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RESUMERN

Al estudiar el posible papel de glutamina como pre
cursor de grupas amino ﬁara la sintesis de penicilina, se en
contrh Qn doble efecto del amincdcido en la produccidn del
antibidtico, dependiendo de las concentraciones afiadidas al .
ﬁedia de cultivo.

Empleando bajas concentraciones de glutamina (en-
tre 0 y 1 mM) se estimulé la formacidn de penicilina, proba
blemen@e por ser el precursor de los grupos amino de dicho
antibibtico..

Sin embargo, al emplear concentraciones del aminp
cido entre 1 y 1D mM se inhibiéd la sintesis de penicilina;
la elucidacién de este fendmeno inhibitorio constituyh el
objetivo del trabajo y en cuya realizacidn se hicieron va-
~rias experimentos, cen los resuyltedos gue se enuncian a con
tinuaclbn,

El efectao inhibitorio no se logrd revertir con los
aminoécidos precursores de 1s molécula del antibidtico (a-
- aminoadipatn, cistefns y valina), par la que ei efecta de
glutamina parece nn ser sobre la sintesis de &stos.

La especif;cidad del efecto inhibitorio no eg ex-
clusiva de glutamina; se probaron otros aminoAcidos, neuércm
&cidos y bésicos, de los cuales (nicamente lus neutros pre-

sentan un efecto similar al de gqlutamina en la slntegis de



peniciliné.

. lLa posibilidad de que glutamina inhibe la activi-
dad de una de las enzimas del sistema de "sintetasas de pe-
nicilina", se pudo eliminar (nicsmente sobre la primera en-
zima de ‘la via, la a-aminocadipil-cisteina sintetasa, ya que
de las otras actividades no se conocen las caracteristicas
necesarias para su estudia.

Esta primera actividad enzimdtica parece encontrar
se fntimamente relacionada con la sintesis de glutatidn, tri
péptido estructuralmente similar al también tripéptido pre-
cursor de penicilina, €l a- aminoadipil-cisteinil-valina
(‘u-aaa-cis-Qal). Bajo tales consideraciones se -planteb la
eihilitud erntre el cigiu del vy- glutamil propuesto por Meis
ter y Tate (Ann. Rev. Biochem. 45:559-604, 1976) para la sin
tesis y utilizacidn del glutatifn y la secuencia de sintesis

-de penicilina. l |

Por otra parte se ohservd la prevencién del efec-

to inhibitorio de Qlutamina can la preincubacidn de las cé-

1hC_

lulas con glutatidn, Ademés, el transporte celular de
.glutamina se incrementd al aumenta} la cuncentraciﬁn de gly
tatién. ‘

La participacién de los péptidaos precursores del
antibiético en el transporte de 1"C-- glutamina al interior
de la célula fue vislumbrada. Células crecidas en presencia

de lisina (retrorrequlador de la sintesis de a - aminoadipato),



incapaces de formar antibidtico, ni sus precursores, presen

1l‘[:--r_:h.:tamina, gue células creci-

taron meﬁur transporte de
das en condiciones adecuadas para la sintesis de penicilina.
En esta forma se postuld la hipGtesis con la cual
se explica el efecto inhibitorio de glutamina en la sintesis
de penicilina, por la canalizacidn del tripéptido a-~a@aa-cis-
val, en el transporte del aminodcido, en la misma forma gue
es utilizado el glutatidn en sistemas de cé&lulas en reposo

limitadas de carbona y nitrdgeno, caracter{sticas gue tienen

los sistemas empleadas.en este trabajo.
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INTRODUCC IBN

Desde que en 1929 fue descubierta la accién anti-
bittica de una sustancis denominada penicilina, producida

por una colonia de Penicillium notatum, se han tratado de

encontrar otros micrunrgaﬁiamus productores de sustancias
similares a la penicilina. A pesar de que, los antibidticos,
como otros metabolitos secundarios no tienen funcidn aparen
te para el crecimiento del microorganismao gue 155 produce,
el gran valcer terapéu@icu de la penicilina en el tratamien-
to de énfgrmedades infecciosas, incrementé su importancia vy
condujo a la bisqueda en gran escala de nuevos antibidticos
v.a incrementar la prnduc:iﬁn de los existentes (1).

Un factor que ha contribuido a mejorar la produgc
cibn de peninilina ha sido la seleccidn sucesiva de cepas

mutantes hiperproductoras de Penicillium chrysogenum y que

" han sido seleccicnadas empiricamente, tomando en cuenta ex-
clusivamente su elevada capacidad biosintética de antibiéti
co, Actualmente se ha enfatizado el estudio para el conoci-
~miento més profundo de la estructura y ruta bilosintética,
toh procedimientos gue han servido de modelo para el desa-
rrollo de atros antihidticas (2,3,4).

San variﬁs los grupos de trabajo que estén hacien
do estudios en los diversos mecanismos y factores gue regu=

lan la produccitn de penicilina, Entre los esfuerzos que se
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realizan para el esclarecimiento de la regulacidn nitrogena

da en la biosintesis del antibiftico en Penicillium chrysogenum

paor huestro grupo, este trabajo tiene como objetivo profun-
dizar en el papel que juega glutamina en este mecanismo de

control.
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GENERALIDADES

ESTRUCTURA

Desde 1945 se determind la estructura guimica de
la penicilina por estudios cristalogréficos y se demostrd
qhe se cumpdné bdsicamente por un anillo bicficlico, tiaznii'
din- 8 -lactémico (Acido 6-amino-penicilénico o 6-APA) produg
to de ls condensacién de los aminolcidos cisteina (cis) vy
valina (val), en sus configuraciones L y D respectivamente.
Ademés consta de una cadena lateral acilica, unida al resto
de la molécula por un enlace am{dico; los écidos gque pueden
servir como precursores de esta cadena son diversos, can lo
cual se abtienen penicilinas con diferentes caracteristicas

(Figura 1, Tabla 1) (3,5).
BIOSINTESIS

Las abservaciones de Bonner en 1947 del hecho de
que ciertos auxbtrofos- de llsina'(lis) de P. hrysagénum pra
ducfan més penicilina, sugirieron gue la ruta biosintética
del antibiftico y de lisina eran comunes o 8l menos tenian
un precursor comén (6).

En 1957 Demain et al. observaron que, en cultivas

de g. chrysagenum crecidos en un medio minimo suplementado
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FIGURA 1. ESTRUCTURA FUNDAMENTAL DE LA PENICILINA (3).



ACIDO DE LA CADENA

-NOMBRE DE LA PENICILINA

LATERAL QUIMIOO TRIVIAL
a=AMINOADIPICO ISOPENICILINA N
FENILACETICO BENCILPENICILINA G
B~ A=-HEXENOICO 42 -PENTENILPENICILINA F

. HEXANOICO n-AMILPENICILINA DIHIDRO F
OCTANOICO n-HEPTILPENICILINA X
p-HIDROXIFENILACETICO p-HIDROXIBENCILPENICILINA X
FENOXIACETICO FENOXIMETILPENICILINA v

TABIA 1. Diversas penicilinas con diferentes sustituyentes en
la cadena lateral (5).
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ton lisina se deprimia la sintesis de penicilina, este efec-
to es debido a la inhibicidn par retroalimentacion de la en
zima homocitrato sintetasa, afectando la formacién del &ci-
do o -aminoadipico (a -maa) (7,8,9).

Posteriormente se demostrd que el o -aminoadipato
no snlamente revierte la inhibicidn producida por lisina,
sino que estimula la sintesis de penicilina eﬁ ausencils de-
ésta. Ahora ya estéd perfectamente demostrado que el « -ami-
noadipato es un precursor comén a lisina y penicilina (10,
11).

Entos primefos estudios dieron lugar al estableci
miento de la ruta hiosintética de la penicilina, la cual tig
né.nrumn en el Acido « -aminoadipico, gque en el primer paso
biosintético se condensa con le cisteina, por accifn de la
enzima a -aminoadipil-cisteina sintetasa, formando el dipép
tido L-a -aminoadipil-cisteina (a -aaa-cis) (Figura 2) (12).

El siguiente paSu es la formacién del tripéptido
lL-a -aminoadipil-l-cisteinil-D-valina (@ -asa-cis-val), re-

sultado de la actividad catalftica de la tripéptido sinteta

El isfmero.L de valina sufre la isomerizacidn al
unirse al dipéptida y no antes; esta unidn es espec;flca.
ya que no se puede obtener « -aaa-clé-ual empleando isdme-
ros D o DL de valina (13,14,15,16).

