiótica se hubiera dado más 

frecuentemente, si la antibiosis no se tomara como crite-
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rio de selección de los organismos productores: de metab.Q_ 

lites secundarios. 

Ionóforos 

Moléculas producidas por una gran variedad de micr.Q. 

organismos, _que pertenecen a grupos químicos diversos como 

macrotetrólidos9 macrodiólidos, poliéteres, etc. En cada 

grupo químico existe una gran variabilidad y elevada esp~ 

cificidad de función, estos compuestos resultan excelentes 

modelos para el estudio de transporte de iones. Tal vez la 

función de estas moléculas tiene como fin principal la se­

lecriión de iones metálicos ·alcalinos que el organismo pro­

ductor necesita. Existen algunos con actividad antibiótica 

(84). 

Entre otras funciones conocidas de los metabolitos 

secundarios tenemos: 

Furición hormonal 

El ácido trispórico, metabolito secundario de los 

m.ucorales, ·funciona como hormona sexual (100). 

La zearalenona de Giberella zeae es un regulador de 

la producci~n sexual (100). 

Función fitotóxica 

Como ejemplo tenemos las fitotoxinas de Pseudomonas 
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.?_Q., las cuales son metabolitos secundarios muy activos 

que inducen clorosis en los tejidos vegetales (100). 

FunCi6n simbiótica 

Los.hongos del género Ectomycorrhizae se caracterl 

zan por estar asociados a las células corticales de las 

raíces absorbentes, produciendo antibióticos que benefi 

cian a la planta protegiéndola contra bacterias patóge­

nas (100). 

Enfoque evolutivo 

Un mejor enfoque para conSiderar el metabolismo se­

cundario, es ubicarlo en el área de juego de la evolución 

bioqu1mica. Según Winkler (84), la evolución es un proc~ 

so lento cuya fuerza directriz resulta de la conjugación 

entre el in~remento de la variación debida a la mutación 

y el decremento en dicha variació~ ejercido por la selec­

ción. 

Los sistemas biológicos tienen niveles de organiza­

c·ión. metab~lica fundamentales cuya función es mantener la 

·.y-_iabil~·dad de una esPe~ie, es dec_ir, su reproducción. E!_ 

tos niveles, dejan solo un pequeño margen a otras activi­

dades,_dentro de las cuales se.encuentra la evolución; di 

.cho margen no est§ separado sino al contrario, por una 
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parte vemos un cambio contfnuo de los metabolitos secun­

darios (probables productos de la evolución) hacia los 

niveles fundamentales del metabolismo y por otra parte, 

la materia prima para la síntesis de los metabolitos se-

cundarios deriva de tales niveles. Existen además molé-

culas que están en un punto intermedio entre el metabo­

lismo secundario y los nivel'es mencionados (84). 

En el metabolismo primario una mutación conduce a 

la muerte de 1 a célula, a menos que el nuevo producto 

pueda desempeñar las funciones del producto original con 

igual o mayor eficacia. En contraste en el metabolismo 

secundario un producto puede ser cambiado en diferentes 

formas y tal cambio no tiene efectos adversos en ninguno 

de los niveles fundamentales (arriba mencionados) así 

podemos tener ''variaciones sobre un mismo t~ma~. Por 

ej. una sola cepa de Estreptomyces produce 32 antracicl.i 

nas. 

La participación del metabolismo secundario en el 

juego de la evolución bioquímica, tiene una estrecha 

relación con el campo genético. 

Una parte, quizás una gran parte, de la informa­

ci6n. gen~tica para el metabolismo secundario, está o 

estuvo localizada en ·episomas. Kirby y Umezawa (103,104) 
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proponeh que la informaci6n puede pasarse de un organi~ 

moa otro. La habilidad para formar ciertos metaboli­

·tos secundarios pudo haberse desarrollado en algún org~ 

nismo pero puede ap~recer ahora, en otro diferente; ca~ 

siderando esto, tendrfamos que el desarrollo original de 

la información genética para formar ciertos metabolitos 

secundarios y la demostración de alguna función para el 

organismo productor puede aparecer en principio en dif~ 

rentes organismos. 

Si esto es cierto, habría grupos de organismos 

extraordinariamente bien dotados para la evolución bio­

qu~mica, en cambio, otros con grandes restricciones. La 

distribuci6n desigual para formar metabolitos secunda­

rios es una pregunta que requiere una respuesta inge­

niosa. 

De este nuevo enfoque del metabolismo secundario 

pod~ia.concluirse: 

l. El desarrollo del metabolismo secundarlo es ráp~ 

do y c·ontinuo. Más rápido que el desarrollo de 

los niveles fundamentales. 

2 •. Siempre existe la probabilidad de que los metab~ 

litos secundarlos tengan alguna· funci6n aunque 

desconocida para el organismo productor. 
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3. ··La actividad antibiótica (actividad de ~lgunos m~ 

tabolitos secundarios) es incidental y es muy prQ_ 

bable que dichos metabolitos tengan alguna otra 

función. 

Si se acepta este nuevo punto de vista, el metabo­

lismo secundario no será más un subproducto de la evolu­

ción; más bien el punto de partida para la evolución biQ_ 

química. No será objeto de estudio de los arqueólogos 

de la bioquímica sino un campo de exploración para los 

bioquímicos del futuro . 

. .,, 
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PENICILINA 

En 1929, Flemming descubrió una sustancia-con ac­

tividad bactericida producida por el hongo Penicillum 

notatum; al igual que otros metabolitos secundarios la 

penicilina no presenta ninguna función aparente en los 

. microorganismos que la producen.. Su actividad bacte-

ricida es sobre gérmenes Gram positivos, aunque también 

tiene cierto grado de acción sobre Gram negativos (105). 

Dicha acción sobre estos microorganismos deriva de su 

capacidad para bloquear la unión entre los aminoácidos 

0-alanina y L-alanina del p~ptido glucano de _la pared 

celular, lo que da como resultado una estructura sensi­

ble a los cambios osmóticos (106). 

Fue hasta el año de 1945 que se esclareció su es­

tructura mediante estudios cristalográficos, viéndose 

que está esencialmente constituida por un núcleo bicí­

clico tiazolidín B-lactámico, con una cadena lateral 

unida por enlace amida en posición 6 (Figura 4). 

