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RESUMEN

Se sabe que la produccidn de muchos metabolitos secundarios
de interés industrial estd sometida a diferentes mecanismos de
control vy uno de ellos es la regulacidn por fuente de carbono.
Las +fuentes de carbonho facilmente metabolizables, 1las cuales
generalmente son utilizadas en las fermentaciones, ejercen
efectos inhibitorios o de represibn sobre la sintesis o actividad
de algunas enzimas catabdlicas involucradas en e1 metabolismo
secundarioj e1 efector puede ser la molécula "pep s" o bien
algdn producto derivado de su catabolismoj aunhque los detalles

moleculares de dicha regqulacidén se desconocen a la fecha.

La gentamicina, anhtibiatico aminoglucédsido de amplio
sspectro bacteriano, representa uho de los produvctos
farmactuticos prioritarios en el cuadrao bdsica de medicamentos
1984 en México. Aunque se produce en el pals, para satisfacer
las necesidades adn se requiere de la importacién del 25% del
total. Camparada con otros procesaos de fermentacidn, es poco
eficiente en cuanto a rendimientos. Uno de 1los motivos que
propician esta baja eficiencia, es5 el desconocimiento de las
enzimas vy los mecanismos regulatorios involucrados en su

biosintesis.

De ahi que el objetivo del presente trabajo fuera determinar
el efecto que tiene la fuente de carbono sobre la biosintesis del

antibidticao gentamicina, utilizando como modelo la cepa silvestre



de Micromonospora purpurea MRRL-2953. Estudinos comparativos con
una cepa hiperproductora permitirian incrementar la produccidn,
si estas estuviesen sujetas a este mecanismo de control, puéds

serd factible buscar cepas insensibles a regulacidn catabdlica.

Los resultados experimentales muestran que Micromohospars
purpurea MRRL-29533 crece y produce gentamicina en presencia de
almidédn, maltosa, manosa, glucosa y sacarosa desde el inicio de
12 fermentaciodni al incrementar las concentraciones de estos
carbohidratos se observa que glucosa y wmanosa provocan un efecto
de supresidn sabre la slntesis del antibidtica, a diferencia de
las otras fuentes de carbono. El mayor efecto de supresidn se
observa con glucosa. Un andlogo de este carbohidrato (2-deoxi-D-
9lucosa) tambi&n suprime la formaciédn del antibiotico de manera
similar. El efecto de glucosa vy del anadlogo se observan cuando
son adicionados durante 21 inicio de la sintesis (entre las 0 vy
40 haras de fermentacién)i posteriormente se presenta uwna
liberacidn al efecto, 1o cual se advierte al restablecerse la
sintesis, alcanzade concentraciones de antibidtico similares a
las del control. Dichas observaciones nos llevan a concluir gue
glucosa "pep se" causa uh efecto.de represidn de tipo transitoriao

en la formacidn de gentamicina.



INTRODUCCION

Desde el descubrimiento del primer antibidtico
aminoglucdsido, realizada en 1944 por Waksman, se hizo patente la
importancia que tiene este grupo de metabolitos como agentes
terapéuticos. A la fecha se han identificado mnads de 100
compuestos naturales pertenecientes a este grupo de antibidticos;
sin embarga, sd&élo 14 de ellos tienen importanhcia comercial vy
terapéutica, los cuales son producidos en 145 industrias
farmacéuticas en el mundo. Uno de estos productos es la

gentamnicina (10, &0).

En México este antibidtico representa uno de los productos
farmacéuticos considerados como prioritarios en el Cuadro Basico
de la Salud de 1984, Esto se debe a su eficiente actividad
terapdutica para el tratamiento de infecciones de las vias
urinarias, digestivas, dérmicas y del sistema nerviaoso central,
aunque su uso requiera ciertas restricciones debido a los efectos
secundarios gque provaca (14). Este metabolito es elaboradao a
nivel mundial por 22 laboratorios farmacduticos, en los cuales se
producen 32 diferentes presentaciones comercialesj en México es
prndﬁcido par 2 compaflas farmacéuticas que soni Beneficiadora e
Industrializadora, S.A. de C.V. y Fermic, S5.A. de C.V., quienes
sdlo cubren alrededor del 75% de la demanda nacional, teniéndose

que importar el restante 25%.



De acuerdo a los datos obtenidos del Instituto Mexicano de
Comercio Exterior, en el periodo 82-83, México imparte 334 Kg de
sulfato de gentamicina, con un valor aproximado de 142,732
ddlares, de los palses productores de este antibidtico, que son!

Estados Unidos, China, Hunhgria, Alemania Occidental, Holanda e

Italia (77).

La produccién fermentativa de gentamicina, llevada a cabo
con Microwonospora Rurpurea y/o Micromonospora echinospora, es
un proceso poco eficiente en cuanto a la cantidad de producto
final que se abtiene que es de apraoximadamente 1.4 g/1l. Esta
cifra es baja comparada con la produccién de otros antibiodticos,
tales como la penicilina o cefalosporina, 1los guales alcanzanh
aproximadamente 50 g/1 y 20 g/1, respectivamente (13). Uno de
los motivos mads importantes que provocan esta situvacion es el
desconocimiento de las enzimas y los wmecanismos regulatorios

involucrados en su biosintesis vy, de hecho, en su produccidn.