Una vez formado el tripéptido o ~aaa-cis-val, ocy
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o~CETOGLUTARATO + ACETIL-CoA

INHIBICION , homocitrato

""""""""" ?| sintetasa

HOMOCITRATO . PIRUVATO + 2C

, ’ acetohidroxi-
CIS-HOMOCITRATO .lNl*‘.BISLON —>l&cido sintetasa
]
HOMOLSOCITRATO { “‘mﬁm“m
: a= 8 ~HIDROXIVALERATO
a=CETOADIPATO ! oy
_ . ' u-cmmsgvmmm
? a~AMINOADIPATO ( a~AAA
QREPRESIOND : ( o-ARR) - - - vah
]
| a-aminoadipato a-aminoadipil- :
( reductasa  cistefna sintetasa :
|
[ | ! !
! a-AAA- § ~SEMIALDEHIDO 1~ o -AM-L~CIS :
M :  tripéptido '
| sintetasa !
' [ v '
' SACAROPINA Ir o -ARA-L-CIS-D-VAL ¢~ <
' penicilina
! ciclasa
L R v
- = -~ =7 LISINA I a -AAA-6-APA (ISOPENICILINA N)
FENILACETATO a=ARA
FENILACETATO~6-APA

(BENCILPENICILINA O PENICILINA G)

FIGURA 2. Mecanismos de regulacién en la biosintesis ramificada
< de lisina y bencilpenicilina en P.- chrysogernum (5).
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rre la ciﬁlizacién de los-residuos correspondientes a cistei
na y valina , para formar el anillo tiazolidin- B-lactémico,
a través de un intermediario ‘B-lactémico monociclico; esta
transformacifn se debe a la penicilina ciclasa. En esta for
ma se obtiene otro de los intermediarios de penicilina, la
isopenicilina N, que no es otra cosa que un tipo de penici-
lina, cuya cadena lateral es el &cido u-aminAadipico y gue
se denomina también écido a -aaa-6-APA (16,17,18,19). El pa=-
so final en la biosintesis de las peniﬁilinas es el lnter-‘
cambio de la cadena acf{lica y que por la accidén de una acil
transferasa. se pueden‘pruducir diversas penicilinas, tomo
serfa el casﬁ de la bencil penicilina o penicilina G que se
pfoduce al intercamhiaf el a-aminoadipato por el &cido fe-
nilacético (14,20,21,22,23,24),
La secuencia de sintesis de penicilina se ha podi
do establecer por complementacifn entre difereﬁtes cepas mu
" tantes de microorganismos productores de este antibiético

como son Penicillium chrysogenum, Cephalosporium acremonium

y Streptomyces clavuligerus. Algunas mutantes incapaces de

. sintetizar isopenicilina N, tampoco fnrmaban a -aaa~cis=-val; -
otras, a pesar de no sintetizar isopenicilina N, acumulaban
el tripéptido. También el empleo de mutantes auxBtrofas de
lisina ha sido de gran ayuda en el esclarecimiento de la

via; la no produccifn de antiblBtico de  algunas de estas

mutantes ha sido contrarrestada pbr adicién de DL-a -aminoad}
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pato o de tripéptido al medio de cultivo (25,26,27,28,29).
REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PENICILINA

Las diferentes rutas metapélicas en los microorga
nismos estdn rigurosamente controladas y ésto suele suceder
modulando la sintesis de actividad enzimética. Par ser la peni.
cilina un metabolito secundario, sintetizado en la fase tag
dia del crecimiento microbiano (Figura 3), son muchos los
factores y mecanismos gue regulan su produccidn y algunos

empiezan B e#sclarecerse.
aj REEULAEIDN POR LA FUENTE DE CARBOND

Jarvis y Johnson, han indicado gue la glucosa es
la merr fuente de carbono pafa el crecimiento de P. chrysogenum,
peroc no para la produccifn de penicilina, para tal efecto
~1a fuente preferencial es lactosa (31).

El mecanismo por el cual glucns; afecta la forma-
cibn de penicilina no ha sido establecido, sin embargo, se
sabe que es algln producto de su metabolismo y no la glucosa
' misma , el que ejerce el efecto, porgue anflogos no metabo-
lizables de glucosa no san capaces de inhibir la sintesis
del antibiftico. Por otra parte, Revilla y colaboradores hap
observado que otros azicares, como polimeros de gqlucosa, pro
vocan el misma efecto y éste no ps revertido par la sdiclién

de AMP, ciclica, como scurriria en la‘slntesis de enzimas ca -
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4]

1004

5.,

Crecimiento mg profeina (mi)-1
Penicilina pg (mg protefna)-*

& 4IB 72
Tiempo (h)

FIGURA ‘3. Cinética de crecimiento {Q )} ¥y producc_idn de
penicilina ( @ ) por Penicillium chrysogenum
(30).




14
tabblicas (32).
4 bh) REGULACION POR PRODUCTO FINAL

Se ha comprobado que la binsintesis de penicilina
esth requlada por el prﬁductn final; es decir, gue cuandola
concentracién de antibidtico llega a cierto limite, éste de
tiene su propia sintesis. La cancentfacién de ‘productoc gue
éjerce el efecto varfa de acuerdo con la capacidad bios{n-
tética de las cepss, con lo cual se explica la mayor resis-
tencia de los microorganismos hiperproductores a este meca-
nismn.‘Se desconoce la forma y nivel en gque actla la penici
lina como agente regulador; no cbstante, la enzima trlpépti
do sintetasa ha sido propuesta caomo el sitia clave ag la rg

gulacidn (33,34),
¢) REGULACION POR METABOLITOS PRIMARIOS

Aunque.ya se menciond, cabe recalcar due otro de-
‘los efectores de la retrorregulacidn es lisina que, coma pro
ducto final de la otra ramificacién de la via biosintética,
controla indirectamente la formacidn de peniciiina por inhi
' bicibn de la enzima homocitrato sintetasa y posiblemente tam .
bién reprime a la enzima a-aminoadipato reductasa (Figura
' 2) (8,9,34).

Algunos metabolitos primarios pueden ser precursa
res de antibifticos y la regulacién a la cual se encuentre

sometida su sintesis puede afectar consecuentemente la for-
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.

macidn dei metabolito secundario. En este caso valina pare-
ce inhibir por retroalimentscién la primera enzima de su big
sintesis,la acetohidroxifdcido sintetasa. Se ha encontrado

que en cepas hiperproductoras esta enzima es menos sensible
a valina que la misma enzima de cepas de baja produccidn de
penicilina, sin embargo, este fendmeno puede ser circunstan

cisl y no tener relacidn-alguna (Figura 2) (5,35).
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ANTECEDENTES

La penicilina es considerada un antibidtico pep-
tidico ya que su molécula es el resultado de la condensacidn
de tres aminoicidos, a-aminoadipato, cisteina y valina, por
1o gue es lOgico pensar gue su biosintesis estd sujeta a
otro mecanismo, también importante como es la regulacidn por
la fuente de nitrbgeno.

En otros metabolitos secundarias y en especial
ciertos antibidticos, como es la cefalosporina y cuya estruc
tura es ﬁuy similar a la de penicilina, la regulacién nitrogenade tiene
gran importancia; esto ha sido reportado por Aharonowitz 'y Oemain en
sus estudios sobre la prodﬁccién de cefalosporina en 5. glavuligerus
36).

Shnchez y colaboradores encontraron cembios importentes, sg
bre todo en la concentracidn intracelular de glutamato y glutamina, du=-

‘ rante la fase de prndusniﬁn‘QEl antibidtico, por P. chrysogenum, en die
ferentes condiciones de cultivo sugiriendo alguna interrelacién entre
la presencia de los tos aminodcidos y la farmacidn de penicilina (Figu-
ra 4) (30).

Reclentemente estos mismos autores han reportado que el glu
tamato afiadido al medio de cultivo (10.0 mM) es capaz de es
timular la sintesis de penicilina. Este efecto no es por dig
ponibilidad de aminoicidos precursores, ya que andlogos no

metabolizables del glutamato provocan un efecto similar y
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FIGURA 4. Efecto de bajas (@) y altas (Q) concentraciones
de NH,Cl en : A, crecimiento (=) y produccibn de
antibiético (--); B, poza.de glutamina; C, poza
de glutamato (30).
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han estabieﬁidu gue el papel del glutémice es como inductar
della primera enzima de la biosintesis de penicilina, la
a-aminoadipil-cisteina sintetasa (12).

