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RESUMEN



RESUMEN

_ E1 glutatién (L-y~glutamil-L-cisteinil-glicina) es
una molécula que participa en varias funciones relevantes
“para Tos sistemas bioldgicos, el cual tiene gran semejan-
za estructural al tripéptido precursor de la sintesis de

penicilina s{(L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina).

Las rutas de sintesis y/o utilizacion del glutatidn
han sido aﬁpIiamente exploradas. En estudios realizados
sobre las propiedades cataliticas de la primera enzima
biosintética de glutatidn {(cuya funcidn se esquematiza a
continuacidn), Meister y col. encontraron que &sta puede
usar como primer sustrato algunos analogos 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 + P

*y-glutamil-cisteina sintetasa.

Adicionalmente Arnstein y col. demostraron que el
primer paso de Ta sintesis de penicilina consiste también
en la formaciGn de un dipéptido: 8{L-a-aminoadipil-L-cis-
tefna), pero nada mencionan respecto a 1a enzima que cata

liza esta reaccidn. Basidndose en estc Kaszab y Enfors



aislaron la vy-glutamil-cisteina sintetasa de P. chrysogenum
ﬁrobaﬁdo su actividad frente a g]utamgto y a-aminpadipato,
encontrando que la enzima funciona con ambos sustratos.
Esto les permitid sugerir que en el primer paso biosinté-
tico de glutatidén y de penicilina, participa una enzima
en comin.

Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha demos-
trado que el glutamato (10 mM) induce 1a sintesis de peni

cilina en P. chrysogenum, y que la poza de este aminoaci-

do se incrementa notablemente durante la etapa de transi-

cion trofofase-idiofase.

Con tales precedentes nos abocamos & buscar analo-
gias biosintéticas y/o regulatorias entre glutatidn y pe-

nicilina en P. chrysogenum. Encontramos que los perfiles

de produccidn de ambos metabolitos en el curso de una fég
mentacion normal son muy semejantes y que la sintesis de
novo de GSH aumenta cuando cesa el crecimiento logaritmi-
co, etapa en 1a cual se observa también uﬁ aumento nota-
ble de 1a poza de glutamato. .
Exploramos tambjén los perfiles de actividad y-glu-
tamil cisteina sintetasa y de la é(L-oc-aminoadipil-cistei

na sintetasa) y encontramos una correlacién muy interesan



“te ya que ambas presentan un aumento considerable en eta-

" pas tardias de la fermentacidn.

Encontramos también que glutamato ejerce un efecto
inductor para la sintesis de GSH, similar al .que se pre-
senta en e] caso de penicilina, este efecto se presenta
también cuando usamos andatogos del aminodcido y se previe
ne con cicloheximida. Comprobamos tambi&n que glutatidn
inhibe in vitro la actividad de l1a y-glutamil cisteina-
sintetasa {(efecto que ha sido ampliamente explorade) y de
mostramos que también inhibe la actividad de §(L-x-amino-
adipil-cistefna sintetasa). Esta inhibicidn también se

presenta in vivo (datos no mostrados) para P. chrysogenum,

en un sistema de células en reposc suplementado con GSH,
dando como resultado una inhibicién de l1a sintesis de pe-

nicilina.

Por otra parte, Sanchez y col. habian observado que
la glutamina en concentraciones <de 1 mM estimuian la sin
tesis de peniciiina Yy a concentraciones >de 1 mM_Ia inhi-~
ben. Mateos y col. (del mismo grupc de trabajo) han suge
rido que tal inhibicidn se debe a que el tripéptido pre-
cursor de 1a penicilina se canaliza hacia el transporte
de glutamina, de manera andloga a como funciona glutatidn,

impidiendo su incorporacion en los siguientes pasos de la



b{oﬁihtesis de penicilina. Tal sugerencia ha sido apoya-

da por supuesto en hechos experimentales.

Por (G1timo, en concordancia a lo reportado por De-
main ¥ Piret respecto 'a que algunos organismos esporulan-
tes contienen dentro de sus esporas aquellos metabolitos
secundarios cuya produccidn los caracteriza, hemos encon-

trado que las esporas de P. chrysagenum contienen almace-

nados niveles considerables de penicilina y glutatidgn.

Por todos l1os hechos antes mencionados, los cuales
parecen indicar quf entre penicilina y glutatidn no solo
existen analogias estructurales sino también funcionales,
asi como por l1a existencia de mutantes microbianas GSH
(-) capaces &e crecer normalmente en medio minimo (hallaz
gos reportados en la literatura) y sobre todo por la apa-
rici6n de la primera enzima responsable de 1a sintesis de
glutatidn, y del glutatidn mismo en etapas tardias del
crecimiento microbianc, es que nos inclinamos a sugerir
que la respuesté a la pregunta planteada en esta‘tesis pa
rece céincidir con el glutatidn como un metabolito secun-

dario.
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GLUTATION

Panorama general

E1 glutatidn es una molécula sulfhidrilica de bajo
pesoc molecu1ar que se encuéntra virtualmente en todos los
sfﬁtemas bioidgicos. Su abundancia y localizacidn predo-
minantemente intracelular, permitieron su aislamiento por
.primera vez a partir de levaduras desde 1B88 (1,2). Mis
tarde l1a realizacidon de diversos estudios cristalografi-
cos y de sintesis {3-6) permitieron el esclarecimiento de
su estructura quimica, como un tripéptido constituido por
3 aminodcidos fundamentales: glutamico, cisteina y glici-

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

Se sabe que este tripéptido participa diregta o in-
directamente en fendmenos biolégicos diversos. Existg ac
tuaimente ampliia informacidn respecto a la sintesis y me-
tabolismo del €SH a través del ciclo y-glutamilice, asi
como su participﬁciﬁn en eventos de reduccidn indispensa-
"bles para la sintesis y degradacién de proteinas, forma-
cidn de desoxirribonucledtidos precursores del DNA, regu-
lacion de las enzimas, proteccidn de las células cantra
compuestos oxidantes y radicales l1ibres. Funciona ademds
como coenzima en algunas reacciones, se conjuga cop com-

puestos exdgenos (por ej. drogas) y con compuestos enddge



nos como estrdgenos, prostaglandinas, leucotrienos, parti

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

Entre los hallazgos de importancia recientes, se sa
be que el recambio celular de glutatidn, estd asociado
con su transporte en forma de GSH fuera de la célula. En
tre las funciones de dichd transporte se incluye Ta forma
- ¢ion de y-glutamil aminodcidos con la participacion de la
vy-glutamil-transpeptidasa (enzima asociada a membranas),
los cuales pueden ser transportades al interior de la cé-
Tula, sirviendo asi como un mecanismo de transporte de
aminodcidos. E] glutatién transportado (GSH}, probable-
mente participa también en reacciones de reduccidn que
pueden involucrar la membrana celular y su entorno inme-
diato. En qu mamffefos el GSH transportado, puede pa-
sar al plasma y ser transferido a otras células; se ha su
gerido que el glutatidn es un almacén y transportador de

cisteina.

Mucha de Ja informacidn mds relevante acerca del
glutatidn ha surgido de estudios realizados con inhibido-
res selectivos de las enzimas involucradas en su metabo-
Tismo; los efectos cbservados han contribuide importante-
mente al entendimiento del metabolismo y funcidn del GSH.

Tenemos asi que inhibiendo a 1a y-glutamil transpeptidasa,
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se ha elucidado 1a formacidn y transporte de los y-glu-
tamil aminodcidos. La inhibicién de la sintesis del glu-
tatidn por sulfoximinas {compuestos que inactivan la
}-g]utami]-cistefna-sintetasa) ha contribuido también a
tales conocimientos,.asi como a la informacidon de la par-
ticipacidn del GSH en 1a proteccidn contra radicales 1i-
bres y compuestos oxigenados. E71 uso de estos inhibido-
res o de sustancias que incrementan in vivo la sintesis -
de GSH, han abijerto el camino para entender el metabolis-

mo del GSH.

Metabolismo:

E1 glutation se forma por la accién de enzimas espe
cificas y no-por los procesos generales de la formacidn
de péptidos. Para la sintesis y degradacidn de GSH se
han pfopuesto las reacciones del ciclo y-glutamilo. Este
ciclo ﬁe ha estudiado ampliamente en mamiferos, aunque se
sabe que funciona también en levaduras, bacterias, insec-

tos ¥ protozoarjos.

E1 glutatid6n se sintetiza intracelularmente por la
accion consecutiva de dos enzimas: la y-glutamil-cisteina
sintetasa (Fig. 2, reaccidn 1) y la glutatidn sintetasa
(Fig. 2, reaccidn 2). Se ha demostrado que GSH retroinhi

be 1a actividad de la enzima que cataliza l1a primera reac
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cién (7).

La utilizacién de GSH se inicia por accidn de la -

y-glutamil transpeptidasa, enzima asociada a membranas,

'qué_cataliza'1a transferencia del grupo vy-glutamilo a al-
gunos aminodcidos aceptores como: cisteina, glutamina, me
tionina, y a ciertos dipéptidos (Fig. 2, reaccién 3). Me
diante estudias histoquimicos se ha demostrado que la
transpeptidasa se encuentra en la superficie externa de
la membrana celular (1), mientras que el glutatidén (sus-
trato de esta eﬁzima), serencuentra intracelularmente y
es transportado a través de 1a membrana celular, de mane-
ra que puede interactuar con la transpeptidasa y los ami-
nodcidos receptores del gfupo y-glutamilo. Los y-gluta-
mil aminodcidos asi formados son translocados al interior
de 1a célula, donde se convierten en sustrato de la y-glu
tamil ciclo transferasa (Figura 2, reaccidon 4); la cual
los convierte en los correspondientes aminoacidos libres
y en 5-oxo-L-prolina., La 5-oxoproiina se convierte en
glutamato por accién de 1a 5-oxoprolinasa, en una reac-
cion que reguiere ATP. (FigJ 2, reaccién 5)., E1 dipépti-
do cisteinil-glicina liberado en la transpeptidacidn se
rompe por una dipeptidasa, generando cisteina y glicina

libres. (Fig. 2, reaccién 6),
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EsfaS'ﬁ reacciones constituyen el ciclo del y-gluta
'_hilo,_IieVEndose a cabo en esta forma la sintesis y degra
dacién del 6SH. Dos de las enzimas del ciclo también par
ticipan en el metabolismo de Tos conjugados del GSH, S-
sustituidos, los cuales pueden formarse {no enzimaticamen
te) por interaccion del GSH con ciertos compuestos elec-
troefflicos, o bien por aceidn de GSH transferasas {(Fig. 2,
reaccion 7). Los grupos y-glutamilicos de estos conjuga-
dos, se remueven también por accidn de la y-glutamil trans
peptidasa {(Fig. 2, reaccidn 3), reaccidon que se facilita
por la presencia de aminodcidos {(formando 1os y-glutamil
derivados correspondientes). La cisteinil glicina S-sus-
tituida resultante, se rompe por accién de una peptidasa
{Fig. 2, reaccidn 6A) dando como resultado la cisteina
S-sustituida, que ﬁuede sufrir n-acetilacidén (Fig. 2,
reaccidén 8), o alguna transpeptidacién adicional, para
formar et y-glutamil derivado correspondiente (Fig. 2, _
reaccidon 3a). Cabe hacer notar que los conjugados de

GSH se forman tanto con compuestos exdgenos como enddige-

nos come se verd posteriormente con mias detalle.

Por otra parte el GSH intracelular se convierte a
GSSG por accion de la GSH peroxidasa, enzima que contiene
selenio y que cataliza la reduccidon del Hz02 y otros perd

xidos (Fig. 2, reaccidn 9), el GSH se interconvierte tam-



bién a GSSG por reacciones de transhidrogenacién (Fig. 2,
reaccidn 10). Por otro lado, la reduccidon de GSSG a GSH
se 11eva a cabo por accidn de la glﬁtatién reductasa, en-
zima que usa como coenzima NADPH (Fig. 2 reaccién 11). Se
ha reportado también la formacion extracelular de GSSG,
mediante reacciones que requieren de 0, y generan H,0,
(Fig. 2, reaccién 12). E1 GSSG se forma también por Ta

interaccion del GSH, con radicales Tibres.

Transporte de glutatidn

Se ha logrado saber que el glutatidn solo se sinte-
tiza intracelularmente ya que las células linfoides deplge
tadas de GSH por tratamiento con butionina sulfoximina
mostraron alta sensibilidad a la radiacidén (8); hecho que
no se modifica si se afade al medio GSH (9). La recupera
cién del GSH intracelular de las cé]u]as que se suspenden
en un medio que contifene GSH, tiene lugar por un proceso
enzimatico que invoilucra 7a degradacidn del GSH externo,

l1a incorporacidn de los productos y la resintesis de Este.

_ E1 nivel intracelular de glutatién conocido en mami
feros esta en el rango de 0.5-10 mM, mientras que en el
plasma se encuentran concentraciones u Molares. Existen.

varias Tineas de evidencia (10), que indican que la y-glu



tamil transpeptidasa se encuentra en la superficie exter-
na de la membrana celular y que interactﬁa por leo tanto,
con metabolitos externos, sin embargo muchos otros hallaz
gos indican que el glutatién intracelular, es el sustrato
de 1a transpeptidasa. E!1 que una enzima y su sustrato -
se localicen en Tados oppestos de una membrana, conduce &
postular que el GSH intracelular es transportado hacia la
enzima asociada a membrana (11). Las cbservaciones hechas
en pacientes con deficiencia de transpeptidasa, que tienen
una marcada glutationemia y glutationuria (12) 1levan a su-
gerir que el transporte del GSH intracelular hacia el plas-
ma o hacia el filtrado glomerulér, es un proceso destinado
a proveer de sustrato a la enzima asociada a membrana (11,
13). Asi en ausencia significativa de actividad de trans-
pebtidasa, aparecen cantidades sustanciales de GSH extrace
lular. Estas interhretaciones quedan respaldadas por estu
dios realizados en ratas tratadas con inhibidores de 1a
transpeptidasa, las cuales muestran una marcada glutatione
mia y glutationuria, alcanzindose en ocasjones concentracio

nes extracelulares de GSH de 29 mM (14).

Cuando estos animales se tratan con inhibidores de
la sintesis de GSH (protionina sulfoximina o butionina
sulfoximina) Tos niveles de GSH plasmitico decrecen sustan

cialmente (10,14,15).