Dentro de los mecanismos que regulan el metabolismo
secundario en laos microorganismos, estadn la induccidn, la
retrorregulacidn v la represidn catabélica (17, 20, 21, 44 vy 53).
Desde &1 punto de vista industrial la represidn catabélica juega
un papel importante. La produccidn de wmuchos de estos
metabolitos estd sametida a este tipo de control, que pusden
ejercer las fuentes de carbono, nitrdgeno, fosfatos y sulfatos
vtilizados en las fermentaciones. La represitn catabélica paor

carbono vy nitrdgeno es ejercida por nutrientes facilmente



metabolizables, como glucosa y/o amonio, ya sea por la molécula
"per se" o por algidn producto derivado de su metabolismo; por
otro lado, si bien los fosfatos en altas concentraciones permiten
unh buen crecimiento de los microorganismos, también son capaces
de reprimir la sintesis de estos wmetabolitos. Auhque la
regulacidn por sulfatos es poco conhocida, se sabe que es ejercida
por compuestos y aminoadcidos que contienen grupos sulfhidrilo
(aparentemente actda sdélo sobre algunas proteasas). Cuando las
vias de biosintesis de estos metabolitos estdn sujetos a
mecanismos de retrorregulacidn, el exceso del producto en el
medio de cultivo también reprime la sintesis "de novo" de 1las
sintetasas implicadas, hasta gue se presenta un descenso en su
concentracidn. ODtro de los mecanismos regulatorios importantes
en las fermentaciones industriales es la induccién, consistente
en gque compuestos especlficos, no necesariamente involucrados con

la sintesis del metabolito, saon capaces de estimular la

produccién.

La existencia de alguno de estos mecanismos en cepas
industriales puede repercuotir fuertemente en la produccidn de
estos metabolitos, por lo tanto, 21 conocerlos puede permitir el
disefio de técnicas de fermentacién o de estrategias encaminadas
al mejoramiento gendtico de 1la produccidn, lo que ha dado
excelentes resultados en los antibidticos antes mencionados. En
el caso de gentamicina, tampoco existen reportes de mejoramiento

gendtico del microorganismo productor.



GENERALIDADES DE GENTAMICINA

El descubrimientn vy la purificacidn de gentamicina fue
reportado por primera vez en 1943 por Weinstein y cols. (87);
estudios posteriores realizados por Cooper ¥ cols. les llevaron a
proponer su estructura gquimica en 1949 (59), en base a la cual

fue clasificada dentro del grupo de antibioticos aminoglucésidos

(1.2.2.2.2) (7).

Este antibidtico =5 sintetizado por Actinomicetns del g2nero
Micromonospora, 1os cuales incluyen las cepas de pPicromonaspora
purpurea  NRRL-2933, Micromonospora — echinospora  NRRL-2935,
Micromonospora echingspora £ferruginea NRRL-29935, Micromonospora
echinospora pallida NRRL-29926 vy HMicromohospora — echinospora

echinospora (41, 87).

El producto gque se conoce como gentamicina consiste en una
mezcla de tres antibidticos estrechamente relacionados
denominados gentamicina G, G5 ¥y Co. Se caracterizan por la
presencia de garosamina Yy purpurosamina, un azdcares poco
usuales, los cuales forman wuniones glucoslidicas con la 2
deoxiestreptamina (anilla aminociclitol)s las preparaciones
comerciales presentan este complejo en una proporcion de 28.3% de
Cqi 5 34.4% de Cqg y 37.1% de Cy, como sulfato de gentamicina

(Fig.1) (1, 70).



FIGURA 1

COMPUESTOS Y SUBUNIDADES DEL COMPLEJO C
DE Gentamicing

PURPUROSAMINA
?GENTAMINA
\
DEOXIESTREPTAMINA
> GARAMINA
GAROSAMINA
R R
GENTAMICINA C,  CH; NHCH,
Ca H NH,
Co CHs NH,

Este antibidtico pasee un espectro de actividad bactericida
amplio, pues ademds de inhibir el crecimiento bacteriano, provoca
lisis celular (i, 70, 87); Weinstein ha demostrado que no existen
diferencias detectables en cuanto a la actividad bioldgica entre
las 4gentamicinas del complejo (90). Dentro del grupa de
aminoglucdsidos es e1 que posee mayor potencia, ademds de no
inducir facilmente la formacién de factores de resistencia en
microorganismos sensibles, incluso cepas que poseen

aminoglucésicao-acetil-transferasas sé&lao acetilanh wunha de los



compuestos de este camplejo (71, 89, 91).

Poseen gran importancia clinica ¥ es utilizado
principalmente para gl tratamiento de infecciones graves
provocadas por bacterias gram negativas como E. coli, Proteus,
Baracolon, Klebsiella v Bseudomonas; aunque es mads activo contra
microorganismos gram hegativos, también actda contra gram
positivas incluyendo Mycobacterium tuberculosis (Tabla 1) (14,
29). Sin embargo, se sabe gue es neurotdxico cuando se emplean
dosis continuas, afectando las funciones cocleares vy vestibulares
del octavo par craneal y también es nefrotéxico, pues provoca
dafos significativos a los tdbulos renales, a causa de la unién
del antibidtico a la corteza renal y a su alto grado de absorcién
(12, 34, 38). El 4grado de toxicidad es influenciado por el
tamafo de la dosis, la duracidn del tratamiento, el
funcionamiento renal antes y después de la terapia vy la
combinacidn con otras drogas; el potencial téxico de estos
compuestos estd directamente relacionada con el nivel de

concentracidn en suero (10).

En cuantao al mecanismo de accidn de este grupo de
antibidticos, se ha establecido gue su accidn inhibitoria es
similar a la de la estreptomicina y gue ambos inhiben la sintesis
de proteinas en las bacterias sensibles, como un resultado de la
interaccion del antibidtico v la subunidad 305 del ribosoma (464},

ya sea liberando 1la formil-metionina-RNA del complejo de



TABLA 1. MICROORGAMISMOS SENSIBLES AL ANTIBIOTICO GENTAMICINA.

B o e e wt @0 e e D " S Em G D - D SR G0 e e e G . - e S G G G e P e W G G S S . SR M e G e S S S G WO GS Gu en e an Gn .