Otro efecto gue han estudiada es el que tiene el
NHaCl en la produccién de antibidtico, encontrando una rela
cién inversamente propercional entre 1aicnncentracién de amg
nio en el medio de cultive y la formacién del metabolita sg'
cundario, sin alterar en gran medida los valores de crecimien
to vy manteniendo constante el pH. Se ha pndidn determinar
que este efecto probablemente represivo, es en la enzima
glutamina sintetasa, responsable de la sintesis de glutamina
y como el aminofcido pudiera ser el donador de los grupaos
aﬁino para ls furmaciéﬁ del antibidtico, en esta feorma el
amonio limitarfa la sintesis del misma (Figuras 4 y 5) (30),

También han encontrado que la poza intracelular
de glutamina en baja concentracidn de NH“Cl (8;5 mM) es su-
' perior a la ﬁue se encuentra cuando la concentracién de NH“CI
es elevada (85.0 -mM); este cnépurtamientu no lo tiene la pa
za de glutamato. Por otra parte, la produccidn de penicilina
- esté aunada a la disminucifn paulatina de la cantidad de gluy -
. tamina acumulada intracelularmente (Figura &4) (30).

Ademés, en un sistema de células en reposa con gly
tamina 0.5 mM como suplemento, hubo una estimulacifn en la
produccifn de antibiftico, comparada con las que se cbtuvige

ron en iguales sistemas suplementados con glutamato y NH“CI
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FIGURA 5. Efecto de bajas (@) y altas (Q) con-
centraciones de amonio en la formacién
de glutamina sintetasa (30).
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en lgual concentracién (Figura 6) (30).

‘Aunadu a lo anterlor se ha entontrade en Penicillium
chrysogenum la actividad de upna enzima glutamina transamida
sa, la cual produce a-cetoglutaramato y determinados amino-
&cidos, a partir de glutamina y los respectivos o-cetodci-
dos, dando a glutamina un importante papel camo donador de
grupos aminao. (37).

Basandose en las (ltimas ohservaciones, ha sido
propuesta la participacién de glutamina como fuente donado-
ra de grupoe amino para la sintesis de los aminoécidos pre-
curaoreé de la molécula de penicilina, o -aminoadipato, cis
teﬁna y valina (Figura 7) (30,38).

Ennsiderandu.lns reportes de Sénchez y colaboradn
res (30,38), se estudid el efecto de diversas concentracio-
nes de glutamina (entre B y 10.0 mM) en la formacidn de pe-
nicilina en sistemas de células en reposo de E; chrysogenum

‘adlciunadns_de cicloheximida (RCC), con lo cual se inhibid la
sintesis de protefnas. Como resultados se obtuvieron dos
efectos (Figura 8) (39) :

g) utilizando bajas concentraciones de glutamins,
hasta 1.0 mM, la sintesis de antibidtico se incrementd en
un 50 %, sin observarse variaciones de pH.

b) a medida gue aumentd la concentracifn de gluta
mina en el medio se presentd un efecto inhibitorio en la for

macidn de penicilina, hasta llegar a una produccién nula con
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FIGURA 7. Modelo del posible papel central de la glutamina

como precursor de grupos amino para la sintesis

de penicilina (38).
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FIGURA 8. Efecto de diversas concentraciones de glutamina
en la formacién de pemc:.lma en sistemas de RCC .-
después de 12 horas de incubacién. '
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10.0 mM dél aminnicido; los valores de pH se mantuvieron
cnhstantes.

La explicacidn para el resultado con bajas CONCEn
traciones de glutamina (a) ya estd planteada; se incrementa
1a disponibilidad de grupos aminec precursores de penicilina
€n un sistema limitado.en la sintesis de proteinas y se fa-
vorece la formacidn del antibidtico (Figura 75 (30,37,38).

Sin embargo, el efecto negativo de glutamina en
la sintesis de penicilina (b) no se pudo explicar.

Cabe mencionar gue la tendencia del efecto de di-
versas'cnncnntracimneé de glutamina mostrado en la figura 8
corresponde é los resultados obtenidos a las 12 . h. de incu-~
béciﬁn, no ubstante,'lé tendencia es la misma a las 24 y 36

h. de incubacién, datos no mostrados por simplificaciédn.
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0B JETIVAD

Al ohtener una inhibicidén en la produccién de pe-
nicilina, utilizando concentraciones de glutamina entre 1.0
y 10.0 mM en sistemas de células en reposo de Penicillium
chrysogenum en presencia de cicloheximida y siendo este
resultado inesperado segin lo supuesto por Sénchez y colabg
radores (30,38), el objetivo principal de este trabajo ha
sido esclarecer este efecto inhibitoris en la blosintesis

de penicilira,
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MATERIALES Y METODODS

MATERIAL BIOLOGICO

Como microorganismo productor de penicilina se em

pled Penicillium chrysegenum NRRL-1951 y en la cuantifica-

cibn del antibidtico Sarcina lutea NRRL-B-1018, amhas cepas
proparcionadas por el Agricultural Research Service Culture
Collection, Nothern Regional Research Laboratory, Peoria,

I11., U.S8.A.
REACTIVOS QUIMIEOS

Los aminoécidos y péptidos empleados fueron de Sig
ma Chemical Co. y Merck, S.A.; las soluciones radioactivas
de New England Nuclear Co. y los demés reactivos de J.T. Ba

ker, S.A.
MEDIOS DE CONSERVACION

Para P. chrysogenum se utilizaron placas con el
medio cuya composicifin por litro es la siguiente: peptona
10.0 g, dextrosa 20.0 g, extracto de levadura 1.0 g, agar.

“15.0 g.
La cepa de 5. lutea se conservd en placas de me-

dio completo con 3.0 g/l de extracto de levadura, 5.0 g/}
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de peptona, 8.0 g/l de NsCl, 0.9 g/l de MgSUA, 5.0 g/1 de

dextrosa\y 15.0 g/1 de agar.
MEDIO PARA CUANTIFICAR ANTIBIOTICO (M.Ab.)

La composicidn del medio utilizado en la cuanti-’
ficacidén de penicilina es la siguiente: peptona 6.0 g/l1,
extracto de levadura 3.0 g/l, extracto de carne 1.0 g/l vy

agar 15.0 g/l.
MEZCLAADE SALES DE JARVIS Y JOHNSON 10X (J.~J.10X)

La preparacifn de la mezcla de sales utilizada
en los diversos medios de cultivo fue de acuerdo a la re-
portada por Jarvis y Johnson (31), pero diez veces més

concentrada (10X).
MEDIO DE PRODUCCION (M.P.)

Este medio contiene: mezcla de sales J.=J.10X
100 ml/1, Acido fenilacético 0.5 g/l, acetato de sodio 3.2
g/1, cloruro de amnnlu@ 0.45 g/1, lactosa* 30.0 g/1, glu-
* cosa* 10.0 g/l. El pH se debe ajustar a un valor de 6.8 =~
6.9 con NaOH 10N,
# en un caso sustituido por lisina 7,31 g/1 (M.F.-L.)

* estrilizadas por separadao
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MEDIO DE SUSPENSION (M.5.7

Preparado con 160.0 ml/1 de mezcla de sales J.-J.
40X, 320.0 ml/1 de solucidn amortiguadora de fosfatos 1M,
pH 7.0, 0.5 g/1 de Acido fenilacético y 30.D g/l de lactosa

(esterilizada por separado).
MEZCLA DE SALES 5IN SULFATOS 10X (5.5.1DX)

Contiene lng mismos eleﬁentns traza que la mezcla
e salés J.-J.1UX, pero las sales utilizadas en lugar de ser
sqlfatns fueron clnrqrus, quedando la composicidn por litro
de la siguiente manera: 30.0 g de HHZPDQ, 1.96 g de MgBlz,
0.818 g de FeCla, 0,029 g de CuClz. 1.688 g de ZnClz.
4.11 g de NaCl, 0.16 g de MnCl, y 0.5 g de CaCl,.

lMEDIU DE SUSPENSION SIN SULFATOS (M.S.5.5.)

La cumppsiciﬁn gs la misma gque el M,5. antes men-
-cionada, pero empleando la mezecla de sales 5.5.10X en lugar
de la J.-J3.10X.

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados
en autnblave a 12105. durante 20 minutoé; las soluciones de
aminoécidos, péptidos y cicloheximida fueron esterilizadas

por filtracifn a través de membranas Millipare tipa HA DD25
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coh diémeﬁro de poro D.bé-um.
LIQUIDO DE CENTELLED

Se utilizd el reactivo reportado por Bray (40).
CULTIVO PARA LA éRUDUCCIDN DE PENICILINA

El hongo P. chrysogenum fue cultivado en matraces
Fernbach con 500 ml de M.P.,, empleando come indculo 10 ml
de una suspensifn de éspnras en agua bidestilada estéril, con
densidad éptica a 540 nm (D.Bugyn) de 1.5. La incubacién
fﬁe a 29°C en agitaciéh rntétaria a 150 rpm, durante 36 hya
que a este tiempo ya esthin formadas las "sintetasas de peni

cilina® y hay produccién de antibidtico.
" SISTEMAS DE CELULAS EN REPDSD (RC Y RCSS)

€l micelio presente en 50 ml de cultivo de P.