E1 rapido y marcado incremento de GSH después de la
inhibicidndelatranspeptidasa y el decremento observadé in
mediétamente después de haber administrado algiin inhibi-
dor de la sintesis de este compuesto, indican que existe
un recambio muy activo del GSH plasmitico. En los siste-
mas con alto contenido de tanSpeptidésa, el GSH intracelu
lar interactida con la enzima unida a membrana y el produc
to de 1a accidn enzimdtica es incorporado nuevamente por
1a célula, mientras que los sistemas con niveles bajos de
transpeptidasa, transportan el GSH al exterior liberdndo-
lo (16). Los drganos fundamentaimente involucradoes en es
te recambio son el higado y el rifidn aunque también parti
cipan otros. Los estudios realizados con animales anéfri
cos, tratados con inhibidores de transpeptidasa, muestran
que cerca dei 67% del GSH_p]asmético es usado por las trans
peptidasas renales y el resto, por algunas otras transpep

tidasas {(14,17).

Estos estudios indican que el glutatidn se transio-
ca normalmente_ in vivo a 1a.y—gTutam11transpeptidasa‘ aso
ciada a la parte externa de la membrana, como un paso .oblji
gado del ciclo y-glutimico (15). Esta afirmacidn se con-
firma, por observaciones hechas en cultivos in vitro de
células linfoides, fibroblastos {(18) y macrofagos {(19) en

los que el GSH se exporta al medio de cultivo. En prepa-



- raciones perfundidas de higado, también se observa un

eflujo de GSH al 1iquido periférico (20).

Al estudiar los niveles plasmiticos de GSH en diver
$0s vaso0s sanguineos, surgen datos que apoyan que el meta
bolismo de este compuesto tiene interconecciones ciclicas
de un 6rgane a otro. Un hecho muy interesante que eviden
cia 1o antes mencionado, resulta de estudios en los cua-
Tes calcularon que cerca del B0% del GSH del plasma arte-
rial se retiene al pasar por rifion y que en 1a utiliza-
cion de este compuesto participan también transpeptidasas

ubicadas en sitios diferentes a los tibulos {21).

La disminucidn que habitualmente se observa del GSH
plasmatico a1-pasar por rifon, deja de observarse cuando
se administra algdn inhibidor de la transpeptidasa, lo
que indica que la utilizacidn del GSH, involucra la ac-

cion de esta enzima (21).

E1 GSH hepdtico se transporta a la vena hepdtica y
a 1a bilis en cantidades apreciables (13,22), sin embargo,
al pretender valorar el GSH en bilis se presentd el pro-
blema de la contaminacion de é&sta con jugo pancredtico.
Con miras a evitar este problema, se canalizd a Tas ratas

de tal manera que se obtuve bilis pura, 1a cual tiene una



concentracién de glutation de 1-6 mM, esto nos habla de
una baja actividad de transpeptidasa. E1 jugo pancredti
co en cambio no tiene GSH o GSSG detectables, 1o cual ha
bla de altos niveles de transpeptidasa (14,15). El1 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 Ta transpepti-
dasa (23). Los hallazgos sugieren que el GSH transporta
do de los hepatocitos interactila con las transpeptidasas
de Tas células del ducto, donde se realiza una reabsonr-
cion de metabolitos por el epitelioc. Algunos estudios
han permitido concluir que el GSSG y los conjugados de
GSH se liberan del higade a Ta bilis por un proceso en
el que éstos compiten por su excrecion (24,25). Ademas
existen evideﬁcias de que el sistema tiene mas afinidad

por los conjugados de GSH, que por GSSG.

ET glutation intraceiular se encuentra predominan-
"temente en forma reducida GSH (99%) v es la forma en que
se encuentra tanto en plasma (90%) (16,26,27), como en
orina (70%), cuando hay inhibicidn de la transpeptidasa
(28).. Las células linfoides humanas también excretan

GSH en un alto porcentaje.

Bajo condiciones oxidativas o de elevada toxicidad,



el GSSG intracelular se incrementa notablemente (29) ¥y
debe haber algin mecanisho de exportarlo, pero tal situa
cidn no es habitual (30). Se ha visto que el transporte
de GSSG no ocurre en las células depletadas de ATP To

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

Beutler {(30) sugiere gue el transporte activo de
GS5G puede ser un mecanismo de emergencia que proteja a
la célula de los efectos toxicos de éste. Esto no exclu
ye que GSSG se transporte en condiciones normales, sin
embargo, como 1la concentracion intracelular es muy baja,

resultta dificil medirlo.

E1 transporte de GSH de las células, parece ser un
medio que suministra azufre cisteinico de una célula a
otra. Puede también proteger 1a membrana celular contra
danos oxidativos, manteniendo 10s grupos GSH funcionales;
puede también proporcionar una forma de reducir compues-
‘tos en el entorno inmediato de la célula, protegiéndola
o facilitando el transporte de ciertos productos por
ejemplo disulfuros.

E1 transporte de! GSH a la transpeptidasa unida a
membrana que 1leva a Ta formacidén de y-glutamil-aminoaci

dos es parte de un sistema de transporte, el cual tam-



bién participa en la recuperacion de 1os aminoadcidos que

constituyen al glutatién.

FUNCIONES DEL GLUTATION

Funciones del ciclo y-glutamilico.

Existen evidencias diversas de que el ciclo funcig

na in vivo. &Estas se han puesto de manifiesto mediante

el uso de inhibidores especificos de enzimas, la adician

de sustratos y por la observacion de deficiencias enzimid

ticas naturales {23).

Ya que el ciclo contempla 1a biesintesis del GSH,
sus funciones.estén intimamente 1igadas a las fuﬁciones
del glutatidén: funciones metab6licas, de transporte, de
proteccidn, procesos cataliticos, la regulacion de sinte
sis y utilizacidn del GSH, asi como el almacenamiento ¥

transporte de cisteina.

La hipdtesis de que el ciclo del GSH funciona en
el transporte de aminodcidos se basa en 1a idea de que
los y-glutamil-aminodcidos se forman en 1a membrana celu
lar, por interaccion de 1§-y-g1utami1 transpeptidasa con
el GSH intracelular y los aminoacidos extracelulares.

Que este mecanismo media.el transporte de aminoécidos,



estd fuertemente respaldado por datos experimentales que
muestran la formacidn in vivo de y-glutamil aminodcidos
y su transporte. No se ha propuesto nque tal mecanismo
sea vadlido para todas las células o para todos los aming
dcidos -(10,23), cisteina y glutamina son 105 mejores can
didatos para este tipo de transporte, pero pueden parti-

cipar también otro tipo-de aminoicidos.

Existen sin embargo argumentos en contra de la po-
sibilidad de que l0s aminodcidos se transporten a través

del ciclo y-glutamilico. Entre ellos tenemos:

a) No se hé observado una equivalencia entre el re
cambio de glutatidon y el transporte de aminoaci
dos.-

b) La transpeptidasa funciona in vivo solamente co
mo hidrolasa.

c) La distribucidén de la actividad transpeptiddsica
en los tiibulos renales no es paralela a 1a incor
poracidon de aminodcidos.

d) Los bloqueos del ciclo y-glutamilico no siempre
estdn asociados a un transporte deficiente de
aminodcidos.

e) En dicho transporte se requiere mucha energia.



_ Siﬁ embargo existen evidencias experimentales (32,
_33) que indican que por 1o menos Ta mitad del GSH se uti
Iiié por Ta transpeptidasa en funciones de transpeptida-
cidn y no solamente para hidrolizarlo. Estos datos sur-

gieron de incubar GSH y GSSG y una mezcla de aminodcidos
aproximadamente similar a la encontrada en plasma. Los
grados relativos de transpeptidacion e hidrélisis se de-
terminaron por medicion de los productos formados y los
resultados indicaron que Tos aminodcidos participan en
transpeptidacién y que L-ciéteina y L-glutamina son los
aceptores mds actfvos. Asimismo los niveles renales de
GSH disminuyen cuando existe un apreciable incremento en
1a transpeptiQaciﬁn. La administracidn de cantidades mgo
deradas de amincicidos a ratones conduce a un descenso
en el nivel de GSH (11). Tal efecto no se presentd cuan
do los ratones se trataron con una mezcla de Serina-bora
tos (mezcla que inhibe eficientemente la transpeptidasa)
{34). Se hicieron observacionres similares en cultivos de
‘c@lulas renales, las cuales al suspenderse en un medio
conteniendo aminodcidos se depletaron de GSH (35). Asi-
.mismu el recambio del GSH hepdtico aumenta significativa
mente después de la administracidn de aminodcidos. La
velocidad a 1a cual el GSH intracelular renal &isminuye
después de dar un inhibidor de la sintesis del mismo se

retrasa si se dan inhibidores de la transpeptidasa {(11,15).



_Exisfen evidencias de que los y-glutamil-aminodci-~
 d6§.sé_fdbman por transpeptidacidn en condiciones fisio-
i.iﬁgicaé y se ha propuesto que &stos se transportan al in

. "£érfor de 1a célula después de haber sido hidrolizados;
 “sih-embargo algunos resultados sugieren que Tos y-gluta=-

milaminodcidos se transportan completos in vivo: el trans

- . porte al interior de la cétula de 1a y-glutamil-L-metio-

"nina-sulfona (un compuesto pobremente metabolizable} es
‘mayor que la incorporacidn del correspondiente aminodci-
do 1ibre; dicho transporte se inhibid, cuando se adminis
traron otros y-glutamil aminodcidos, pero no se dia tal
inhibicidn cuandc se admiﬁistraron aminoacidos libres

(36).

Otras e&idencias del transporte de los y-glutamil-
aminoacidos surgen al observar que un sistema cuyas cély
las contenian niveles suficientes de GSH para retroinhi-
bir (como ya se ha mencionado antes} 1a actividad de la
"y-glutamil-cisteina-sintetasa, al ser adicionado con
v-glutamil-cisteina exdgena presenta un aumento nptab]e
de GSH. Esto ademas de sugerir el traﬁSporte del y-glu-
tamil aminodcido, apoya la existencia de una ruta alter-
na para la biosintesis de glutatién. Por ot;a parte,
cuando se administra y-glutamil-cistina, marcada con S35

ya sea en el azufre interno o en el externo a ratones



normales, se observd que lTa radicactividad especifica
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 Ta y-glutamil cistina se reduce a
cisteina ¥ y-glutamil cisteina, la cual se incorpora ¥y
se convierte directaﬁente a glutation.

Se sabe que en pacientes con deficiencia en la
transpeptidasa se presenta glutationuria y glutationemia
y que To mismo sucede con los animales tratados con inhi
bidores de l1a transpeptidasa. Cuando la orina proceden-
te de estos pacientes o de los animales de experimenta-
cidn se trata con ditiotreitol y 2-vinil piridina, el
andlisis cromatogrifico muestra que se forman derivados
vinilpiridfniéos de glutatién, cisteina y y-glutamil-cis
teina (38). E1 descubrimiento de un aumento en la excre
sion urinaria de GSH, y-glutamil-cisteina ¥, cisteina
cuando hay deficiencias de y-glutamili-transpeptidasa, su
"giere que la actividad fisioldgica estda estrechamente
asociada con el transporte y/o metabolismo de estps com-
puestos. La presencia de y—glutam11—cistefna_en grina
'se explica porque ta y-glutamil transpeptidasa no se en-
cuentra ausente del todo o inhibida totalmente, s{empre
queda una actividad remanente, aproximadamente del 10%,

la cual es suficiente para catalizar-la transpeptidacion



_entre GSH y cisteina para fermar y-glutamil cisteina, ca
be hacer notar que la cisteina es un excelente aceptor
(sustrato) de la transpeptidasa (Km 30 uM) (39-41) de -
tal forma que la transpeptidacfén entre GSH y cisteina
tiene Jlugar ain cuando la transpeptidasa se encuentre en
nive]és muy bajos. Otra explicacidon alternativa a la
presencia de y-glutamil-cisteina en orina en animales de
ficientes en transpeptidasa, es que tanto el GSH como el

GSSG sufran una hidrdlisis en la unidn cisteina-glicina.

Existen otras muchas evidencias de que la funcidn
de Ta actividad transpeptidédsica del ciclo es el trans-
porte de aminodcidos y que existen conexiones significa-
tivas entre los niveles de transpeptidasa, la presencia
de aminoécidos-y la excresi6n de GSH {42-44). Sin embar
go no se conoce con detalle la orientacion de la transpep
tidasa en 1a membrana, y como se 1levan a cabo las fun-
ciones asociadas a ésta, -como el transporte de aminodci-
dos. Cabe hacer notar que no se gbservan siempre_dismi-
nuciones dramaticas en el transporte de aminoécidqs 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 aminodcidos en cuestidn, cuya especi

ficidad se traslapa con la de otros aminodcidos, suple-



mentidndose.

Se han encontrado ademds, evidencias experimenta-
- 1es que apoyan la existencia de los otros pasos propues-
tos para el ciclo. Se sabe por ejemplo que 1a adminis-
tracion de un inhibidor combetitivo de la y-glutamil ci-
clo transferasa a animales 99 experimentacidn provoca
una considerable disminucién de la 5-oxo-prolina en ri-
-nén; esto demuestra que esta enzima puede inhibirse in
.i

vivo. (45).

Cuando se administra a ratas un inhibidor competi-
~tivo dé.la.5—oxo-prolinasa. sg produce un acimulo de 5-
oxoprolina, la cual se incrementa si se adminjstran s51-
multineamente aminodcidos (particularmente aquellos que
son mejores sugtratos de la y-glutamil transpeptidasa)
ya que se incrementa la transpeptidacidn y 1a cantidad
de l1a 5-oxoprolina formada por la ciclo transferasa.
También se ha observado que cuando se inhibe la y-gluta-
‘mil cisteina sintetasa se presenta un aumento notable de
.la 5-~pxo-prolina debido probablemente a una acciéq rever

sa de 1a 5-oxo-prolinasa.

En la 5-oxoprolinuria, padecimiento congénito carac
terizado por una deficiencia de GSH sintetasa, como re-
sultado de tal deficiencia, se produce un gran aumento

de Ta S5-oxoprolina en sangre, provocando acidosis ¥



una.ekcreciﬁn masiva de ésta por orina. Se sabe (como
ya se ha mencidnado varias veces), que el GSH retrorregu
‘la su.propia biosintesis por retroinhibicidn de la y-glu
tamil-cisteina sintetasa (7). Si las concentraciones de
GSH son bajas, el dipéptido y-glutamil-cisteina se hiper
produce y se convierte en S5-oxo-prolina y cisfeina, por
accidn da Ta c¢iclo transferusa. La 5-oxo-prolina forma-
da excede la capacidad de 1a 5-oxocprelinasa, y en conse~
cuencia se excreta, Todas estas evidencias Tlevan a caon

cluir que el ciclo y-glutamilico funciona in vivo,

Interconversidon entre Glutatifn GSH y Disulfuro de Gluta

tidn G556

Existen diversas funciones metabdlicas que involu-
cran el interéambio tiol-disulfuro, por ejemplo, la sin-
tesis y degradacidén de proteinas, activacidn e inactiva-
¢cidén de enzimas, obtencidon de desoxirribosidos (necesa-
rios para 1la sTntesis-de DNA) reduccidn de cistina, etc.
‘Se piensa qgue muchas de estas reacciones se realizan con
la participacidn del GSH ya que como hemos visto es el
tiol mds abundante dentro de la cé&lula; asimismo por 1la

amplia distribucidn observada de 1a glutatién reductasa.

