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RESUMEN

El propionilCoA y el metitmalonilCoA, precursores de la molécula de
eritromicina, pueden ser formados a partir de succinilCoA, de la degradacién de los
aminoacidos valina, isoleucina, treonina y metionina o por la degradacion de acidos
grasos de nimero impar de atomos de carbono. Hasta la fecha es poco lo que se
sabe de la ruta de formacién de estos compuestos para la produccién de eritromicina
y de su regulacion en Saccharopolyspora erythraea. Por lo que en este trabajo
estudiamos la influencia que ejercen el carbono y el nitrégeno sobre Ia sintesis de
los precursores en dicho microorganismo, a través de establecer los perfiles de
crecimiento y de actividad de las enzimas metilmalonilCoA mutasa, metilmalonilCoA
descarboxiiasa, propionilCoA carboxilasa y NADP’-isocitrato deshidrogenasa en
este microorganismo. Al crecer a Sac. erythraea CA 340 en diferentes aminoacidos
~ como fuente de nitrégeno se pudo observar que valina, metionina y triptofano no
fueron utilizados y por lo tanto no hubo crecimiento. Estos resultados indicaron que el
propionilCoA y el metilmalonilCoA no pueden generarse por la degradacién de
aminoacidos. Los perfiles de las enzimas bajo diferentes condiciones nutricionales
mostraron que tanto la isocitrato deshidrogenasa como fa mutasa son enzimas que
estan asociadas al metabolismo primario, mientras que la descarboxilasa no
depende de la etapa de crecimiento en que se encuentre el microorganismo y la
carboxilasa se sintetiza cuando Sac. erythraea ha dejado de crecer, es decir en la
fase de crecimiento estacionario. Por otra parte la sintesis de isocitrato
deshidrogenasa y carboxilasa fue estimulada por glucosa y reprimida por amonio.
Glucosa afectd negativamente la sintesis de mutasa y la actividad de descarboxilasa
estuvo presente en todas las condiciones. Estos resultados sugieren que la
presencia de glucosa y/o amonio provocan una disminucion en la sintesis de
metilmaloniiCoA, propionilCoA y succinilCoA, debido al control que ejercen sobre las
enzimas que participan en su formacion. Por lo tanto, la regulacion que estos
compuestos ejercen sobre la sintesis de eritromicina podria llevarse a cabo, en
primer fugar controlando la produccion de los precursores del antibiético.

-



INTRODUCCION

Saccharopolyspora erythraea produce el antibidtico macrélido eritromicina
cuya via biosintética inicia con la sintesis de la aglicona det antibiético, la cual se
deriva de una molécula de propionilCoA y seis unidades de metilmaloniiCoA
{(Higashide, 1984). Estos compuestos pueden tener mdltiples origenes metabolicos:
a partir del catabolismo de &cidos grasos de numero impar, de la reduccién de
acrilato, del rearreglo de succinilCoA y del catabolismo de metionina, treonina o
valina. Los dos ultimos procesos parecieran ser las rutas primarias para la formacion
de metilmalonilCoA y propionilCoA bajo condiciones tipicas de crecimiento (Tang y
col., 1994). No obstante, la importancia de estos dos compuestos para la produccion
de eritromicina en Saccharopolyspora erythraea, su sintesis ha recibido poca
atencion.

| PropionilCoA se puede formar por la descarboxilacién de R-metilmaionilCoA,
reaccion catalizada por la enzima metilmalonilCoA descarboxilasa, la cual ya fue
aislada de Sac. erythrasa (Hunaiti y Kolattukudy, 1984b). Por otra parte, S-
metiimalonilCoA se puede formar a partir de propionilCoA por la accién de una
carboxilasa (Hunaiti y Kolattukudy, 1982). El R-metilmalonilCoA es generado a su
vez del succinilCoA proveniente del ciclo de Krebs utilizando a la metilmaionilCoA
mutasa (Hunaiti y Kolattukudy, 1984a). Ambos enantiémeros pueden ser
interconvertidos por una metilmalonilCoA racemasa (Seno y Hutchinson, 1986).

El hecho que una mutante bloqueada en el gen que codifica para la
metilmalonilCoA descarboxilasa no produce eritromicina sugiere fuertemente que ia
descarboxilasa es la unica enzima que genera propionilCoA para la sintesis de
eritromicina (Hsieh y Kolattukudy, 1994).

Para ampliar la informacion existente sobre |a sintesis de los precursores de
la eritromicina y la influencia de la fuente de carbono o nitrégeno sobre la

produccién de metilmalonilCoA, propionilCoA y succiniiCoA, en este trabajo se



estudié el efecto que tenian algunos aminoacidos sobre la sintesis de eritromicina y
se obtuvieron los perfiles de las enzimas involucradas en su sintesis, propionil CoA
carboxilasa, metilmalonil CoA mutasa y metilmalonit CoA descarboxilasa en un
medio minimo con diferentes fuentes de nitrdgeno y carbono. De igual forma se
determind la actividad de isocitrato deshidrogenasa, enzima muy importante del
metabolismo intermediario que controla el flujo de moléculas de carbono dentro del
ciclo de Krebs, incluyendo la poza de succinilCoA, lo cual sirvié para tener un punto
de referencia con una enzima que participa en el metabolismo primario, ya que no
existe algun reporte al respecto en la literatura.

Los resultados obtenidos mostraron que Sac. erythraea CA 340 no pudo
utilizar a la valina, metionina y triptofano como fuentes de nitrégeno para crecimiento
y por lo tanto el propionilCoA no puede generarse a partir de valina o metioning,
comprobando que la descarboxilacion del metilmalonilCoA es la dnica via de
formacion de propionilCoA.

Por lo que respecta a las enzimas, los resultados mostraron que la isocitrato
deshidrogenasa y la mutasa fueron sintetizadas mientras el microorganismo estaba
creciendo, la descarboxilasa se presenté durante toda la fermentacion sin importar Ia
fase de crecimiento. |a carboxilasa claramente se sintetiza durante la fase
estacionaria de crecimiento. En cuanto a su regulacion, la sintesis de la isocitrato
deshidrogenasa y de la carb.oxilasa fue estimulada por la presencia de glucosa,
mientras que amonio la reprimié. Por ofra parte, la glucosa afectd negativamente la
sintesis de la mutasa y la produccién de la descarboxilasa no fue afectada ni por la
presencia de glucosa ni de amonio.

Estos resultados sugieren fuertemente que la sintesis de ios precursores de
eritromicina es regulada por la presencia de glucosa o de amonio, a través del
control que se ejerce sobre la sintesis de las enzimas que les dan origen. Esto
indicaria que tanto la glucosa como el amonio pueden ejercer su efecto represivo
sobre la biosintesis de eritromicina, en principio limitando la produccién de los

precursores. Esto de ninguna manera excluye que estos compuestos puedan actuar



llevando a cabo su efecto negativo directamente sobre las enzimas que participan

en la sintesis del antibidtico.



ANTECEDENTES

- La eritromicina, descubierta en 1952 por MacGuire y col, es un
antibidtico macrélido no poliénico producido principalmente por Saccharopolyspora
erythraea (antes Streptomyces erythreus). Su estructura quimica consiste en un
anillo lacténico macrociclico constituido por un atomo de oxigeno y trece atomos de
carbono, al cual se unen dds moleculas de azucar mediante uniones glicosidicas |
(Higashide, 1984; Neuzil y Hostalek, 1986; Barrios, 1988). Sac. erythraea produce
varios tipios de eritromicina (A,B,C,D,E y F), cuya actividad biolégica como antibistico
difiere. De todas estas la mas importante desde el punto de vista clinico y comercial

es la eri'tromicina A (Fig. 1).
ACTIVIDAD BIOLOGICA Y USOS EN CLINICA.

El espectro de accién de la eritromicina A abarca cocos gram positivos y gram
negativos, bacilos grampoasitivos y algunos bacilos gram negativos (Prescott y Dunn,
1962; Omura y Tanaka, 1983; Higashide, 1984; Berkow, 1986; Djokic y col., 1987).
Algunos autores lo sefialan como el antibidtico de eleccion contra infecciones
estreptococcicas, estafilocéccicas y pneumocdccicas, asi como de infecciones
causadas por especies de Campilobacter y Micoplasma (Djokic y col., 1987; White,
1994; Sanchez y col., 1994).

La accidon bacteriostatica de |a eritromicina se debe a que interacciona con la
subunidad 50 S de los ribosomas procaridticos. Diversos estudios sefalan que fal
unién podria estar estimulando la disociacion de la peptidil-tRNA de los riboéomas
durante la fase de elongacion de la sintesis de proteina impidiendo su continuidad
(Menninger y Otto, 1982; Mazzeiy col., 1993).

Por otra parte, la eritromicina ha mostrado tener efectos clinicos que van mas

alla de su actividad como antibidtico. Se ha encontrado que dicho compuesto puede



ser muy util en condiciones médicas y quirtrgicas en las cuales la gastroparesis sea

un problema, ya que el mismo tiene un efecto estimulador sobre |la motilidad de el

Figura 1. Estructura Quimica de la Eritromicina -

Coadinosa
{Rp=CHy. Ry=H)
R1 R2 R3 R4
Eritro A OH CH3 CH3 H
Eritro B H CH3 CH3 H
Eritro C OH H CH3 'H
EritroD ~ H H CH3 H.
Eritro E OH CH3 CH2 -0

Eritto F  OH CH3  CH20H H

Eritrondlido H * CH3 *

Fuente: Higashide, 1984.
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estdomago y ducdeno (Pilot, 1994). De igual forma se ha observado que la
eritromicina incrementa la actividad bactericida de los neutréfilos humanos contra
Listenia monocytogenes, debido a que potencia la locomocion del neutréfilo y
estimula la quimiotaxis (Pilot, 1994). Hamada y col. (1995) encontraron que la
eritromicina exhibe una actividad antineopldsica indirecta en ratones porque
aumenta la produccién de interleucina 4 la cual a su vez incrementa |la actividad
tumoricida de Ioé macrofagos. Este hallazgo abre la posibilidad de poder usar la
eritromicina clinicamente como droga de soporte en el cancer en humanos. En
clinica se prefiere el uso de la eritromicina para el tratamiento de infecciones
Causadas por bacterias en enfermos alérgicos a la penicilina (Berkow, 1986).