. ghrysogenum crecido durante 36 h (aproxlmadamente 250 wg/ml),
se colectd por filtracidn en sistema Millipore con filtro

de papel Uhatman-31 en condiciones estériles se transfirié

a un matraz Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de M.S. (RC)Y o

25 ml de M,5.5.5. (RCS55) y la fuente de nitrdgeno deseada.

E€n cada uno de estos sistemas se incluyé s variable de la
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adicibn dé 100 vg/ml de cicloheximida. Constituyendo los sis
temas de células en reposo con cicloheximida, con sulfatos
(RCC) o sin mlios (RC55C), dependiendo del medio de suspene- -
sifn empleado. Todos se mantuvieron a 29°C en agitacién ro-
tatoria a 150 rpm; el tiempo de incubacidén fue variable, to
méndose muestras en periodos intermedios,

La utilizacidn de estos sistemas permite medir iﬂ.
directamente la sctividad enzimética de las "sintetasas de
penicilina" ya formadas, por la produccidn del antibidtico
y apreciar el efrcto directo de aiferentes sustancias y can
centraciones de éstas.en el sistema enzimético, sin que se
afecten los fesultadus por cambios en la concentracidn de
lés enzimas debidas él efecto especifico de la cicloheximida

en la sintesis de proteinas (41).
TRANSPORTE DE AMINBACIDOS

Se emplearon sistemas de RC y RCC, manteniendo la
agitacifn a 150 rpm a 29°C, una vez uniformizados los sistg
. mas, apraximadamente 1 min. después de la transferencia dei
micelio, se aftadid 1 ml de la solucidn del aminofcido radip
activo correspondiente (especificados en la seccién de resul
tados), tras lo cual se tomaron muestras de 1 ml a dlferen-
tes tiempos; la correspondiente al tiempoe O se tomd inmedla

tamente después de haber hecho la adicién de la solucién ra
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dioactiva.

Cada muestra se filtrd con vacio a través de mem-
brana Millipore tipo HA 0025 de 0.45 uvm de diametro de poro
y se lavaron inmediatamente con agua bidestilada, tras lo
cual se dejaron secar con el vacio, para entonces pasar las
membranas y micelio refenidn en ellas a viales y posterior-
mente hacer la cuantificacién de radioactividéd incnrpnrada.

en cada muestra.
CUANTIFICACION DEL CRECIMIENTO

>Eafa se& llevd a cebo midiendo la proteina miceliar

fﬁrmada en las diferéntes condiciones experimentales, median
te los siguientes pasos .

Se separd el micelio de 1 ml de cultivo por filtra
cién y se lavb can agus bidestilada. Se resuspendid en 2 ml
" de &cido tricloroacético (TCA) al 5 % y se fragmentH durante
S min, en un homogenizador mecdnico Tri-R-Instruments, mode
la K45 a la velocidad 1I.

Se agregd 1 ml més de TCA al 5 %, se gentrifugd
‘15 min, a 6,000 rpm. El sedimento se resuépendié en 1 ml de
NaOH 0.4 N, del cual se tomaron alicuotas de 200 Ml y se
aforaron a 1 ml con agua bidestilada.para cuantificar la
proteina segdn el método de towry (42), utilizando como pa-

trén una solucién de albGmina sérica bhavipa,

o AR LA
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CUANTIFICACIGN ODE ANTIBIOTICOD

En las muestras obtenidas a los diferentes tiempos
se determind la cantidad de penicilina, siguiendo el métoda
de difusién en agar con 5. lutea como microorganismp de prug

ba y utilizando diferentes concentraciones (8.1 a 1.0 ug/ml)

de bencil penicilina pars elaborar la curva patrdn (43,44). .

ACTIVIDAD DE 6§ (L-a-AMINOADIPIL)-L=-CISTEINA SINTETASA

La medicibn-de esta actividad enzimitica fue rea-
ltzada por la cusntificacidn de fésforo inorgénico (Pi) far

'madn, seglin los reportes de Lara (12) y Taussky'(bs).
EXTRACTQ ETANDLICO

€1 micelioc de la condicidn deseada se calectd por
filtrécién a través de membranas Millipaore tipo HA D025 de
D.45 um de diémetro de poro, se lavd con agua bidestilada,
se resuspendid en etanol al 80 % voldmen a voldmen y se
fragmentéd en un homogenizadar mecénica Tris-R-Instruments,
modelo K45, a la velocidad 1I.

€1 homogenizado se hirvid durante 10 min. a bafio

Marfs vy se filtré a través de membrana Millipore tipo HA

D025 de 0.45 um de difmetro de poro. El filtrado se liofil} -

zf y posteriormente se resuspendid en la décima parte del



33

valdmen original de la muestra, empleando agua bidestilada

para ser‘utilizadn en las cromatografias.
CROMATOGRAFIAS

Se aplicaron 100 w1l de cada extracto etandlico en
cromatoplaces de silica gel Merck 60-F254, de 0.25 mm de es
pesar, de 20 X 20 cm.

Las muestras se eluyeron en forma bidimensiaonal,
utilizando como prime? sistema de solventes propanol: NHQDH
(85:375 y como segundo fenol: agua (B0:20) (Figura 9) (46).

El revelado de los cromatogramas se hizo con una
solucifin de ninhidrlna.al 0.2 % en acetona,

Cuando fue necesario conocer la radicactividad de
las manchas, éstas fueron raspadas de la placa y la silica
de cada una se colocd en un vial para pnsterinfmente hacer

" la cuantificacién.
CUANTIFICACION DE RADIOACTIVIDAD

A cada mpestra obtenida en un vial se agregaron 10
ml de liquido de centellen. tos viales fueron introducidas
en un contador de centelleo (Nuclear Chicago), con el cual

se aobtuvieron las cuentas por min. (cpm) de cada muestra.
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FIGURA 9. Diagrama de elaboraci6n de cromatograffas.
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CONTROLES CROMATOGRAFICOS- RADIGACTIVOS

Para lograr ubicar en las cromatografias a los di
ferentes aminodcidos y péptidos se emplearon algunos marca=-
dores radioactivos, para ello se afiadieron directamente a
cada placa 5 yl de cada una. de las scluciones de la sustan-
cla radioactiva determinada, en el momento de correr las cré
matografias del extracto etandlico del micelio de un sistema
de RCC sin fuente de nitrlgeno,

En esta forma se elimind la dispersifn de marca
que hubiese aparecidn‘al ser afiadidas al sistema "in viva"

y ser metamﬂizmMS. No fue necesario conocer la radicactivie
déd especifics aﬁadida'en cada casc, ya que la jdentifica-
cién fue cualitativa.

En la figura 10 se muestra la localizacifn por eg
te método, de 1a§ manchas correspondientes a vélina, gluta=-

" tién, cisteina, glutamato y glutamina.
CONTROLES CRGMATQBRAFICDS POR CONCENTRACION

De jgual manera gue en el punto anterior, se loca
lizaron las manchas correspandientes'a glicina y a-amino-
adipato, pero en esta ocasifn las eoluciones afadidas a las placas
no eran radicactivas, dnicamente se tratd de incrementar la con

centracidn de cada uno de estos aminodcideos en el extracto
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FIGURA 10.

Identificacién de manchas con marcadores radio-
activos, por aplicaci6n'en cromatoplacas,.combi-
naciones del extracto etan6lico del micelio de
un sistema de RCC control (sin fuente de nitr6-
geno), con diversas soluciones de amino&cidos
radioactivos.

x punto de aplicacién de las muestras
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etandlico de un sistema de RCC control (Figura 11).

. Tratandao de reforzar los datos obtenidos con los
métodos anteriores, se.hicieron cromatografias de solucio-
nes 1 mM de cade uno de. los aminodcidos y péptidos puros,
llevando una secuencia de adicidn de muestra y aparicién de
manchas (reveladas con ninhidrina). En estos casos no se
aplicaron extractos miceliares y el diagrama ae aplicacidn

fue el siguiente :

FIGURA NO. SOLUCION NO. CARCTERISTICAS DE LA MUESTRA

12 1. 5 ul solucifén yv=-glu-gln

13 2 5 ul solucidn 1 + 5 ul glu
(1 3 5 ul solucibn 2 + 5 ul a-aaa
15 4 5 wl solucidn 3 + 5 ul gln
16 5 5 wl solucién & + 5 ul val
17 6 5 wl solucidn 5 + 5 ul gli
18 7 5 ul solucién 6 + 5 ul cis
19 8 5 ul snluciﬁn 7 + 5 ul gsh

®
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~FIGURA 11.