Las enzimas propuestas para realizar Tas funciones
mencionadas fueron: a) Glutatidn oxidasa, b) Glutatidn

transhidrogenasa; c) Glutatidn peroxidasa y d) Glutatidn



reductasa.

Glutatidon Oxidasa

En cuanto a la Glutatidn oxidasa existen opintones
diversas y controvertidas. Inicialmente se habia conside
rado estrechamente asociada a la transpeptidasé y se 1le
g a2 pensar incluso que una misma enzima presenfaba las
2 actividades. Algunos investigadores como Tate y
Griffith (46,47) demostraron que la aparente actividad
de glutation oxidasa iigada a ta transpeptidasa, estda me
diada por la cistein-glicina que se forma durante la de-
gradacién del glutation, en 1a cual participa 1a trans-
peptidasa. Este dipéptido se oxida rapidamente (en for-
ma no enzimitica) a cisteinil-bis-glicina (gli-cis-cis-
qii) vy 1a oxidacién del GSH tiene lugar por una reaccién
de transhidrogenacidn entre éste y la.cistéini1-'bis -
glicina, o entre el GSH ydisulfuros formados por cistei-
nilglicina + Glutatidon. Esta oxidacidén no se realiza en
presencia de EDTA, por 1o que se infiere que estd media-
da por iones met&lices, probablemente cutt (a8). Algunos
'investigadores. realizando purificaciones exhaustivas en
contraron que la actividad de "GSH oxidasa” se encuentra
independiente de l1a transpeptidasa, en una fraccidn que

noe contiene proteima, por lo que afirman que no se trata

de una enzima (49}.



" Glutatidn Transhidrogenasa

| " Esta enzima cataliza reacciones de intercambio

. tio1-disu1%urn. Algunos reportes preliminares indicaron
‘que existia {(en higado de bovino) una actividad cataliti
ca 6SH dependiente, que reducfa la homocistina (50). Tam
~bién se encontrd un sistema similar en Tevaduras para la
reduccidn de cistina y sisgemas andlogos (51}, ademds de
varias enzimas aparentemente independientes de baja espe
cificidad que catalizan el intercambio tiol-disulfuro en
tre el GS5H y disulfuros de bajo peso molecular o entre
GSH y disulfuros proteicos (52). Asimismo se sabe que
‘existen sistemas que catalizan la reduccién y arreglo de
uniones disulfuro de las proteinas. La glutation reduc-
tasa, contrariamente a 1o reportado, no cataliza directa
mente tales reducciones, las cuales estin mediadas por

transhidrogenaciones independientes de ésta.

Las actividades de transhidrogenacidn estan amp1ig
"mente distribuidas, el tipo de sustratos que participan
en las reacciones de intercambio tiocl-disulfuro, hacen
pensar que pueda haber diversas transhidrogenasas. 5in
embargo..lé diversidad de reacciones involucradas, hace
necesario considerar que el nidmero de transhidrogenasas
individuales debe ser menor que el nimero de tajes reac-

ciones.



Las transhidrogenasas de glutation median funciones
muy'impﬁrtantes relacionadas con Ja sTn;esis, estructura,
degradacién y algunas otras funciones de las proteinas.
Otros sistemas que afectan 1a relacidn tiol-disulfuro de
las células son también de importancia considerable, como
por ejemplo el sistema ampliamente distribuido de la tio=-
rredoxina, e1 cual tiene un alto potencial reductor (53,

54).

Reichard y colaboraderes (53,55), encontraron que
los desoxirribonucledtidos se generan en tas cé&lulas a
partir de una oxidacion de los ribonucledtidos y observa-
ron que las moléculas involucradas son: ribonucledtidorre
ductasa, tiorredoxina, y tiorredoxinreductasa. Recientg

mente se encontrd una mutante de Escherichia coli tiorre

ductasa (-) que, sin embargo, presenta una reduccidn de
ribonucledtidos 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 reduccién de los sibonucledtidos {56,
57), .siendo la glutarredoxina una proteina acidica que
_posee una elevada actividad especifica de transhidrogena .
sa. Esta tiene 2 residuos cisteinicos que pueden formar
un disulfuro al ceder sus protones, pero recupera su for
ma ditiglica por accion del NADPH y GSH reductasa. La

tiorredoxina presenta un mecanismo de reduccién andlogo,



pero sin la participacion del! GSH. E1 hecho de_qﬂe 1as
mutantes antes mencionadas sigan presentando 1a reduccidn
de 1os nucledtidos y una sintesis normal de DNA, asy co-
mo el hecho de que algunas mutantes GSH {-) crezcan a ve
locidades norma]es,.indica'que existen alternativas de

funcidn en procesos vitales para las células.

Glutatidon peroxidasa

Esta enzima presente en varios tejidos, cataliza 1a
reduccidén del Hp0p y @5 GSH dependiente (Fig. 2, reaccién -
9). En los eritrocitos esta reaccién se encuentra acapla
da a 1a oxidacidén de la glucosa 6 fosfato y 6 fosfoglucp
nato de donde se obtiene el NADPH para la posterior re-
duccidn del GSSG por la glutatidn reductasa. Ademds de
catalizar la reduccién del Hp02, 1a glutatidon peroxidasa
cataliza 1a reduccion de otros perdxidos orgdnices que se
forman cuando en los sistemas bioldgicos se genera oxige
no reactivo. Estos mecanismos reductores confieren pro-
"teccidn a la éé]u1a ya sea evitando la formacidgn de radi
cales libres (por efecto del oxigeno} o bien evit?ndo 1a
formacién de epdxidos en los 1ipidos de membranas biold-

gicas (58}).

Glutatién reductasa

Esta es una flavoproteina ampliamente distribuida



'én 1os.sistemas bioldgicos; la reaccién que cataliza pue
de observarse.en 1a reaccidn 11 de la Figura 2. Fue des
bubierta.en 1930 y purificada de varias fuentes siendo
su funcion dependienfe de la relacidn GSH/GSSG presente
en la cé]ula; Algunos estudios sugieren que esta enzima
puede catalizar la reduccidén de disulfuros formados en-
tre GSH y y-glutamil cisteina (38) o entre el GSH y coen
zima A, ademés de los formados con dos moléculas de glu-

tation (59).

Conjugados del glutatidn S-sustituidos

besde 1879 se observo que 1la ﬁdministracién de clo
robenceno o bromo benceno a perros provocaba la excrecién
urinaria de dcidos mercaptiricos {(derivados de cisteina
Srsustitutos ﬁ-acetiTados). Algunos trabajos posteriores
revelaron que el GSH es capaz de reaccionar con compues-
tos exdgenos formando conjugados (60,61). Estos compues
tos tienen un centro electrofilico que los hace capaces
" de reaccionar con el GSH, en algunos casos tal grupo
electrofilico es introducido por alguna reacciﬁn_(por ej.
mediante 1a accidn de oxidasas se forman epoxidos, capa-
ces de reaccionar con el GSH}. La interaccidon de tales
compuestos exdgenos con el GSH puede ser espontdnea o
bjen catalizada por glutatidn transferasas (GSH-S5-trans-

ferasas) (Fig. 2, reaccidn 7). Estos conjugados se con-



vierten a acidos mercaptiricos por accifn de algunas en-
zimas, estando en primer lugar la transpeptidasa (Fig. 2,
reaccidn 3), por la cual el grupo vy-g9lutamilo del conju-
gado se transfiere a un aceptor. ET conjugado S-cistei-
nil-glicina resultante, por la accidon de una dipeptidasa
(Fig. 2, reaccidn 6a), libera el cisteinii deriQado co- -
rrespondiente que es rdpidamente acetilado (Fig. 2, reac
cion 8) Yiberando también a la glicina. Las rutas de
conjugacion de GSH y el modo de excrecidn de los deriva-
dos formados es variable segiin el compuesto {62). Se ha
sugerido que existen diversas GSH-S-transferasas y su
funcidn se considera idéntica o asociada a la de las 1i-
gandinas (primeramente reconocidas como proteinas capa-
ces de unirse a compuestos anidnicos} (63,64). Se ha su
gerido la exiﬁtencia de un complejo ligandina-GSH-S-trans
ferasa presente en la fraccion soluble de homogenados ce
Tulares, cuyas funciones basicas son: a) catdlisis, b)
fijacidn de ligandos que no son sustratos, ¢} formacidn
de uniones covalentes con compuestos muy reactivos que
conducen a ia inactivacién‘y destruccion de l1a proteina,

es decir, realizan funciones de detoxificaciadn.

La mayoria de los estudios acerca de los conjugados
del glutatidn, estdn relacionados con la detoxificacidn
de productos exdgenos. Recientemente se ha incrementado

el interés sobre las reacciones de conjugacidon que invo-



" lucran metabolitos enddgenos. Por ejemplo: E1 Teucotrie
no.D (uﬁa sustancia anafildctica de liberacion lenta) se
:genera cuando el leucotrieno A {(un epdxido del &dcido ara
quidénico) se une al GSH liberando el grupo y-glutamilo
mediante Ja accidn de 1a y-glutamil trgnspeptidasa, reac
cidén que se lleva a cabo mds rdpido en presencia de ami-
nodcidos. Los conjugados S-cisteinil-glicina se escin-
den por accidn de una dipeptidasa para dar el S-cistei-
nil derivado y Ta glicina 1ibre. Cabe recordar que ya
se habia mencionado al principio de este capitulo que en
la formacion de conﬁugados S-sustituidos del glutatidn

intervienen 2 enzimas del ciclo y-gqlutamilico.

‘'

Otro ejemplo de conjugacidn del glutatidén con pro-
ductos endogenos es la formacidn de la 5-S-cisteinil, 3,4
dihidroxifenilalanina en los melanocitos; por interaccion
del GSH con la melanina; la funcidn de este conjugado pa
rece ser la incorporacion 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 coenzimaticas

Existen varias reacciones enzimaticas en las que
el GSH participa como coenzima, la mas conocida es la de

glioxilasa, en la que el hemimercaptal formado al inter-



actuar el metil-gTioxgl con el GSH, se convierte a S-lac
til GSH por accidon de la glioxilasa I y es posteriormen-
tq.hidrolizadn por la glioxilasa IJ] a D-lactato y GSH
(55-68). Otro ejemplo en el que participa el GSH camo
coenzima es la isomerizacion cis-trans del maleilacetoace
tato {(69) ¥y la reaccion andloga del maleil piruvato (70).
La deshidroclorinacién del 'DDT que se realiza en algunos
Vinsectos, tiene lugar mediante una enzima que requiere
GSH. Parece ser que el DDT reacciona con el glutatién,
dando un derivado alquilade el cual se rompe liberando
GSH + HC1 y el péoducto deshidroclorinade que ha perdido
'toxicjdéd (502-305). Las reacciones catalizadas por la
prostéglandin—endoperﬁxido D-isomerasa y E-isomerasa tam
bién requierep de una participacion especifica del GSH

(62,71).

Proteccion contra los efectos nocivos provecados por ra-

diaciones y oxigeno reactivo

Guzmidn y Barrdn (72) observaron que los tioles son
fécilmente oxidados y postularon en 1951 que las radia-
cjones ionizantes deberian oxidar rdpidamente los grupos
tiol de las células. Recientemente se ha logrado saber
que 1as radiaciones producen un decremento en la concen-
tracion intracelular de GSH, conduciendo asimismo a un -

aumento en GSSG. Se ha reportads también que la adminis
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tracién de GSH da proteccidn (aunque no inmediata) a los
orgahismoé contra los efectos de Tas radjaciones. Ade-
- mads de los hechos que indican gue Ta radio sensibilidad
‘'de Tas células depende del contenido de tioles intracely
Tares, se sabe que los efectos de las radiaciones en pre
sencia de aire son mayores que aquellas obseryadas en au
sencia parcial o total de 0z~ E1 efecto del 0, ha sido
explicado en términos de competencia con el GSH por los
radicales libres generados por la radiacidon (73), ya que
Tas radiaciones ionizantes extraen protones de las molé-
culas generando radicales libres y los ticles tienden a
restaurar dicho hidr6genc, mientras gque la reaccidn del
radical con 0, fija el dafioc en virtud de una transforma-
cién quilhica posterior, que puede generar incluso muta-
ciones. Bajo condiciones andxicas existe mis GSH Tibre,
pues no tiene que destruir a los complejos reaqtivos oxi
dados producidos por el oxigeno que se genera en 10s sis
temas biolbégicos, de pa] suerte que queda mis GSH dispo-
nible para reacéionar con 1os radicales 1ibres generados
y asi pues, el dafio celular producide por radiaciones es

menor en ausencia de 03 que en presencia de aire.

La sobrevivencia in vitro de células depletadas de
GSH (fibroblastos y cé&lulas l1infoides} es mucho menor
que las céiulas control cuando se someten a radiaciones

o a 0. Esto seria una posible explicacion a la existen



.- cia de'algunas bacterias anaerobias en las que no se ha

detectado GSH.

Existen tambié&n conexiones significativas entre los
niveles de GSH y algunos procesos de carcinogénesis o en-
-tre-8ste y el metabolismo del calcio, sin embargo son po-

cos Tos resultados concluyentes al respecto (74-78).

El GSH en microorganismos

Se sabe, como ya se ha mencionado, que el GSH se --
aisld primeramente de levaduras, Los estudios respecto a
Ta presencia y/o funcidn de este compuesto, asi como de -
las enzimas que integran el ciclo para la sintesis y uti-
1izacidén del mismo reciben cada vez mas atencidn. Se ha
demostrado que en los microorganismoé estudiados (levadu-
ras, bacterias y hongos), estdn presentes todas las enzi-
mas que integran el c¢iclo del GSH y que su comportamiento
es similar al observado en organismos superiores. Entre
- 1as funciones que désempeﬁa el GSH en microorganismos te-
nemos: transporte de algunos aminoﬁcidos, reacciones de
intercambio tiol-disulfuro, funcién detoxificante, protec
cidbn contra efectos ambientales nocives, como por ejemplo

oxidaciones y radiaciones {1,2,51-56,72).