Biosíntesis de Penicilina 

Los mecanismos de síntesis de este antibiótico 

se empezaron a conocer, gracias a algunas observaciones 

de Bonner (107) respecto a que en las cepas de 
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:f.. crysogenum auxótrofas de lisina presentaban mayor p~o 

ducción de penicilina, sugiriendo que entre dicho amin.Q_ 

ácido y el antibiótico podría haber nexos biosintéticos 

im~ortantes, como por ejemplo provenir de un precursor 

común. 

En 1957 Demain y colaboradores (108) encontraron 

que cuando P. chrysogenum se crecía en medio mínimo su­

plementado con lisina, la síntesis de penicilina disminuía 

notablemente; actualmente se sabe que tal fecto se debe 

a la retro inhibición que la lisina ejerce sobre la homo­

citrato sintetasa, afectando de esta forma la síntesis 

del ácido a-aminoadípico (a-aaa) (109,110). Por otra pa~ 

te se demostró que el a-aminoadipato es capaz de revertir 

la inhibición en la biosíntesis de penicilina ejercida 

por lisina y que es capaz de estimularla en ausencia del 

aminoácido inhibidor. A la fecha se ha esclarecido per­

fectamente que el a-aaa es un precursor común de la bio­

sintesis de penicilina y de lisina en Penicilium sp. (111, 

112) figura 5. 

Los hechos anteriormente mencionados condujeron al 

establecimiento de la ruta biosintética de penicilina, la 

cual se inicia con el a-aminoadipato que por acción de la 

d(L-a-amino adipil cisteina sintetasa) se une a la L-cis­

teína generando el dipéptido d(L-a-aminoadipil-L-cisteina) 
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primer intermediario de la vía (113), (Figura 6-reacción 

1). Este dipéptido por acción de una segunda sintetasa 

(tripéptido sintetasa) se condensa con la L-valina para 

dar el tripéptido precursor de la biosintesis de penici-

1 ina: o(L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina) (Fig. 6 

reacción ·2). Se sabe que la L-valina se isomeriza en el 

momento mismo de la unión y no antes ya que el tripéptido 

no se forma cuando se suministra D-valina o DL-valina 

(114-118). 

Una vez formado el tripéptido, tiene lugar la ci­

clización entre los residuos de cisteína y valina (119, 

120), por acción de la penicilina ciclasa (Fig. 6 reac-

. ción 3), dando como resultado el núcleo tiazolidin a-l~c 

támico a través de un interwediario monocíclico, obte­

niéndose finalmente isopenicilina N, que es un tipo de 

penicilina cuya cadena lateral es el ácido a-aminoadípi 

co unido al núcleo 6 aminopenicilánico (6 APA) (117,121-

123). La enzima penicilina ciclasa no ha sido aislada, 

sin embargo existen mutantes que acumulan el tripéptido, 

ya que no pueden ciclizarlo, por lo que se infiere su 

existencia (124,126). 

El paso final de la biosintesis de penicilina, es 

un intercambio de la cadena lateral acíclica unida al 

núcleo en posición 6 por algún ácido precursor presente 

en el medio de cultivo, esta reacción es catalizada por 
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ciclasa. 
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la penicilin-acil-transferasa con participación de ATP y 

coenzima A, generando diversas penicilinas· dependiendo ·del 

icido que se incorpore, .como puede verse en la figura 7, 

(ll 5, 128-131). 

Regulación de la biosíntesis de penicilina 

Como ya se mencionó al hablar de metabolitos secun­

darios, éstos se caracterizan por su aparición en la fase 

tardía del crecimiento microbiano {idiofase) y la penici­

lina no es la excepción, como puede verse en la figura 8. 

Los factores que determinan la síntesis de penici-

1 ina se han comenzado a esclarecer, sin embargo parece 

evidente que existe una relación con la concentración y 

consumo de las fuentes de carbono y de nitrógeno del me-

dio de cultivo. \ 

Regulación por la fuente de carbono 

Se sabe que la formación de penicilina en el hongo 

f. chrysogenum se reprime por acción de la glucosa (132), 

el grado de inhibición depende de la concentración de la 

misma en el medio de cultivo. Se ha visto también, que 

los análogos no metabolizables de glucosa no ejercen tal 

efecto, por lo que se piensa que tal efecto se debe a 

algún producto del catabolismo del azúcar, mas que a la 



69 

R O 'Q " 
e, 6 ' .... s, 2 

N-CH-CH C-(CH3)2 
. ,, 1, 1 . ,1 

H C-N"--CH-COOH oq 
PENICILINA: FOR.\fut.A GENER..'!4L ·. 

SUSTITUYENTE R FORMULA P EN 1 C 1 L 1 N A 
NOf,IENCLATURA cuu.1:CA NO/.IS.~E co.'.:UN 

,P 
N HOOC-CH-(CH2 ),-C- ISOPENICfLINA 

1 
NH2 

1 ác CCaaa 
(Q emir.o ad(pico) 

2 ác hexanoico 
. 90 

CH3-(CH2)4-C- N-AMILPEN/CfL./NA Dhidro F 

3 éc oclanoico· 
..,o 

CH3-(CH2h-C- N-HEPTIL PENICILINA K 

4 de jl-t.exenoico 
,,_o 

CH3-CH2-CH=CH-CH2-C- 2 PENTIL PENIC/Ll!VA F 

o 
5 ác fenil acético @- /1 CH2-C- BENCIL PEN:C/L.INA G 

6 ác fenax1ocético 
@- _.o. 

0-CHz-C~ FENOXIMETIL PeNICILJNA V 

7 ác p-0!-lfenilccótico -@- ,,,o 
OH .CHz-C- P-OH BENCIL FEl:ICILIN:>. . X 

FIGURA 7.- Diversas penicilinas generadas por acción de la 
penicilina acil transferasa, enzima que promueve el cambio -
del~-aaa por otros sustituyentes ac1dicos. 



' 
70 

.. 

. -

.... 1000 
1 .... 
~ 

"E 
1 
~ 

o 
e 

o 3 ·¡¡; 
e:. 

·¡¡¡ e - a. 
e a. 

e> 
E 

01 
E 

2 ~ 

e> 

o =t. - o e: 
QJ .. s .E 1 ·¡:; 
·o ·e: 
QJ 
~ 

Q) 

. (.) 
a.. 