A pesar de sus efectos secundarios, cuando se administra en altas dosis y por
tiempo prolongado, la eritromicina sigue siendo, dentro de los antibidticos de su
grupo, el menos toxico, mas activo y mejor tolerado de estos antibiéticos, sobre todo
cuando el paciente presenta infecciones hepatobiliares o infecciones acompanadas

de insuficiencia renal (Neuman, 1978; Omura y Tanaka, 1983).
BIOSINTESIS DE LA ERITROMICINA Y SU REGULACION

La via biosintetica de la eritromicina A en Sac. erythraea (Fig. 2) se inicia
con la condensacion de una molécula de propionilCoA y seis unidades de
metilmalonilCoA, que son incorporadas cabeza a cola en e! crecimiento de la cadena
policetidica, en un proceso similar a la biosintesis de &cidos grasos (Higashide,
1984). Esta condensacion es catalizada por una enzima denominada eritromicina
sintetasa, y se genera un macrélido intermedio, el 6-desoxieritrondlido B (6DEB). La
sintesis de 6DEB es seguida por una hidroxilacion en el carbono 6 formando el
eritrondlido B. La adicion del desoxiazlcar L-micarosa en e! carbono 3 del
eritrondlido B, da como producto al 3-O-micarosil eritrondlido B y ta adicién posterior
del aminoazucar D-desosamina en el carbono 5 del compuesto anterior genera a la

eritromicina D, que es el primer compuesto con actividad antibacteriana.



La eritromicina D puede ser hidroxilada en el carbono 12 para formar
eritromicina C o metilada en el carbono 3" para formar eritromicina B. Mientras que
la formacion de eritromicina A a partir de eritromicina C por metilacién en el carbono
3" ha sido demostrada claramente, la sintesis a partir de eritromicina B ha sido
menos ciara dado que' existen reportes contradictorios en Ia literatura respecto a
este paso (Corcoran, 1981, Neuzil y Hostalek, 1986). Las eritromicinas E y F son
derivados de la eritromicina A y sélo estan presentes en cantidades menores
(Higashide, 1984).

Los azucares timidina difosfo-L-micarosa y timidina difosfo-D-desosamina
son sintetizados a partir de timidina difosfo-D-glucosa y unidos enseguida al
eritrondlido B (Neuzil y Hostalek, 1986; Vara y col., 1989). La enzima timidina
difosfo-D-glucosa 4,6 dehidratasa ha sido purificada (Vara y Hutchinson, 1988) y la
epimerizacion de timidina difosfo-4-ceto-6-desoxi-D-glucosa es asumida por
analogia con otras L-hexosas (Vara y col., 1989).

En el caso particular de la eritromicina se han clonado casi todos los genes
de la biosintesis (Weber y col.,, 1990; Cortés y col., 1990; Haydock y col, 1991;
Zotchev y Hutchinson, 1995; Linton y col.,, 1995). El aislamiento de dichos genes ha
permitido esclarecer algunas peculiaridades de su localizacién, organizacion y
estructura, mas no aumentar la produccion del antibidtico en base a su
manipulacién. Esto se debe, en parte, a que la complejidad del proceso de sintesis
de antibidticos en los microorganismos dificulta enormemente el desarrollo de
nuevas cepas productoras por medio de alteracion directa de genes individuales.
Ademas para la mayoria de los antibidticos comerciales, se desconoce el proceso
completo de sintesis. De ahi que los ensayos encaminados a alterar genes
individuales apenas incidan en un aumento de la productividad (Aharonowitz y
Cohen, 1981).

Por ofra parte se han realizado estudios sobre ia regulacién de la produccién
de eritromicina. Los mismos sefialan como represores a diversos compuestos entre

los que estan: NH,Cl, fosfato inorganico y glucosa (Escalante y col., 1982; Omuray °



Figura 2. Via Biosintética de la Eritromicina
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Tanaka, 1983; Martin, 1979; Higashide, 1984; Flores y Sanchez, 1985, Potvin y
Péringer, 1994).

La sacarosa es generaimente preferida a la glucosa como fuente de
carbono, debido a que se metaboliza lentamente y asi se evita la represién ejercida
por la D-glucosa (Escalante y col., 1982;). Por otro lado, la glicina se presenta como
la mejor fuente de nitrogeno (Smith y col., 1962) y el aumento en la produccion de
eritromicina en presencia de propanol también ha sido observado (Potvin y Péringer,
1993).

Aunque se conoce mucho sobre la genética, regulacién y produccion de
eritromicina por parte de Sac. erythraea (Neuzil y Hostalek, 1986; Cortés y col.,
1990; Haydock y col., 1991; Linton y col., 1995; Flores y Sanchez, 1985; E'scalante y
col. 1982; Hsieh y Kolattukudy, 1994), ain no estan claros algunos aspectos del
metabolismo de este microorganismo relacionados con las rutas que operan durante
la transicion de metabolismo primario a metabolismo secundario para dar origen a la
formacion de los precursores del anillo lactdnico de dicho antibidtico: propionilCoA y
metiimalonilCoA.

En la literatura se han encontrado reportes acerca del origen del
propionilCoA en actinomicetos. Como se puede observar en la fig. no. 4, este
compuesto se puede formar por la descarboxilaciéon de R-metilmalonilCoA a través
de una reaccion catalizada por la enzima metilmalonilCoA descarboxilasa, la cual ya
ha sido aislada de Sac. erythraea (Hunaiti y Kolattukudy, 1984b).

Otras rutas para la formacion de propionilCoA tales como el catabolismo de
los aminoacidos valina, isoleucina, metionina, treonina, la degradacién de &acidos
grasos de numero impar o cadena ramificada y la activacién de propionato por
medio del sistema acilCoA sintetasa y el sistema acilcinasa acoplado con
acilfosfotransferasa han sido descritas en bacterias (Raczynska-Bojanowska y col.,
1973, Lehninger y col., 1993; Dotzlaf y col., 1984; Khaoua y col., 1992; Vancura y
col., 1988, Tang y col, 1994). Sin embargo, la incapacidad para producir

eritromicina, por parte de una mutante bioqueada en el gen que codifica para la
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metilmatonilCoA descarboxilasa, unida a el hecho de que propionato exdgeno hizo
posible superar tal incapacidad, son resultados que sugieren fuertemente que es la
descarboxilasa, la Unica ruta que proporciona propionilCoA para la sintesis de
eritromicina (Hsieh y Kolattukudy, 1994).

S-metilmalonilCoA se puede formar a partir de propionilCoA por la accién de
una carboxilasa aislada de Sac. erythraea crecida en un medio vegetativo (Hunaiti y
Kolattukudy, 1982). El R-metilmalonilCoA es generado a su vez del succinilCoA
proveniente del ciclo de Krebs utilizando a la metilmalonilCoA mutasa (Hunaiti vy
Kolattukudy, 1984a). Ambos enantiémeros pueden ser interconvertidos por una
metilmalonii-CoA racemasa (Seno y Hutchinson, 1986). Recientes evidencias han
indicado que solamente el enantidomero S de metilmalonilCoA es reconocido por la
policetido sintetasa que interviene en Ialformacién de la eritromicina (Marsden y col.,
1994), lo cual apoya la formacién de metilmalonilCoA a través de la accion de la
propionilCoA carboxilasa. Sin embargo, estudios anteriores han sugerido la
incorporacion de acetato y piruvato via isomerizacion de succinilCoA a
metiimalonilCoA dentro de eritromicina, y la incorporacion directa de succinato
dentro de eritromicina también ha sido observada (Vanek y col., 1959; Friedman y
col., 1964; Hunaiti y Kolattukudy, 1984a). Ademas, investigaciones realizadas con
mutantes carentes de la actividad de propionilCoA carboxilasa han demostrado que
las mismas conservan la capacidad de producir eritromicina (Donadio y col., 1996) lo
cual concuerda con la existencia de multiples rutas para la produccién de
metilmalonilCoA en Sac. erythraea. Las figuras 3 y 4 muestran las diversas rutas de
formacion de los precursores del anillo lactonico de la eritromicina descritas hasta el
momento.

Tal y como lo sefialan los estudios efectuados sobre los precursores de la
eritromicina, existe una ruta para su formacion, involucrando a la metilmalonil-CoA
mutasa y a la metiimaloniiCoA descarboxilasa, aunque no se puede descartar que la

carboxilasa esté involucrada en ciertas etapas de crecimiento. Por otro lado, hasta el
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momento se desconoce que factores influyen en la sintesis de estas enzimas y por

lo tanto en la formacion de los precursores en Sac. erythraea.

Fig. 3. Rutas de formacion de propionilCoA reportadas en actinomicetos.

Valina

Valina deshidrogenasa

IsobutirilCoA
Metionina
PropionilCoA
Acidos grasos de numero impar de Treonina
atomos de carbono
Acrilate

Por otro lado, muchas investigaciones han demostrado que la produccién de
los antibidticos en actinomicetos esté influenciada por las condiciones nutricionales
del medio donde crece el microorganismo productor (Martin y Demain, 1980). Por lo
que es importante conocer como se lleva a cabo la relacién entre el metabolismo

primario y el secundario.
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Fig. 4. Rutas de formacién de propionilCoA y metilmalonilCoA reportadas en
Saccharopolyspora erythraea.
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En el metabolismo primario, las células en crecimiento catabolizan vafioé
tipos de compuestos tales como los carbohidratos, lipidos, etc., a través de una serie
de reacciones quimicas que incluyen la glucdlisis y el ciclo de Krebs, entre muchas
otras, para la produccién de energia necesaria en todas las funciones celulares. Los
productos finales del catabolismo son reensamblados para formar intermediarios
primarios tales como aminodacidos, nucledtidos, vitaminas, ‘carbohidratos y dacidos
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grasos que a su vez son precursores de metabolitos mas complejos que
proporcionan la estructura y tienen una funcién biolégica en el organismo. Por su
parte, algunos de los intermediarios del metabolismo primario, como por ejemplo,
acidos grasos del catabolismo de aminoéacidos (valina, treonina, leucina e
isoleucina), acidos organicos del ciclo de Krebs como acido succinico, etc., pueden
servir como precursores para la formacion de metabolitos secundarios, incluyendo a
los antibidticos; por lo tanto es de esperarse que aquellos factores que influyen
sobre el metabolismo primario tengan alguin efecto sobre metabolismo éecundario.

En este sentido, la naturaleza de la fuente de nitrégeno usada en el medio
de fermentacion juega un importante papel en la produccion de antibidticos. En
Streptomyces ambofaciens (Untrau y col., 1992; Lebrihi y col.,, 1992; Untrau y col.,
1994; Laakel y col., 1994a; Tang y col., 1994) y Streptomyces fradiae (Tang y col.,
1994, Vancura y col., 1987; Vancura y col., 1988), la produccién de espiramicina y
de tilosina, respectivamente, fue incrementada por la utilizacién de ciertos
aminoacidos como fuentes de nitrégeno, tales como valina, leucina, isoleucina, lisina
y treonina. Se ha demostrado en este caso, que el incremento en la produccion del
antibidtico se debe a los altos niveles de acidos grasos y derivados acilCoA que
resultan del catabolismo de dichos aminoacidos y que actian como precursores de
las agliconas de dichos antibidticos.