Mutantes microbianas deficientes en la sintesis de GSH

Apontoweil y Brends (79,80) aislaron mutantes de -



E. coli K12 deficientes en y-glutamil-cisteina sintetasa
o en glutation sintetasa. En dos de dichas mutantes no
se pudo detectar GSH y en otras se encontro 1% y 12% de
Tos niveles habituales de GSH en la cepa progenitora.

Las mutantes crecieron normalmente en medio minimo y no
mostraron sensibilidad aumentada a rayos X pero si fueron

mis sensibles a reactivos Quimicos.

Por ojro lado Fuchs y Warner (81) aisTaron una mu-
tante deficiente en GSH sintetasa que acumula y-glutamil
cisteina en cantidades andlogas a las que la cepa proge-
nitora tiene de glutatién. Esta mutante creciﬁ'a veloci
dades normales, a pesar de que la ribonuclebétido reducta
sa estaba afectada en la subunidad 81. sin embargo fue
mas sensible-a las diamidas, asi como al metilglioxal ¥
a l1os rayos X en condiciones andxicas que la cepa proge-

nitora.

Se aislaron también algunas cepas mutantes de -
E. coli g1utat16n reductasa (-) (82), las cuales crecie-
ron normalmente y presentaron cantidades norma]e; de GSH,
To cual indica qué el glutatidén se puede reducir por al-
guna otra ruta de manera semejante a lo que sucede para

1a reducc16n de ribonucleﬁtidos.

Recientemente se han encontrado mutantes de -

Séccﬁargmyces cereviciae deficientes en GSH sintetasa




(83) ¥y se sabe que 1a cepa mutante presenta una baja in-
corporacidon de glicina. Resulta muy interesante que -

Saccharomyces, a diferencia de 10 que ocurre en E. coli

presenta todas las enzimas del ciclo y-glutamilico por 1o
que el hallazgo de tal mutante ofrece interesantes pers-

pectivas de estudijo.
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METABOLISMO SECUNDARIO

E1 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.

E1 poder entender como y/o porqué un microorganis-
mo "enciende" o "apaga" su metabelismo secundario ha -

constituido un interesante desafio para los investigado-

res desde que se inicid la época de los antibidticos.

"Origen

Las opiniones respecto al origen, naturaleza y fun
¢ion del metabolismo secundario son miiltiples y contro--
vertidas. Por ello resulta dificil, incluso definirlo -

con precisidn.

En términos generales, al metabolismo secundario -

corresponden los siguientes criterios (84).

a} -Aparece dnicamente en grupos pequefios de organis-
mos, sistemdticamente definidos.
b) -No se reconoce un efecto aparente de los metaboli

tos secundarios sobre los organismos productores.



c) -Los metabolitos secundarjos pertenecen a grupos
quimicos con gran variabilidad, esta varijabilidad
puede aparecer en un mismo organismo o en diferen

tes especies,

E1 que se desconozcan efectos de los metabolitos secunda.
rios sobre el organismo productor no parece (en opinidn
de Zdhner) sino enfatizar 12 ignorancia que existe res--

pecto a este tema.

En esta introduccidn trataré de resumir algunos de
los hallazgos y consideraciones mas novedosos respecto al
metabolismo secundarie, contrastdndoios con los que se --

habian contemplado hasta hace unos seis afios.

Hihétesis acerca del origen de los metabolitos se--

cundarios: (84).

1. Los metaboTjtos secundarijos son productos de un -~
"descarrilamiento del metabolijsmo". Las rutas --
~m~ " biosinteéticas de 1a incorporacidon de un sustrato
a un metabolito, constan de muches pasos, uno de
los cuales funciona como "switch” para jniciar --
upa ruta no usual., ET nueve producto intermedio
{probablemente no estable), es modificado y esta-

bilizado bor una serie de pasos del metabolismo -~



-primario; dando como resultado de tal modifica--

" ¢i6n una gran variabilidad.

Los metabolitos secundarios son productos sin fun

" cion: Durante la evolucion bioquimica se produ--

‘cen metabolitos, muchos de los cuales deberian -

ser eliminados inmediatamente. Otros pueden tener
una funcidn en alguna etapa temprana, pero la han

perdido en el curso de la evolucidn. Los metaboli
tos resultantes "sin funcion” han sido modificados
de diferentes maneras de tal forma que no pueden -

reconocer la funcion original.

Los metabolitos secundarios son residuos del meta-
bolismo primarifo: E1 metabolismo primario tiene ~
una alta eficiencia y especificidad, sin embargo,

pueden aparecer subproductos en pequefias cantida--
des, 1os cuales tienen una estructura modificada -
(metabolitos secundarjos). La mayoria de enzimas

y coenzimas forman parte de ciclos claramente defi
nidos que se repiten innumerables veces durante el

crecimiento, ¥ los metabolitos secundarios como --

‘subproductos, se van acumulando de tal manera que

pasan a ser cuantitativamente considerables.

Los metabolitos secundarios son productos de detoxi

ficaci6bn: Ciertos organismos productores transfor



man algunas sustancias que Tes son altamente té-
xicas, en productos no tdxicos, {ej.: E1 dcido -

fenilacético, altamente toxico para P. crhysogenum

se transforma en bencil penicilina).

E1 metabolismo secundario es el resultade de una
regulacidn deficiente del metabolismo primario.
Esta hipﬁfesis plantea una correlacidn negativa
entre la capacidad de contrel del metabolismo pri
mario y el nivel de produccién de los metaboilitos

secundarios.

Hipotesis del mantenimiento bioldgico: En algunos

casos se observa que la produccidén de metabolitos

"secundarios ‘se:injcia al final del crecimiento lo-

~garitmico o cuando el crecimiento se limita. Cuan

do los nutrientes se agotan, las enzimas del meta-
bolismo primariﬁ'transforman‘algunos sustratos ex-
trafios, en productos tambi&n extrafios. La razdn -
de generar estos "productos sin sentido“‘es 1a de
mantener activas las enzimas del metabolismo prima
rio, de manera que sean menos susceptibles a las

proteasas propias de Ta celula.

Estas hipotesis no pueden ser del todo aceptadas por

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

L)



cordancia‘con la realidad.

. Por ejemplo, a 1a hipdtesis que postula a los me-
tabolitos secundarios como productos de detoxificacidn
-podria objetarse ya que no parece 109ico que 5. griseus
fabrique 30 o mids enzimas para sintetizar estreptomici-
na solamente para transforfar un precursor téxico (85).
" Dtro ejemp1o_a1u5ﬁvo‘podr1a ser la sintesis de tetraci-
clinas a partir de malonamida, para la cual se requieren

11 enzimas.

Por otra parte, un argumento que puede oponerse a
algunas hipﬁtesis sefialadas es la existencia de grupos
quimicos complejos en el metabolismo secundario, sin que
existan en ef primario. Entre los metabolitos secunda--
rios existen grupos qujmicos comp1ejds: en la serie del
nitr§geno tenemos grupos nitro, nitroso, isonitrilo y.
diazo. Existen sistemas ciclicos‘poco usuales como ani-
> 1los B-lactamicos, macr§1idos ¥ tetr§1idos. por citar SQ
lo algunos ejemplos. Obviamente para 1a sintesis de es-
te tipo de moléculas se requiere de juegos enzimaticos
compiejos con actividad coordinada y con alto grado de
esbecificidad. Ademds desde el punto de vista evolutivo
en la naturaleza no hay lugar para cosas sin funcidn por
que simplemente no pueden existir ° en un largo ﬂeriodo

de tiempo ° con tal varjabilidad ni en grandes cantida-
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- des porﬁue_son e]iminadas; No- es concebible que estas
secuencias de reacciones mu]tienziméticas se csnserven
‘en la naturaleza sfn algun beneficio para la cé&lula.

Existe una divergencia notable entre 1a "realidad”
aparentemeﬁte ocbservada de Tos metabolitos secundarios
"y las consideraciones 16gicas contempladas desde el pun
to de vista de 1a evolucidn. No es nuestra pretehsiﬁn
'p1aneqr una reconciljacion entre ellas, simplemente ha-
cer un andlisis critico del asunto, apoyandonos en evi
dencias objetivas sefialadas en 1a literatura,

Algunos autores han preferido abordar al metabolis
mo secundario, desde el punto de vista mecanicista, re-
lacionando su aparicidn con la cinética de crecimiento

det! organismo productor.

7  $1 1os microorganismos proddctores de estos meta-
béiitos se crecen en "batch" ocurre un evento bifdsico.
,En'la primera etapa (trofofase) tiene lugar el creci-
mjénﬁé celular, sin produccién del metabolito; cuando
- la velocidad de crecimiento decltina, o el crecimiento
tesa"bor comb1eto, empfeza una segunda etapa (idiofase),
‘ia cdal se caracteriza primero..por no presentar incre-
4mént6 alauno en biomasa y segundo porque se inicia la

brbducciﬁn de metabolitos secundarios. La relacidn trg



[

fofase-idiofase puede variar con las condiciones de cul
‘tive. Si el microorganismo se hace crecer en un medio
-quimicamente definido, esta rélacién se mantendra como
una bifase con una cercana aproximaciﬁn_a la figura 3.
$in embargo, si el medioc es 1imitado, puede resultar
una asociacién o completa sobreposicidon de las dos fa-

ses (86,87).

Es bien conocido el hecho de que el ambiente nutri
cional es determinante para 1a_expresi§n del metabolismo
secundario (88). En general se ha observa&o que el ini-
cio de éste, coincide con situaciones que limitan ¢ fre-
nan el ¢recimiento. En estas oBservaciones, obviamente
estﬁn implicadas fuentes de C, N, Poi ejerciendo cada
una de ellas su bartiéu1ar efecto sobre ta regulacidn
del metabolismo secundarijo. Cabe ﬁencionaf que cuando
un sistema se halia en plena prdduccién de metabolitos
secundarios, si se afiade alguno de estos factores 1imii
tanpés, tal hfoduéciﬁn se para, y puede reiniciarse el

crecimiento (89).

... ET_conocer como estos nutrientes pueden estar in-
" ‘volucrados en Ta regulacidon del metabolismo secundario
ha side objeto de miltiples estudios, sin embargo, el

~mecanismo no ha sido del todso esclarecido.
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'FIGURA 3.- Representacién de 1a trofofase e idio
:“fase;,en relaciin con la produccitbn de metaboli-
tos secundarios.



.Hay evidencias de que algunos mecanismos- que regu

lan el metabolismo primario, estdn implicados tambi&n en

"'el metabolismo secundario (90). Por ejemplio, se ha ob-

servadb que la actividad de algunas enzimas especifica-
mente involucradas en las rutas biosintéticas Qe] meta-
bolismo secundario, estdn ausentes en la trofofase y se
detectan sclamente cuando l1os nutrientes se vuelven 1imi
tantes y el crecimiento disminuye o se termina. Tales
observaciones sugieren contundentemente que estas enzi-
mas estdn sometidas a represidn catabélica. Mediante
estudios realizados con inhibidores de sintesis.de pro-
teinas se ha comprobado que estas enzimas se sintetizan
"ﬁg ggxg"; (91,92} aunque todavia no estd claro si la
represidn catabéiica actia a nivel de transcripci&n o

traduccidn.

En algunos casos las enzimas involucradas en el

.

metabolismo secundario, se encuentran presentes pero no
activas en la trofofase (93), presentando incluso "pi-

;cos"_conéiderab1es de actividad especifica, mucho antes

de que los metabolitos secundarios aparezcan (94,95).

" Esto. indica que ademds de la represidn catabdlica exis-

ten otros mecanismos de control del metabolismo secunda

'rio,ique pueden derivarse del control nutricional.
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‘Es importante considerar el control del metabolis
mo'SECundario en términos de mecanismos regulatorios cld
‘sicos, sin embargo, deben tomarse en cuénta otras varia-
bles poco estudiadas pero no menos importantes comoc 1a

velocjdad de crecimiento.

En un cultivo en "batch" los metabé]itos secunda-
rios aparecen en una etapa de transicidn entre 2 fases;
donde las células experimentan una disminucién marcada
en la velocidad de crecimiento. Tal velocidad, en si
misma, puede jugar un papel relevante en la regulacion
del metabolismo secundario. Recientemente se han intro
ducido té@cnicas de cultivo en quimiostato, para correla
cijonar la velocidad de crecimiento y Ta aparicién del
metabo]i#mo secundario (87). Los resultados parecen in
dicar que la apariciﬁn del metabolismo secundario estd
en funcidn de Ta velocidad del crecimiento., En suma,
aunquezla naturaleza precisa de 1os mecanismos molecula
res'dé regulacion para los metabolitos sSecundarios se
-déscohoée,' Ta represion e inhibicidn cqtabé]icas pare-
cen ser un hecho, y tambi&n que 1a velocidad de creci-
'.miento determina de alguna manera el inicio del metabp
'.iismd secundario aunque tal efecto requiere ser diluci

“dado.’

Se ha confirmado que la naturaleza quimica de los

metabolitos secundarios es responsable de . actividades
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bioldgicas; las investigaciones se han polarjzado hacia
aquelTlas funciones fuera de la cdlula productora, dejan
‘do a un Tado el estudio de la posibilidad de una accidn
dentro de ésta. Tal vez podria entenderse mejor como
es 1a accidn de Tos metabolitos secundarios fuera de la
célula productora si se conociera alguna funcidn para
ésta, ya que se conocen pocos metabolitos secundarios
que tienen accidn en 1la cé1u1a productora pero seguramen
te se conocerian més si hubiera un interés real en bus-
carios y/o estudiarlos, con una mente libre de 1os_molé
des troquelados por intereses econdmico —terapéuticos.

Funciones de los Metabolitos Secundarios

" 'Funcidn de defensa

Los metabolitos secundarios %uncionan como "Armas
competitivas"; Un grupo importante.-probablemente el
mis estudiado- de metabolitos secundarios son los anti
biﬁticos; a]gunqs‘autores piensan que son los més abun

_daﬁfes, perc esto se debe sin duda a que el criterio
. miﬁ gmﬁ]éado para seleccionar metabolitos secundarios,
.' q§ Justamente la antibiosis. Es por ello que constity

yen un grupo mayoritario. -

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo

'de‘complejos_metabéTicos microbianos, la mayoria de los



,bﬁa1esfbonffeFefventajas'competitivas a los organismos

productores aunque 'de diferente manera. Cerca del 40%

‘de hongos y 11quenes recién aislados de 1a naturaleza

m_son capaces de. producir antibidticos en medios de cul-

t1vo. Tal hab111dad desaparece cuando Se ponen en

. “slants" a 6°C To que sugiere que la actividad antibid
“tica es propiciada por el ambiente, a fin de ayudar al
'organismq productor a eltiminar la competencia de otras

especies. Esta competencia no sclo se observa entre

hongos y bacterjas, sino entre bacterias y protozoarios;

por ejemple Serratia marcescens y Chromobacterium

L] - «
violaceum producen metabolitos secundarios (prodigiosi-

na y violaceina) 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).