Identificaci6n de manchas en las cromatograffas
del extracto etan6lico del micelio de un sistema
de RCC control (sin fuente de nitrégeno), por
incremento en la concentracifn o sea, por aumento
de la intensidad del color, en la mancha correspon
diente al aminodcido ahadido.

X punto de aplicacién de las muestras
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FIGURA 12. Cromatograma de Y-glutamil-glutamina
(v-glu-gln).
x punto de aplicacifn de la muestra
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FIGURA 13. Cromatbg'rama de Y-glu~-gln y glutamato
(glu).
x punto de aplicacifén de las muestras
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FiGURA 14. Cromatograma de Y-glu-gih, glu y a-ami=-
noadipato ( a-aaa).
x punto de aplicaci6n de las muestras
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FIGURA 15. Cromatograma de Y-glu-gln, glu, a-aaa y
glutamina (gln). '
x punto de aplicaci6n de las muestras
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FIGURA 16. Crcomatograma de Y-glu-gln, glu, a-aaa,
gln .y valina (val).
» punto de aplicacién de las muestras
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FIGURA 17. Cromatograma de vy-glu-gln, glu, o-aaa,
' gln, val y glicina (gli).
% punto de aplicacién de las muestras
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FIGURA 18. Cromatograma de v-glu-gln, glu, a-aaa,

gln, val, gli y cistefna (cis).
¥ punto de aplicacifn de las muestras

i
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FIGURA 19. Cromatograma de vY-glu-gln, glu, ¢-aaa,
gln, val, gli, cis y glutatién (gsh}).
X punto de aplicaci6n de las muestras
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RESULTADOS ¥ DISCUSTION

Para explicar el efecto inhibitorio de glutamina
en la sintesis de penicilina (Figura 8) se plantearaon daos
posibilidades:

1) glutamina al estar en exceso podria estar re-
gﬂlandu la formacibn de los aminpacidos precursores del an; .
tibidtico, reflejéndose esta inhibicidn en la falta de pro-
duccifn de penicilina,

2) glutanina podria inhibir la actividad de las
enzimas invelucradas en la sintesis del antibiftico ("sin-
tetasas de penicilina"), tomando como paso inicial la faor-
macién del dipéptido a-zaa-cls y finalmente la obtenclén
de la penicilina G.

Si el problema fuera causado por la inhibicibn de
la sintesis de precursores (primer caso), se podria revertir
el efecto con la adicibn al medio de cultive de a-aminoadi-
pato, cisteina y valina; sin embhargo, ésto no se logrb. En
la figura 20 se aprecia la cinética de produccién en siste-
mas de RCC en diferentes condiciones de cultivo; la adicién
de los aminoécidos precursores provocd una ligera estimula-
cién de la si{ntesis del anflbiét;cu, campafada coh la que
presentd el control (sistema RCC sin fuente de nitrdgena).
Ambos sistemas cuanda fueron preincubados tres horas con

glutamina 2 mM, no presentaron produccidn de antibidtico.
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FIGURA 20, Irreversibilidad del efecto de glutamina por los
aminodcidos precursores de la molécula de penici-

lina. Formacién de penicilina en sistemas de RCC

mEDeo

con precursores (a~aaa 1 mM, cis 1 mM, val 1 mM)
sin precursores '

con precursores (preincubado 3 h. con gln 2 mM)

sin precursores (preincubado 3 h. con gln 2 mM)

v
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El no poder revertir el efecto de glutamina con
la adicién de « -aaa, cis y val, podia haberse_debido a que
éstos no se incorporaron por alguna interferencia gque pre-
sentara el sistema dg cultive. A pesar de que-se detectaron
alieraciones en el transporte de los precursores, en laé gi
ferentes condiclones experimentales, no se observd impedi-
mento total en, la incorpufacién de ninguno de los aminoéci-
dos constituyentes de la molécula de penicilina (Figura 21).‘

De acuerdo con estos resultesdos se establecid que
el efects inhibitorio provocado por glutamine no es a nivel
de sintesis de precursores. En esta forma se reforzd la se-
gundua posibilidad, en la gue se contempla que el efecto de
glutamina en la sintesis de penicilina, probablemente ocu-
rre en la actividad de las "sintetasas de penicilina®,

Considerando que la inhibicién podri{a ejercerse
en alguna de las actividades enzimiticas de la via biosint
tica del antibidtico, midiendo la actividad dg cada una de
las enzimas involucradas en el proceso, seria posible cono-
cer e qué nivel ectla glutamina.

Hasta ahora, solo se ha éstahlecidu la secuencia
de formacién de penicilina, pero muy poco se sabe de las ca
racteristicas de ias enzimas; sin embargo, recientemente
Kaszab y Enfars (47) han obtenido evidencis experimental sy
girlenda que la enzima vy-glutamil-cistefna sintetasa (pri-
mera enzima participante en la sintesis de glutatibnd (48),

‘puede ser la misma enzima que intervieme en la sintesis del
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FIGURA 21. Transporte dz amino&cidos precursores de penici-
lina. Incorporacién de radioactividad en el mi-
celio de sistemas de RCC.

® 1-(u-}%c)-val 1 mu 0.2 pCi(mmol)~})

L L—(U—“C)—val 1mM+ cis 1 mM + gln 1 mM

O L-w-Yc)-cis 1 mu (0.126 pci (mmo1)~1)
0 L-(U--“C)-cis 1mM+val 1 mM + gln 1 mM
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dipéptido o -aaa-cis, intermediario en larﬁiDthtESis de pg
nicilina (12).

La enzima y -glutamil-cisteina sintetasa ha sido
ampliamente estudiada por Meister y colaboradores (48) y han
caracterizado como sustratos de la misma al Acido gluté%ico
vy a la cisteina., Por otra parte, en la técnica de medicidn
de esta actividad enzimética existe el problema de la répids
oxidacidn de la cisteina en condiciones amblentaiea normales
por lo que usualmente es sustituida por el a-aminobutirato
que puede ser utilizado en forma anéloga por la enzima, tal
y como lo reportan Mooz (49) y Nishimura (50).

En los estudios de Kaszab (47), el Acido glutémico
fue sustituf{do por el Acido « -aminoadipico, para formar el
precursor de penicilina ( a-saa-cis); desafortunadamente no
se pudo establecer contacto con este grupo para obtener ma-
yor informacién al respecto, por lo cual se decidid reprody
cir su reporte midiendo la actividad de la ¥ -glutamil-cis-
tefna sintetasa en presencia de los posibles sustratas,

Para evitar los problemas de oxidacidn antes men-
cionados se utilizéd a-aminobutirato como sndlogo de cistel
na y el otro sustrato, en un caso fue el &cido glutémico
(Flgura 22A) y en el otro el 4cido a-aminoadipico (Figura
228).

.Los resultados mostradeos en 1a.figura 22 concuer-

dan con los obtenidos por Kaszab y colaboradores (47), en
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"( mg protefna )

Fmol Pi

Actividad Especffica

Eee———
control glnl0mM gsh 10 mM control gln 10 M  gsh 10 mM

FIGURA 22. Actividad enzimitica de la a-aminéadipil-cistefna
sintetasa ( y-glutamil-cistefna sintetasa), con di-
versos sustratos:

A) e-aminobutirato + glutamato
' B) a-aminobutirato + a-amindadipato
- empleando como fuente de enzima micelio de P.
chrysogenum de 48 h. de cultivo en M.P.; tiempo de
reacci6n 40 min, '
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los cuales encontraron que la‘actividad de.la w~aminpadipil
-cistefna sintetssa o v-glutamil-cisteina sintetasa rmplean
do &cido o -aminoadipico es del 70%, considerando como 100% la abtenida
con el 4cido glutamico.

Cabe mencionar gue glutatién retroinhibe 1la acti
vidad de esta primera enzimas de su biosintesis (51) lo cual
se pudo apreciar al afiadir glutatién 40 mM al sistema de re
accidn, ya sea empleando glutamato (Figura 22R) o a-amino-
adipato (Figura 228) como sustratos,

Hay gque destacar que bajo estas condiciones gluta
mina, en concentraciones hasta 10 mM, no afectd la actividad
"in vit;o" de la o -aminpadipil-cistefna sintetasa y que es
te efecto es similar empleando cualguiera de los dos paosibles
sustratos, glutémica (Figura 22A) o a -aminoadipico (Figura
228),

Prafundizando un poco més en las caracteristicas
regulatorias de la enzima se consulté la revisidn de Meister
vy ‘Tate (48) de glutatién y compuestos relacionades, en dan-
de se propone el ciclo de y-glutamil para la sintesis y uti
ilzacién de glutatidén (Figura 23).