MICROORGANISMOS MIC (Ug/ml)

G+ Bacillus sp. 0.01-1
Clostridium sp. 0.125-1
Corinebacterium sp. 0.125-1
Listeria monocvioaenes 0.125-1
Mycobacterium tuberculosis 0.125-1
Strepiococcus sp. 2.4-8
Staphilococcus aureus 0.03

G- Escherichia coli 0.25
Enterobacter sp. 0.06-4
Klebsiella pheumoniae 1
Salmonella sp. 1
Shigella sp. 2
Serraltia marcescens 0.06-1
Broteus sp. 0.06-2
Bseudomnonas aesruainosa 0.5
Paracolon sp. 0.06-8

- - - A E— . G G G . . S - ——— o o e . - M v - i O e e G G S b G EE N G e N e - - - - - . o

= gram positivos
G- = gram hnegativos
= concentracidn minima inhibitoria



iniciacién vy/o retardando 1la elongaciédn (48). Aunque se
desconoce el mecanismo exacto, se ha observado que también

pravaca errores en la lectura, Esto s ha demostrado wmediante
experimentos de incorporacién de aminoadcidos marcados ehn
Escherichia coli, Proieus vulgaris y Bseudomonas asrugainosa, en
presencia de antibidtico, donde inmediatamente se inhibe el
crecimiento, 1los aminodcidos no se incorporan y se estimula la
sintesis de DNA; también en presencia de uracilo, gentamicina
induce errores en la lectura en sistemas "in vitro", pues
estimula 1la incorporacidn de isoleucina (1). Le Goffic (41) ha
encontrado que existen dos tipos de sitios de unidn en la
subunidad 505 y uno solo en la 30S del ribosomaji 1la unién esta
determinada por 21 nomero de grupos amino de laos aminoazocares de
este antibidtico y 1la especificidad de é&sta reside en 1la

garosamina de las gentamicinas.

Se ha encontrado gue los microorganismos praductores de este
metabolito son capaces de protegerse caontra =21 efecto de su
producto mediante la modificacidn de los sitios de reconocimiento
del antibiﬁgicn. Este mecanismo de resistencia a gentamicina en
M. purpures ha sido estudiado por Piendl y Buck (&84, 92);3 ellos
encontraron que este microorganismo presenta muLy alta
resistencia, durante la fase de crecimienta, a aminoglucésidos
que contienen deoxiestreptamina-4,6-disubstitulda, ademas de
gentamicina vy, que ésta es debida a que los ribosomas 708 se

encuenhtran modificados, principalmente la subunidad 30S.



Weinstein y cols. (90), han demostrado que la toxicidad de
la molécula radica en la presencia de los 9grupos amino, los
cuales al ser acetilados pierden sus efectos neurotdxicos, pero
tambi®n se suprimen sus efectos antibacterianos; 1o mwmismo se
observa cuando son alquilados (54), vYa que los grupos amino de
este antibidtico son los que le confieren actividad al compuesto.
Estudins posteriores han mostrado que los "sitios clave" de la
molécula sohn el grupo amina del carbono 3" de la garasamina y el
grupo hidroxilo del carbono 4" de la misma, para que esta sea
activa (de ahl gue sea mas activa contra gram nhegativos)i ademds
se observd que la presencia de grupos amino adicionales también

suprimen su actividad (7, 70).

Por otro 1lado, el principal mecanismo de resistencia que
desarrollan 1los microorganismos patdgenos hacia e;te tipo de
aminoglucdsidos es la inactivacidon enzimadticay la distribucidn
de estas shzimas en bacterias gram negativas es amplia e incluye

a grupos que no son de importancia clinica (&4, 70, 71).

Se han establecido tres tipos principales de enzimas
inactivantes, de las cuales se conocen mas de 143 éstas son
fosfotransferasas (APH), nucleotidil-transferasas (ANT) y acetil-
transferasas (APH). Las enzimas que inactivan .gentamicina sohn
principalmente las acetiltransferasas vy de &stas se han
identificado varios tipos; por ejemplo, las gue acetilan el grupo
amino del carbono &', de las cuales se han aislado 4 enzimas

diferentes en bacterias de impartacia clinica y éstas han sido



clasificadas como AAC (&) I, AAC (&) 1I, AAC (&) III vy AAC (&) IV
(el nimero ardbico significa la posicidn que atacan y el romanho
la egpecificidad de la enzima)j otras que acetilan el grupo amino
d=l carbona 3 vy son tres: AAC (3) I, AAC (3) II ¥ AAC (3) III,
tambi&n aisladas de bacterias patéigenas y finalmente las que
acetilan 1 grupo amino en 21 carbono 2' que sdlo es wvnal AAC (2)

I, aislada de un microorganismo no patdgeno (71).

Otros esfuerzos encaminados hacia la basqueda de
antibidticos aminoglucésidos gue possan mayor potencia, menar
toxicidad vy oque ademds ho seanh inactivados por bacte;ias de
importancia clinica resistentes a estos, han sido la "biosintesis
mitacional” ¥y la sintesis quimica, cuyos resultados han sido
positivos a la fecha. 5Si bien no se ha logrado obtener productos
menos téxicos, estos son mas potentes y no son susceptibles a
inactivacian enzimdtica v en la actualidad se sncuentran en uso

(10, 16, 56, 70, 71, 73),

16



ESTRUCTURA QUIMICA Y PROPIEDADES FISICOBUIMICAS DE

LAS GENTAMICINAS

Los antibidticos aminoglucdsidos se  caracterizan  por
presentar un anillo aminociclohexanol o aminociclitol vy se
clasifican en funcian de la estructura gulmica que presentan. Se
han establecido cuatro clases: 1os monoaminociclitoles, los que
contienen actinamina, los gque contienen estreptidina o bluesidina
¥ los que contienen 2-deoxiestreptaminas; estos dltimos son
subdivididos de acuerdo a 1la posicién en la que estan los
substituyentes (en los carbonhos, 4°, 5’, 4'/3" y 4'/47). De
acuerdo a esta clasificacién, las gentamicinas han sido incluidas
en el arupo de‘ antibidticos aminoglucésidos con 2-

deaxiestreptamina 4,4-disubstituida (7, 73, 83).