"Otro tipo de sustancias que se piensa tienen fun-

'-pién“de antagenistas son algunos metabolitos producidos

_pdr.hangds (Micotoxinas) con actividad mutagénica y an-

tibidtica, los cuales constituyen un serio problema de

" salud pdblica, pues contaminan algunos alimentos.

“'Funcién requlatoria

Los metabolitos secundarios en algunos casos tie-

"nen un efecto regulatorio en procesos de diferenciacién,



part1cu]armente en procesos de germinacidn y e$poru1a—

¢idn (85 96 97 98)

Entre las funciones postuladas para los metaboli
tos secundarios, es ésta la que ha captado mayor aten-
ciﬁn en los G1timos afios. Esta hipdtesis es cada vez
mids atractiva, aidn cuando las observaciones indican
que el nexo entre la produccidn de antibidtico ¥ la
esporulacidn no es estrictamente interdependiente (99).
Se haﬁ hecho esfuerzos por dilucidar el papel que jue-
gan estos metabolitos (particularmente antibidticos)

en Ta regulacidbn de los procesos mencionados.

Entre 1os datos que apoyan esta hipdtesis tene-
mos que 1a adiciﬁn de inhibidores de 1a esporulacidn
(malonato, dc. dipicolinico, fluorcacetato) a cultivos
de E.,]ichénifofmis, inhiben también la formacidn de

antibidtico {96).

-

'Pof otra parte se sabe que algunas mutantes no
produ&toras de antibidtico de B. subtilis son incapa-
',ces'de esporular. La transformaciﬁn genética de estas
' ﬁutaﬁfes con DNA tipo si1vestre,'da como resultado

“transformantes capaces de esporular y producir anti-
biﬁthO. La existencia de mutantes ﬁo productoras de

antibiﬁtico, capaces de esporular, como B. licheniformis
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bacitraéina (-) parece ser un hecho que invalida Ta hi-
pﬁfesis. Algunos investigadores han observado'que ta-
.Ies esporas tienen diferencias cualitativas con respec-
to a las formadas por Ta cepa original, Tas cuales las

hacen ser menos resistentes {(85,100).

Algunos investigadores opinan que la existencia
de cepas no productoras de antibigtico capaces de espo-
‘rular, resulta una objecidn irrelevante, ya que una ce-
pa "no productora" de antibigtico segilin 1os criterios
convencionales, puede estarlo generando en cantidades.
no detectables, pero suficientes para cubrir la demanda
fisiolﬁgica. Afirman ademés, que las cepas considera~-
das como productoras, son en realidad cepas derregula-
das gque hiperproducen un determinado metabolito y que
en ocasiones pueden revertir, a fin de Tograr una si-
tuacidon favorable para su economia fisioldgica (85).
- ‘"Existe la posibilidad de que ambos fenémenos
R(ésﬁofu1aci6n y producecidon de antibjdtico) sean inde-
bendientes, pero regqgulados por un mecanismo de contqu

. comiin.

" Sakar y Paulus (100) estudiaron estos fendmenos
con detalle en B. brevis ATCC 8185 observando que la

aparicign de antibidtico (tirotricina) se inicia cuando



termina el crecimiento exponencial, momento en’ que tig
-ne-Iﬁgar una caida abrupta de la sintesis de RNA. La
tirotricina tiene 2 componentes {tirocidina y gramici-
dina) cada uno de Tos cuales es capaz de inhibir la

RNA polimerasa de B. brevis in vitro. Basados en estas

observaciones, estos autores proponen que los antibidti
cos regulan 1a transcripcién en el "momento de transi-
cidén de 1a fase vegetativa a l1a esporulante “apagando®

setectivamente los genes vegetativos.,

Pér otro lado Ristof y col. (107} observaron que
cuando en Ta fase logaritmica temprana se incuba al mi-
croorganismo en un medio conteniendo glicerol, pero ca-
rente de'NZ, la tirecidina estimula la esporulacidn;
pero en éste caso la sTntesis de RNA est§ muy aumenta-
da. Asi que una re]acién cbligada entre esporulacidn,
sintesis de antibidtico e inhibiciﬁn de s?ntesis de RNA,

no estﬁ‘c1aramentg establecida.

'-Un_hecho que Tlama Ta atencidn es que algunos_ba-
¢cilos y actinomicetos contienen en sus esporas adue]los
,ahtfbiﬁticbs cuya producciﬁn los caracteriza. Los anti
Eiﬁtféds asi "empaquetados" posiblemente frenan la ger-
minacién hasta que las condiciones sean favorables.

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




es un antibidtico.

o

+

Se han encontrado evidencias recientes de que la

Gramicidina S es un inhibidor de 1a germinacidn en

B. brevis. Estos hallazgos fueron comprobados por

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

B. brevis productora de gramicidina y una mutante no

productora. De sus observaciones ellos concluyen:

1.

E1 inicio de la germinacidn es similar en la
cepa progenitora que en la mutante (observacidn

microscdpical.

Las esporas de las mutantes Gramicidinas-$
(6S) (-) tienen un tiempo de germinacidn de 1 a
2 hs. En cambio en la cepa progenitora es de

6 a 10 hs.

La adicién de 6.5 a las esporas mutantes retarda
su germinacidn comportandose como l1a cepa proge-

nitora.

51 se hace un hidrolizado de gramicidina con pro
teasas no se observa retraso alguno en el proce-

so de esporulacidn de Tas mutantes.

Las esporas progenitoras tratadas con proteasas,

germinan rapidamente.



_ "Estas evidencias sugieren que el antibi&%ico deter
mina de alguna manera el proceso de germinacidn. Estos
iﬁggétigadores éspeculan sobre la posibilidad de que el
:"ahtiBiSfico funcione como un “detector" de Ta densidad de
'deTacién del medio, previniendo la germinacidén hasta que
-'Tﬁrﬁobiaciﬁn del entorno no tenga significancia competi-

tiva.

Otra posibilidad contemplada es que el antibidtico
protege a la espora de la depredaciﬁn, o bien que al mo-
mento de la germinacidn, se libere lentamente, eliminan-
do competidores y que el retraso en el crecimiento sea el

"precio” que debe pagarse por tal proteccidn.

Por otra parte la amplia distribuciﬁn de los meta-
bolitos secundarios, su variedad y su estructura quimica,
hacenfbensér que necesariamente deben tener alguna fun-
cjﬁh‘béra Ta célula productora ya que se ha observado que
a]ghnés hetabolitos secundarios de considerable compleji-
“dad iieneﬁ acciﬁn sobre ésta. Por ejemplo, las actinomi-
cinas, an;racic]inas y bleomicinas regulanla sintesis del

@DNA durante la esporulacién y la formacidn del micelio
E aérbo; Las aminog?icﬁsidos, macré]idos y Tincomicinas,
‘regu1$n la biosintesis de proteinas durante la esporula-
;i@n. Las rifamicinas regulan la sintesis de RNA duran-

te la esﬁofulacién y la formacidn de micelio aéreo (85).



)

H. Zdhner (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 antibjotica es colateral. En su andli
sis menciona la existencia de mol&culas con caracteris-
ticas de metabolitos sebundarios, que ejercen una fun-

cidn especifica.en los organismos productores.

‘Compuestos ‘transportadores de fierro

La mayor parte de los microorganismos que crecen
en cultivos carentes de Fe excretan Qranﬂes cantidad;s
de agentes quelantes de éste, Tos cuales contribuyen a
solubilizar el fierro que, en ausencia de tales quelan-
tes es insoluble. Estos quelatos son incorporados. por
sistemas de transporte especificos. La mayoria de los
microorganismos excretan'una variedad de quelatos, por
ejemb]o algunas cepas de Estreptomyces producen ferro-
xiaminaS'A1, A2’ B,C,D1,DZ,E, F y G. Actualmente se
conocen mis de 100 cpmpﬁestos transportadbres de fierro
'(84): La produccidn de estos compuestos, manifiesta
alta esbecificidad. Los estreptomicetos producen ferro
ﬁiamina y los ascomicetos superiores producen sidérami-
nas tipd ornitina. No sflo existe pues una gran varie-

dad .y una alta especificidad {2 criterios que carac-

terizan a l1os metabolitos secundarios), sino que tienen




(y esto es -indudable) un efecto en el organismo productor.

Las sideraminas son un ¢xceTente ejemplo de que la
actividad antibidtica de los metabolitos secundarios es
incidénta]l Se conocen mds de 100 sideraminas y de éstas
sdlo 2 muestran actividad antibidtica en su estado Tibre
de fierra: ]a'ferroxiamina E vy el deferritriacetil fusiJ
geno, la primera de ellas se describid como antibiético y
se le Tlamd nocardamina {84). La relevancia de estas ﬁo—
léculas reside en su alta capacidad para quelar el fierro

y en la selectividad de transporte del mismo, ya que es-
tos quelantes no pueden ser transportados y el fierro no
puede ser removido por Tos organismos sensibles a la acti
vidad antibiﬁtica. Un dato que apoya a2 To que se viene
argumentando es que el nﬁmero de aétinomicetos cuyo prin-
cipal componente es la ferrioxiamina B, componente que ca-
rece de actividad antibiﬁtica es considerablemente mayor
que el anero de actinemicetos que tienen nocardamina como
principal componente. Parece md&s o menos fortuito que es-
tos compuestos ademés de cumplir con la funcion de transpor
.te de fierro en la célula productora, ejerzan funcidn an-
-fibiﬁtica en otros microorganismos (102).

La observacién de que sdlo algunos metabolitos se-
cundarios tienen accion antibidtica se hubiera dado més

frecuentemente, 51 la antibiosis no se tomara como crite-



rio de seleccién de los organismos productores de metabo

"litos secundarios.
Iondforos

Mo]écuTés producidas por una grah varjedad de micreo
organismos, que pertenecen a grupos quimicos dijversos como
maérotetrﬁlidos. macrudi§1idos, poliéteres, etc. En cada
grupo quimico existe una gran variabilidad y elevada espe
cificidad de funcidon, estos compuestos resultan excelentes
rnodelos para el estudio de transporte de iones. Tal vez la
funcidn de estas moléculas tiene como fin principai la se-
leccidn de iones meté]icos-aTca]inos Que el organismo pro-
ductor necesita. Exis?en algunos con actividad antibidtica

(84).

Entre otras funciones conocidas de Tos metabolitos

secundarios tenemos:

" Funcidn hormonal

- E1 &cido trispafico; metabolito secundario de-Tos

" mucorales, funciona comoc hormona sexual (100).

- La iearaTenona de Giberella zeae es un regulador de

la produccidn sexual (100).

“ Funcién fitotdxica

Como ejembIo tenemos las fitotoxinas de Pseudomonas



Sp., las cuales son metabolitos secundarios muy activos

QUE inducen clorosis en los tejidos vegetales (100).

Funcifn simbidtica

Los. hongos del género Ectomycorrhizae se caracteri

zan por estar asociados a las cé&lulas corticales de las
rafces absorbentes, produciendo antibioticos que benefj
c¢ian a la planta protegiéndola contra bacterias patdge-

nas {100).

Enfoque evolutivo

13

Un mejor enfoque para censiderar el metaboTlismo se-
cundario, es ubicarlio en el drea de juego de Ta evelucidn
bioquimica. Segin Winkler (84), la evolucidn es un proce
so lento cuya fuerza directriz resulta de Ta conjugaciﬁn
entre el incremento de la variacidn debida a la mutacidn

"y el dgcreﬁento en dicha variacion ejercido por la selec-

cidn., = .

“.Los sistemas bioldgicos tienen niveles de organiza-
'diﬁq'metabﬁlica fundamentales cuya funcién es mantener la
_Vy%apiI{dad de una esbeéie, es decir, su reproduccién. Eg
~tos nivelés; dejan solo un pequeﬁo.margen‘é otras activi-

dades, dentro de las cuales se.encuentra la evolucidn; di

cho margen no estd separado sino al contrario, por una -



parte vemos un cambio contfnuo de Tos metabolitos secun-
darios {probables productos de la evolucidn) hacia los
niveles fundamenta?es del metabolisme y por otra parte,
1a materia prima para la sintesis de Tos metabolitos se-
cundarios deriva de tales niveles. Existen ademds molé-
culas que estdn en un punto intermedio entre el metabo-

1ismo secundario y los niveles mencionados (84).

En el metabo]fsmo primario una mutacidon conduce a
la muerte de Ta céTuTa; a menos que el nuevo producto
pueda desempefiar Tas funciones del producto original con
jgual 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 Tos n%ve1es fundamentales {arriba mencionados) asi
podemos tener "variaciones sobre un mismo tema". Por
ej. una sola cepa de Estreptomyces produce 32 antracicli

nas.

1

La participacidon del metabolismo secundario en el
Jjuego de la evolucidn bioquimica, tiene una estrecha

relacién con el campo geneético.

Una parte, quizds una gran parte, de la informa-
cidn genética para el metabelismo secundario, estd o

estuvo localizada en episomas. Kirby y Umezawa (103,104)



proponen que Ta informacidn puede pasarse de un organis
mo a otro. La habilidad para formar ciertos metaboli-
‘tos secundarios pudo haberse desarrollado en algin orga
nismo pero puede aparecer ahora, en otro diferente; con
siderando esto, tendriamos que e] desarrollo original de
la %nformaciﬁn genética para formar ciertos metabolitos
secundarios y 1a demostracidn de alguna funcidn para el
organismorproductor puede aparecer en principio en dife

rentes organismos.

S§ esto es cierto, habrialgrupos de organismos
extraordinariamente bien dotados para Ta evolucién bio—
quimica, en cambio, otros con grandes restricciones. La
distribuciﬁn desigual para formar metabolitos secunda-
rios es una pregunta que requiere una respuesta inge-

niosa.

.

De este nueve enfoque del metabolismo secundario

podria._ concluirse:

. 1. El desarrollo del metabolismo secundario es rapi
do ¥y cpntinuo. Mi3s rdapido que e] desarrollo de

" los niveles fundamentales.

2;-.Siempre existe Ta probabilidad de que los metabo
1itos secundarios tengan alguna funcidn aunque

desconocida para el organismo productor.



‘3. - La actividad antibidtica (actividad de algunos me
tabolitos secundarios) es incidental y es muy pro
bable que dichos metabolitos tengan alguna otra

funcidan.