Ademas del suministro de precursores, las condiciones nutricionales del
medio de cultivo pueden influir en ia formacion del antibidtico a nivel de la
maquinaria enzimatica que interviene en su sintesis o en la de sus precursores. En
este sentido se ha observado que las actividades de propionilCoA carboxilasa y
metilmalonilCoA carboxiltransferasa, enzimas involucradas en la sintesis de
precursores del tilondlido en Streptomyces fradiae, fueron reprimidas en altas
concentraciones de amonio y fosfato inorganico. Asi mismo, la actividad de la
macrocin 3'-O-metiltransferasa, enzima que cataliza la metilacion de macrocina para
formar tilosina, también fue afectada por altas concentraciones de iones amonio

anadidos en la trofofase (Vu-trong y col., 1981; Vu-Trong y Gray, 1987).
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También se ha reportado que S. fradiae precrecido en altas concentraciones
de amonio (100 mM) produjo menor cantidad de protilondlido a partir de succinato,
que un micelio precrecido en condiciones de baja concentracion de amonio (25 mM).
Estos resultados sugieren que el amonio reprime el metabolismo del succinato hacia
acidos grasos precursores. Se asume que dos enzimas que participan en el
metabolismo del succinato pueden ser posibles blancos para la accién del amonio,
la metilmalonilCoA mutasa y la metilmalonilCoA carboxiltrasferasa (Tanaka y col,,
1986).

Por otro Iado; la valina deshidrogenasa, enzima responsable del catabolismo
de valina, leucina e isoleucina también fue reprimida e inhibida cuando un exceso de
amonio estuvo presente en el medio de cultivo, causando una disminucion en el
suministro de acidos grasos precursores de las agliconas de los antibidticos tilosina
y espiramicina (Vancura y col., 1987; Lebrihi y col., 1992). La presencia de glicerol y
fosfato en el medio de cultivo también afecto la actividad de valina deshidrogenasa
en S. ambofaciens (Lounes y col., 1995z, Lounes y col., 1996).

Retomando el caso de la eritromicina, es posible que la interretaciéon y
funcionamiento de las diversas rutas que dan origen a sus precursores se vean
afectadas por las condiciones nutricionales del medio donde crece Sac. erythraea,
ya sea porque el catabolismo de ciertos nutrientes pueda suministrar los precursores
0 porque la naturaleza de la fuente de carbono y nitrégeno afecte la sintesis de las
enzimas que intervienen en la formacidén de los mismos, tal y como sucede con los
otros microorganismos productores de antibioticos descritos hasta el momento, sin
embargo los estudios realizados en torno a este tema han sido muy escasos en

Sac. erythraea.
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OBJETIVO

Definir el efecto que tienen ia fuente de carbono y la de nitrégeno sobre la
sintesis de las enzimas isocitrato deshidrogenasa, metilmalonilCoA mutasa,
metilmalonilCoA descarboxilasa y propionilCoA carboxilasa de Saccharopolyspora
erythraea CA340, para poder establecer si la regulacién de la biosintesis de

eritromicina ocurre a través de la limitacion de los precursores.

HIPOTESIS

La sintesis de propionilCoA y metilmalonilCoA, precursores de la
eritromicina, esta controlada por la fuente de carbono y la fuente de nitrégeno

adicionados ai medio de cultivo de Saccharopolyspora erythraea.
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adicionados al medio de cultivo de Saccharopolyspora erythraea.
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MATERIAL Y METODOS

MICROORGANISMO: La cepa que se usd en este trabajo fue Saccharopolyspora
erythraea CA340 proporcionada por Abbott Laboratories.

REACTIVOS: Reactivos y solventes grado HPLC fueron usados. PropioniiCoA,
metilmatonilCoA, succinilCoA, acetato de sodio grado analisis y otros reactivos
fueron obtenidos de Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA). Acetonitrilo grado
HPLC de Fisher Scientific (Fair Lawn, N.J., EUA). El agua grado HPLC se obtuvo
mediante la filtracion de agua desionizada por los cartuchos Norganic de Millipore
(Bedford, MA, USA).

CONDICIONES DE CULTIVO: Sac. erythraea CA 340 se mantuvo en cajas de agar
YEMES que contenia en g/l: 4 g de extracto de levadura, 4 g de sacarosa, 10 g de
extracto de malta y 15 g de agar. Para los perfiles de crecimiento y de produccion de’
enzimas, se inocularon 100 ml de medio YEMEG liquido (Hopwood et al., 1985)
contenidos en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, con 10° esporas de Sac. erythraea
CA 340 y se incubaron a 32°C con agitacion (200 rpm) por 24 horas en una
agitadora rotatoria New Brunswick. Con 50 ml del medio anterior se inocularon 450
ml del mismo medio y se incubaron en fas mismas condiciones durante 24 horas. Al
cabo de este tiempo se lavé el micelio dos veces con solucion salina estérit y se
resuspendid en el volumen original pero de medio minimo. Con 100 ml de este
micelio se inocularon 1000 ml de medio minimo (MM) que contenia en g/l: 2.5 g de
KzHPQg4, 0.5 de MgSQ,, 0.02 g de FeSO,, 0.05 g de ZnSQO,, 0.001 g de MnCl,, 0.001
g de CaoClz, 20 g de MOPS, |a fuente de carbono y la fuente de nitrégenc que se
indican en el texto (el pH se ajustd a 7.8 con NaOH 10 N). Los matraces Fernbach

se incubaron a 32°C con agitacién a 200 rpm. Se tomaron muestras en funcién del
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tiempo para las determinaciones de crecimiento, produccion de antibidtico, pH,

amonio, azucares totales y para las mediciones de actividad de las enzimas.

PREPARACION DEL EXTRACTO LIBRE DE CELULAS: El micelio a diferentes
tiempos de incubacion se recolectd por centrifugacion en frio y se lavd dos veces
con diferentes soluciones amortiguadoras de extraccion, dependiendo de la enzima
que se va a medir. Se resuspendié el paquete miceliar en la misma solucién
amortiguadora y se rompid por sonicacion durante 6 minutos en un Sonicador
Soniprep 150 MSE. Posteriormente se centrifugd a 20 000 X g por 1 hora y el

sobrenadante se utilizé como la fuente de la enzima.

ENSAYO ENZIMATICO PARA LA PROPIONILCoA CARBOXILASA: La actividad de
la carboxilasa fue ensayada midiendo la cantidad de H“COs fijado como ™C-
metilmalonilCoA. La mezcla de reaccién estuvo formada por 80 mM fosfato de
potasio pH 8.0, 3 mM ATP, 5 mM MgCl,, 30 mM NaHCO,, 2 mM propionil CoA, 300
ug de albumina sérica bovina y la enzima en un volumen final de 0.1 mi. La reaccién
se inicia por la adicién de H'CO; " y se incubd por 15 minutos a 30°C. Se pard la
reaccion por la adicion de 0.2 ml de 4cido clorhidrico 6N, se evapora a sequedad y
el residuo es disuelto en 1 mi de agua destilada y transferido a viales conteniendo
10 ml de liquido de centelleo y ensayado para radioactividad. La actividad

enzimatica es expresada como pmoles de '“CO; fijados por miligramo de proteina

-—

por minuto.

ENSAYO PARA LA ACTIVIDAD DE METILMALONILCoA MUTASA: La actividad de
la enzima fue ensayada por la cuantificacion del metilma!c;ni!CoA formado por HPLC,
de acuerdo a la metodologia reportada por Hunaiti y Kolattukudy (1984a) con
algunas modificaciones. La mezcla de reaccién contiene: 100 mM buffer Tris-HCI pH
8.0, 0.5 mM subcinilCoA, 1 mM DTE, 60 uM Coenzima By; y la enzima en un
volumen final de 0.2 ml. La actividad se inicié por la adicién de succinilCoA y se
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incubd a 30°C por 30 minutos en la oscuridad. Se pard la reaccidn por la adicién de
20 pl de ac. perclérico concentrado. Se removieron las proteinas precipitadas por
centrifugacion a 10000 X g durante 10 minutos y |la muestra fue sometida a HPLC

para ver la aparicion de metilmalonilCoA.

ENSAYO PARA LA ACTIVIDAD DE METILMALONILCoA DESCARBOXILASA: La
actividad de la enzima fue ensayada por la cuantificacion de propionilCoA formado
por HPLC. La mezcla de reaccion contenia 10 mM buffer citrato-fosfato pH 5.0, 1 mM
DTE, 0.3 mM metilmalonilCoA y la enzima en un volumen final de 0.1 mi. Se Incubd
por una hora a 30°C y se par6 la reaccion por la adicion de 10 pl de acido perclérico
concentrado. Se removieron las proteinas precipitadas por centrifugacion y las

muestras resultantes se sometieron al HPLC.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA ISOCITRATO DESHIDROGENASA: La
actividad de la enzima fue ensayada midiendo el incremento en la absorbancia a
340 nm debido a la aparicién de NADPH. La mezcla de reaccion estuvo formada por
0.16 M de solucion amortiguadora de Tris-acetato pH 7.6, 0.5 mM de NADP*, 1 mM
MnSQ,4, 3 mM isocitrato y la enzima en un volumen final de 1 ml. La reaccién se
inicid por la adicién de la enzima e inmediatamente se leia el incremento en la

absorbancia a 340 mM en funcién del tiempo.

CUANTIFICACION DE PROPIONILCoA, METILMALONILCoA Y
METILMALONICoA POR HPLC: El aparato de HPLC usado para estos estudios fue
un cromatografo de liquidos modular marca Gilson {Middleton, Wi, EUA), el cual
consistio en dos bombas (modelo 36) con capacidad para elaborar gradientes de
elucion, un modulo monométrico modelo 805, un mezclador dinamico modelo 811-C,
un detector de UV de longitud de onda variable modelo 117, un inyector Rheodyne
(Berkeley, CA, EUA) modelo 7125 con un rizo de 20 pl y un software 715 HPLC

system controller de Gilson, donde los datos fueron almacenados y analizados. La
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columna usada fue una Waters uBondapak C18, 0.39 X 30 cm, con un tamafo de
particulas de 10 um, la cual fue mantenida a temperatura ambiente y protegida con
una precolumna de 20 X 3.9 mm de didametro interno empacada con el mismo
material usado en la columna analitica. En la fase movil se usd un sistema de
elucion por gradiente que presentd una tendencia concava. La fase A contenia una
solucién amortiguadora de acetato de sodio 50 mM a pH 50 y la fase B fue
acetonitrilo grado HPLC. Estas soluciones fueron mezcladas en proporciones
determinadas por el programa de flujo del solvente. Todos los solventes fueron
prefiltrados a través de filtros Millipore de 0.22 pm, desgasificados bajo vacio y
mezclados continuamente por agitadores magnéticos. Una vez concluido el
programa continué una etapa de lavado y regeneracién de la columna que durd
aproximadamente 20 minutos mas antes de proceder a la siguiente inyeccion. La
separacion de los compuestos se realizo a temperaiura ambiente, el flujo de la fase
mévil fue de 1.2 m! min™, la deteccion de los compuestos se realizé a una longitud

de onda de 254 nm y el volumen de muestra inyectada fue de 20 wul.