Las 9gentamicinas se caracterizan por poseer dos azdcares
poco comunes, uh monosacirido metil-glucdsido denominado metil-
garosamina, el cual estd unido al hidroxilo del carbonho & de 1la
deoxiestreptamina formando wuna unidn glucosidica; el otro es una
piranosa denominada purpurosamina, que también forma una uwhidn
glucosidica caon el carbono 4 del anillo aminociclitol (Fig. 1).
Al ser sometidas a metanolisis (HCl-metanol), las subunidades de
las gehtamicinas se separan formando dos tipos de
pseundadisacaridos, la garamina (garosamina-deoxiestreptamina) ¥

la gentamina (purpurosamina-deoxiestreptamina) (1, 73).

11



En cuanto a la estructura de las gentamicinas Cl, C1a y C2,
la diferencia principal radica en el contenido de grupos metilo:
la gentamicina Cig contiene dos grupos N-metil, un  grupo
secunhdario C-metil y un grupo terciario C-metilj 1la gentamic;na
Co difiere de la Cq; en que posee uh grupo N-metil menos y la C2

£h que no posee uh grupo secundario C-metili 1las gentamicinas Cl

y €2 son isbmeros con polaridades idénticas (1).
A

Ademds de las gentamicinas se han purificado unha serie de
poseudotrisacaridos estructuralmente relacionados; los cuales son
producidos por el mismo microorganismos algunos soh
intermediarios ¥ -otros pudieran ser productos menores o
modificaciones de otras rutas biosintéticas y presentan tambiédn

actividad antibidtica (29, 39, &4, 83, 86, 87).

En cuanto a sus propiedades fisicoquinicas, se ha
establecido que son compuestos basicos, salubles en agua,
ligeramente solubles en metanol, e insolubles en etanoli forman
cristales prismdticos coloridos dextrorrotatorios, salvo 1la
gentamicina X cuyos cristales son amorfos; algunos compuestos son
estereaisdmeraos del mismo grupo. Los pesos moleculares de las
gentamicinas C1, Cp ¥y Cy15 son de 477, 463 y 449 respectivamente,
y sus farmulas CypHy3Mg07, CogHgiMN507 ¥y CigH3gNg0y7. Se utilizan
en la forma de sal como ;ulfato de gentamicina. Todos estos
compuestos son polares vy sus polaridades son muy semejantes

(1, 29, 43, 83, 84).
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BIOSINTESIS DE GENTAMICINA
Biosintesis del Anillo Aminociclitol

El aminociclitol 2-deoxiestreptamina (2-DDS) es una unidad
estructural comdh en muchos antibidticos aminoglucésidos de gran
importancia cllinicaj sin embargo, es poco el conocimiento que se
tiene sobre su biosintesis ¥y menor adn el que se tiene sobre las

enzimas implicadas en ella.

Los primeros estudios encaminados hacia =1 conocimiento de
esta ruta biosintética fueron realizados por Reinhart (73) quien
basdndose en estudios de incorporacién de glucosa radioactiva
({lac-é}) en el aminociclitol de neomicina, propuso dos posibles
rutas para la biosintesis de la deoxiestreptamina (Fig. 2). La
primera ruta involucra una oxidacidn y una aminacién inicial en
el carbono-3 del anillo aminociclitol (el cual deriva del carbono
5 de glucosa), sequida de otra oxidacidn y aminaciédn en el
carbono 1 del mismo (el cual deriva del carbono 1 de glucosa), la
segunda alternativa (Fig. 2), presenta uha secuencia invertida
-donde primero tiene lugar una oxidacidn y aminacidn en el carbono
1 del anillo, seguida de la oxidacién y aminacidn en el carbono

3.

En estudios posteriores efectuados por Chen y Cols. (13)
con extractos libres de células de M. purpurea vy 8. fradiae

(idiotrofos del 2-DOS), sugirieron que deoxi-inososa (2-deoxi-
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FIGURA 2
RUTA BIOSINTETICA DE 2-DEOXIESTREPTAMINA
‘A PARTIR DE GLUCOSA PROPUESTA POR REINHART
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scillo-inososa) y deoxi-inosamina { 2-deoxi-scillo-inosamina)
padian ser 2 de los precursores de la biosintesis del 2-D0S3
Kase (35) demostrd la existencia de unho de estos intermediarios,
el del 2-deoxi-scillo-inosamina (DOI) en wunha mutante de M.
sagamiensis (idiotrofa de 2-D0OS) productora de sagamicina. Sus
resultados también sugerian la existencia de wn intermediario
entre éste vy la deoxiestreptamina en este microorganismo
concordando con la ruta propuesta por Reinhart (Fig. 2). Por otro
lado, Chen y cols. (15) encontraron también gue los grupos amino
involucradaos en la sintesis de esta molécula derivan pnsiblemente

de glutamina.