. • .. 
24 48 72 

Tiempo ( h l 

FIGURA .8.- Cinética de crcimiento (o) 
cilina (O) del hongo f.. chrysogenum • 

... 

y de producción de peni-



71 

-gl.ucosa misma; se sabe tambi~n que la represión no se -

revierte con AMP cíclico (132). 

Otros carbohidratos como sacarosa, fructo~a y ga­

lactosa, ejercen efectos similares a los de la glucosa, 

en tanto que los polímeros de ésta como el almidón, in­

hiben solo parcialmente la síntesis del metabolito se­

cundario, mientras que la galactosa y ramnosa carecen 

de efecto (132). 

Regulación por fuente de nitrógeno 

La penicilina puede considerarse como un antibió­

tico peptídico ya que en su síntesis intervienen los 

aminoácidos !:_-a-aminoadípico,h-cisteina y h- valina. 

Bajo estas consideraciones puede predecirse que tanto 

su formación como su regulación están sujetas a los 

eventos de control que determinen la formación de los 

aminoácidos precursores. 

Hunter y Segel (133) observaron que el micelio de 

~.· ·chrysoqenum crecido en condiciones diversas, acumula 

elevadas concentraciones de~- glutamato. Sánchez y 

col. han confirmado tales observaciones y además han 

encontrado que la poza de este aminoácido se incrementa 

al final de la trofofase. Adicionalmente, se ha esta-
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blecido que la concentración de glutamato sobrepasa a 

los aminoácidos y que su acumulaciQn precede a la sín­

tesis de penicilina (134). 

Recientemente se ha reportado que el glutamato 

estimula la síntesis del antibiótico en el micelio del 

hongo que ha sido cosechado durante la idiofase y re­

suspendido en un medio mínimo (113). Este efecto no 

parece deberse a una mayor disponibilidad de los amino­

ácidos precursores del antibiótico, ya que su concentrl!_ 

ción intracelular no se modifica. Además, la estimula­

ción de que antes hablamos, también se presentó cuando 

se usaron análogos no metabolizables del glutamato y se 

previno por la adición de inhibidores de la síntesis de 

proteínas. Estos hechos, como se mencionará posterior­

mente, constituyen el precedente de este trabajo de 

tesis. 



ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
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ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La ruta biosintética para glutatión ha sido amplia 

mente explorada, como ya se ha visto anteriormente y los 

pasos propuestos para su síntesis y/o u-tilización han si 
do confirmados por diversos medios experimentales (1,23). 

Asimismo, se sabe que el glutatión retroregula su propia 

biosíntesis inhibiendo competitivamente a la y-glutamil­

cisteína-sintetasa, primera enzima de la vía biosintéti­

ca, cuya función catalítica se expresa en la siguiente 

reacción: 

* ~-Glutamato + 1.-Cisteina ~1.-y-Glutamil-L- Cisteína 

ATP ADP+ Pi 

*y-Glutamil-cisteína sintetasa. 

Adicionalmente el glutatión (1.-Y- glutamil-1.-cis­

teinil-Q.-glicina), ·es una molécula cuya estructura tie­

ne una analogía sorprendente con el tripéptido precursor 

de "la biosíntesis de penicilina: o(.b_-a-aminoadipil-1.­

cisteinil-Q.-valina). Figura 9. 

Por otra parte Arnstein y col. (135) probaron que 

el primer paso en la síntesis de penicilina es la form~ 
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ción. del dipéptido li(.!,_-a-aminoadipil-.!,_-citeína), pero 

nada concreto mencionaron respecto a la enzima que ca­

taliza esta reacción. 

En estudios realizados sobre las propiedades ca­

talíticas de la primera enzima biosintética degluta­

tión (aislada de bovino), en presencia de varios aná­

logos de glutamato (primer sustrato de la enzima), 

Meister y col. (l) encontraron que el DL-a-aminoadipato 

puede funcionar como primer sustrato, sin embargo, la 

actividad de la enzima es muy baja (l - 2% de la alca.!!_ 

zada con glutamato). 

Basándose en estos hallazgos y en el hecho de que 

la mayoría de los organismos inferiores cuentan con la 
11 maquinaria biosint~tica'' para glutati6n, Kaszab y 

Enfors (136) aislaron la y~glutamil-cisteína-sintetasa 

de f. chrysogenum y probaron su actividad frente a 

L~glutamato y a-aminoadipato1 encontrando que la enzima 

funciona con ambos sustratos. La actividad alcanzada 

con a-aminoadipato en este caso fue del 70% en relación 

a la alcanzada con glutamato. Estas evidencias prelimi 

nares 1 es permitieron sugerir que en el primer pas.o biQ_ 

sintético de. glutatión y de penicilina en f. chrysogenum 

participa una enzima en común, ya que en organismos in-
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fe.rieres, la selectividad de sustrato por parte de algJ!_ 

·ñas enzi~as, no es tan estricta cuando se trata de dife­

rencias estructurales sutiles. 

Por otra parte, Sánchez y col. (133), encontraron 

para f.· chrysogenum que en una fermentación normal la p.Q.. 

za de glutamato (sustrato para la síntesis de GSH), se 

eleva considerablemente con respecto a otros aminoácidos, 

justo antes del inicio de la síntesis de penicilina. 

Adicionalmente se ha observado, que cuando se pre­

i ncuba un sistema de célÜl as en reposo de f.. chrysoqenum 

con glutamato, se estimula notablemente la síntesis de 

penicilina en relación al control al que se suplementa 

con HN 4 Cl a la misma concentración. Tal efecto se pre­

senta también cuando se usan análogos no metabolizables 

de glutamato, en cambio cuando el sistema se preincuba 

con cicloheximida y glutamato, no se presenta. Esto 

permite sugerir que se trata de un efecto-inductor del 

glutamato sobre la síntesis de penicilina. Existen da­

tos preliminares que sugieren que este efecto tiene lu­

gar en la primera enzima de la biosíntesis del antibió­

tico o(h.-a-aminoadipil-cisteína-sintetasa) (113). 

Un hecho relevante que ya se ha mencionado, pero 

que conviene recordar, es la obtención de mutantes mi-
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ó(L-a-aminoadipil-cisteína-sintetasa)? 

.3. Los fen6menos de regulaci6n claramente definidos 

para glutatión se cumplen para penicilin~ y vicg 

versa? 