CUANTIFICACION DE LA ERITROMICINA: La eritromicina se cuantificé por
bicensayo usando Sarcina /utea como microorganismo de prueba de acuerdo a la

metodologia reportada por Flores y Sanchez (1985).

CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO DE Saccharopolyspora erythraea CA 340:
El crecimiento se cuantificé como proteina por el método de Lowry usando albtimina
serica bovina como esténdar, de acuerdo a la metodologia reportada por Flores y
Sanchez (1985).

DETERMINACION DE pH DEL MEDIO DE CULTIVO: E! pH del medio se determiné

directamente en el sobrenadante con un potencidmetro marca Chemcadet (Cole

Parmer).
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CUANTIFICACION DE AZUCARES TOTALES: La cuantificacion de sacarosa en el
medio de cultivo se hizo mediante el micrométodo del fenol-sulfirico reportado por
Shao et al. (1985). La glucosa se determind por el método del acido dinitrosalicilico
(DNS) utilizando una modificacion del método de Miller (1959).

CUANTIFICACION DEL AMONIO EXTRACELULAR: £l amonio extracelular se

determind directamente del sobrenadante usando un electrodo de amonio (Orion) y

utilizando NH,CI a concentraciones de 0,01, 0,1, 10 y 100 mM como estandar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En actinomicetos, el propionilCoA y el metiimalonilCoA, precursores de la
molécula de muchos antibidticos macrdlidos, pueden ser formados a partir de
succinilCoA, de la degradacion de los aminoacidos valina, isoleucina, treonina y
metionina o por la degradacién de &cidos grasos de nimero impar de atomos de
carbono. A la fecha poco es lo que se sabe de la ruta de formacién de estos
compuestos en Sac. erythraea para la formacién de eritromicina, por o que, en
principio, se tuvo que establecer si este microorganismo podia utilizar a diferentes
aminoacidos como fuente de nitrégeno e inferir si el propionilCoA se formaba a partir
de |la degradacidn de los mismos. En este sentido, se llevé a cabo la elaboracion de
curvas de crecimiento y de produccion de eritromicina por Sac. erythraea CA 340 en
presencia de diferentes aminoacidos como fuentes de nitrégeno. En la figura 5
podemos observar que cuando el microorganismo crecio en presencia de glicina 20
mM como fuente de nitrégeno y sacarosa al 2% como fuente de carbono, presentd
un buen crecimiento con una fase exponencial que se prolonga hasta las 96 horas.
La produccion volumétrica de eritromicina se inicié a las 48 horas, alcanzando sus
méximos valores entre 144 y 168 horas, lo cual coincide con la fase de crecimiento
estacionaria. La produccién especifica mostrd el mismo comportamiento que la
produccion volumétrica con su maximo valor a las 144 horas. Otros parametros de la
fermentacion que se determinaron fueron el consumo de azicares, la formacion de
amonio y el pH del medio de cultivo. A este respecto, la formacién de amonio y su
excrecién al medio de cultivo a partir de la glicina es baja a lo largo de la
fermentacion, los azlcares totales se fueron metabolizando durante las 168 horas
que durd el cultivo alcanzando un consumo de 64% al final del mismo. El pH no sufre
variaciones significativas.

En presencia de alanina 20 mM como fuente de nitrdgeno y sacarosa al 2%
(Figura 5) se presentdé una fase lag de 24 horas para después crecer

logaritmicamente hasta el final de la fermentacién, encontréndose unos valores de
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Fig. 5. Perfiles de crecimiento (W), de produccién volumélrica (X), produccién especifica de
eritromicina (@), consumo de azlcares (-}, concentracién de amonio extracelular (#) y pH del medio
de cultivo () de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en medio minimo con sacarosa al 2% y
las fuentes de nitrégeno indicadas, bajo ias condiciones descritas en material y métodos.

crecimiento similares a los obtenidos en glicina 20 mM. La produccién volumétrica
disminuyd con respecto a {a obtenida en glicina 20 mM, aunque inicia a las 24 horas
y alcanza su maximo valor a las 168 horas. La produccién especifica siguié un perfil
similar iniciando, de igual forma, a las 24 horas y alcanzé su maximo valor a partir de
las 96 horas. La concentracion de amonio extracelular es baja durante toda la
fermentacion y el pH no sufre variaciones significativas. Hubo un consumo de
azucares totales de 58%. '
. Cuando se adicioné alanina a una concentracion de 40 mM (Figura 5), el
microorganismo tuvo un buen crecimiento, el cual fue incluso superior al obtenido
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con glicina 20 mM y con alanina 20 mM, sin embargo, ia produccién volumétrica y la
produccion espec;iﬁca disminuyeron con respecto a las anteriores. Ambas se
detuv_ieron a partir de las 144 horas de fermentacién momento en el cual se registré
un aumento en la concentracion de amonio extracelular. El valor promedio de pH

durante la fermentacion fue de 7.4.
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Fig. 6. Perfiles de crecimiento (W), de produccion volumétrica (X), produccién especifica de
eritromicina (®), consumo de azucares (-), concentracién de amonio extracelular (¢) y pH del medio
de cuitivo () de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en medio minimo con sacarosa al 2%y
las fuentes de nitrégeno indicadas en la figura, bajo las condiciones descritas en material y métodos.

’

Cuando el microorganismo crece en presencia de glicina 40 mM como fuente
de nitrégeno y sacarosa al 2% como fuente de carbono (Figura 6), como era de
esperarse, presentd un mayor crecimiento al obtenido con glicina 20 mM, con una
fase exponencial de 48 horas, momento en el cual se inicia la fase estacionaria. La

produccién volumétrica también fue superior a la obtenida en glicina 20 mM, pero
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con el maximo valor a las 120 horas. La produccidn especifica mostrd el mismo
comportamiento de la produccion volumétrica. La concentracion de amonio
extracelular es baja hasta las 120 horas, momento en que presenté un ligero
aumento que posiblemente incide en la disminucion en la produccién de eritromicina.
El pH presenta un valor promedio de 7.5 a lo largo de ia fermentacion. |

En 20 mM de NH,CI (Figura 6) se observd un crecimiento similar al
encontrado con glicina 20 mM. Las producciones volumétrica y especifica de
eritromicina presentaron el mismo comportamiento, disminuyendo mucho en
comparacion con esta fuente de nitrégeno. El inicio de ambas producciones fue a las
24 horas y sus mas altos valores se relacionan con e! inicio de la fase de crecimiento
estacionaria y con la disminucién de amonio extracelular en el medio de cultivo. El
pH del medio disminuyd de un valor de 7.6 al inicio de la fermentacién a un valor de
6.8 al final de la misma, el cual se encuentra dentro del rango de pH en el cual la
produccion de eritromicina no se ve afectada por este pardmetro. Ef consumo de
azUcares totales fue de 58% hasta e! final de la fermentacion.

Cuando se incrementd la concentracién a 40 mM de NH.CI (Figura 6) el
crecimiento fue similar ai observado con 20 miVi, pero con cierta disminucion en la
velocidad de crecimiento hasta las 96 horas, para posteriormente alcanzar un
rendimiento final similar al obtenido en las otras fuentes de nitrégeno. Tal y como se
esperaba, se observé un mayor efecto represor sobre la produccién volumétrica y
especifica de eritromicina (Flores y Sanchez, 1985; Potvin y Péringer; 1994). En la
misma figura se observa la disminucion de amonio extracelular en el medio de
cultivo, el cual es consumido totalmente hasta el final de la fermentacion. £l pH deli
medio disminuyé de 7.7 al inicio de la fermentacién a 6.0 a! final de la misma. El
consumo de azucares totales fue de 57%.

Treonina, uno de los aminodcidos cuya degradacion puede dar origen a
propionilCoA, también fue utilizado como fuente de nitrdgeno para observar su
influencia sobre la produccién de eritromicina por Sac. erythraea. Se utilizaron las

mismas concentraciones de 20 mM y 40 mM y los resultados se muestran en la

i
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figura 7, donde se puede observar que este aminoacido no fue una buena fuente de
nitrdgeno ya que la velocidad de crecimiento fue mas baja que con glicina, alanina y
amonio. Hay que enfatizar que aunque Sac. erythraea crece mas lento, al final
alcanza un valor de crecimiento similar a los anteriores. Las producciones
volumetrica y especifica de eritromicina en ambas condiciones fueron paralelas al
crecimiento y disminuyeron con respecto a las obtenidas en glicina 20 mM. En 40
mM de treonina se observo una menor produccién inclusive con respecto a treonina
20 mM. El pH en ambas condiciones no presentd variaciones significativas y
mantuvo un valor promedio de 7 4.

Por otro lado, asparagina en concentraciones de 20 mM y 40 mM (Figura7 y
Figura 8) fue una buena fuente de nitrégeno, generando un crecimiento superior al
observado en glicina 20 mM. Las producciones volumétrica y especifica muestran
una tendencia similar, iniciandose desde las 24 horas, después alcanzaron su
maximo valor entre 144 y 168 horas pero disminuyeron con respecto a glicina 20
mM. La concentracién de amonio en el medio de cultivo se incrementé a partir de las
144 horas en asparagina 20 mM y a las 120 horas en asparagina 40 mM, lo que
pudo afectar negativamente a la produccion de eritromicina y por esta razén se
observa una menor produccién de antibiético en la concentraciéon mas alta. El pH no
presento variaciones en asparagina 20 mM, a diferencia de asparagina 40 mM en
donde se observé un incremento del mismo a partir de las 144 horas, probablemente
debido a la alta acumulacion de amonio en el medio.

Valina en concentraciones de 20 mM y 40 mM (Figura 8) fue mala fuente de
nitrdgeno para Saccharopolyspora erythraea CA340 y por tanto se observé un muy
bajo crecimiento, mientras que se encontré una produccién volumétrica moderada y
una excelente produccion especifica, pero debido al poco crecimiento. Es probable
que en estas condiciones, el cultivo se esté comportando como un sistema de
celulas en reposo y por lo tanto existe produccion de eritromicina aunque no haya un
buen crecimiento, lo que a su vez hace que se incremente la produccion especifica

ya que, inclusive, en ambos casos la biomasa tiende a disminuir. El pH del medio de
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cultivo no sufrié variaciones y mantiene un valor promedio de 7.6. La concentracién
de amonio extraceluiar es baja a lo largo de la fermentacién, excepto en valina 40
mM en donde se presenta un aumento a las 168 horas. En iscleucina 20 mM (Figura
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Fig. 7. Perfiles de crecimiento (W), de produccién volumétrica (X), produccién especifica de
eritromicina (@), consumo de azlcares (-), concentracién de amonio extracelular (#) y pH del medio
de cultivo (¥)de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en medio minimo con sacarosa al 2% y
las fuentes de nitrégeno indicadas en !a figura, bajo las condiciones descritas en material y métodos.