Este tripéptido ha sido encantrade en la mayoria
de los sistemas celulares,'ya sean de arigén‘animal. vegetal
o microbiana, y, aungue los estudios realizados para propofer-
lo, fueron realizados empleando extractos celulares de ma-

m{feros, ha sido posible extrapolarpla hipbtesis a éspecles
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microbianas, debido a gque en HUmMerosos traﬁajus con estos
organismos se han encantrado prédcticamente todas las activi
dades enzimaticas involucradas en el ciclo (49,52,53,54).

En el metabolismo de glutatidén pueden ser visgali
zadas dos etapas, una de sintesis por acciones sucesivas de
la y-glutamil cisteina s;ntetasa y de la glutatidn sinteta
s@. La otra ‘etapa serfa la correspondiente a 'la utilizacidn,
que se lleva a cabo por las enzimas Y -glutamil transpepti-
dasa, la peptidasa de cisteinil-glicina, la glutamil ciclo
tranferasa v finalmente la S-oxoprolinasa, con lo gue se re
generaria el grupo vY-glutamil (4B).

Lus sustratos especificos de las enzimas solubles
que catalizan la sintesis de glutatidn, determinan el orden
de los residuos de aminoécidos en este tripéptidao.

1) el primer paso es catalizado por la y-glutamil

2+ o Mgz+

cistefna sintetasa, en presencia de ATP, Mn v L-glu
tamato y L-cisteina (48).

2) la segunda reaccifn en la biosintesis de gluta
tibén es catalizada por la enzima glutatién sintetasa. L-y -
glutamil- a-aminobutirato y y-glutamil-alanina pueden ser-
vir como sustratos de esta enzima, de manera similar que =
glutamil cisteina (49).

El glutatién es guizéds el mas abundante de los com

ponentes celulares con grupo tiol, por lo cual, en muchas de

las funciones gue se les han aslgnaﬂa, el grupo sulfhidrilo
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tiene gran importancia, tal es el casoc de la proteccidn a
le oxidacidn de dicho grupo funcional de las proteinas de
las membranas celulares. Por otra parte, dado gque la concen
tracidn intracelular de glutatidn es mucho més elevada gue
la de y-glutamil cisteina, cisteina y cistina, parece ger
gue glutatién sirve como almacén de cisteina, con lo cual
el nivel de ‘éste aminuéciﬁo se logra mantener bajo (55).

Hay sin embargo, otra funcifn no relaciqnada con
le estructura del glutatifn y que ha sido establecida par
numerosas observaciones; ésta es la participacidn en proce-
sos de transporte de esminobcidos. Una de las razones que hi
zo pensar ésto, fue que la degradacidn de glutatidn por la

y-glutamil transpeptidasa fue, marcadamente estimulada por
ciertos aminnécidns, aungue No eran metabolizables, Ademés,
fue notable'que la y-glutamil transpeptidasa estaba gene-
ralmente unida a membranas, schre todo en mamiferos, en cler
tos epitelios celulares, involucrados claramente en proce-
sos de transporte (55).

Varlas investigaciones sobre este (ltimo aspecto
han llevado a la conclusién de qué el transporte de amino-
6cipos con el "sistema de glutatién", consta de varios pa-
s0s, como son la unifn de los aminofcidos a las membranas
celulares; la translocacidn gue se efectéa por medio de un
*acarreador-aminodcido" y finalmente la liberacibn del aming

écido en el interior de la célula. En este caso, el ‘acarrea
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dor puede ser el glutatién o éimplemente ei grupe Y =-gluta-
mil (55,56).

Una de las més importantes caracter{sticas de la
enzima Y-glutamil transpeptidasa es la especificidad por
1os sustratos. A este respecto se ha detectado gue ciertos
aminoAcidos neutros, especialmente glutamina, son las mejo-
res sustratos para el ciclo del vy-glutamil; esta ectividad
se ve incrementada por el aumento de la concentracién de ami.
no&cidos en el sistema. La idea de gue glutamina juega un
papel especial es porqué, ademds de la gran afinidad con la
Y -glutamil transpeptidasa, el péptide Y -glutamil-gluta-
mina es el mejor sustrato para la Y -glutamil ciclotransfe-
rasa, dando en esta Fofma coantinuided al ciclo (48,55).

6ada la similitud estructural éntre glufatiﬁn y
los ‘intermediarios de penicilina, sl igusl que las reecclo-
nes involucradas en la sintesis de los dus metabolicos, se
plantea que la sintesis del antibibtico se lleva a cabo en
forma similar a8 la del glutatidn (Figura 24). En este caso
el grupo gue se regeneraria serfa el a-aminoadipil, sirvien
do as{ como iniciador en la sintesis de los péptidos precup
sores de penicllina.

Uno de los procesos més importantes en donde se ha
involucrado al glutatidn es en el transporte de aminodcidos
neutros que se encuentran en elevadas concentraciones extra

celulares y carentes g@?sistemas deltranspnrte inducibles
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(57), lo cual concuerda con las cnnaicinneé bajo las cuales
glutamina afecta la sintesis del antibidtico. .

Tomando en cuenta los datos anteriores, se ha hi=-
potetizado la participecidn de glutatidn en el transporte
de glutamina en las condiciones experimentales de este tra-
bajo, de tal forma que llega a ser insuficiente y entonces
el tripéptido precursor de penicilina, o -aaa-cis-val, es
utilizado para este mismo fim, siendo afectada notablemente
la producclén de antibibtico (Figura 24).

Hay clertas condiciones que se deben cumplir para
reforzar la hipbtesis expuesta anter{nrmente. para comprobar
la se hinieron varios experimentos gue a continuacién se tra
tarén. |

éi glutatibén y el tripéptido a-aae-cis-val estén
siendo utilizados en el trensporte de glutamina, bajo las mis
mas condicliones experimentales, otros aminpicidos neutros
deben presentar un efecto igual o similar al de glutamina en
la biosintesis de penicilina. En la tabla 2 se muestran los
porcentajes de inhibicidn en la produccién de penicilina, en
sistemas de RCC en presencia de diversaos aminoicidos, todos
ellps afadidos en igual concentracién, 10.0 mM, tomado como
control el sistema sin fuente de nitrOgeno. Los resultados
expuestos en la tabla 2 parecen corresponder a un fenfmena
de todo o nada, sin embargo son los datos obtenidos después

de 36 h. de incubacifn en los sistemas de RCC y cabe menclo
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TABLA 2

[N S S

EFECTO DE ALGUNOS AMINOACIDOS EN LA
PRODUCCION* DE PENICILINA

T [ U SR WA S N

L L L_d !

AMINOACIDO INHIBICION
(10 mx) ()
CONTROL 0
L-GLUTAMINA 100
L-GLUTAMATO 0
L-ARGININA [
L-ASPARTATO 0
L-SERINA 100
L-CISTEINA 100
L-TRIPTOFAKNO 100
L-TIROSINA 100
GLICINA 100

* CUANTIFICADA EN SISTEMA DE CELULAS
EN REPOSO INCUBADAS DURANTE 36 H. .-
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nar que la cinétics de inhibicidn gue presenta.cada amino-
fcido no es igual, @ pesar de que a las 36 h. asi lo parez
ca.

Al analizar los datos de la misma tabla 2, se pug
de apreciar que glutamato, arginina y aspartato, animoécie-
dos que poseen sistemas de transporte constitutivos, no afec
tan la sintesis del antihiéticn, a diferencia de lo que ocy
rre con diversos aminoAcidos neutros gue s{ afectan en forma
negativa la produccién de penicilina cuando se encuentran en
elevadas concentraciones en un sistema de RCC.

La participacidn del a-aaa-cis-val en el transpor-
te de aminoécidos neutros es uno de los aspectns claves de
1a hipftesis planteada‘ en este trabajo, por lo cual se in-
vestigé,la.impnrtancia de los precursores de penicilina en
el transporte de glutamina.

Para esto se emplearon dos cultivos de P. chrysogenum,
en un caso se utilizd M.,P.-L., con el propﬁsitn de tener en
el micelio la minima concentracién de precurscres de penici-
llna; incluyendo al tripéptido o -ama-cis-val, por el efec-
to retrorregulador de lisina en la si{ntesis de penicilina
(7). Asf, la cantidad de L-(U-1AC)-glutamina 10 mM incorpo-
rada se debfa al glutatién intracelular.