Si el trabajo experimental planeado para contestar 

estas preguntas, conduce a una respuesta afirmativa de 

las mismas, podemos decir que nuestra pregunta fundamen­

tal se contesta también afirmativamente. 
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crobianas deficientes en la síntesis del GSH, que son -

capaces de crecer normalmente en medio mínimo. 

Partiendo de los datos hasta aquí mencionados, se 

antoja pensar que entre glutatión y penicilina pueden 

existir más analogías que las que hasta ahora se han 

contemplado. Si se presume que una misma enzima puede 

estar involucrada en la síntesis del tripéptido precur­

sor de la penicilina y en la síntesis de glutatión, se 

abre un panorama con varias incógnitas que integran la 

pregunta que constituye el titulo de la presente tesis: 

lES EL GLUTATION UN METABOLITO SECUNDARIO? 

Las incógnitas a las cuales me referí anteriormen_ 

te y cuya respuesta es el objetivo del presente trabajo 

son: 

l. Presenta el glutatión un perfil de producción s~ 

mejante al de penicilina? 

2. Los perfiles de actividad de la primera enzima 

bioslntética, guardan la misma relación cuando el 

primer sustrato es h-glutamato que cuando se tra­

ta de a-aminoadipato? Es decir, la actividad de 

y-glutamil-cistelna sintetasa, presenta un perfil 

que se correlacione de alguna manera con el de 
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o(L-a-aminoadipil-cisteína-sintetasa)? 

3. Los fenómenos de regulación claramente definidos 

para glutatión se cumplen para penicilin~ y vic~ 

versa? 

Si el trabajo experimental planeado para contestar 

estas preguntas, conduce a una respuesta afirmativa de 

las mismas, podemos decir que nuestra pregunta fundamen­

tal se contesta también afirmativamente. 
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S~llR OE LA 

MATERIALES Y METOOOS 

Material biológico 

a) Penicillium chrysogenum NRRL 1951 

KD llEIE 
BlBllDTECA 

b) Sarcina lutea NRRL-8-1018 (empleada para la valo 

ración de antibiótico). Ambas cepas fueron pro­

porcionadas por el Agricultural Research Service 

Culture Collection, Nothern Regional Research 

Laboratory, Peoria, Ill. U.S.A. 

e) Glutatión reductasa (extraída de levadura). 

•stock" de 150 unidades por miligramo de proteína 

de Sigma Chemical Ce. 

Reactivos químicos 

El glutatión en sus dos formas, oxidada GSSG y re­

ducida GSH, el ácido 5,5' ditio-bis-2nltrobenzoico 

(OTNB), 8-NADPH (sal tetrasódica), ATP y los aminoácidos 

empleados fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. 

Las sales, ácidos y solventes, fueron adquiridos de 

las compafiías Merck y Baker. 
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Medios de conservación 

En el caso de f. chrysogenum, se usaron placas co~ 

teniendo un medio cuya composición por litro es-la sigui~n 

te: peptona l O g, dextrosa 20 g, extracto de levadura 1 g, 

agarlSg. 

La cepa de~· lutea se conservó en placas con medio 

completo: extracto de levadura 3 g, peptona 5 g, NaCl 8 g 

Mgso 4 0.1 g, dextrosa 5 g, agar 15 g, en l lt. de solución 

final • 

Medio para cuantificar antibiótico 

El medio empleado para la cuantificación de penicili. 

na tiene la siguiente composición por litro: 6 g de pepto­

na, 3 g de extracto de levadura, 1 g de extracto de carne 

y 15 g de agar. 

Mezcla de sales de Jarvis y Johnson lOX (J.J.-lOX) 

La mezcla de sales utilizada en algunos de los me­

dios empleados se preparó de acuerdo a lo reportado por 

Jarvis y Johnson (1}8), pero diez veces m5s concentrada 

(1ax1. 
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Medio de producción (M.P.) 

La composición por litro de este medio es la si-­

guiente: sales J.J. lOX 100 ml, ácido fenilacético 

0.5 g, cloruro de amonio 0.45 g, acetato de sodio 3.2 g, 

lactosa 30.0 g, glucosa 10.0 g (ambas d~ben ser esteri­

lizadas por separado). El pH se ajusta entre 6.8 y 6.9 

con hidróxido de sodio 10 N. 

··Medio para los sistemas de cllulas en reposo (M.RC) 

Este medio tiene la siguiente composición por li-

tro: 16.0 ml de la mezcla de sales J.J. lOX, 320.0 ml 

de solución amortiguadora de fosfatos 1 M pH 7.0, 0.5 g 

de ácido fenil-acltico y 30 g de lactosa (esterilizada 

por separado). 

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en 

autoclave a 120ºC, durante 20 minutos.; cuando hubo que 

adicionar a tales medios, aminoácidos y/o cicloheximida~ 

éstos se esterilizaron por filtración a través de membr~ 

nas Millipore tipo HA con poro de 0.45 µm. 

Cultivo en medio de producción (fermentación) 

Se preparó en agua bidestilada estlril una suspe.!!. 

sión de esporas cuya densidad óptica fue de 1.5 a 540 nm. 
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Se añadió un inóculo del 2% a matraces fernbach conte-­

niendo 500 ml de M.P. La incubación fue a 29ºC con agi­

tación rotatoria a 165 revoluciones por minuto. En cada 

experimento se emplearon dos matraces para cada· tiempo 

de fermentación y para cada condición. 

Sistemas de células en reposo (RC) 

El micelio desarrollado en 500 ml de M.P. durante 

36 horas (tiempo en que ya se detecta la producción de 

penicilina) se colectó filtrando en papel Whatman-31 en 

condiciones estfiriles, transfirifindose a un matraz Erlen 

meyer de 1000 ml con 250 ml de medio (R.C.). En cada 

uno de estos sistemas se incluyó una variable distinta: 

glutamato 10 mM, Bencil-L-Glutamato 10 mM, NH 4Cl 10 mM; 

se usó un sistema adicional, como control de síntesis.de 

proteínas al cual se le adicionó cicloheximida 100 µg/ml ), 

se incubó el micelio trasferido durante 1 hr después de 

la cual se adicionó glutamato lo mM. 