Si se acepta este nuevo punto de vista, el metabo-
1ismo secundario no seré mds un subproducte de la evolu-
cién; mds bien el punto de partida para Ta evolucién bio
quimica. No serd objeto de estudio de los arquediogos
de 1a bioquimica sino un campo de exploracidén para los

bioquimicos del futuro.



PENICILINA

En 1929, Flemming descubrid una sustancia-con ag-
tividad bactericida producida por el hongo Penici]]uﬁ
notatum; al igual que otros metabolitos secundarios la
penicilina no presenta ninguna funcidn aparente en los
;microorganismos que la producen... Su actividad bacte-
ricida es sobre gérmenes Gram pesitivos, aunque también
tiene cierto grado de accidn sobre Gram negativos (105).
Dicha accidn sobre estos microorganismos deriva de su
capacidad para bloquear Ta unién.eﬁtre los amincdcidos
D-aTanina y L-alanina del péptido glucano de la pared
celular, To que da como resultado una estructura sensi-

ble a Tos cambios osmdticos {106).

Fue hasta el afioc de 1945 que se esclarecid su es-
tructura mediante estudios cristalogridficos, viéndose
que estd esencialmente constituida por un nicleo bici-
clico tiazo!idin B-]actﬁmico, con una cadera lateral

unida por enlace amido en posicion 6 (Figura 4).

Biosintesis de Penicilina

Los mecanismos de sintesis de este antibidtico
se empezarcon a conocer, gracias a algunas observaciones

de Bonner {107) respecto a que en las cepas de -~
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1-'2,'crzsogenum auxétrofas de lisina presentaban mayor pro
fdutcién de penicilina, sugiriendo que entre dicho amino
écfdo y el antibidtico podria haber‘nexos biosiptéticos
importantes, como por ejemplo provenir de un precursor

comiin.

En 1957 Demain y colaboradores (T08) encontrarcn
que cuando P. chrysogenum se crecia en medio minimo su-
plementado con lisina, 7a sintesis de penicilina disminuia
notablemente; actualmente se sabe que tal fecto se debe
a la retro inhibicidn que la lisina ejerce sobre la hemo-
citrato sintetasa, afectando de esta forma la sintesis
del ﬁcido a-aminoadipico (¢-aaa) (109,110). Por otra par
te se demostrd que el a-aminoadipate es capaz de revertir
la inhibicidn en la biosintesis de penicilina ejercida
hor lisina y que es capaz de estimularla en ausencia del
aminoﬁcido inhibidor. A la fecha se ha esclarecido per-
fectamente que el a-aaa es un precursor comin de la bjo-
s?ntesis de benici]ina y de lisina en Penicilium sp. (111,

112) figura 5.

Los hechos anteriormente mencionados condujeron al
es;ab]ecimiento de Ta ruta biosintética de penicilina, 1a
cual se inicia con el a-aminoadipato que por accidn de la
" §(L-g-amino adipil cisteina sintetasa) se une a la L-cis-

teina generando el dipéptido §(L-g-aminoadipil-L-cisteina)
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-primer intermediario de la vja (113), (Figura G-reacciﬁn
1). Este dipéptido por accidn de una segunda sintetasa
'(tripéptido sintetasa) se condensa con la L-va]jna para
dar el tripéptido precursor de Ta bjosintesis de penici-
lina: §{L-w-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina) (Fig. 6
reaccidn 2). Se sabe que la L-valina se isomeriza en el
momento mismo de la unidn y no anfes ya que el tripéptido
no se forma cuandoe se suministra D-valina o DL-valina

(114-7118).

Una vez formadoc el tripéptido, tiene ltugar 1a ci-
clizacidn entre los residuos de cisteina y valina (119,
120), por accién de la penicilina ciclasa (Fig. 6 reac-
'ciﬁn 3); dando como resultado el nﬁcleo tiazolidin g-lac
fimico a través de un intermediario monociclico, obte-
niéndose finalmente isopenicilina N, que es un tipo de
penicilina cuya cadena Tateral es el écido a-aminoadipi
co unido al nﬁc]eo 6 aminopenicildnico (6 APA) (117,]21-
123); La enzima penicilina ciclasa no ha sido aisiada,
s$in embargo existen mutantes que acumulan el tripéptido,
ya que no pueden ciclizarlo, por 1o que se infiere su

existencia {124,126).

E1l paso final de ta btosintesis de penicilina, es
un intercambio de la cadena lateral aciclica unida al
niicleo en posicién 6 por algiin @cido precursor presente

en el medio de cultivo, esta reaccién es catalizada por



SH' o ' SH
s ] , i v CHs
COOH L-cisteina ?—NH-?H-CHZ L-vaiina C~-NH-CH-CH» ?H\ ‘
(CHz )3 E @) CoOH \ CHzls G £ ~GH CHs  cieLizacion
e ————er .
H-?—NHz H"?“NHz H‘?"’M‘fz O COOH
COOH ATP ADPH+PI COQH ATP ADP+Pi cooH : .
L-G-gaa L=Q=agaa-Lcls L~Q=aga-Leciz=0=valing
0 1
i@ & 5 .S.2CHs
HOOC=GH~(CHz)3tC TNHI- CH- CHZ-~ CZ
[} (O] ©1\CH3
NHp 7C-F N——CH
oc | !
! CooH
|
L~2=—gaa L=cis % O=val
R _dc 6-aminopeniciianico
(6-APA)

FIGURA 6. Ruta postulada para la biosintesis de penici
na: (1) Reaccidn catalizada por la §(L-c-amincadipil-
cisteina sintetasa); (2) Reaccifn catalizada por la tripgp
tido sintetasa; (3) Reaccidn catalizada por la penicilina
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la pgniciTinwacil-transferasa con participacidn de ATP y
coenzima A, generando diversas pgnici]inas'dependiendo'de]
‘dcido que se incorpore, como puede verse en la figura 7,
(115,128-131).

Regulacidn de Ta biosintesis de penicilina

Como ya se menciond al hablar de metabolitos secun-
darijos, &stos se caracterizan por su apariecidén en la fase
tardia del crecimiento microbiano {idiofase) y iTa penici-

lina no es 1a excepcidn, como puede verse en la figura 8,

Los factores que determinan la sintesis de penici-
Tina se han comenzado a esclarecer, sin embargo parece
evidente que existe una relacidn con 1a concentracién y
consumo de las fuentes de carbono y de nitrdgeno del me-

dio de cultivo. N

" Regulacién por la fuente de carbono

Se sabe que 1la formaciﬁn de penicilina en el hongo
P. chrysogenum se reprime por acciﬁn de la g1ucosar(132),
el grado de inhibicidn depende de 1a concentracidn de la
misma en el medio de cultivo. Se ha visto también, que
los anilogos no metabolizables de glucosa ne ejercen tal
efecto, por lo que se piensa que tal efecto se debe a

algin producto del catabolismo del azﬁcar, mas que a la
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. glucosa misma; se sabe también que la represién no se -

révierte con AMP ciclico (132).

Dtros carbohidratos como sacarosa, fructosa y ga-
lactosa, ejercen efectos similares a Tos de 1a glucosa,
en tanto que los polimeros de &sta como el almiddn, in-
hiben solo parcialmente la sintesis del metabelito se-
cundario, mientras que la galactosa y ramnosa carecen

de efecto (132).

Regulacidn por fuente de nitrdgeno

La penicilina puede considerarse como un antibiﬁ—
tico peptidico ya que en su sintesis intervienen los
aminodcidos L-w-aminoadipicoyL-cisteina y L~ valina.
Bajo estas consideraciones puede predecirse que tanto
su formacidn como su regulacidn estdn sujetas a los
eventos de contrel que determinen la formacidn de los

aminoécidos precursores.

Hunter y Segel (133) observaron que el micelio de
é;'chfxsogenum crecido en condiciones diversas, acumula
elevadas concentraciones de L- glutamato. Sdnchez y
col. han confirmado tales observaciones y adem&s han
encontrado que la poza de este aminodacido se incrementa

al final de la trofofase. Adicionalmente, se ha esta-



blecido que la concentracidn de glutamato sobrepasa a
los aminodcidos y que su acumulacidon precede a Ta sin-

tesis de penicilina (134).

Recientemente se ha reportade que el glutamato
estimula Ta sintesis del antibiotico en el micelio del
hongo que ha sido cosechado durante la idiofase y re-
suspendido en un medio minimo (113). Este efecto no
parece deberse a una mayor disponibilidad de Tos amino-
dcidos precursores del antibidtico, ya que su concentra
cidn intracelular no se modifica. Ademds, Ta estimula-
cidn de que antes hablamos, tambié&n se presentd cuando
se usaron andlogos no metabolizables del glutamato y se
previno por la adiciﬁn'de inhibidores de 1a sintesis de
proteinas. Estos hechos; como se mencionaré posterior-
mente, constituyen el precedente de éste trabajo de

tesis.



ANTECEDENTES Y PLANTE.AMIENTO DEL PROBLEMA



ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ruta biosintética para glutatidn ha sigo amplia
mente explorada, como ya se ha visto anteriormeﬁte y los
pasos propuestos para su sintesis y/o utilizacidn han si
do confirmados por diversos medios experimentales (1,23).
Asimismo, se sabe que el glutation retroregula su propia
biosintesis inhibiendo competitivamente a 1a vy-glutamil-
cisteina-sintetasa, primera enzima de la via biosintéti-
ca, cuya funcidn catalitica se expresa en la siguiente

reaccifn:

*
L-Glutamato + L-Cisteina > L-y-Glutamil-L- Cisteina

ATP ADP+ P,
- *y-Glutamil-cisteina sintetasa.

Adicionalmente el glutatién (L-Y- glutamil-L-cis-
teinil-D-glicina), ‘es una molécu1a cuya estructura tie-
ne una analogia sorprendente con el tripéptido precursor
de 1a biosintesis de penicilina: §(L-c-aminoadipii-L-

cisteinil-D-valina)., Figura 9.

Por otra parte Arnstein y col. (1358) prdbaron que

el primer paso en Ta sintesis de penicilina es la forma
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c{6n¢de1_dipéptido'S(L-a-aminoadipiT-L:citeina), ﬁero
nada concreto mencionaron respecto a la enzima que ca-
taliza esta reaccidn.

En estudios realizados sobre las propiedades ca-
taliticas de Ta primera enzima biosintética de gluta-
tién (aislada de bovino}, en presencia de varios and-
logos de glutamato {primer sustrato de la enzima),
Meister y col. (1) encontraron que el DL-g-aminoadipato
puede funcionar como pr{mer sustrato, sin embargo, la
actividad de 1a enzima es muy baja (1 - 2% dé la alcan

zada con glutamato).

Baséndose en estos hallazgos ¥ en el hecho de que
Ta mayoria de los organismos inferiores cuentan con la
*maquinaria biosintética" para glutatidn, Kaszab y
Enfors (136} aislaron la 7791utami]—cisteina-sintetasa
de P. 6hrgsogenum y probaren su actividad frente a
L-glutamato y d-aminoadipato, encontrando que la enzima
funciopa cén ambos sustratos. La actividad alcanzada
con c-aminoadipato en este caso fue del 70% en relaciﬁn
a la alcanzada con glutamato. Estas evidencias prelimi
nares les permitieron sugerir que en el primer pasoc big
sintético de,gTutatiﬁn y de peniciTina en P. chrysogenum

participa una enzima en comdn, ya que en organismos in-



'fehiorés;'Té seiecti&idad de sustrato por parte de algy
‘nas enziméé; no es tan estricta cuando se trata de dife-

rencias estructurales sutiles.

Por otra parte, S&nchez y col. {133), encontraron
para P. chrysogenum que en una fermentacidén normal Jla po
za de glutamato (sustrato para la sintesis de GSH), se
eleva considerablemente con respecto a otros aminoacidos,

Jjusto antes del inicio de la sintesis de penicilina.

Adicionalmente se ha observado, que cuando se pre-
incuba un sistema de célh]as en reposo de P. chrysogenum
con glutamato, se estimula notablemente 1a sintesis de
penicilina en relacién al control al que se suplementa
con HN401 a la misma concentraciﬁn. Tal efecto se pre-
senta también cuando se usan andlogos no metabolizables
de glutamatao, en cambio cuando el sistema se preincuba
con cicloheximida y glutamato, no se presenta. Esto
permite sugerir gue se trata de un efecto-inductor del
glutamato sobre Ta sintesis de penicilina. Existen da-
tos preliminares que sugieren que este efecto tiene lu-
~gar en Ta brimera enzima de la biosintesis del antibié-

tico 6(L—a—aminoadiﬁi1—cisteina-sintetasa) {113).

Un hecho relevante que ya se ha mencionado, pero

que conviene recordar, s la obtencidn de mutantes mi-



SfL—a-aminoadipil-cisteina-sintetasa)?

3. Los fendmenos de regulacidn cliaramente definidos
para glutatién se cumplen para penicilina y vice

versa?

51 el trabajo experimental planeado para contestar
estas preguntas, conduce a una respuesta afirmativa de
las mismas, podemos decir gque nuestra pregunta fundamen-

tal se contesta tambié&n afirmativamente.



crobianas deficientes en la sintesis del GSH, que son -

capaces de crecer normalmente en medioc minimo.

Partiendo de los datos hasta agui meﬁcionados, se
antoja pensar que entre glutatidon y penicilina pueden
existir més analogias que las que hasta ahora se han
contemplado. Si se presume que una misma enzima puede
estar involucrada en la sintesis del tripéptidoe precur-
sor de la penicilina y en la sintesis de glutatidn, se
abre un panorama con varias incdégnitas que integran 1la

pregunta que constituye el titulo de 1a presente tesis:

L{ES EL GLUTATION UN METABOLITO SECUNDARIO?

Las incdégnitas a las cuales me referi anteriormen
te y cuya respuesta es el objetivo del presente trabajo

s50n:

1. Presenta el glutatidn un perfil de produccidn sg

mejante al de penicilina?

2. los perfiles de actividad de 1a primera enzima
biOSintética;_guardan Ta misma relaciﬁn cuando el
ﬁrimer sustrato es L-glutamato que cuando se tra-
ta de a-aminoadipato? Es decir, l1a actividad de
yfgiutamil-cisteina sintetasa, presenta un perfil

que se correlacione de alguna manera con el de



- 8(L-v-aminoadipii-cisteina-sintetasa)?

3. Los fendmenos de regulacidén claramente definidos
para glutatién se cumplen para penicilina y vice

versa?