9) el crecimiento es muy lento y el inicio de ambas producciones fue a las 24 horas y

alcanza su maximo valor a las 120 horas.
Por otro lado, metionina (20 y 40 mM; Figura 9) y triptéfano (20 y 40 mM;

Figura 10) no permitieron crecimiento alguno ni una produccion volumétrica y
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especifica aceptables. El valor promedio de pH en metionina 20 mM fue de 7.8yde
7.5 en metionina 40 mM y no presenté variaciones significativas en triptofano.
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Fig. 8. Perfiles de crecimiento (W), de produccién volumétrica (). produccion especifica de
eritromicina (@), consumo de aziicares {-), concentracién de amonio extracelular (®) y pH del medio
de cultivo (k) de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en medio minimo con sacarosa al 2% y
las fuentes de nitrégeno indicadas en la figura, bajo las condiciones descritas en malerial y métodos.

Los resultados obtenidos con las diferentes fuentes de nitrégeno nos
indicaron que los aminoacidos como la alanina y la treonina, que al ser degradados
se incorporan a nivel de ac. pirivico (Lehninger y col., 1993), no provocaron un
incremento en la produccién de eritromicina ni en la generacion de los precursores,
por el contrario afectaron negativamente la produccién de eritromicina, por razones

que se desconocen.
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Otros amino4cidos, como fa asparagina cuya desaminacion gehera ac.
aspartico (Lehninger y col., 1993), permite un buen crecimiento, sin embargo, la
produccién de eritromiciné no fue similar a la obtenida en glicina. Esto pudo deberse
a la acumulacién de amonio que provoca una disminucién en la sintesis del

antibiético (Flores y Sanchez, 1985).
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Fig. 9. Perfiles de crecimiento (), de produccién volumétrica (X), produccién especifica de
eritromicina (@), consumo de azdcares (-) y pH del medio de cultivo (%) de Saccharopolyspora
erythraea CA340 crecida en medio minimo con sacarosa al 2% y las fuentes de carbono indicadas en
fa figura, bajo las condiciones descritas en material y métodos.

_ Otros aminoacidos como la metionina y el triptofaho no fueron utilizados como
fuentes de nitrégeno, lo que nos sugiere que Sac. erythraea CA340 no tiene la
informacion genética para su transporte y/o su degradacion. Por otro lado, la valina y
la isoleucina, cuya degradacién podria generar propionilCoa y metilmalonilCoA,

fueron pobres fuentes de nitrégeno, lo que origind un crecimiento casi nulo, sin
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embargo hubo producciéon de eritromicina, lo que podria indicar que generan
precursores a través de su degradacién y que éstos se incorporan a la sintesis de |
eritromicina mas facilmente ya que no se desvian hacia crecimiento, el cual es muy
pobre. Es la Gnica explicacién posible, ya que otros aminodcidos, como ya se

menciond, no permiten crecimiento ni produccion de antibidtico.
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Fig. 10. Perfiles de crecimientio (W), de produccion volumétrica (X), produccion especifica de
eritromicina (@), consumo de aziicares (-) y pH del medio de cultivo (*} de Saccharopolyspora

erythraea CA340 crecida en medio minimo con sacarosa al 2% y las fuentes de carbono indicadas en
la figura, bajo las condiciones descritas en material y metodos.

Estudios realizados por Untrau y col. (1994) demostraron que algunos

aminoacidos al ser utilizados como fuentes de nitrégeno, afectaron de modo
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diferente la produccion de espiramicina por Strepfomyces ambofaciens,
dependiendo de como eran desaminados y de su capacidad para suministrar
precursores tales como acetato, propionato e isobutirato. Arginina, el cual contiene
cuatro grupos amino, condujo a una alta excrecidn de dicho compuesto, lo cual
disminuy0 la produccién de espiramicina. Por el contrario el catabolismo de iisina, el
cual es ftransaminado y no desaminado como arginina, origind una baja
concentracion de amonio en el medio y favorecid la formacion de acetilCoA
precursor de la aglicona de espiramicina, incrementando la produccién de dicho
antibidtico.

De modo semejante, también ha sido reportada la disminucién de
nourseotricina por Streptomyces noursei debido a la acumulacién de amonio
proveniente de la desaminacion de amino4cidos tales como alanina (Grafe y col.,
1978).

Al igual que en estos microorganismos productores de antibidticos, el
catabolismo de ciertos aminoacidos usados como fuente de nitrégeno podria estar
afectando la produccion de eritromicina en Sac. erythraea CA 340 como se sefald
anteriormente. Aunque, a diferencia de lo observado en este trabajo, valina e
isoleucina han mostrado ser buenas fuentes de nitrégeno para Streptomyces fradiae,
microorganismo productor de tilosina y para Streptomyces ambofaciens, productor
de espiramicina y ademas funcionaron como una importante fuente de acidos grasos
precursores para las agliconas de dichos antibidticos (Lebrihi y col., 1992; Tang y
col., 1994, Lounes y col, 1995b). Asi mismo, treonina estimula la produccion de
tilosina en S. fradiae (Vancura y col., 1988). Esto sugiere que la influencia de la
fuente de nitrégeno sobre la produccién de un antibidtico en particular, va a
depender de que el microorg.anismo productor posea la informacidn genética para su
transporte y/o degradacion. En este sentido, Sac. erythraea exhibid muy baja
actividad de valina deshidrogenasa (enzima que cataliza la desaminacion oxidativa
de los aminoacidos de cadena ramificada) en diferentes condiciones de crecimiento

(Navarrete y col., 1990}, y por lo tanto no puede generar propionilCoA a partir de
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este aminoacido. Estos datos sumados al hecho de que ninguna hibridizacién fue
observada entre el material genético de este microorganismo y un sonda de VDH
obtenida a partir de Streptomyces coelicolor (Tang y Hutchinson, 1993), concuerdan
con los resultados obtenidos en este trabajo, donde se encontro que Sac. erythraea
no puede utilizar a la valina como fuente de nitrégeno por carecer de |a actividad de
VDH vy por lo tanto esta ruta de formacion de propionilCoA a partir de aminoacidos
no funciona en este microorganismo.

Los resultados anteriores indicaron que los precursores de la molécula de
eritromicina podrian generarse Unicamente a partir de succinilCoA. De acuerdo a la
literatura, el metilmalonilCoA se puede formar a partir del succinilCoA, proveniente
del ciclo de Krebs utilizando a la metilmalonilCoA mutasa y a partir del mismo
propionilCoA a través de la enzima propionilCoA carboxilasa. Este ultimo compuesto
se genera por descarboxilacion del metilmalonilCoA a través de la enzima
metilmalonilCoA descarboxilasa (Figura 4).

Como ya se mencioné anteriormente, la actividad de las tres enzimas, ya fue
reportada en Saccharopolyspora erythraea CA340, sin embargo no se han descrito
los perfiles de actividad de todas ellas, bajo las mismas condiciones de crecimiento
ni como se regula su sintesis. Por lo tanto, en principio se decidié obtener los
perfiles de la mutasa, descarboxilasa y de carboxilasa en este microorganismo
crecido en un medio minimo con sacarosa y glicina como fuentes de carbono y
nitrégeno, condiciones en las cuales se obtiene un buen crecimiento y una buena
produccidn de eritromicina. Hay que mencionar que también se determind la
-actividad de la isocitrato deshidrogenasa (ICDH), enzima que participa en el ciclo de
Krebs, para poder tener un punto de comparacién con una enzima que participa en
el metabolismo primario.

En la figura 11 se muestran los resultados de crecimiento y produccién
volumétrica de eritromicina, asi como los perfiles de las enzimas mencionadas y se
puede observar que este microorganismo presenté una curva de crecimiento y de

produccién de eritromicina similares a las obtenidas anteriormente. Bajo estas

32



-

condiciones de crecimiento, se detecté actividad de isocitrato deshidrogenasa desde
las primeras horas de la fermentacion, presentando su méaxima actividad a las 72
horas momento a partir del cual disminuyd. Hay que enfatizar que en
Saccharopolyspora erythraea CA340, la sintesis de la isocitrato deshidrogenasa
estuvo asociada al crecimiento, a- diferencia de otros microorganismos Gram
positivos como Bacillus subtilis, en donde la sintesis de la ICDH se inicid en la fase
estacionaria (Jin y Shonenshein, 1994b) y como Corynebacterium glutamicum en
donde la actividad especifica de ICDH mostré ser independiente de la fase de
crecimiento (Eikmanns y col., 1995). Por el contrario, la sintesis de la ICDH asociada
a la fase de crecimiento exponencial ha sido reportada en el hongo zigomicete
Phycomyces blakesleeanus (Alvarez y col., 1996). Es importante mencionar que,
hasta donde sabemos, no existen reportes de la actividad de isocitrato
deshidrogenasa o de alguna otra enzima del ciclo de Krebs en actinomicetos
productores de antibidticos.

A diferencia de lo observado en actinomicetos, la enzima ICDH ha sido
extensivamente estudiada a diferentes niveles en otros microorganismos debido a su
importante papel en el suministro de intermediarios claves del metabolismo
energético, asi como de precursores y poder reductor para vias anabdlicas. La ICDH
mas estudiada es la de Escherichia coli, la cual esta constituida por dos subunidades
idénticas, cuya actividad es regulada por fosforilacion y cuyo gen ha sido clonado y
secuenciado (Thorsness y Koshland, 1987; La Porte, 1993, Miller y col., 1996). Otras
ICDH estudiadas han sido las de Corynebacterium glutamicum (Eikmanns y col.,
1995), Bacillus subtilis (Jin y Sonenshein 1994a, 1994b), levaduras (Zhao vy
McAlister-Henn, 1996), Thermus aquaticus (Miyazaki, 1996), Cephalosporium
acremonium (Olano y col., 1995), Phycomyces blakesieeanus (Alvarez y col., 1996)
y las de cyanobacterias (Muro y col., 1996; Muro y Florencio, 1994). La mayoria de
los estudios de las ICDH mencionadas estan relacionados con la clonacién y
secuenciacion de sus genes, asi como con [a caracterizacion de las mismas. A pesar

de ciertas diferencias estructurales, la mayoria de las ICDH coinciden en el
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requerimiento de manganeso o magnesio para su actividad, inhibicién por
oxaloacetato més glioxalato y su alta afinidad hacia isocitrato. Ademas la secuencia
de aminoacidos muestra de un 60 a un 74% de similitud entre las diferentes
enzimas.