·cuantific~ción de crecimiento 

Esta se realizó mediante medición de la proteína 

miceliar formada a diferentes tiempos en cada una de las 

condiciones experimentales empleadas. Para cada caso se 

tomaron muestras de 2 ml centrifugándose a 9000 rpm du-­

rante 10 min, el sedimento se resuspendió en 1 ml de TCA 
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al 5% y se sometió a homogeneización mecánica en un ap~ 

rato modelo K45 de tri-R-Instruments a la velocidad!!; 

se usó un ml más de TCA, a fin de recuperar la proteína 

residual en el vaso· de homogenización. El homogenizado 

se centrifugó durante 15 mina 9000 rpm, se eliminó 

el sobrenadan te mediante una cuidadosa succión; el se-

dimento se resuspende 2 ml de NaOH 0.4N, de aqu1 se 

toman al 1cuotas de 200 1, aforándose a 1 ml con agua 

bidestilada para cuantificar proteína por el método de 

Lowry (139); utilizando como estándar una solución de aJ 

búmina sérica bovina, a una concentración de 500 g/ml. 

Cuantificación de antibiótico 

En las muestras· de 2 ml obtenidas a los diferentes 

tiempos, se determinó en el sobrenadant-e la concentración 

de penicilina mediante el método de difusión en agar con 

S. lutea como microorganismo de prueba (140-141), se us6 

como standard bencil-penicilina a diferentes concentracio 

nes (0.1, 0.25, 0.5, 1.0 g/ml). 
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Extracto etanólico 

El micelio contenido en 20 ml de la condición en 

estudio se filt~ó·a través de membranas Millipore tipo 

HA de 0.45 m de diámetro de poro, se lavó con agua bi­

destilada y se ~esuspendió en etanol al 80%; se homoge­

neizó mecánicamente en el aparato antes mencionado. El 

homogeneizado se hirvió durante 10 minutos en baño Maria 

y se filt~ó nuevamente a través de membrana Millipore de 

características arriba señaladas. El filtrado se liofi­

lizó y se disolvió en una décima parte del volumen origi 

nal de la muestra, en agua, para ser utilizado en·la de­

terminación de pozas de aminoácidos en un autoanalizador 

modelo Durrum D-500. 

cuantificación de glutatión 

a) Intracelular: El micelio contenido en 25 ml 

de medio de cada tiempo y condición estudiados, seco­

lectó por filtración a través de membranas Millipore 

tipo HA de 0.45 m de diámetro áe poro; el sedimento 

se lavó con agua bidestilada y se resuspendió en 5 ml 

también de agua, sometiéndose a homogeneización. El 

volumen se llevó hasta 15 ml y se hirvió durante 10 min 
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en baño Maria y se filtró nuevamente a través de me~ 

brana Millipore de las características arriba señala-

das. El filtrado se liofilizó y se disolvió en una 

décima parte del volumen original de la muestra, en agua, 

para ser utilizado en la determinación de pozas de ami 

noácidos en un autoanalizador modelo Durrum D-500. 

cuantificación de glutatión 

a) Intracelular: El micelio contenido en 25 ml 

de medio de cada tiempo y condición estudiados, seco­

lectó por filtración a través de membranas Millipore 

tipo HA de 0.45 µm de diámetro de poro; el sedimento se 

lavó con agua bidestilada y se resuspendió en 5 ml tam­

bién de agua, sometiéndose a homogeneización. El volu­

men se llevó hasta 15 ml y se hirvió durante 10 minen 

baño Maria. Se filtró nuevamente a través de una mem-

brana Millipore cuyo diámetro de poro sea 0.45 µm. El 

filtrado se liofilizó y se redisolvió en 1 ml de agua 



86 

bldestilada. ·En cada extracto se toman alfcuotas de 

100 µl para hacer los estimados de la concentración 

de g·lutatió'n presente. 

b) Extracelular: El medio libre de micelio 

resultante de la primera filtración arriba mencionada 

se colectó en su totalidad (20 ml) en un matraz Kita­

sato de 250 ml, se liofilizó y finalmente se redisol­

vió en 3 ml de agua bidestilada. Oe aquí se toman 

alfcuotas también de 100 µl para los estimados de gl.!!_ 

tatión extracelular. 

El método empleado para la valoración de glutatión 

fue el de la glutatión reductasa, el cual, por ser enzi­

mático, es altamente sensible y espedfico. El procedi 

miento se desarrolló exactamente igual al ultramicromé­

todo descrito por Orfanos y Naylor (142). 

Medición de la Actividad de L"y-Glutamil-L-Cistefna-Sin­
tetasa y/o o(L-n-Aminoadipil)-L-Cistefna Sintetasa 

a) Obtención de polvos de acetona: El micelio to­

tal de cada tiempo y condición en los que se deseaba ex­

plorar la actividad enzimática, se colectó por filtración 

en filtro Buchner con papel Whatman No. 31, se lavó pro-
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fusamente con agua destilada fría (4ºC). Después de lo 

cual se vierte sob~e el micelio acetona previamente en­

friada (4ºC), hasta observar que éste se deshidrata por 

completo (aproximadamente 200 ml). Los polvos de aceto­

na así formados se dejan secar y se guardan en recipien­

tes herméticamente cerrados y claramente identificados 

a -20ºC. 

b) La medición de la actividad enzimática se hizo 

indirectamente, mediante la cuantificación del fósforo 

inorgánico (Pi) liberado de acuerdo al método de Taussky 

y Shorr (143). Para llegar a tal determinación, hubieron 

de montarse las condiciones más adecuadas para la activi­

dad enzirná.ti ca en el caso concreto de f.. chrysogenum. La 

solución amortiguadora seleccionada, por cuanto en ella 

se encontró mayor actividad y las diferencias entre las 

distintas condiciones experimentales fueron más evidentes, 

fue la de tris-HCl O.OS M pH 7.3, adicionada de ascorbato. 

a una concentración final de mM; ~sta solución amorti-

guadora se preparó fresca para cada ensayo. 

Obtención del extracto 1 ibre de células. Los polvos 

de acetona procedentes de cada tiempo o condición experi­

mental se pesan, se fragmentan en trozos pequeños y se co­

locan dentro de una botella Brawn previamente enfriada, 

que contiene perlas de vidrio de 1 mm de diámetro, prelav~ 
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das con la solución amortiguadora de tris ascorbato. Se 

procuró que entre la cantidad de perlas empleadas, el mi­

celio obtenido y el volumen del amortigÚador empleado, 

hubiera una relación 1 :1 :1 en volumen. Posteriormente el 

micelio así tratado se rompe en un fragmentador Brawn, 

modelo 853030, durante 25 segundos, usando co 2 como agen­

te frigorizante. 