Si el trabajo experimental planeado para contestar
estas preguntas, conduce a una respuesta afirmativa de
las mismas, podemecs decir que nuestra pregunta fundamen-

tal se contesta también afirmativamente.
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Material bijoldgico

a) Penicillium chrysogenum NRRL 71951

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

racidn de antibidétice). Ambas cepas fueron pro-
porcionadas por el Agricultural Research Service
CuTture Collection, Nothern Regional Research

Laboratory, Peoria, IT11. U.S.A.

c) Glutatidn reductasa (extraida de levadura).
" "Stock" de 150 unidades por miligramo de proteina

de Sigma Chemical Co.

‘Reactivos quimices

E1 glutatidn en sus dos formas, oxidada GSSG y re-
ducida GSH, el Acido 5,5' ditio-bis-2nitrobenzoico
(DTNB), B-NADPH (sal tetrasddica), ATP y los aminodcidos

empleados fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.

Las sales,dcidos y solventes, fueron adquiridos de

las compafiias Merck y Baker.



Medios de conservacion

En el caso de P. chrysogenum, se usaron placas con
teniendo un medio cuya composicidn por litro es-la siguien
te: peptona 10 g, dextrosa 20 g, extracto de levadura 1 g,

agar 15 g.

La cepa de S, lutea se conservd en placas con medio
completo: extracto de levadura 3 g, peptona 5 g, NaCl B g
MgSO4 0.1 g, dextrosa 5 g, agar 15 g, en 1 1t. de solucion
final.

Medio para cuantificar antibidtico

El medio empleado para la cuantificacién de penicili
na tiene 1a siguiente composicién por litro: 6 g de pepto-
na, 3 g de extracto de Tevadura, 1 g de extracto de carne

y15 g de agar.

" Mezcla de sales de Jarvis y Johnson 10% {J.J.-10X)

La mezcla de sales utilizada en algunos de Tos me-
dios empleados se prepard de acuerdo &8 1o reportadoc por
Jarvis y Johnson (1}8), pero diez veces mds concentrada

(10x).



Medio de produccidn (M.P.)

La composicidn por 1itro de este medio es la si--
'guiente: sales J.J. 10X 100 m1, dcido fenilacé?ico
0.5 g, cloruro de amonio 0.45 g, acetato de sodiﬁ 3.2 g,
lactosa 30.0 Q, glucosa 10.0 g (ambas deben ser esteri-'
tizadas por separado)}. E1 pH se ajusta entre 6.8 y 6.9

con hidroxido de sodic 10 N.

“‘Medio para los sistemas de cdlulas en reposo (M.RC)

Este medio tiene 1a siguiente composicidon por li-
tro: 16.0 ml de l1a mezcla de sales J.Jd. 10X, 320.0 ml
de so1uci§n amortiguadora de fosfatos T M pH 7.0, 0.5 g
de dcido fenji-acético y 30 g de lactosa (esterilizada

por separado).

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 120°C, duranfe 20 minutos.; cuando hubo que
adicionar a tales medios, aminodcidos y/0o cicloheximida,
8stos se esterilizaron por filtracidén a través de membra

nas Millipore tipo HA con poro de 0.45 pm.

‘Cultivo en medio de produccidn (fermentacién)

- Se hrebarﬁ en agua bidestilada est&ril una suspen

sidn de esporas cuya densidad dptica fue de 1.5 a 540 nm.



Se aﬁadi§ un indculo del 2% a matraces fernbach conte--
niendo 500 ml1 de M.P. La incubacién fue a 29°C con agi-
tacidon rotatoria a 165 revoluciones por minuto. En cada
experimento se emplearon dos matraces para cada tiempo

de fermentacién y para cada condicidn.

" 'Sistemas de células en reposo (RC)

El1 micelio desarrollade en 500 m1 de M.P. durante
36 horas (tiempo en que ya se detecta 1a produccién de
penicilina) se colectd filtrando en papel Whatman-31 en
condiciones estériles, transfiriéndose a un matraz Erlen
meyer de 1000 m]l con 250 m!1 de medio (R.C.)., En cada
uno de estos sistemas se inc]uy§ una varjable distinta:

glutamato 10 mM, Bencil-L-Glutamato 10 mM, NH,CT 10 mM;

4
se usd un sistema adicional, como contrel de sintesis.de
proteinas al cual se le adiciond cicloheximida 100 ﬁg/ml),
se incubd el micelio trasferido durante 1 hr después de

la cual se adiciond glutamato 10 mM.

‘Cuantificacidn de crecimiento

Esta se realizd mediante medicidn de la proteina
miceliar formada a diferentes tiempos en cada una de las
condiciones experimentales empleadas., Para cada caso se
tomaron muestras de 2 ml centrifugdndose a 9000 rpm du--

rante 10 min, el sedimento se resuspendid en 1 ml de TCA



al 5% y se sometid a homogeneizacidn mecfinica en un apa
rato modeio K45 de trj-R-Instruments a Ta velocidad II;
se us6 un ml mds de TCA, a fin de recuperar la proteina
residual en el vaso de homogenizacidén. ET homogenizado
se centrifugd durante 15 min a 9000 rpm, se elimind
el sobrenadante mediante una cuidadosa succion; el se-
dimento se resuspende 2 ml dé NaOH O0.4N, de aqui se
toman alijcuotas de 200 1, afordndose a 1 ml con agqua
bidestilada para cuantificar proteina por el método de
Lowry (739); utilizande como estindar una go1uc16n de al

biimina sérica bovina, a una concentracidn de 500 g/ml.

Cuantificacidn de antibidtico

En las muestras de 2 m] obtenidas a los diferentes
tiempos, se determiné en el sobrenadante Ta concentracidn
de penicilina mediante el método de difusién en agar con
5. lutea como microo?ganismo de prueba (140-141), se usd
como standard bencil-penicilina a diferentes concentracipo

nes (0.7, 0.25, 0.5, 1.0 g/ml).



Extracto etandlico

E1 micelio contenido en 20 m! de Ta condicifn en
estudio se filtrd a travé§ de membranas Millipore tipo
HA de G.45 m de didmetro de poro, se lav8 con agua bi-
destilada y se resuspendid en etanoel al 80%; se homoge-
neizé mecdnicamente en el aparato antes mencionado. E1
homogeneizado se hirvid durante 10 minutes en bafio Maria
y se filt+ré nuevamente a través de membrana MilTipore de
caracteristicas arriba sefialadas. E]1 Tiltrado se liofi-
1126 y se disolvid en una décima parte del volumen origi
nal de la muestra, en agua, para ser utilizado en la de-
terminacidn de pozas de aminodcidos en un autoanalizador

modelo Durrum D-500.

Cuantificacidn de glutatidn

a) Intracelular: El1 micelio contenido en 25 m]
de medio de cada tiempo y condicidn estudiados, se co-
Jectd por filtracidn a través de membranas Millipore
tipo HA de 0.45 m de didmetro de poro; el sedimento
se lavd con agua bidestilada y se resuspendid en 5 ml
también de agua, sometiéndose a homogeneizacidn, EI

volumen se Tlevd hasta 15 m1 y se hirvid durante 10 min



en ‘bafio Maria y se filtrd nuevamente a través de mem
brana Millipore de las caracteristicas arriba sefala-
das. ET filtrado se liofilizé y se disolvid en una
décima parte del volumen coriginal de 1a muestra, en agua,
para ser utilizado en la determinacidon de pozas de ami

nodcidos en un autoanalizador modelo Durrum D-500,

Cuantificacidn de glutatidn

a) Intracelular: E1 micelio contenido en 25 ml
de medio de cada tiempo y condicién estudiados, se co-
Jectd por filtracid6n a través de membranas Millipore
tipo HA de 0.45 um de diametro de poroj; e]vsedimento se
lavé con agua bidestilada y se resuspendié en 5 ml tam-
bién de agua, sometiédndose a homogeneizacidon. EI1 volu-
men se 1levd hasta 15 m] y se hirvido durante 10 min en
bafio Maria. Se filtrd nuevamente a través de una mem-
brana Millipore cuyo diimetro de poro sea 0.45 uym. E1

filtrado se 1iofilizd y se redisolvid en 1 m1 de agua



.-Jbidest11ada?

En cada extracto se toman a11cuotas de

'JOO u1 para hacer 1os estimados de la concentrac1on

: debg1utat1on presente

:u?  Q5:“ﬁxtrhcé1u1ar: E1 medio libre de micelio
‘:fgquténte de la primera filtracidn arriba mencionada
.gé:ébiecﬁé en su totalidad (20 m1} en un matraz Kita-
sato de 250 ml, se 1iofilizd y finalmente se redisol-
vié én 3 ml de agua bidestilada. De aqui se toman
al1cuotas también de 100 pl para Tos estimados de glu

'tat10n extracelular.

El método emﬁ?eado para la valoracidn de glutatidn
Afue el de Ta giutatiﬁn reductasa, el cual, por ser enzi-
mético, es altamente sensible y especifico. E1 procedi
miento se desarrolld exactamente igual al u]tramicromé-

todo descrito por Orfanos y Naylor (142).

’ Medfciﬁn de 1a Actjvidad de LQV—G]utamil-L-Cisteina—Sin-
tetasa v/o s{L-a-Aminoadipil)~L-Cisteina Sintetasa

a) Obtencidén de polvos de acetona: E1 micelio to-
tal de cada tiempo y condicidn en los que se deseaba ex-
b]orar Ta actividad enzimdtica, se colectd por filtracidn

en filtro Buchner con papel Whatman No. 31, se Jlavd pro-



fusamente con agua destilada fria (4°C). Después de To

cual se vierte sobre el micelio acetona previamente en-

friada (4°C), hasta observar que Este se deshidrata por

completo (aproximadamente 200 m1). Los polvos de aceto-
na asi formados se dejan secar y se guardan en recipien-
tes hérméticamente cerrados y claramente identificados

a -20°C.

b) La mediciﬁn de ta actividad enzimdtica se hizo
indirectamente, mediante la cuantificacidén del fésforo
inorgdnicoe (Pi) liberado de acuerdo al m&todo de Taussky
y Shorr (143). Para l1legar a tal determinacién, hubieron
de montarse las condiciones més adecuadas para la activi-
dad enzimética en el caso concreto de P. chrysogenum. La
salucidon amortiguadera seleccionada, por cuanto en ella
se encontrﬁ mayor actividad y las diferencias entre las
distintas condiciones experimentates fueron més evidentes,
fue 1a de tris-HC1 0.05 M pH 7.3, adicionada de ascorbato
a una concentracion final de 1 mM; esta solucidn amorti-

guadora se prepard fresca para cada ensayo.

Obtenciﬁn del extracto libre de célu1as. Los polvos
de acetona procedentes de cada tiempo o condicidn experi-
mental se pesan; se fragmentan en trozos pequefios y se co-~
locan dentﬁo de una botella Brawn previamente enfriada,

gue contiene perlas de vidrio de 1 mm de didmetro, prelava



das con Ta soTuciﬁn émortiguado}a de tris ascorbato. Se
.procurﬁ dﬁe entre la cantidad de perlas empleadas, el mi-
celio obtenido y el volumen del amortigdador empleado,
hubiera uné relacién 1:1:1 en volumen. Posteriormente el
miceljo asi tratado se rompe en un fragmentador Brawn,
modelo 853030, durante 25 segundos, usande CO2 como agen-

te frigorizante.

La mezela resultante de tal ruptura se centrifuga a
12000 rpm 20 minutos (a 4°C); se separd cuidadosamente el
sobrenadante por succidén y se centrifugﬁ nuevamente en |
las mismas condiciones, a fin de obtener un extracto mis
Timpio. La concentracidn aproximada de proteina obtenida

en el sobrenadante fue de 2 mg/ml.

Se hicieron algunas determinacicnes enzimaticas en
el extracto crudo, pero hubo algunos problemas debide a
las fosfatasas contaminantes. Se decidid entonces hacer
una semipurificacion, para To cual, se hicieron diversos
cortes con (NH4)2504. Despugs de varios intentos en Tos
que se midi§ actividad enzimatica en cada fraccidn, opta
mos por hacer sdle dos cortes: uno al 40% cuyo sedimen-
to se descartd y el sobrenadante se l]ev§ hasta 70%, que
dindonos con el sedimento resultante de esta precipita-
cién (en el cual se observ6 mayor actividad) como fuente

de 1la enzima, Este sedimento se disolvid en 2 a 3 mT de



solucidn amortiguadora tris-ascorbato; las alicuotas em

pleadas en cada qéférminaciﬁn fueron de 200 ul.

'f¥ E1-contenido de los sistemas de reaccién (1 ml) fue
el siguiente::

é)'_paﬁa'e1-casq de la actividad de y-glutamilcisted-

na sintetasa: amortiguador (tris-ascorbato 0.05 M)

L-Glutamato &5 mil, ATP 2 mM, Mgc'l2 10 mM, cisteina

11 mM; {los blancos no contenian glutamato}.

b) Para el caso de la actividad de &-(L-a-aminoadipil
cisteina sintetasa); amortiguador, a-aminoadipato

5 mM, ATP 2 mM, MgCl, 10 mM, cisteina 11 mM; (los

2
blancos no contenian a-aminoadipato).

Cabe aclarar que debido a la susceptibilidad de Ta
cisteina a 1a oxidacidn, los sistemas se trabajaron en
anaerobiosis, por To gue se usaron tubos de Thunberg,

(Fig. 10).

. En estos tubos, la cisteina se trabajﬁ en forma
anhidra; pesﬁndose justo antes de injciar el experimento
{2 mg) y co]ocindo]a en la parte A del tubo. En la parte
B del mismo se colocan fodos 1os reactivos restantes; se
ensamblan la parte A y B (Tas juntas deben tener grasa de
silicﬁn ﬁara Tograr hermeticidad); se hace vacio durante

10 y para arrancar la reaccidon se vierte el contenide de



B en A. La temperatura de incubacidn sel eccionada fue
de 37°C y el tiempo de incubacidn 20'; la reaccidn se
para con dcido tricloroacético al 5%, el contenido de
cada tubo se somete a centrifugacidn y del sobrenadante
se toman 600 ul para hacer la determinacidn de fosforo
inorgénico. La acti{idad enzimdtica se expresa como

ymol Pi/mg proteina/min.
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FIGURA 10.- Tubo de Thunberg, utilizado para r‘éal'izar reacciones
en anaerobicsis; en la parte A se coloca el reactante susceptible
de oxidacién, en la parte B, los reactivos restantes, los cuales
se vierten a 1a parte A, despues de hacer el vacio, dando inicio
a la reaccion. '



RESULTADOS Y DISCUSION



"RESULTADOS Y DISCUSION

.Para explorar las posibles analogias a nivel bio-
giﬁtético ¥ regulatorio entre glutatidn y penicilina en
Eﬁ ﬁﬁrzsogenum, NRRL 1951 se hicieron estudios encamina-
dos a determinar Tos perfiles biosinté&ticos de glutatidn,
asi como las pozas de los aminodcidos precursores de aste
tripéptido a diferentes tiempos de una fermentacidn nor--
mal. Otro parametro explorado fue Jla cinética de creci-
miente del microorganismo, a fin de establecer alguna
correlacidn entre Ta situacién de las pozas de amipoé-
dos y las fases de crecimiento del microorganismo, o bien
entre ésta y el inicio de Ta biosintesis del glutatidn.
Les resultados se resumen en la fig. 11 en la gue puede
observarse que a tiempos tempranos de la fermentacidn
(12 hs), se presenta un aumento notable en el glutatidn
extracelular, y un descenso continuo de éste durante to-
da la fermentacién. En e1,g]utatiﬁn intracelular, en
éambio; se observd una tendencia a disminuir hasta las
36 horas, tiempo a partir del cual se registra una sinte-
$is de novo que 1lega a rebasar ligeramente la concentra
cidn que existia a las 12 horas. Cabe hacer notar que
' tal incremento coincide con el inicio del ‘crecimiento es
tacionario o idiofase de manera andloga a lo que sucede

con el perfil de produccidn de penicilina.