En estudinos mads recientes, Suzukake vy cols. (80) han
demostrado, en extractos de células de S. fradias (productor de
neomicina)l, la existencia de tres reacciones enzimaticas
respaonsables de la slintesis de la deoxiestreptamina a partir de
deoxiinososa, 'las cuales habian sido incluidas en 1la ruta
biosint&tica propuesta para la sintesis del mismo. Ademas,
comprobaron que el atomo de carbono correspaondiente al carbono 5
de la 4glucosa es el primero en ser oxidado vy aminado vy el
correspondiente al carbono 1 de la glucosa, es =1 que pasa por la
sequnda oxidacién y aminacién para formar el aminociclitol.
Estos mismos autores han demostrado que el primer paso en esta
ruta corresponde a una reacciédn de dehidrogenacién, precedida por
una oxidacidn de glucosa, 1lo cual da origen a la deoxi-inososa

(Fig. 3), vy gue las reacciones precedentes son catalizadas por
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aminotransferasas que utilizan glutamina como donador del grupo
amino. Pasos subsecuentes incluyen 1la aminacién de deoxi-
inosaosa, que da como producto deoxi-inosamina (DOI) 3 la
desaminacién de la deoxiestreptamina da lugar a la formacidn de
aminodeoxi-inososa, intermediario que es posiblemente originado
por 1la oxidacidn de DOI vy el cual puede finalmente, ser

transformado por aminacion de 2~-deoxiestreptamina.

Por otro lado, purificaron la aminotransferasa demostrando
que se trata de una sola enzima de 130,000 daltones, 1la cual
convierte deoxi-inosamina a deoxiestreptamina y ademds cataliza
la aminacidn de deaXxi-inososa vy la desaminacidn de la 2-
deoxiestreptamina "in vitra"; se piensa que pudiera tratarse de
wha o-cetodcido-aminotransferasa va que presenta uha alta
actividad de aminotransferencia de glutamina a piruvato. Tambi&n
se obtuvieron parcialmente purificada la actividad de la enzima
deoxi-inasamina dehidrogenasa, implicada en la oxidacidn-
aminacidn de la deoxi-inosamina (Reacc. II v III); ellos sugieren
que esta enzima puede estar acoplada a transaminasas (2 3> 4)
involucradas en las reacciones I y III, aungque estas Gltimas no
pudieron ser purificadas. Estos sitemas reguieren de NAD+,
fosfato de piridoxal vy glutamina para su actividad, 1o cual
sugiere que otro tipo de eventos no pueden estar involucrados

durante la sintesis (por ejemplo, fosforilacidn u otros).
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FIGURA 3
VIA DE BIOSINTESIS DE GENTAMICINA
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Biosintesis de las Gentamicinas

Los primeros investigadores que propusieron la secuencia de
la ruta de biosintesis de gentamicina fueron Testa y Tilley en.
19764 (82), mediante sstudios de bioconversidn en sistemas de
células en reposo y analizando cromatograficamente los productos.
Demostraron que los compuestos menores gque se produclan durante
la fermentacidn de este antibidtico (A, Al, A2, B, Xz, G-418, JI-
20A vy JI-20B) podian ser convertidos a las gentamicinas por una
mutante de M. purpurea incapaz de producirla, va que acumula
paromamina. Posteriormente, estudios realizadaos por Kase (348) ¥y
Odakura (59), utilizando este mismo tipo de sistemas con mutantes
de M. purpurea y M. sagamiensis capaces de acumular diferentes
intermediarios de la via biosintética de gentamicina y sagamicina
respectivamente, propusieron algunas modificaciones sobre la
secuencia Yy enzimas involucradas, asl como a elucidar algunos

mecahnismos que regulan la bioslintesis de este grupo de

gentamicinas.

Una vez gque se ha formado e1 anillo aminociclitol, la
biosintesis de gentamicina se inicia con la condensacitn de D-
glucosamina a esta moldécula, dando lugar a la fnrmacibn del
disacarido denominado paromamina (Fig. 3)3 1la incorporacidn
posterior de una molécula de D-xilosa a este compuesto da origen
a la gentamicina A, siendo en este paso en 1 que se integran las
subunidades basicas que dardn aorigen a las gentamicinas.

Estudios efectuados con glucosa radicactiva han mostrado que 1la
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glucosamina utilizada durante 1la sintesis del antibidtico
proviene de la 4glucosa, a través de uha reaccidn de
transamidacitdn de la glutamina durante la conversidn de fructosa-
6-fosfato a glucosamina-6-fosfato, catalizada por la enzima L-
glutamina-D-fructaosa-é6-fosfato aminotransferasa. Tambign se ha
demostrado gque la D-xilosa deriva de la via de las pentosas (o
hexosa monofosfato) (73). Ya integrado este compuesto es C-
metilado en la posicién del carbono 4" ¥y una epimerasa invierte
su configuracioén, lo cual da lugar a la conversidn de gentamicina
A a gentamicina ¥X. A partir de este intermediario la via de
biosintesis prosigue por dos rutasjy la primera conduce a la
sintesis del antibiatico JI-20A, por una reaccién de amino-
substitucién en el carbono 6'§ posteriormente una dehidroxilacién
en los carbonos 3 y 4' convierte este compuesto en gentamicina
Cla, el ‘primeru de 1los componentes activos del complejo de
gentamicina. En situaciones experimentales algunas mutantes de
M. purpurea metilan este metabolito en el carbono 6?7 (M-
metilacidn), dando como prodocto final sagamicina en muy baja
proporcioén, ante 1lo cual se ha determinado que las vias de
biosintesis que conducen a 1la formacidn de gentamicina Y

sagamicina son iguales (34, 59).