Por lo que respecta a ia actividad de metilmalonilCoA muiasa, ésta se detectd
desde las primeras horas de la fermentacién presentando su maxima actividad a las
72 horas (512.26 pmoles mg” min} para luego decaer. La actividad de esta enzima
también se incrementé conforme el crecimiento aumentaba. De igual manera, el

perfil de la produccion volumétrica de eritromicina fue paralelo al de mutasa como el

de la isocitrato deshidrogenasa (Fig 11).
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Fig. 11. Perfiles de crecimiento (W), produccién volumétrica (X) de eritromicina, de actividad de
isocitrato deshidrogenasa (A), metilmalonilCoA mutasa (A); metilmalonilCoA descarboxilasa (A)y

propionilCoA carboxilasa (A) de Saccharopolyspora erythraea CA 340 crecida en medio minimo con
sacarosa al 2% y glicina 20 mM bajo las condiciones descritas en material y métodos.
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Cabe sefialar que en ninguno de los trabajos realizados sobre
metilmalonilCoA mutasa en otros microorganismos, se indica alguna asociacién
entre el perfil de produccion de esta enzima y la etapa de crecimiento. Los mismos
se han limitado a la clonacién y secuenciacion de los genes que codifican a la
enzima o a el aislamiento, purificacidn y caracterizacion de la misma. Al respecto, la
metilmaloniiCoA mutasa fue purificada a homogeneidad de Propionibacterium
shermanii, en donde presenté una Mr aparente de 165000 daltones estando formada
por dos subunidades diferentes de Mr 79000 y 67000 daltones respectivamente
(Francalanci y col., 1986). El gen estructural para metiimalonilCoA mutasa de
Streptomyces cinnamonensis fue clonado usando una sonda de un gene heterélogo
que codificaba para la mutasa de Propionibacterium shermanii (Birch y col., 1993) y
dos genes que codifican para dicha enzima han sido caracterizados en
Porphyromonas gingivalis (Jackson y col., 1995). Por otra parte la actividad de dos
metiimalonilCoA mutasas fue determinada en células de Euglena gracilis Z
adaptadas a propionato, permitiéndo, una de ellas, la fotoasimilacién de dicho
compuesto (Watanabe y col., 1996). Ademas, una via involucrando a esta enzima ha
sido descrita en la produccién de los precursores del antibidtico macrélido tilosina
(Omura y col., 1977).

Por otro lado, el perfil de produccién de la descarboxilasa se incrementd
rapidamente a partir del tiempo cero, pero después disminuy6 ligeramente a partir de
las 24 horas hasta las 72 horas, tiempo a partir del cual volvié a aumentar y alcanza
su maximo valor a las 144 horas (586.8 pmoles mg" min™). Contrario a las dos
enzimas anteriores, la actividad de la descarboxilasa no parece estar directamente
asociada al crecimiento, aunque si se incrementa cuando la produccidén del
antibiético también lo hace (fig. 11). A diferencia del papel asignado a la
metilmalonilCoA  descarboxilasa presente en Sac. erythraea, en otros
microorganismos, |a actividad de esta enzima ha estado asociada con el transporte

activo de iones sodio a través de la membrana usando la energia libre de la
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descarboxilacion de los respectivos sustratos y hasta donde se conoce ningun tipo
de asociacion con la etapa de crecimiento ha sido descrita (Dimroth, 1987; Hilpert y
Dimroth, 1991; Huder y Dimroth, 1993; Huder y Dimroth, 1995). Una malonilCoA
descarboxilasa tambien ha sido purificada de la glandula uropigial de ganso, la cual
es estereoespecifica para el isdémero S-metilmalonilCoA, el cual es utilizado en la
sintesis de acidos 2,4,6,8 tetrametil ramificados (Kim y Kolattukudy, 1980).

Bajo las mismas condiciones de crecimiento, la actividad de carboxilasa no se
detectd hasta las 120 horas, momento en el cual sufrié un aumento para alcanzar un
valor de 77.38 pmoles mg”’ min” a las 144 horas, para luego diminuir ligeramente.
Al comparar el perfil de actividad de carboxilasa con el de produccién de
eritromicina, se puede observar que esta enzima aparece después que la sintesis
del antibidtico se ha iniciado y cuando el crecimiento se encuentra en fase
estacionaria. Esto difiere de la propionilCo A carboxilasa de S. fradiae y la acetiiCoA
carboxilasa de S. ambofaciens, enzimas involucradas en la formacion de los
precursores, cuyas actividades fueron detectadas en las fases de crecimiento activo
y de produccion del antibiético en dichos microorganismos (Vu-Trong y Gray, 1987,
Laakel y col., 1994a).

Otras carboxilasas han sido reportadas en Sfreptomyces coelicolor (Bramwell
y col,, 1996), en diferentes especies de micobacterias (Wheeler y col., 1992) y en la
glanduia uropigial de ganso (Rainwater y Kolattukudy, 1982). Datos sobre su
purificacion, clonacion y regulacién han contribuido a ampliar el conocimiento que se
tiene de dicha enzima en los microorganismos citados.

También hay que mencionar que los perfiles de actividad de la mutasa,
descarboxilasa y carboxilasa obtenidos en Sac. erythraea CA 340 en este trabajo, no
se asemejan a los reportados por Hunaiti y Kolattukudi (1982, 1984a, 1984b) y por
Hsieh y Kolattukudy (1994), aunque las condiciones de crecimiento no son las
mismas, ya que ellos usan un medio que contiene Unicamente sacarosa y alanina y
donde el microorganismo ya no puede crecer. Otra diferencia importante es que

estos autores usaron malonilCoA en lugar de metilmalonilCoA, como sustrato para la
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descarboxilasa, por lo que las actividades enzimaticas detectadas pudieran ser
diferentes.

Estos resultados indicaron que tanto la isocitrato deshidrogenasa como la
mutasa son enzimas que estan asociadas al crecimiento y por lo tanto se pudieran
también asociar al metabolismo primario, mientras que la descarboxilasa no
depende de la etapa de crecimiento en que se encuentre el microorganismo vy la
carboxilasa se sintetiza cuando Sac. eryhtraea ha dejado de crecer, es decir, en la
etapa de metabolismo secundario. El hecho de que las tres enzimas estén presentes
en una misma condicion de crecimiento, aunque a diferentes tiempos podria sugerir
que la sintesis de los precursores se lleva a cabo primero a través de la mutasa-
descarboxilasa y en etapas tardias de crecimiento, cuando la actividad de la mutasa
estd disminuyendo, el propionilCoA se podria carboxilar para dar origen a
metilmalonilCoA, utilizando ia propionilCoA carboxilasa. Sin embargo, Donadio y col.
(1996) encontraron que mutantes de Sac. erythraea desprovistas de la actividad de
propionilCoA carboxilasa eran todavia capaces de producir eritromicina cuando
crecian en un medio complejo. Esto podria indicar o que realmente |a carboxilasa no
tiene un papel importante en la formacién del metilmalonilCoA o que en ciertas
condiciones de crecimiento sustituye a la mutasa en la generacion de este
compuesto, estableciéndose dos rutas de formacién del metiimalonilCoA.

En este sentido, varias vias han sido descritas en S. ambofaciens y S.
aureofaciens que conducen a la formacion de los precursores del anillo lacténico de
espiramicina y tetraciclina respectivamente, aunque a diferencia de lo encontrado en
el presente trabajo, dichas rutas no fueron detectadas en una misma condicion
nutricional de crecimiento de esos microoganismos, sino cuando se utilizaban
fuentes de nitrégeno especificas (Behal y col., 1977; Laakel y col., 1994b).

Habiendo establecido los perfiles de las actividades de mutasa,
descarboxilasa, carboxilasa e isocitrato deshidrogenasa en Sac. erythraea CA 340
crecida en sacarosa y glicina, nos interesd saber si su sintesis se afectaba por la

fuente de carbono o de nitrégeno, tal como sucede con la produccién de eritromicina
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(Escalante y col., 1982; Flores y Sanchez, 1985). Por esta razén se obtuvieron los
perfiles de estas enzimas en presencia de otras fuentes de nitrégeno como el cloruro
de amonio, el cual sabiamos que iba a reprimir la sintesis del antibiético y en
presencia de glucosa que también afecta negativamente la produccion de
eritromicina. ‘

En la figura 12 se muestran los perfiles de crecimiento y produccién
volumétrica de eritromicina de Sac. erythraea CA 340 crecida en alanina 20 mM, en
cloruro de amonio 20 y 40 mM y glicina 20 mM como control, utilizando sacarosa
como fuente de carbono. El crecimiento obtenido fue muy similar en glicina, alanina
y 20 mM de amonio, mientras que en 40 mM de amonio la velocidad de crecimiento
disminuye aunque alcanza el mismo maximo que en las condiciones anteriores. La
produccion volumeétrica disminuyé 26.87, 77.11 y 88.61% en alanina, NH,Cl 20 mM y
NH.CI 40 mM, respectivamente con respecto a la obtenida en glicina. En la misma
figura 12 se muestran los resultados obtenidos al determinar la actividad de
isocitrato deshidrogenasa y se puede observar que en alanina, en 20 o 40 mM de
NH4CI, la actividad disminuye en un 50% aproximadamente.

La regulacién por nitrogeno de ICDH ha sido reportada en organismos
fotosintéticos como las cyanobacterias, en donde el promotor de! gene de ICDH (icd)
es un promotor regulado por el activador trancripcional NicA, el cual ha sido
identificado como un elemento regulatorio del mecanismo de control de nitrégeno en
Cyanobacteria. Asi la expresién del gen icd y de aquellos otros genes que participan
en la asimilacion del nitrégeno esta coordinada (Muro y col., 1996).

Por lo que respecta a mutasa (Figura 13), en glicina y alanina, los perfiles son
similares, incrementandose en las primeras horas para alcanzar el maximo a las 72 y
48 horas respectivamente. En las dos condiciones decae la actividad
posteriormente. Cabe sefialar que el perfil de produccion de la enzima obtenido en
alanina es muy similar al reportado por Hunaiti y Kolattukudy (1984a), aunque el
perfil de produccion de eritromicina varia, porque lo que estos autores utilizan es un

sistema de células en reposo en donde hay producciéon pero no crecimiento. En
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nuestras condiciones, si observamos crecimiento. Por otra parte en las dos
concentraciones de amonio, et perfil se mantiene como en glicina, pero la actividad
es ligeramente menor que en esta fuente de nitrogeno. En la figura 13 se observa
que hubo una disminucién de la actividad de mutasa de 15% en amonio 40 mM con

respecto a la obtenida en el control, aunque al final se incrementa.
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Fig. 12. Perfiles de de crecimiento (), de produccién volumétrica de eritromicina (X) y de activig!ad
de isocilrato deshidrogenasa (A) de Saccharopolyspora erythraea CA 340 crecida en medio minimo
con sacarosa al 2% y con las fuentes de nitrégeno indicadas en la figura, bajo las condiciones
descritas en material y métodos.
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Fig. 13. Perfiles de actividad de metilmalonilCoA mutasa (A), de crecimiento (M) y de produccién

volumétrica de eritromicina (X) de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en medio minimo con
sacarosa al 2% y con las fuentes de nitrégeno indicadas, bajo las condiciones descritas en material y
métodos.