En;§uanto'a'1a5'pdzas de aminodcidos tenemos que
1a giicina presenta un incremento discreto pero conti-
nuo desde 1;5 24 horas del proceso de fermentacidn. La
cisteina muestra un ligero ascenso a las 36 horas, un
descenso a las 48 y finalmente se estabiliza. ET gluta
mato, en cambio, se encuentra notablemente aumentado
desde las 36 horas, tiempo después del cual se inicia
el aumento de g1utat1§n intracelular. Esto puede suge-
rir que existe alguna relacidén entre la presencia de
este aminodcido y la subsecuente aparicién de glutatidn,
corre]aciﬁn que también se presenta en el caso de peni-
cilina (Figuras 11, y 14A)}, Sdnchez ¥ col. han reporta-
do (como ya se ha mencionado anteriormente) que glutama
to (10 mM) induce l1a sintesis de penicilina en
' E. chrysogenum en un sistema de c&lulas en reposo (113).
Si las similitudes observadas entre el glutatién y el
tripéptido precursor de la penicilina se deben a eventos
b{osintéticos y/o regulatorios comunes, deberia obser-
varse un aumento en la sintesis de,g1utati6n por parte
de P. chrxsogenum; en sistemas de c&lulas en reposo su-
plementadas con glutamato, o un andlogo de éste y dismi-
nuir significativamente cuando el sistema se adiciona de
cicloheximida. De los estudios realizados para esclarge
cer estas suposiciones, derivan Tos resultados mostrados
en la fig: 12, Tos cuales concuerdan con las espectati-

yas.
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F_'IGURA'II.- Situacidn de las pozas de los aminoacidos precurso-
res de glutatidn, a diferentes tiempos de una fermentacidn nor-
mal,en correlacitn con el crecimiento microbiano y el inicio de
sintesis de GSH. Crecimiento (O ); GSH extracelular (& ); GSH -
intracelular (@ ); Glutamato (G );: Cisteina (&) Glicina (@),
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FIGURA 12, Sintesis de GSH a las 36 H en sistemas de c&lu-
las en repgso, suplementados con MHaCL 10 mM (control);
GTutamate (70 mM); Bencilglutamato ?10 mM); Cicloheximida

100 pg/ml + Glutamata 10 mM (CH + GLU)} y Cicloheximida
100 ug/ml (CH).



»derlath?p;rfejMéisfer y col. reportaron que la
'7;91utamiT:césfeiha sihtetasa (primera enzima de la big
sihtesis dé] glutatioén), cuyos sustratos naturales son:
L~glutamdto y L-cisteina, es capaz de reemplazar al pri-
mero por algunosandlcgos entre los que se encuentra el
c-aminoadijpato (1}). En base a esto Kaszab y Enfors
(135} hicieron algunos estudios en la enzima extraida
de P. chrysogenum usando ambos sustratos {(L-glutamato, ¥y
a -aminoadipato). Ellos encuentran evidencias que les
permiten sugerir que esta enzima puede ser Ta misma que
sintetiza el dipéptido inicial de la biosintesis de peni-

cilina (a-amincadipil-cisteina).

A Tin de encontrar un nexo entre los posibles even-
tos biosintéticos o regulatorios comunes (de Tos que an-
teriormente hemos hablade) y el postulado arriba mencio-

' nado, se expToré la actividad de dicha enzima, extraida
de P. cﬁrgsogenuﬁ cultivado en sistemas de c&lulas en re-
poso, suplementade en un caso con NH4 €1 10 mM como con
trol y en otro con giutamato a Ta misma concentracidn.
Ambos extractos se probaron con los 2 sustratos {glutama-
to ¥y a—aminoadipato); T1a reaccidn se realizé en anzerobig
sis, pues se usé cisteina como segﬁndo sustrato en todos
los casos. Los resultados se resumen en 1la Figdra 13 don
de ﬁuede observarse que la enzima que proviene del micelio

cultivado en sistema de c@lulas en reposo, suplementado con
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FIGURA 13. Actividad enzimatica de 1la y-glutamil-cisteina
sintetasa (*) y de 1la 6(L-u-aminoadipi1-cisteina sintetasa
(+), empleando como fuente de enzima, un extracto 1ibre de
células de P. chrysogenum de 36 Hs. de cultivo en medio de
cdlulas en reposo, supiementado con NHgqCL 10 mM {control) ¥
Glutamato 10 mM.
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gluitamato muesfra una actividad especifica mayor éue los
respectivos controles, (5 veces_més cuando el sustrato
es glutamico, y 15 veces més con.a-aminoadipato).

Esto pone de manifiesto que el efecto inductor de
glutamato, tiene lugar en esta primera enzima que ejerce
ambas funciones: y-glutamii-cisteina-sintetasa y s{L-w-ami
.noadipil-cisteina-sintetasa}. En este caso, la actividad
con ag-aminoadipato es 1.5 veces mayor que la alcanzada
con glutamato como sustrato. En los controles sin in-
ductor en cambioc, nuestros resultados concuerdan con los
reportados por Kaszab y Enfors, es decir, la actividad
es mayor cuando se usa glutamato como sustrato; cuando
se usa g-aminoadipato, &sta viene a ser un 70% de aque-

11a (nuestros resultados son de 60%).

Los resu]tadds hasta aqui obtenidos parecen indi-
car no solo que la misma fraccidn proteica es capaz de
catalizar ambas funciones: y-glutamil-cisteina sinteta-
2a ¥ §-{L-a-amincadipil-cisteina sintetasa) sino que tan
to la sintesis de penicilina como de g1utati§n responden

a un efecto regulador comiin.

Consideramos pues interesante explorar los niveles
de actividad enzimidtica a diferentes tiempos de una fer-

mentacidn normal. Los ensayos de actividad se hicieron



como sé]descriﬁé en Materiales y Métodos.

"a) ‘con glutamato y cisteina como sustrates

b) con a-aminoadipato y cisteina como sustratos.

_:Los resultados se muestran en 1a fig. 14. En ellos
. podemos observar que la actividad para ambos sustratqs
méntiene niveles de semejanza razonables, presentandoc en
los dos casos un pico a las 48 horas y un aumento marca-
do a las 72 hs. Si se establece una comparacitn de tales
niveles con la cindtica de crecimiento, se bbserva que la
actividad enzimatica se hace mds aparente en una fase tar
dia, misma que coincide con el inicio de sintesis de glu-

tatidn intracelular y de penicilina, Fig. 14A,

Todos estos hechos parecen reforzar nuestros plan-
teamientos. Sin embargo, no podiamos explicar el qué los
niveles de g]utatién extracelular se encontraran elevados
a1l inicio de una fermentacidén narmal, ya que 10s niveles
de actividad enzimética detectados son bajos. Pensamos
que podria tratarse de un artefacto o bien que el medio
de cultive tuviera glutatidn. La primera suposicidn que-
d§ descartada por la repetitividad de Tos resultados; la sg
gunda; porque determinamos glutatién en el medio en el

tiempo cero de fermentacidn, ddndonos un valor nulo.
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Basdndonos en 1o reportado por Demain y J.M. Piret
(100f respecto a que algunos microorganismos esporulantes
"almacenan" dentro de sus eéporas aquellos metabolitos 5e
cundarios cuya produccién los caracteriza, optémos por
explorar 1os niveles de glutatidn y de penicilina, dentro
de las esporas. Con agradable sorpresa encontramos, para
glutatidon 7.8 Hg (mg de proteina)'] y para penicilina
2.5 ug (mg de proteina)"1. Estos datos nos permitieron
intéﬁrar Tos resultados presentados anteriormente acerca

de Jos perfiles de glutatidn extracelular e intracelular,

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

Por otra parte,es bién conocido el hecho de que gluta-
tiﬁn retrorregula su propia biosintesis inhibiendo compe-
titivamente la primera enzima de la via (7). Se decidié
por tantq probar si este tripéptido retrorregula también
a la 8(L-c-aminoadipil cisteina sintetasa), primera enzi-
ma de Ta biosintes{s de penicilina, a fin de explorar si
ambas aﬁtividades responden a un efecto requlador C e
comﬁn. Para ello se usd como fuente de enzima un extrac-
te 1ibre decélulas deP. chrysogenum crecide durante 36 ho-
ras en medio de produccidn. La medicién de actividad se
hizo de acuerdo a 1o expresado en Materiales y Métodos,
con la variacidn de que el GSH se adiciond disuelto en

buffer tris-ascorbato 0.05 M, para dar concentraciones
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nfinéTeﬁ'dé_lg;S'y 10 mM. Los resultados se muestran en
{ja ffg,'jﬁ, donde se puede ver que GSH 10 mM inhibe por
“‘completo 1a sintesis del dipéptido &(L-a-aminoadipil-

cisteina).

Por otra parte, cuando se adiciona GSH a cultivos
de P. crysogenum en sistemas de cé@lulas en reposo suple-
mentados con cicloheximida, se observa una disminucidn
en Ta sintesis de penicilina, es decir, el efecto nega-
tivo ejercido por glutatidn no solo se presenta in vitro

sino también in vivo.

Resulta interesante mencionar que en 1972 Gordee ¥
Day (142) reportaron que cuando se adiciona penicilina a
cultivos de Penicillium, se observa una disminucion en
Ta sintesis del antibiﬁtico. Tal efecto fue confirmado
en 1979 por Martin y col. (143). Sin embargo no existe
una caracterézaciﬁh bioqufmica gue defina claramente al

fenémeno.

Por otra parte, como se ha mencionado anteriormen-
te, algunos metabolitos secundario§ estén implicados en
el control de fendmenos de germinacidn y/o esporulacidn;
probablemente la presencia de g]utatién y de penicilina

que hemos observado dentro de las esporas tenga alguna
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 si§n1ficanCia_dg este.tipo. Se nos ocurre que penicili
‘na.y glutatién puedan sinergizar sus efectos para tales
eventos,.16 una previrniendo e1 antagonismo microbiano del
entorno a1_qﬁe'se ver1a expuesto Peniciilium a]hgerminar
y el otro pfeviniendo a las células contra mecanismos
okidantes o brinddndeles proteccidn contra efectas téxi-

cos y radiaciones.

Cabe mencionar tambié&n que Sdnchez y col. (133)
observaron que glutamina (1 mM) estimulaba la sintesis
de penicilina en P. chrysogenum; sin embargo cuando é&sta
se adicjond en mayor concentracidn (1-10 mM) se presentd
un efecto negativo. Recientemente Mateos, R.C. {144},
propuso que tal inhibicidn se debe a que el tripéptido
precursor de la penicilina se canaliza hacia el transpor
te de glutamina de manera analega a como funciona el
glutatién (Figs.17 y 18} impidiendo su participacién en
los siguientes pasos de la biosintesis de penicilina.

Tal sugerencia quedd reforzada por los siguientes hechos:

a) Cuando glutamina se sustituyd por otro tipo de
aminodcidos {neutros} también tuvo lugar una dis-
minucidn notable en la sintesis de penicilina.

b) Este efecto se previno preincubando el sistema con

glutatidn
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c) E1 transporte de glutamina (:]4 fue mayor al inte

rior de Ta célula, en el sistema preincubado con

glutatiodn.

.

Todos estos hechos parecen evidenciar, cada vez
con mas fuerza que entre el glutatidn y el tripéptido
precursor de la penicilina existen analogias no sole de

tipo estructural y regu1atorio, since también funcional.
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CONCLUSIONES

.La_sinteSiS de novo del glutatidn se presenta a
partir de las 36 horas, en una fermentacidon normal tiem
po qﬁe coincide con la transicién trofofase-idiofase.

A1 explorar las pozas de Jos aminodcidos precursores de
GSH, se observa que glutamato se encuentra considerable-
mente elevado desde las 36 horas, analogamente a 1o re-

portado para penicilina.

Se observd un aumento en los niveles de glutatién
en sistemas de cé&lulas en reposo suplemgntados con glu-
tamato, efecto que se presenta también cuando se usa
a19ﬁn an§1ogo no metabolizable de g1ut§mico ¥ que se
previene con cicloheximida, lo cual sugiere un probable

efecto inductor.

La primera enzima involucrada en la sintesis de
glutatiﬁn; funciona tambi&n con los sustratos propios
del ﬁrimer paso bfosintético de penicilina, de acuerdo
a lo bostu1ado por Kaszab y Enfors. Ambas actividades
bresentan un maximo considerable a las 36 horas, tiempo
que coincide con el dinicio de la sintesis de GSH y de

penicilina.



E1 GSH iphibe la actividad de y-glutamil cisteina
sintetasa y de §{L-a-amincadipil-cisteina sintetasa), lo
cual sugiere que ambas actividades responden a un efecto

regulador comin. -

Por G1timo, la presencia de penicilina como de GSH
dentro de las esporas, sugiere que ambos metabolitos
pudieran jugar un papel relevante en la regulacidn de Jos

fendmenos de esporulacidn y/o germinacidn.

Los hallazgos respecto a las similitudes en la re-
~gulacidén biosintética o en algunas funciones entre GSH ¥y
'penici1ina constituyen, a mi juicio, una contribuecidn in
teresante del presente trabajo. Quiero creer en la posi
bilidad de que puedan motivar el interés por un estudio
mads profundo de estos eventos. As1 mismo puede hacer
eco, de alguna manera a la "invitacidn" que hace Zdhner
para estudiar a los metabolitos secundarios desde puntos

de vista diferentes a Tos hasta ahora contemplados.
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