En el otro cultivo se empled M,P,, cuya fuente de
nitrégeno (NH,C1 8.5 mM) permite la sintesis normal de gly

tatién y precursores de penicilina; en esta forma 1ds dos
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péptidos podrian participar en el transporte de L-(U-1QC)-
glutamina 10 mM.

Los resultados del transporte se muestran en la
figura 25, en doqye es fécil notar la diférencia entre las
cinéticas de incorporacitn de L-(U-1QC)-glutamina 10 mM, en
donde las células con g -aaa-cis-val y glutatién (cultivo en
M.P.), presentaron mayor cantidad de marca espécifica, gque
las células carentes de a-aaa-cis-val (cultivo en M.P.-L.).

Estos datos coinciden con la supuesta participa-
cifn del tripéptido a-masms-cis-val en el transporte de gluta
mina, al ser insuficiente la poza de glutatidn.

Dtre prediccién que resultaris de este modelo se-
rfs la siguiente; si la poza de glutatifin es insuficiente
para trmmpdrtar elevadas cantidades de glutamina, al lncre
mentar'la concentracifén intracelular de glutatién se debe-
ria prevenir e; efecto de glutamina en la sintesis de peni-
cilina, pues ya no se utilizar{a el a ~aaa-cis-val para el
transporte del aminocido.

Sin embargn, se sabe que glutatidn retrorregula su
biosintesis, especiffcamente ia sintesis de y-glu=-cis (5) vy
sl estd involucrada la primera enzima, tanto en la sintesis
de gldtatiﬁn camo de ﬁenicilina (12,47), 1a adidlén de gluta 7
tién al sistems de RCC podria afectar la formacién del anti
bibtico, por lo cual se buscd y establecid la concentracién

spropiada de glutatidn, ésto es, que. no afectéra la biposin-
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FIGURA 25. Participacién de intermediarios de la ruta bio-
sintética de penicilina (tripéptido) en el trans-
porte de glutamina. Incorporacién de L-(u-l4c)-
glutamina 10 mM [1.68 pci(mmol)'l] en sistemas de

" RCC. Células crecidas durante 36 h. utilizando
NH4C1 8.5mM (@) o lisina 50 mM (Q) como fuente .
de nitrégeno.
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tesis de antibidtico, enpnntrandu la de 1 mM como la mejor
(Figura 26).

Una vez establecida la concentracifn de glutatide
adecuada, se trath de prevenir el efecto de glutamina en la
sintesis de penicilina, preincubando los sistemas de RCC-en
un medino que favoreciera el transporte de glutatién, ésto
es, sin sulfatos. Despuds de 1 h. de preincuhﬁcién, las cé-
lulas fueron transferidas al sistema de RCC ya descrito. Dy
rante la princubacién en el sistema sin sulfatos no se afa-
dié cicloheximida, para no impedir la posible formacién del
sistema inducible para el transporte de glutatidn.

En la figura 27 es notoria la diferencia entre la
produccibn del sistemé de RCC con glutamina 10 mM y la que
presenté-uﬁ sistema similar preincubado 1 h. con glutatiéng
tal regultado faverece la hipbtesis anteriormente planteada
para explicér el efecto de glutamina en la sintesis de pe-
nicilina.

Este efecta preventive va de acuerdo con la hipf-
tesis, pero podria también ser originado por la interferen-
cia de glutatiﬁn en la 1ncorp6rac16n de glutamina, y ésta no
podria ejercer el efecto intracelularmente, por lo cual se
realizé la medicidn dél-transporte de L-CU-""C)-glutamina
5 mM en sistemas de RCC preincubados con diferentes concen
tracinnes de glutatién. E1 resultado de esta prueba se puede

observar en la figura 28, en donde se encontrd una relacibn
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FIGURA 26 . EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GLUTATION EN

‘ LA PRODUCCION DE PENICILINA, DESPUES DE 36 H DE INCU-
BACION EN SISTEMAS DE CAELULAS EN REPOSO CON CICLO-
HEXIMIDA



66

03r

o C GLN " GSH  GSHGLN

I

f-e ——
=
)

g' O|2 u

o

=

o |
:_g Oll u |
‘O

e

@

Q.

o L SAERE—

FIGURA 27 . FORMACION DE PENICILINA DESPUES DE 12 H DE INCUBACION
EN SISTEMAS DE CELULAS EN REPOSO, LA CICLOHEXIMIDA
FUE ARADIDA 1 H DESPUES DE LA TRANSFERENCIA. CONTROL
{(C), GLUTAMINA 10 mM (GLN), GLUTATION 1 mM (GSH),
GLUTAMINA 10 mM PREINCUBADO CON GLUTATION 1 mM DURANTE
1 H (GSH:GLN) '
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FIGURA 28. Efecto de diferentes concentraciones de glutatién
en la incorporacifn de L-(U-“C)-glutamina 5 mM
10.6 pci(mmol) 1. Control (A), glutatién 1 mM
(O}, glutati6n S mM (@), glutatién 10 mM ([3).
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directa entre la cantidad de glutatién aﬁadida-al medio y
el incremento en la incorparacién de L-(U-1AC)-glutamina,
fendmeno contrario a2l del efecto de glutatidn en la produc
cidn de penicilina.

Los resultados de los experimentos descritos antg
riormente, fundamentan la explicacidn del efecto de glutami
na por lg utilizacién del a-aaa-cis-val en su transporte,
desviando la sintesis del antibiftico. 5in embargo, se con-
siderf de gran interés, hacer estudios de los cambios de los
componentes intracelulares que se deben originar en las die
ferentes condiciones experimentales.

.Dudo el objetivo de este trabajo, los estudios se
abocaron principalmenté al anilisis de las modificaciones
que presen£aban las pozas de aminoécidos y péptidos, involy

crados tanto en la sintésis de penicilina como en la de gly

" tatibén. Para ésto se recurrid a cromatografias bidimensiong

les en bapa fina de los extractos etanflicos de P. chrysogenum,
utilizando como revelador ninhidrina.

Para lograr ubicar en las cromatografias a los di
ferentes aminoicidos y péptidos se adicionaron soluciones
de estos compuestos a extractos etanblicas, en algunos casos

las sustancias estaban marcadas radicactivamente y esta ca-

"racterfstica ayudd a su identificacidn en los cromatogramas

de los extractos (ver materiales y métodos) (Figura 10).

En otros casos, se carecia de compuestos radioacs
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tives y su identificacidn fue por intensificacién del color

o sea, de la concentracidn de la mancha gue correspondia a

"la sustancia presente en los extractos etandlicos (ver mate

riales y métodus{ (Figura 11).

Con los datos obtenidos en los experimentos ante-
riores, parecis haber problemas en la resolucidn de las man
cﬁas caorrespondientes a glutamatu,'u-aminnadipétu y Y -g9lu-
tamil .glutamina. Se decidid entonces hacer cromatografias de solucio
nes de cada uno de los aminodcidos y péptidas, llevando una se
cuencia de adicidén de muestras y aparicifén de manchas. En
estos casos no se aplicaron extractos etandlicos de micelio
(ver materizles y métodos) (Figuras 12,13, 14,15,16,17,18,19),
Efectivamente, la resblucibn del sistema empieadu no es su- ’

ficiente para separar glu, ¢-saa y Y-glu-gln, probablemente

V debido a la similitud entre sus caracter{sticas fisicoqui-.

micas. Sin embargo, podri{a servir como un sisteéma orientador
para el estudio de los cambios de los componentes intracely

lares del micelio obtenido en diversas condiciones de culti

. VO.

Las‘figuras 29 y BD.muestran las cromatografias de
los extractos etandlicos del micelio de los cultivos de los
experimentos mencinnaans anteriormente, en donde se emplea=~
ron dos fuentes de nitrbgeno para el crecimiento del hongo,
NH,Cl 8.5 mM y lisina 50 mM, ademés de haber sfiadido L-(U-

1"'l::)-glut:amina a los sistemas de RCC.
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Uno de los problemas que se presentaron en el and
lisis de estos resultades, fue el gran ndmero de manchas ra
dicactivas. Sin embargo, se pueden apreclar ciertas diferen
cias en el nﬁmerQ e intensidad de manchas, entre upa y otra
cromatografia. Es notable gue en el extracto del cultivo con

NH,Cl 8.5 mM (Figura 29), la radicactividad de las manchas

4
es mucho mayor que en la del cultivo con lisina Sﬁ mM (Figura
30); ésto corresponde al mejor transporte de L-(U-1“E)-glu-
tamina encontrada en células crecidas en M.P. que en M.P.-L.
(Figura 25). -

Tomando coma control la figura 29, se puede apre-
rciar la susencis de las manchas 7,16 y 20 en la figura 30.
La ubicacibn de la maﬁcha nimero 20, hace pensar que se tra
ta de algﬁﬁ péptido pequefio, ya que migra en forma muy simi
lar a ﬁna de ias manchas que aparecieran cﬁando se aplichd
glutatién en la placa (Figuras 10,19).