La mezcla resultante de tal ruptura se centrifuga a 

12000 rpm 20 minutos (a 4ºC); se separó cuidadosamente el 

sobrenadante por succión y se centrifugó nuevamente en 

las mismas condiciones, a fin de obtener un extracto más 

limpio. La concentración aproximada de proteína obtenida 

en el sobrenadante fue de 2 mg/ml. 

Se hicieron algunas determinaciones enzimáticas en 

el extracto crudo, pero hubo algunos problemas debido a 

las fosfatasas contaminantes. Se decidió entonces hacer 

una semipurificación, para lo cual, se hicieron diversos 

cortes con (NH4 ) 2so4 . Después de varios intentos en los 

que se midió actividad enzimática en cada fracción, opt~ 

mas por hacer sólo dos cortes: uno al 40% cuyo sedimen­

to se descartó y el sobrenadante se 11 evó hasta 70%, qu~ 

dándonos con el sedimento resultante de esta precipita­

ción (en el cual se observó mayor actividad) como fuente 

de la enzima. Este sedimento se disolvió en 2 a 3 ml de 
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solución amortiguadora tris-ascorbato¡ las alícuotas e!!!_ 

pleadas en cada determinación fueron de 200 µl. 

El contenido de los sistemas de reacción (1 ml)fue 

el siguiente: 

a) para el caso de la actividad de y-glutamilcisteí­

na sintetasa: amortiguador (tris-ascorbato 0.05 M) 

L-Glutamato 5 mM, ATP 2 mM, MgC1 2 10 mM, cisteína 

11 mM; (los blancos no contenían glutamato). 

b) Para el caso de la actividad de o-(L-a-aminoadipil 

cisteina sintetasa); amortiguador, a-aminoadipato 

5 mM, ATP 2 mM, MgC1 2 10 mM, cisteína 11 mM; (los 

blancos no contenían a-aminoadipato). 

Cabe aclarar que debido a la susceptibilidad de la 

cisteína a la oxidación, los sistemas se trabajaron en 

anaerobiosis, por lo que se usaron tubos de Thunberg, 

(Fig. 10). 

En estos tubos, la cisteína se trabajó en forma 

anhidra, pesándose justo antes de iniciar el experimento 

(2 mg) y colocándola en la parte A del tubo. En la parte 

B del mismo se colocan todos los reactivos restantes; se 

ensamblan la parte A y 8 (las juntas deben tener grasa de 

silicón para lograr hermeticidad); se hace vacío durante 

10 1 y para arrancar la reacción se vierte el contenido de 
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B ~n A. La temperatura de incubación seleccionada fue 

de 37ºC y el tiempo de incubación 20'; la reacción se 

para con ácido tricloroacético al 5%, el contenido de 

cada tubo se somete a centrifugación y del sobrenadante 

se toman 600 µl para hacer la determinación de fósforo 

inorgánico. La actividad enzimática se expresa como 

\lmol Pi/mg proteína/min. 
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FIGURA 10.- Tubo de Thunberg, utilizado para realizar reacciones 
en anaerobiosis; en la parte A se coloca el reactante susceptible 
de oxidación, en la parte B, los reactivos restantes, los cuales 
se vierten a la parte A, despues de hacer e1 vacío, dando inicio 
a la reacción. 
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RESULTADOS Y OISCUSION 

Para explorar las posibles analogías a nivel bio­

sintético y regulatorio entre glutatión y penicilina en 

f. chrysogenum, NRRL 1951 se hicieron estudios encamina­

dos a determinar los perfiles biosintéticos de glutatión, 

así como las pozas de los aminoácidos precursores de este 

tr·ipéptido a diferentes tiempos de una fermentación nor­

mal. Otro ·parlmetro explorado fue la cinética de creci­

miento del microorganismo, a fin de establecer alguna 

correlación entre la situación de las pozas de aminoá­

dos y las fases de crecimiento del microorganismo, o bien 

entre ésta y el inicio de la biosíntesis del glutatión. 

Los resultados se resumen en la fig. 11 en la que puede 

observarse que a tiempos tempranos de la fermentación 

(12 hs), se presenta un aumento notable en el glutatión 

extracelular, y un descenso continuo de éste durante to­

da la fermentación. En el glutatión intracelular, en 

cambio, se observó una tendencia a disminuir hasta las 

36 horas, tiempo a partir del cual se registra una sínte­

sis de .!l.Q.Y.Q. que llega a rebasar ligeramente la concentr.!!. 

ción que existía a las 12 horas. Cabe hacer notar que 

tal incremento coincide con el inicio del ·creci'riliento e.! 

t.acionario o idiofase de manera análoga a lo que sucede 

con el perfil de producción de penicilina. 
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En. cuanto a las pozas de aminoácidos tenemos que 

la glicina presenta un incremento discreto pero conti­

nuo desde las 24 horas del proceso de fermentación. La 

cisteína muestra un ligero ascenso a las 36 horas, un 

descenso a las 48 y finalmente se estabiliza. El glut~ 

mato, en cambio, se encuentra notablemente aumentado 

desde las 36 horas, tiempo después del cual se inicia 

el aumento de glutatión intracelular. Esto puede suge­

rir que existe alguna relación entre la presencia de 

este aminoácido y la subsecuente aparición de glutatión, 

correlación que también se presenta en el caso de peni­

cilina (Figuras 11, y 14A), Sánchez y col. han reporta­

do (como ya se h·a mencionado anteriormente) que glutam~ 

to (10 mM) induce la síntesis de penicilina en 

f.. chrysogenum en un sistema de células en reposo (113). 

Si las similitudes observadas entre el glutatión y el 

tripéptido precursor de la penicilina se deben a eventos 

biosint~ticos y/o r~gulatorios comunes, debería obser­

varse un aumento en la síntesis de_ glutatión por parte 

de E· chrysogenum, en sistemas de c~lulas en reposo su­

plementadas con glutamato, o un análogo de éste y dismi­

nuir significativamente cuando el sistema se adiciona de 

cicloheximida. De los estudios realizados para esclar~ 

cer estas suposiciones, derivan los resultados mostrados 

en la fig. 12, los cuales concuerdan con las espectati-

vas. 
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FIGURA. ll.- Situaci5n de las pozas de los amino~cidos precurso­
res de glutati6n, a diferentes tiempos de una fermentación. nor­
mal, en correlación con el crecimiento microbiano y el inicio de 
síntesis de GSH. Crecimiento (0 ); GSH extracelular (A); GSH -
intracelular (a); Glutamato (o); Cisteina (~)Glicina (1:1 ). 