En 1la segunda ruta, la gentamicina X2 es convertida en el
antibidtico G-418; esta reaccidn se lleva a cabo por accitn de
uha metilasa, la cual introduce un metilo en el carbono &' de la

gentamicina X2 (C-metilacidn) ¥ uha epimerasa invierte
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posteriormente su configuraciéni este compuesto forma a su vez
al antibiético JI-20B por amino-substitucién del carbono Ay
las reacciones de 6-amino-substitucidn involucradas en la
conversibn de gentamicina X, al antibidtica JI-20A y del
antibidtico G-418 al antibidtico JI-20B, son catalizadas por una
sola enzima. Una segunda 3', 4' dehidroxilacidn, efectuada
probablemente por la misma enzima que da origen a la formacidn de
gentamicina C15, convierte al antibidtico JI-20B en gentamicina
c2a y, este es epimerizado dando como resultado la formacidn de
gentamicina C2, segunda metabolito activo del complejoj se ha
demostrado que este paso es reversible. La dltima reaccién que
ocurre conduce a la conversidn de gentamicina C2 a. gentamicina
Cl1, por accidn de uvna metilasa la cual introduce un grupo metilo
enh el carbono &' de la molécula (N-metilacién), dando asi origen

al tercer componente de este antibidtico. Estas reacciones de

é6’-N-metilacidn también son catalizadas por uha sola enzima

(36,40).

Los grupos metilo utilizados durante las reacciones de C-
metilacidn vy N-metilacidn durante la sintesis de gentamicina,
pravienen del aminodcido metioninaj esto ha sido demostrado por
Lee vy Daniels (39, 6é4) mediante experimentos de incorporacién
utilizando metionina radicactiva (*3C-metil-metionina y >H-metil-

metionina).

Se ha observado que el cobalto estimula la sintesis del
antibidtico cuando es adicionado al wmedio de fermentaciong

estudios posteriores sobre el mecanismo de este idn mostraron que
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esto se debia a una activacién de los pasos de C-metilacidn
durante la transformacidn de gentamicina A a X2 (en C-4") vy de
gentamicina Xy a 6G-418 (en el C-4') (89, B82)F 1los pasos
dependientes de cobalto son los involucrados en las reacciones de

C-metilaciédn vy no asi en las reacciones de M-metilacién (20, 59).

Regulacidn de la Biosintesis de Gentamicina

La biosintesis de los antibidticos y otros metabolitos
secundarios estad sujeta gener?lmente a regulacién negativa por
factores nutricionales, como  son la fuente de carbono, de
nitrédgeno y los fosfatos principalmente. Se ha demostrado que la
sintesis de estos tiene lugar cuando la velocidad especifica de
crecimiento baja v, que este descenso es provocado por  un

desbalance de nutrientes al limitarse estas fuentes (20, 51).

Los mecanismos regulatorios que se manifiestan incluyen la
represidn catabdlica paor fuente de carbono, por fuente de
nitrégeno, por fosfatos y por sulfatos, ademds de la induccidn vy
la retrorregulacidn. Pueden operar sobre las enzimas
involucradas en el metabolismo secundario, va sea sobre su

actividad o a nivel de su faormacién (17, 20, 44, 53).

82 han propuesto dos modelos para explicar 1 mecanismo
molecular de accidn de estos nutrientes sobre la sintesis del

metabolito asi como &1 nivel al que tiene 1lugar. El primero
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sugiere que se lleva a cabo por medio de efectores, 1los cuales
serian moleculas de bajo peso molecular y capaces de actuar como
correpresores (=] inhibidores, reprimienda 1la formaciaén u]
inhibiendo la accien de las sintetasas de los antibidticos) este
efector puede ser depletado antes de que ocurra la slntesis del
antibidticao. El segundo modelo postula la existencia de un
inductor o activador sintetizado por el microorganismo productor,
el cual debe estar presente para que pueda ihiciarse la sintesis

(54).

Aungue es poco el conocimiento de las bases moleculares de
estos mecanismos regulatorios, este podria ser extremadamente
otil para incrementar los rendimientos en la produccidn de 1los
antibidticos, mediante vias directas que favorezcan la obtencidn
de cepas altamente productoras, por medio de 1la remocidn
selectiva de 1los puntos criticos en las vias biosintéticas de

estos metabolitos.

La regulacién de la biosintesis de gentamicina ha sido muy
poco estudiada, al igual que la de otros antibidticos; sin
embarga, existen reportes en 1los cuales es evidente que las
factares nutricionales regulan fuertemente el metabolismo
secundario; de ahl gue sea muy posible que la sintesis de este

antibidtico también sea regulada a través de estos mecanismos.
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Retrorrequlacian

Una de las causas por las cuales se obstaculiza la
produccidn de los metabolitos secundarios durante las
fermentaciones es porgque estos son capaces de suprimir su propia
biosintesis] este fenbmeno aunque poco conocido en o1 metabolismo
secundario, ha sido reportado para el caso de varios antibiéticos

(20, S1, 53).

Estos idiolitos, de 1la misma forma gque los metabolitaos
primarios son capaces de retrarregular su propia biosintesis, va

sea inhibiendo o reprimiendo a las sintetasas: involucradas en

ello (20).

Par otro lado, algunos metabolitos primarios que son
precursores de antibidticos o que son productos finales de vias
biosintéticas ramificadas, en los cuales uha de las
ramificaciones conduce a la formacién del antibidtico, también
estan sujetas a este tipo de regulacién ¥ soh capaces de
suprimir la formacidn del metabolito secundaria (4, 22). También
se ha mostrado que la concentracién de antibidtico capaz de
inhibir o reprimir a una cepa productora en particular, es
generalmente similar a la que es capaz de producir el mismo

microorganismo (53).

Ejemplos especificos de sste tipo de eventos regulatorios se
han estudiado en 1los antibidticos cloranfenicol, avrodox,
cicloheximida, estafilomicina, ristomicina, puromicina,

fungicidina candihexina, acido micofendlico y eritromicina (351,
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78). Estos antibidticos son capaces de suprimir, vya sea los
dltimos pasos involucrados en su sintesis o incluso, la formacidn

de precursores derivados del metabolismo primario (Tabla 2).