-

Esta disminucién que también se observa en la actividad de isocitrato
deshidrogenasa podria deberse a que la asimilacidn del amonio en NH,C! procede a
través de la deshidrogenasa glutamica, desviando el a-cetogiutérico hacia la sintesis -
de &c. glutdmico en lugar de hacia la formacién de succinilCoA y que ésto de alguna
manera afectara la sintesis de ICDH y de mutasa. En glicina y en alanina, la
asimilacién del amonio se llevaria a cabo a través de la glutamina sintetasa, por lo
que no habria una disminucién en la concentracion del a-cetoglutarico dentro del
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Ciclo de Krebs. La 'presencia de ambos sistemas enzimaticos involucrados en la
asimilacion de amonio ha sido demostrada en Sac erythraea (Flores y Sanchez,
1989) y en otros microorganismos (Tyler, 1978; Shapiro y Vining, 1983).

Por su parte, Bhuwapathanapun y Gray (1981) estudiaron el efecto del
glutamato sobre la sintesis de tilosina. En este trabajo ellos detectan actividad de
glutamato deshidrogenasa en S. fradiae y sefialan la importancia de la poza de a-
cetoglutarato en la formacion de los precursores del protilonélido y sobre la poza de
succinilCoA, el cual es un precursor directo de metilmalonilCoA y propionilCoA.

Por lo que respecta a la actividad de la metilmalonilCoA descarboxilasa, los
resultados mostraron que la sintesis de esta enzima se inicié desde las brimeras 24
horas de la fermentacion, en todas las fuentes de nitrogeno usadas, con valores que
se mantienen dentro de un cierto rango hasta el final de la misma (Figura 14). Dicha
enzima no parece estar directamente asociada al crecimiento en ninguna de las
condiciones ni su sintesis parece depender de la fuente de nitrégeno. Hasta donde
se sabe ningun efecto de la fuente de nitrégeno sobre esta enzima ha sido reportado
en Sac. erythraea, ni en otros microorganismos.

Como se esperaba, en 20 mM de glicina mas sacarosa al 2% (Figura 15), la
actividad de carboxilasa se detecté a partir de las 120 horas, para aumentar hasta
un valor de 77.38 pmoles de *CO, mg" min” a las 144 h, lo que constituyd la
méxima actividad encontrada en dicha condicién. En alanina 20 mM con la misma
fuente de carbono, el perfil de produccion de la enzima mostré la misma tendencia
que en glicina pero se inicid a las 72 horas y alcanzd su maximo nivel (104.95
pmoles *CO, mg™ min) hasta las 168 horas de la fermentacién, De igual manera,
en 20 mM de NH.CI, el perfil de produccién de carboxilasa mostré la misma
tendencia ya gque se inici6 a las 96 h y alcanzo su nivel maximo hasta las 144 horas.
Este fue un valor de actividad mayor que con glicina o con alanina a las 144 horas.
Sorprendentemente, en NH,Cl 40 mM se obtuvieron los niveles de carboxilasa mas
bajos de todas las fuentes de nitrégeno usadas, con valores de casi cero hasta las
144 h cuando hubo un ligero aumento (13.7 pmoles CO, mg™ min™). Al igual que la
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propionilCoA carboxilasa de Sac. erythraea CA 340, las actividades especiﬁcas de
propionilCoA carboxilasa y metilmalonilCoA carboxiltransferasa, las cuales estan

involucradas en la formacién de los precursores del tilondlido en S. fradiae, fueron

reprimidas en presencia de amonio (Vu-Trong y Gray, 1987).
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Fig. 14. Perfiles de crecimiento (W), de actividad de metiimalonilCoA descarboxilasa (A) y produccién

volumétrica de eritromicina (X) de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en medio minimo con
sacarosa al 2% con las fuentes de nitrégeno indicadas, bajo las condiciones descritas en material y
métodos.

Al contrario de otros microorganismos como S. ambofaciens y S. fradiae en
donde la disminucién del antibiético en presencia de amonic podria atribuirse a la
represion de ciertas enzimas mvolucradas en el suministro de precursores tales
como valina deshldrogenasa propnomlCoA carboxilasa y carboxnltransferasa (Vu-
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Trong y Gray, 1987, Lebrihi y col., 1992; Vancura y col., 1987), en Sac. erythraea
pareciera que el suministro de metilmalonilCoA por accion de la carboxitasa o de la
mutasa no es el Gnico paso limitante en la via, ya que a concentraciones de amonio
de 20 mM, donde la produccién de eritromicina ha disminuido en poco mas del 80%,
las actividades de dichas enzimas no se ven muy afectadas (Figs. 13 y 15). De igual
forma en concentraciones de amonic de 40 mM donde la carboxilasa presenta muy
bajos niveles al igual que la produccion de eritromicina, la mutasa podria suministrar
el metiimalonilCoA requerido para la sintesis del antibidtico (Fig. 13y 15).

Por otra parte los perfiles de carboxilasa obtenidos mostraron que esta
enzima tiene el comportamiento de una enzima de metabolismo secundario, ya que
su sintesis se inicia hasta que el crecimiento se encuentra en fase estacionaria,
incluso aparece después que la sintesis de eritromicina ha iniciado. Este hecho
contradice lo expuesto por Hunaiti y Kolattukudy (1982) sobre 1a intervencidn de esta
enzima en el suministro de malonilCoA para la sintesis de acidos grasos en el
periodo de rapido crecimiento. De acuerdo a nuestros resultados, 1a enzima parece
participar en la produccion del antibidtico exclusivamente, a diferencia de otras
carboxilasas a las cuales se les ha atribuido una doble funcién bioldgica (Rainwater
y Kolattukudy, 1982).

De estos resultados se puede resumir que la isocitrato deshidrogenasa
disminuye en un 50% al adicionar NH,CI a el medio de cultivo, que la mutasa y la
descarboxilasa no se afectan por la fuente de nitrégeno, mientras que carboxilasa se

hrﬂeprime en un exceso de amonio, aunque su sintesis podria estar retrasada porque
el crecimiento también se retarda.

Cabe sefalar que a diferenéia de Sac. erythraea en donde el metabolismo del
succinato hacia acidos grasos precursores por accién de la mutasa no se afecta por
la fuente de nitrégeno, en S. fradiae amonio si reprime dicho metabolismo y dos
enzimas que participan en el mismo han sido sefialadas como posibles blanco. Eltas
son metilmalonilCoA mutasa y metilmalonilCoA carboxiltransferasa (Tanaka y col,

1986).
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Fig. 15. Perfiles de crecimiento (M), actividad de propicnilCoA carboxilasa (A) y de produccion
volumétrica de eritromicina (X) de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en diferentes fuentes
de nitrégeno bajo las condiciones descritas en material y métodos.

Por otro lado, también se creci6 .a Sac. erythraea CA340 en glucosa 1y 4%
manteniendo en ambos casos a la glicina como fuente de nitrégeno, para tratar de
establecer alguna influencia de la fuente de carbono sobre la sintesis de estas
enzimas. En la figura 16 se muestran los resultados de .crecimiento y produccion
volumétrica. En presencia de glucosa al 1% y glicina se présenté una fase lag de 48

horas, sequida por un crecimiento logaritmico hasta las 120 horas, momento en el

cual se inici® un crecimiento estacionario; l0s valores de crecnmlento obtemdos

fueron similares a los de sacarosa al 2%. Las producciones volumeétrica y especuf ica

de eritromicina disminuyeron con respecto a las obtenidas en sacarosa. Ambas
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producciones comenzaron a las 48 horas y alcanzaron su maximo valor a las 168
horas y 96 horas respectivamente. Con glucosa al 4% y glicina se presenté un
crecimiento maximo similar al obtenido con sacarosa al 2% y glucosa al 1%, con una
fase lag de 72 h y una fase logaritmica hasta las 144 horas, momento en el cual
disminuye el crecimiento. La produccién volumétrica inicié a las 48 horas y alcanzo
su maximo valor a las 168 horas y disminuye con respecto a sacarosa al 2%.

Bajo estas mismas condiciones se obtuvieron los perfiles de actividad de las
cuatro enzimas anteriores, isocitrato deshidrogenasa, mutasa, descarboxilasa y
carboxilasa para observar si la fuente de carbono regulaba la sintesis de alguna de
ellas, ya que la glucosa también reprime ia sintesis de eritromicina (Escalante y col.,
1982). _

El perfil de produccion de isocitrato deshidrogenasa en presencia de sacarosa
al 2% y glicina 20 mM se muestra en la figura 16, en donde se puede observar que
la actividad se inicid0 a partir de las primeras 24 horas de la fermentacion,
incrementandose hasta las 72 horas, momento a partir del cual disminuy6 para llegar
casi a cero. En glucosa al 1%, el perfil de produccion de esta enzima mostro la
misma tendencia que en sacarosa al 2%, pero alcanzé un valor mas alto a las 72
horas (3,4 umoles.mg”.min"). Cuando la glucosa se adiciond a una concentracion
del 4%, los niveles de produccion de esta enzima son menores que en glucosa 1%
pero mayores que en sacarosa. La actividad se inicid a las 24 horas y alcanzd su
méximo valor a las 96 horas (2.06 pmoles mg”’ min”). Al cambiar a glucosa como
fuente de carbono, nuevamente la actividad de la isocitrato deshidrogenasa es
mayor y precede a la produccion de eritromicina, la cual se ve reprimida por este
azucar. Estos resultados indican que la ICDH se induce por la presencia de glucosa,
aunque a valores muy altos, la sintesis tiende a disminuir. Esto podria indicar que en
presencia de este azlcar, el metabolismo intermedio tiende a estar aumentado, a fin
de obtener el maximo de energia y poder reductor.

Varios reportes sefialan que la sintesis de la ICDH en otros microorganismos

varia cuando las células estan creciendo sobre diferentes fuentes de carbono,
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aunque una ICDH constitutiva fue descrita en Corynebacterium glutamicum
(Eikmanns y col., 1995). En bacterias entéricas tales como E. coli, Klebsiella
aerogenes, Salmonella typhimurium y Serratia marcescens, la actividad especifica
de ICDH resulté ser de tres a cuatro veces mas baja durante el crecimiento con
acetato que durante el crecimiento con glucosa (Bennet y Holms, 1975). Estudios
adicionales con E. coli revelaron que este cambio en la actividad especifica se debe
a una modificacion covalente reversible de ia enzima por un mecanismo de
fosforilacion y desfosforilacion (La Porte, 1993). En otras bacterias tales como
Bacillus subltilis, varias actividades enzimaticas que forman parte del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (Ejm: citrato sintasa, aconitasa e ICDH) son reducidas casi dos
veces, en presencia de una fuente de carbono que se metaboliza rapidamente como
la glucosa (Jin y Shonenshein, 1994b). De igual forma en Phycomyces
blakesleeanus los niveles de actividad enzimatica de ICDH fueron de dos a tres
veces mas altos en acetato que en glucosa (Alvarez y col., 1996).