- ¡ 

¡ 
' 
1 

1 

¡ 1 

-·· 

1 

1 



~, , -

3 

.:--. 
1 
o .s 

,. ~ e 
Q. 2 
t:n 
E 
t:n 

3 
. e: 
'o ·-..... 
t:J .... -1 
:::. 
o., 

o 

95 

.. 

.. 

1 
CONTROL GLU ANALOGO CH+GLU CH 

FIGURA 12. S'ntesis de GSH a las 36 H en sistemas de cllu­
las en reposo, suplementados con NH4CL TO mM (control); 
Glutamato (10 mM); Bencilglutamato {10 mM); Cicloheximida 
TOO µg/ml + Glutamato 10 mM (CH+ GLU) y Cicloheximida 
100 µg/ml (CH). 



96 

Por otra ~arte Meister y col. reportaron que la 

y-glutamil-cisteina sintetasa (primera enzima de la bi.Q. 

sfotesis del glutatión), cuyos sustratos naturales son: 

L-glutamato y L-cisteina, es capaz de reemplazar al pri­

mero por alguno·s análogos entre los que se encuentra el 

a-aminoadipato (1). En base a esto Kaszab y Enfors 

(135) hicieron algunos estudios en la enzima extraída 

de f. chrysogenum usando ambos sustratos (L-glutamato, y 

a -aminoadipato). Ellos encuentran evidencias que les 

permiten sugerir que esta enzima puede ser la misma que 

sintetiza el dipéptido inicial de la biosíntesis de peni­

cilina (a-aminoadipil-cisteina). 

A fin de encontrar un nexo entre los posibles even­

tos biosintéticos o regulatorios comunes (de los que an­

teriormente hemos hablado} y el postulado arriba mencio­

nado, se exploró la actividad de dicha enzima, extraíd~ 

de f. chrysogenum cultivado en sistemas de células en re­

poso, suplementado en un caso con NH4 Cl 10 mM como co~ 

trol y en otro con. glutamato a la misma concentración. 

Ambos extractos se probaron con los 2 sustratos (glutama­

to y a-aminoadipato); la reacción se realizó en anaerobi~ 

sis, pues se usó cistelna como segundo sustrato en todos 

los casos. Los resultados se resumen en la figura 13 do~ 

de puede observarse que la enzima que proviene del micelio 

cultivado en sistema de células en reposo, suplementado con 
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1) NHt. 10mM 2) GLUT 10 mM 
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GLU * ªªª + GLU * Q'QQ, + 

FIGURA 13. Actividad enzimática de la y-glutamil-cisteína 
sintetasa (*) y de la o(L-a-aminoadipil-cisteína sintetasa) 
{+), empleando como fuente de enzima, un extracto 1 ibre de 
células de P. chrysogenum de 36 Hs. de cultivo en medio de 
células en reposo, suplementado con NH4CL 10 mM (control) y 
Glutamato 10 mM. 
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glUtamato muestra una actividad especifica mayor que los 

respectivos controles, (5 veces. mis cuando el sustrato 

es glutámico, y 15 veces más con.a-aminoadipato). 

Esto pone de manifiesto que el efecto 1 nductor de 

g1utamato, tiene lugar en esta primera enzima qu~ ejerce 

ambas funciones: y-glutamil-cisteina-sintetasa y .s(L-a-ami 

.noadipil-cisteina-sintetasa). En este caso, la actividad 

con a-aminoadipato es 1.5 veces mayor que la alcanzada 

con glutamato como sustrato. En los controles sin in­

ductor en cambio, nuestros resultados concuerdan con los 

rep·ortados por Kaszab y Enfors, es decir, la actividad 

es mayor cuando se usa glutamato como sustrato; cuando 

se usa a-aminoadipato, ésta viene a ser un 70% de aque­

lla (nuestros resultados son de 60%). 

Los resultados hasta aquí obtenidos parecen i ndi­

car no solo que la misma fracción proteica es capaz de 

cat!lizar ambas funciones: y-glutamil-cisteína sinteta­

za y ó-(L-a-aminoadipil-cisteína sintetasa) sino que taD. 

to la síntesis de penicilina como de glutatión responden 

a un efecto regulador común. 

Consideramos pues interesante explorar los niveles 

de actividad enzimática a diferentes tiempos de una fer­

mentación normal. Los ensayos de actividad se hicieron 
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como se describe en Materiales y Mªtodos. 

a) con glutamato y cisteina como sustratos 

b) con a-aminoadipato y cisteina como sustratos. 

·Los resultados se muestran en la fig. 14: En ellos 

podemos observar que la actividad para ambos sustratos 

mantiene niveles de semejanza razonables, presentando en 

los dos casos un pico a las 48 horas y un aumento marca­

do a las 72 hs. Si se establece una comparación de tales 

niveles con la cinética de crecimiento, se observa que la 

actividad enzimática se hace más aparente en una fase ta.!:_ 

día, misma que coincide con el inicio de síntesis de glu­

tatión intracelular y de penicilina, Fig. 14A. 

Todos estos hechos parecen reforzar nuestros plan­

teamientos. Sin embargo, no podíamos explicar el que los 

niveles de glutatión extracelular se encontraran elevados 

al inicio de una fermentación normal, ya que lc:>s niveles 

de actividad enzimática detectados son bajos. Pensamos 

que podría tratarse de un artefacto o bien que el medio 

de cultivo tuviera glutatión. La primera suposición que­

dó descartada por la repetitividad delos resultados; la S2. 

gunda, porque determinamos glutatión en el medio en el 

tiempo cero de fermentación, dándonos un valor nulo. 
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Basándonos en lo reportado por Demain y J.M. Piret 

(100) respecto a que algunos microorganismos esporulantes 

''almacenan•• dentro de sus esporas aquellos metabolitos s~ 

cundarios cuya producción los caracteriza, optamos por 

explorar los niveles de glutatión y de penicilina, dentro 

de las esporas. Con agradable sorpresa encontramos, para 

glutatión 7.8 \lg (mg de proteína)-] y para penicilina 

2.5 µg (mg de proteína)- 1 . Estos datos nos permitieron 

integrar los resultados presentados anteriormente acerca 

de los perfiles de glutatión extracelular e intracelular, 

en el curso de una fermentación normal, fig. 15. 