Andlogos estructurales de estos antibidticos, que no poseen
actividad antimicrobiana, provocan 1 mismo efectao. Se piensa
que en el caso de 1la sintesis de estafilomicina, ocurre
retrorregulacidn por ejercer su accidn a nivel de 1la <farmacidn
del inductor del antibiético, porgue pequeffas cantidades de éste
sdlo inhiben la formacién del metabolito cuando es adicionado
durante la fase de crecimiento. NDtro ejemplo interesante es
sabre la produccitn de cefamicinas por Streptomyces clavuligerus,
donde la regulacidn es ejercida por los aminodcidos lisina v
treonina, 1los cuales son capaces de inhibir concertadamente a la
aspartnquinasa (primera enzima de la via que les da origen) y al
misma tiempo, restringen la formacidn del precursor del
antibidtico, el oa~aminoadipato. Al ser derregulada esta enzima

por mutagénesis, la produccién de cefamicina fue incrementada de

65 a 8 veces (4),

Trabajos relacionados con este fendmeno regulatorio que
involucren la bioslntesis de gentamicina no han sido reportadosi
gsin embargo, cabe la posibilidad de que el microorganismo
productor estd sujeto a este mecanismo, dados 1los bajos

rendimientos en su produccién a nivel industrial.
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TABLA 2. ANTIBIOTICOS CUYA BIOSINTESIS ES RETRORREGULADA POR EL

PRODUCTO FIMAL.

ANTIBIOTICO MICROORGANISMO PRODUCTOR
Cloranfenicol Streptomyces sp. 3022a
Sireptomyces venezuslae
Cicloheximida Sireplomyces ariseus
A. micofenolico Penicillium stoloniferum
Aurodox Streptomvces goldiniensis
Penicilina Penicillium chrysogehum
Ristomicina Proactinomyces fructiferi

var. pistomycini

Virginiamicina (Estafilomicina) Sireptomyces virginiae
Puromicina Sireptomyces albaniger
Fungicidina Streptomyces noursei
Candihexina Streptomyces viridoflavus
Eritromicina Sireptomyces eryihreus
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Adaptada de Martin 1980 (53).
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Regulacidn Catabdlica por Fosfatos

El fosfato inorgadnico es wuno de los efectores regulatorios
importantes en la formacién de metabolitos secundarios (52). La
influencia de este nutriente en la produccién de antibidticos se
conoce desde hace muchos aRos. De hecha, su presencia en los
medios de fermentacidn es crucial, puéds a través de estudios
nutricionales se ha demostrado que altas concentraciones de
fosfato inorganico inhiben y/o reprimen la formacién de muchos
antibidticos Y por otro lado, estimulan el crecimientao

vegetativo, durante 21 cual es virtualmente consumido (Tabla 3).

Los metabolitos sujetos a este tipo de control se sintetizan
dnicamente en concentraciones de fosfato inorgdnico subdptimas
para el crecimiento del microorganismo; se ha determinado que
concentraciones en el rango de 0.3 a 300 mwM permiten buen

crecimiento, pero concentraciones mayores de 10 mM suprimen la

sintesis.

Aunque el mecanismo molecular del efecto de fosfato es adn
desconocido, el mecanismo enzimidtico ha sido sugerido para la
bioslntesis de cefalosporina, estreptomicina, candicidina,
tetraciclina vy tilosina (48, 61)3 para explicarlo han sido

sugeridos los siguientes modelos:

i) El fosfato favorece el metabolismo primario} esto es cierto
tomando. en cuenta su papel en los procesos metabdlicos

celulares, pero una vez que se ha consumido cambia el
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TABLA 3. REGULACION CATABOLICA POR FOSFATOS EN LA BIOSINTESIS

DE ANTIBIOTICOS.

Antibidtico Microorganismo Mecanismo Sitio de Accidn
Productar de accidn
Cefamicina S. Lactamdurans Inhibicidn Expandasa
Ciclasa
Cefalosporina C. acremonium Supresian Expandasa
Estreptomicina 5. grissus Inhibicidn Estreptomnicina
fosfatasa
Represidn Amidino transferasa
Meomicina 5. fradias Supresidn Neomicina fosfatasa
Supresién TDP-glucosa 4,46 de-
hidratasa
Supresidn TDP-micarosa sinte-
tasa
Supresidn Macrocin O-metil-
transferasa
Tilosina S. fradiae Represién dTDP-glucosa-4,4
dehidratasa
Represidn dTDP-micarosa sin-
tetasa
Represidn Macrocin metilasa
Supresidn Valina dehidrogenasa
Supresion Metil-malonil-CoA

carboxitransferasa

Supresidn Propionil CoA carbo-
xilasa
Candicidina S. griseus Represidn p-aminaobenzoato sin-
tetasa
Tetraciclina S. aureofaciens Represidn Anhidrotetraciclina
oxigenasa
Ergot¥ Claviceps sp. Represién Chanoclavina ciclasa

*(al;aloide) metabolito secundario también.
Adaptada de Demain 1982 (20).

27



metabolismo primario y se derreprime el metabolismo
secundario. Por otro lado, si durante la fermentacién, una

vez que se ha iniciado la sintesis, é&ste es adicionado, el

metabolismo cambia restituyendose los procesos del
metabolismo primario {clortetraciclina, viomicina,
candicidina, ristomicina, tetraciclina, vancomicina,

nistatina y levorina).