Por otro lado, los perfiles de produccion de mutasa se muestran en |a fig. 17
donde se puede observar que la produccién de mutasa en glucosa al 1% comenzo
desde el tiempo cero pero muy lentamente para incrementarse despues y alcanzar
su maximo valor a las 48 horas, el cual fue 69.45% menor que en el disacarido. En
glucosa al 4%, la sintesis de la enzima también se inicié desde las primeras horas,
pero se mantuvo en niveles muy bajos y presentd su maximo valor a las 144 horas
(134.47 pmoles mg™ min™), disminuyendo en relacién a las otras dos fuentes de
carbono. En las dos primeras condiciones, la sintesis de la enzima ocurrié antes que
la de eritromicina, mientras que en glucosa 4% la aparicion de la mutasa se retraso y
fue entonces casi simultdnea que la del antibiético, pero hay que resaitar que el
crecimiento se retrasé también por 72 horas.

Es importante sefalar que la glucosa esta regulando negativamente la
sintesis de esta enzima y por lo tanto se podria estar disminuyendo ia cantidad de
precursores disponibles para {a formacion del anillo lacténico a pesar del incremento

en la poza de succinilCoA proveniente del ciclo de Krebs, generado por la induccién




de la actividad de ICDH en presencia de esta fuente de carbono. Estos datos, de

ninguna manera descartan que la glucosa también este reprimiendo la sintesis de

las enzimas que participan directamente sobre la sintesis de la eritromicina.
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Fig. 16. Perfiles de crecimiento (W), actividad de isocitrato deshidrogenasa (A} y de produccién

volumétrica de eritromicina (X) de Saccharepolyspora erythraea CA340 crecida en medio minimo con
sacarosa o glucosa como fuente de carbono, bajo las condiciones descritas en material y métodos.

Por lo que respecta a la actividad de descarboxilasa (Figura 18), también se
detectd esta actividad en glucosa al 1% desde las 24 horas de fermentacion, se
incrementd hasta las 72 horas, para posteriormente disminuir y mantener valores
més o menos constantes hasta el final de ia mismé. De la misma manera, en glucosa

-
-
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al 4%, la actividad nuevamente aparecié desde el inicio de la fermentacién y
mantiene vaiores mas o menos constantes durante la misma.
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Fig. 17. Perfiles de crecimiento (W}, de actividad de metiimalonilCoA mutasa {A) y de produccién
volumeétrica de eritromicina (X) de Saccharopolyspora erythraca CA340 crecida en medio minimo con
sacarosa o glucosa como fuente de carbono, bajo las condiciones descritas en material y mélodos.

—

En ambos casos, dicha actividad no parece estar directamente relacionada al
crecimiento microbiano, ni ser reguiada por la fuente de carbono o nitrégeno en
particular, por lo tanto podemos decir que la sintesis de la metilmalonilCoA
descarboxilasa es constitutiva y no es regulada ni por la fuente de carbono ni dé
nitrégeno. Esto significa que la sintesis del propionilCoA a partir del metilmalonil
procede continuamente a través de la actividad de esta enzima confirmando la
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importancia que le dan Hsieh y Kolattukudy (1994) quienes -la catalogan como

indispensable para la sintesis de la eritromicina.

Por Gltimo se obtuvieron los perfiles de actividad de propionilCoA carboxilasa
en las dos fuehtes de carbono. Los resultados se muestran en la figura 19 y se
puede observar que en glucosa él 1%, la produccion de carboxilasa inicid a partir de
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_ Fig. 18. Perfiles de crecimiento (W), de actividad de metiimalonilCoA descarboxilasa'(A) y de

produccién volumétrica de eritromicina (X) de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en medio

minimo con sacarosa o glucosa como fuente de carbono, bajo las condiciones descritas en material y
métodos.

las 72 horas con una tendencia similar a la obtenida en sacarosa al 2%, aunque
declina drasticamente entre fas 144 y las 168 horas. Hay que remarcar que el valor

maximo de actividad es tres veces mayor al obtenido en sacarosa (237.1 pmoles
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Fig. 19. Perfiles de crecimiento (M), de actividad de propionilCoA carboxilasa (4),
y de produccién volumétrica de eritromicina (X) de Saccharopolyspora erythraea
CA340 crecida en medio minimo con sacarosa o glucosa como fuentes de carbono,
bajo las condiciones descritas en material y métodos.

CO, mg' min™). Al igual que en glucosa 1%, el perfil de produccion de carboxilasa
en la concentracién mas alta de glucosa se inicié al final de la fermentacion (96
horas) con su méaximo valor a las 144 horas (114.07 pmoles "“CO, mg™ min™), el cual
es menor que en la concentracion anterior de glucosa, pero mayor que en sacarosa.

Cuando glucosa es utilizada, la actividad de esta enzima aparece al mismo
tiempo que la sintesis de la eritromicina, probablemente para compensar la
- disminucion en la formacion del metilmalonilCoA, ya que la mutasa .se 'encdéafra
baja en esta fuente de carbono y seria necesario formarlo a través de la
carboxilacién del propionilCoA, aunque la produccién del antibidtico no mejore
debido a la posibilidad de que otro paso de la via este siendo afectado por glucosa
tal y como se menciond anteriormente. :

En resumen, se puede decir ‘que la isocitrato deshidrogenasa y la propionil

CoA carboxilasa se inducen en presencia de glucosa 1% y disminuyen en giucesa
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4%, mientras que ia metilmalonil CoA mutasa se reprime por la presencia de este
azucar en el medio de cultivo y la metilmalonil CoA descarboxilasa no es regulada
por la fuente de carbono, manteniendo niveles constitutivos durante toda lé
fermentacién.

El efecto negativo de la fuente de carbono sobre la formacion de precursores
ya ha sido descrito por Lounes y col. (1995a), quienes observaron que la adicién de
glicerol causd una represién parcial de la valina deshidrogenasa y de la «-
cetoisovalerato deshidrogenasa. La represién catabélica por glucosa de valina
deshidrogenasa en Streptomyces coelicolor también ha sido descrita (Tang y
Hutchinson, 1995). En Sac. erythraea al no existir la valina deshidrogenasa, seria
légico suponer que la regulacién que ejerce glucosa sea a nivel de la
metilmalonilCoA mutasa, para prevenir la formacién de precursores y por lo tanto un
gasto inutil en condiciones en que no se debe sintetizar eritromicina.

Por otra parte y hasta donde se tiene conocimiento la induccién por glucosa
de enzimas que participan en el suministro de precursores para ia formacién de
antibioticos tales como la carboxilasa no ha sido descrita hasta el momento, por lo
que este seria uno de los primeros reportes sobre el tema.

Tomando en cuenta e! papel asignado a cada enzima en la formacién de los
precursores del anillo lactonico de la eritromicina, propionilCoA y metilmalonil CoA y
la reproducibilidad del comportamiento de las mismas en las diferentes condiciones
nutricionales, pareciera ser que efectivamente en etapas tempranas del crecimiento
dichos precursores se forman a través de la accion de la mutasa y descarboxilasa y -
en etapas tardias, cuando una fuente de precursores como el ciclo de Krebs ha
disminuido su actividad, la carboxilasa viene a suplir la falta de metilmalonilCoA. Por
otra parte la unica fuente de propionilCoA en Sac. erythraea CA 340 parece ser la
descarboxilacién de metilmalonilCoA, ya que otra fuente como el catabolismo de
aminodcidos tales como valina, isoleucina, metionina y treonina parediera no
contribuir eficientemente a su formacion en este microorganismo. Este hecho
concuerda con lo observado por Hsieh y Kolattukudy (1994) quienes al interrumpir el
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gen de esta enzima encuentran que la produccion de eritromicina cesa y que la
misma es restaurada por la adicién de propionato exégeno.

' Aunque la fuente de nitrégeno y carbono controlen la sintesis de las enzimas
involucradas en la formacion de metilmalonilCoA, pudiendo por lo tanto ejercer su
efecto represivo sobre la biosintesis de eritromicina, en principio limitando la
produccion de los precursores, la disponibilidad de estos compuestos no parece ser
el tnico factor que determine la disminucién de eritromicina en presencia de amonio
o glucosa, ya que como observamos en los resultados, las enzimas mutasa y
carboxilasa no se ven muy afectadas en concentraciones de 20 mM de amonio en
donde la produccién de eritromicina esta disminuida y en concentraciones de 40 mM
de amonio, la mutasa podria suplir la falta de metilmalonilCoA. De igual forma
cuando las condiciones nutricionales tales como la fuente de carbono afecta una de
las vias como la mutasa, la otra representada por la carboxilasa parece suplir tal
falta, sin embargo para que haya propionilCoA se requiere de la presencia de la
mutasa para generar metilmalonilCoA y a su vez que éste se descarboxile y de
origen al propionilCoA. Lo que sugiere que la mutasa es una enzima muy importante

para la generacién de los precursores de la molécula de eritromicina.
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CONCLUSIONES

“ Isocitrato deshidrogenasa y metilmalonilCoA mutasa se comportan como enzimas
de metabolismo primario, estando los perfiles de produccién asociados a

crecimiento.

22 La sintesis de la metilmalonilCoA descarboxilasa no se asocia a una etapa de

crecimiento especificamente.

2= La actividad de propionilCoA carboxilasa se presenta generalmente cuando el
crecimiento ha cesado, comportdndose como una enzima de metabolismo
secundario. La sintesis de esta enzima es estimulada por 1% de glucosa y reprimida

por 40 mM de amonio y por 4% de glucosa.

= La sintesis de isocitrato deshidrogenasa es estimulada por 1% de glucosa y

reprimida por amonio y por 4% de glucosa.

= La sintesis de metilmalonilCoA mutasa es afectada negativamente por glucosa,

pero no por amonio.

~ MetilmalonilCoA descarboxilasa no es regulada ni por Ia fuente de carbono ni por

la fuente de nitrébgeno, manteniendo niveles constitutivos durante toda la

fermentacion.

2 La formacion de metiimalonilCoA en Sac. erythraea CA 340 procede
principaimente a través de la metiimalonilCoA mutasa-metiimalonilCoA

descarboxilasa y en etapas tardias de crecimiento por accién de la carboxilasa.
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22 La disponibilidad de los precursores parece ser, en parte, el factor responsable

del efecto negativo del amonio o glucosa sobre la produccion de eritromicina.
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