Por otra parte,es bién conocido el hecho de que gl uta­

tión retrorregula su propia biosíntesis inhibiendo compe­

titivamente la primera enzima de la vía (7). Se decidió 

por tanto probar si este tripéptido retrorregula también 

a la o(L-a-aminoadipil cisteína sintetasa), primera enzi­

ma de la biosíntesis de penicilina, a fin de explorar si 

ambas actividades responden a un efecto regulador -­

común. Para ello se usó como fuente de enzima un extrae-· 

to libre decélulas def.. chrysoqenum crecido durante 36 ho­

ras en medio de producción. La medición de actividad se 

hizo de acuerdo a lo expresado en Materiales y Métodos, 

con la variación de ~ue el GSH se adicionó disuelto en 

buffer tris-ascorbato O.OS M, para dar concentraciones 
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finales de l ¡ 5 y 10 mM. Los resultados se muestran en 

la fig. 16, donde se puede ver que GSH 10 mM inhibe por 

completo la síntesis del dipéptido ó(L-a-aminoadipil­

cisteína). 

Por otra parte, cuando se adiciona GSH a cultivos 

de f. crysogenum en sistemas de células en reposo suple­

mentados con cicloheximida, se observa una disminución 

en la síntesis de penicilina, es decir, el efecto nega­

tivo ejercido por glutatión no solo se presenta .i!!. vitre 

sino también in vivo. 

Resulta interesante mencionar que en 1972 Gordee y 

Day (142) reportaron que cuando se adiciona penicilina a 

cultivos de Penicillium, se observa una disminución en 

la síntesis del antibiótico. Tal efecto fue confirmado 

en 1979 por Martín y col. (143). Sin embargo no existe 

una caracterizació·n bioquímica que defina claramente al 

fenómeno. 

Por otra parte, como se ha mencionado anteriormen­

te, algunos metabolitos secundarios están implicados en 

el control de fenómenos de germinación y/o esporulación; 

probablemente la presencia de glutatión y de penicilina 

que hemos observado dentro de las esporas tenga alguna 
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FIGURA 16. Inhibición de la actividad enzimática de la 
ó(L-~-aminoadipil-cisteina sintetasa) por GSH. Se empleó 
como fuente de enzima, extracto libre de células de 
f. chrysogenum, de 36 hs. de cultivo en medio de produc­
ción. El GSH se disolvió en amortiguador tris ascorbato 
0.05M inmediatamente antes de probarlo como inhibidor. 
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significancia de este tipo. Se nos ocurre que penicill 

na.y glut~tión puedan sinergizar sus efectos para tales 

eventos, 1a· üna previriien·da el antagonismo microbiano del 

entorno al que se vería expuesto Penicillium al ~erminar 

y el otro previniendo a las células contra mecanismos 

oxidantes o brindándoles protección contra efectos tóxi­

cos y- radiaciones. 

Cabe mencionar también que Sánchez y col. (133) 

observaron que glutamina (1 mM) estimulaba la sfntesis 

de penicilina en _E. chrysogenum; sin embargo cuando ésta 

se adicionó en mayor concentración (1-10 mM) se presentó 

un efecto negativo. Recientemente Matees, R.C. (144), 

propuso que tal inhibición se debe a que el tripéptido 

precursor de la penicilina se canaliza hacia el transp~r 

te de glutamina de manera análoga a como funciona el 

glutatión (Figs. 17 y 18) impidiendo su participación en 

los siguientes pasos de la biosíntesis de penicilina. 

Tal sugerencia quedó reforzada por los siguientes hechos: 

a) Cuando glutamina se sustituyó por otro tipo de 

aminoácidos (neutros) también tuvo lugar una dis­

minución notable en la síntesis de penicilina. 

b) Este efecto se previno preincubando el sistema con 

gl utatión 
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c) El transport.e de glutamina c14 fue mayor al int~ 
rior de la célula, en el sistema preincubado con 

glutatión. 

Todos estos hechos parecen evidenciar, cada vez 

con más fuerza que entre el glutatión y el tripéptido 

precursor de la penicilina existen analogías no solo qe 

t·ipo estructural y regulatorio, sino también funcional. 
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CONCLUSIONES 

La síntesis~~ del glutatión se presenta a 

partir de las 36 horas, en una fermentación normal tie~ 

po que coincide con la transición trofofase-idiofase. 

Al explorar las pozas de los aminoácidos precursores de 

GSH, se ooserva que glutamato se encuentra considerable­

mente elevado desde las 36 horas, análogamente a lo re­

portado para penicilina. 

Se observó un aumento en los niveles de glutatión 

en sistemas de c€lulas en reposo suplementados con glu­

tamato, efecto que se presenta también cuando se usa 

algún análogo no metabolizable de glutámico y que se 

previene con cicloheximida~ lo cual sugiere un probable 

efecto inductor. 

La primera enzima involucrada en la síntesis de 

glutatión, funciona también con los sustratos propios 

del primer paso biosintético de penicilina, de acuerdo 

a lo postulado por Kaszab y Enfors. Ambas actividades 

presentan un máximo considerable a las 36 horas, tiempo 

que coincide con el inicio de la síntesis de GSH y de 

penicilina. 
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El GSH inhibe la actividad de y-glutamil cisteína 

sintetasa y de o(L-e<-aminoadipil-cisteína sintetasa), lo 

cual sugiere que ambas actividades responden a un efecto 

regulador común. 

Por último, la presencia de penicilina como de GSH 

dentro de las esporas, sugiere que ambos metabolitos 

pudieran jugar un papel relevante en la regulación de los 

fenómenos de esporulación y/o germinación. 

Los hallazgos respecto a las similitudes en la re­

gulación biosintética o en algunas funciones entre GSH y 

penicilina constituyen, a mi juicio, una contribución i.!!. 

teresante del presente trabajo. Quiero creer en la posi 

bilidad de que puedan motivar el interés por un estudio 

más profundo de estos eventos. Así mismo puede hacer 

eco, de alguna manera a la ''invitación'' que hace ZMhner 

para estudiar a los metabolitos secundarios desde puntos 

de vista diferentes a los hasta ahora contemplados. 
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