Por otra parte, la mancha nimers 16 se localiza en
una zone muy cercana a la de Y-glu-gln, glu y a-maa, po-
dria tratarse de alguno de estos cumpuestoé} y que debido a
la resolucién en esa ocasidn ée pudiera haber separado. De
ser asi, cabria la posibilidad de ser la correspondiente al
é -aminoadipico (amin&écidn precursocs de penicilina) y que
en presencia de lisina 50 mM el hongo no fue capdz de sinte
tizar.

Si el trasporte de glutamina, cuandﬁ se encuentra

.en elevadas concentraciones, es mediado por glutstién y el
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tripéptidﬁ a -3aa-cis-val, tal y comeo se plantea en las fi-
gufas 23 y 24, entonces en lus‘sistemas de RCC con L-(U-un)-
glutamina se formarian dos péptidos, el y-glu-gln y el a-aaa-
gln, lﬁs cuales por la radioactividad que presentaran po-
dri{an ser localizados en las cromatografias de los extractos
etanbélicos correspondientes.

Ya se menciond que ha sido repartado que el tranE.
porte de aminpdcidos por el "sistema de glutatidn® consta
de varios pasos (55,56). Para observar le secuencia de in-
corporacién de glutamina, por este sistema, se hicieran cra
matografias de extrac;os etandlicos del micelio de sistemas
de RCC, que ﬁabiah estado en presencia de L-(Ua1bc)-glutami
né durante difgrenteé fiempns (1,3 y 6 h.) y a manera de ci
nética se observd la aparicifn de manchas radioactivas. Di-
cha secuencia se aprecia en las figuras 31,32 y 33,

En la ﬁromatugrafia del extracto del micelio incy
" bado durante 1 h. con L-(U-'C)-glutamina (Figura 31), se
detectaron dos manchas radiocactivas. La nmero 10 presenta
el mismo patrén de migraciédn que Y-glu-gln,glu y a-aaa, lo
cual hace pensar que puede tratarse de algunos de laos péptl -
dos gue se forman en la translopacién de.glutamina; sl exis
te a-aaa-gln, es probable que comlgpe con Ye-glu-gln, da-
das las pequefias diferencias estructurales.

La mancha nimero 4 adquiere una tonalidad amari-
llenta al revelar con ninhidriné y aparece radioactiva slem

pré que se utiliza L-(U-1AC)-glutamiha. sea en un sistema
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MANCHA MO, cpn
1 26
2 65
3 46
4 161
.5 66
] 35
6 67
7 ‘32
8 17
9 30
10 194 . +
11 35 : )
12 26
FIGURA 31. Cromatograma de extracto miceliar de sistema de

RCC, después de 1 h. de incubacién con L-(U-14C)-

glutamina 10 mM [1.68 pci(mmol)-ll.

x punto de aplicaci6n de la muestra
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MABCHA NO, cpm

1 26 S 7,
2 110 - :
3 “ ' /
¢ 46 , ﬁ'*
5 22 F-GLU-GLN—"o -
6 52 . o-AAA
. 06
? 30 .
8 51
.9 a5
10 393 - +
11 37 ,
12 27

FIGURA 32. Cromatograma de extracto miceliar de sistema de
RCC, después de 3 h. de incubacién con L-(U-14C)-

glutamina 10 mM [1.68 pCi (mmol)™}],
% punto de aplicacién de la muestra
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MANCHA NO. cpmn

) 1 54
2 241
3 79 . )
] 469 : M_‘ ,
5 166 e
[ 79" ' ,,/” . :
6! 167 ’ r'GLU'GLN /
7 3 : “-ARA "
7 22 . _
8 27 : : :
9 48
10 513
1 43 M
12 53

FIGURA 33. Cromatograma de extracto miceliar de sistema de
RCC, después de 6 h. de incubacién con L-(U—14C)-
glutamina 10 mM (1.68 pCi(mmol) 1]
% punto de aplicacién de la muestra
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"in vivo" o bien cuando es adicionada & la place cromatogrd
fica en presencia de algln extracto etandlico de micelio. Su
naturaleza es desconocida, pero se piensa puede ser un pro-
ducto metabdlico o bien algln derivado dellos extractos eta
nblicos originada por los sistemas de solventes y gue actda
come "acarreador" de la marca. No es un producto de descom-
posicibén de glutamina, ya que se hicieron lus.contrales co-
rrespondientes, tanto del procesamiento etanflico del mice-
lio, como de los efectos del sistema de eluyentes cromato-
gréficos en la molécula de este amino&cido.

Es notable que la mancha nimero 10, ademds de ser
una de las primeras en adquirir la radicactividad de la L-
(U-1“C)-glutamina afedida al medio de RCC, es también la que
mayor némero de cpm presenta.

' Aparentemente y en concordancias con los reportes
de Meister (55) y Operkarovd (56), se requieren varias eta
pas para el transporte de aminochcidos neutros por el "sis-
tema de glutatifn", ya que como en este caso, 8l observar la
incorporacién de radioactividad de L-(U-1AC)-glutamina, se
siguen varios pasos antes de ﬁue la mancha correspondiente

a glutamina (nlimero 6') adquiers radioactividad.
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CONCLUSTIDNES

Empleando sistemas de células en reposo de Penicillium
chrysagenum con cicloheximida, concentraciones superiores a
imM de glutamina ejercen un efecto inhibitorio en la sinte-
sis del antibidtico. ‘

Este efecto no es revertido por los aminoécidos
precursores de la mulécﬁla de penicilina (a -aama- cis- val).

La asctividad "in vitro" de la primera enzima de la
ruta blosintética de penicilina ( a-amincadipil cisteina sin
tétaaa) (24,27) no es afectada por elevadas concentraciones
de glutanina (hasta 20 mM),

El efecto.no es especifico de glutamina, otros ami
nodcidos neutros causan upa inhibicién similar; esto no se
obtiene empleando cancentraciaones ighales de aminofcidos bé
sicos o 4cidos.

Se establece cierta analugig entre el ciclo del
vy -glutamil (33) y la sintesis de penicilina, en donde se
plantea la explicacién de que el efecto inhibitorio de glu-
tamina es debiﬁo al desvio del tripéptido precursor del an-
tibiético (a -asa-cise-val), utilizado en el transporte del
aminobcido, en la misma forma que participa glutatifn en el
transparte de amincdcidos neutros (55).

Los siguientes resultados obtenidos concuerdan
con la hipltesis anterior.

El transporte de L-(U-1“C)-glutam1na.es mayor en
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células capaces de sintetizar‘a-aaa-ciﬁeigg y%luﬁtfé?wmd&
(crecidas en NHbCI 8.5 mM) gue las carentes de a-aaa-cis-val
(crecidas en lisina 50 mM).

Como se esperaba, la adicifn de lisina al med;o de
cultivo provocd cambios en los componentes intracelulares
del hongo, gue se encuentran relacionados, con la sintesis
del sntibidtico.

Por medioc de marcadores redioactivos y de concen-
traci6n, se lograron ubicar en los cromatogramas algunos de
los precursores de penicilina y glutatién. »

A pesar de no heber podido separar y cuantificar
8 los péptidos v-plu-gln y a -aaa-gln, ya gue se carecia de
dichos compuestos para'ser utilizados como controles, resul
t6 evidente que la incorporacifn de L-(U-1uC)-glutamina 8l
interior de la célula consta de verios pasos y al menos uno
de los primeros involucra la unitn de L-(U-1“C)-glutamina
con glu o a~-aam, ya que comigran en las cromatografias bi-
dimensionales y la radicactividad se concentra inicialmente
en esa zona. Con estos resultados se reforzd el postulado.

Es de esperarse qﬁe al utilizar slgln otro amino-
écido neutro en los experimentos realizados empleando gluta
mina. los resultados sean similares.

€l planteamiento del papel del tripéptida precur-

-sor de penicilina (el a-aaa-cis-val), en el trangparte de
aminoAcidos neutros, en sistemas celulares incapaces de ine

ducir alg(in mecanismo de transporte, es la aportacién més
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importante de este trabajo al conocimiento del metabolismo

nitrogenado en Penigillium chrysogenum, ademds abre la po-

sibilidad de profundizar en la interrelacidn entre la biosin
tesis de glutatién y la produccidn de penicilina, campo en

el cual no se ha reportado ningdn estudio.
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