El fosfato actda a través de cambiar las vias catabélicas de
los carbohidratos. Esta hipdtesis sugiere que al
incrementarse 1la concentracidn de fosfatos en el medio
decrementa la actividad de la via hexosa-monofasfata y esto
favarece la glicdlisisy la supresién de la slntesis puede ser
causada por limitacidn de precursores provenientes de HMP o

por NADPH (clortetraciclina, tetraciclina, penicilina).

iii) Limita la sintesis de 1los inductores de las vias

iv)

v)

biosintéticas de los antibidticos, los cuales son estructuras
no relacionadas con los del antibidtico en cuestidn ¥y tampoco
son  precursores o activadoresi esta ocurre a través de

disminuir la actividad de la via gque le da origen.

Inhibe la formacidn de precursores del antibidtico, ya sean

metabolitos primarios o secundarios.

inhibe o reprime las fosfatasas necesarias para la

biosintesis del antibiético, sobre todo en las vias
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biosintéticas en las cuales se encuentran involucrados pasos
de <+osforilacidn y desfosforilacidn e independientemente de

que el producto final presente o no gruﬁns fosfatos en su

molécula (estreptomicinal.

vi) Por deprivacidn de las células de los metales esenciales,
porque el fosfato inorgadnico forma precipitados con calcio,

magnesia, fierro y otros metales.

En cuanto al efector de estos mecanismos, la mayor parte de
evidencias sugieren que pudiera tratarse de adenosin trifosfato
(o carga energética adenilada). gin embargo, otras molé&cuwlas no
pueden ser excluidas, entre las que pudieran estar los
nucledtidos ciclicos como el AMPc, los polifosfatos, los
nucledtidos altamente fosforilados, e incluso ATP y 1la carga

energética adenila.

Es muy probable que fosfatos "per se" o tal vez algdn otro
ortofosfato, actuen por diferentes mecanismos en la supresidn de
la slntesis de los diversos antibidticos y que estos mecanismos
sean mediados por un efector coman (adenosin trifosfato, carga
energética adenilada, etc..) capaz de controlar la expresidn de
los genes involucrados en 1la produccidn del antibidtico.
Asimismo, es posible que el efecto regulatorio se lleve a cabo en
dos niveles, inhibiendo rapidamente la actividad de las

sintetasas y al mismo tiempo reprimiendo la formacidn "de nova".

Algunos de estos mecanismos y sus posibles efectores se han
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observado en la sintesis de antibidticos peptidicos,

aminoglucdsidos y macrdlidos poliénicos (20, 54),

En cuvanto a la sintesis de gentamicina sdlo existe un
reporte en el cual se wutilizéd Micromonospora echinogspora
echingspora para determinar el efecto de fosfato sobre la
produccidn del antibiodtico en presencia de agentes "atrapadores"
(tierra de Kahuma) los cuales regulan la concentracidn de este en
el medio de fermentacidn. Se mastrd gque =1 fosfato afectaba la
sintesis, vya que en presencia de estos agentes la concentracién
de antibidtico alcanzada es 6 veces mavor que en .el control
(aumenta de 3 a 18 Hg/ml) (&1). Estudios preliminares en este
laboratorio han mostrado la existencia de dicho efecto en la

biosintesis de gentamicina uwtilizando M. purpures.

Regulacidn Catabélica por Fuente de Nitrdgeno

La produccidn de wmuchos metabolitos de interés industrial
tambié&n es afectada por la presencia y concentracién de las
fuentes de nitrédgeno en los medios de fermentacién. Este
fendmenao, denominado regulacidn catabdlica por fuente de
nitrégeno, es el mecanismo por el cual se regula la utilizacidn
de este tipo de nutrientes y 9generalmente es provocada por
sustratos facilmente metabolizables, como las sales de amonio y
algunos aminodcidos (53). Este tipo de regulacidn no sdlo estd
limitado a la familia de los antibidticos que contienen nitrdégeno

en su estructura, o gue lo involucran durante sus reacciones
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TABLA 4. REGULACION CATABOLICA POR MITROGENO EM LA BIOSINTESIS

DE LOS ANTIBIOTICODS.

- . e o . " e G = e e e S S e Gy M e e San . e . M S M M G e e G S e S Gw e G M Gm e B e S0 0 e - - em e
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Cefamicina
Cefalqspnrina
Tilosina
Levcomicina
FRatulina

Penicilina

Actinomicina

Streptomyces clavuligerus

Cephalosparium acremghium

Stireptomnvces fradiae

Sireptaoverticillium

kitasatoensis

Penicillium urticae

Penicillium chrysagenum

Sirepionyvces parvulus

Ciclasa
Expandasa

Ciclasa
Expandasa

Valina dehidroge-
nasa

Valina dehidrage-
nasa

m-Hidroxibencil
alcohol-dehidroge-
nasa

Glutamino-sintetasa

Kinurenina-formami-
dasa II

Adaptada de Demain 1982 (20).
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biosint2ticas (como las transaminaciones) sino que también se

presenta en varios' 9grupos que no lo involucran directamente

(Tabla 4) (&1).

Se cree que es posibie que el efecto que ejercen el amonio vy
algunos de= sus productos sobre la sintesis de los antibidticos se
lleve a cabo por los mismos mecanismos involucrados en el cantrol
del metabolismo nitrogenado general. Se ha reportado gque en
algunas vias metabdlicas! las del catabolismo de purinas,
histidina, transporte de urea, arginina y sintesis de nitrato
reductasa, entre otros (30), la enzima glutaminho sintetasa juega
el papel principal en el mecanismo de control y la glutamina es
el efector de dicho fenébmeno, la cual indirectamente puede
afectar 1la formacién de las enzimas gue son reguladas de esta
manera, a nivel de transcripcidn, para lo que se han propuesto

varios mecanismos (53).

La evidencia no es concluyente, asl se ha mostrado que cepas
mutantes de S. clavuligerus carentes de glutamino sintetasa
permanecen susceptibles al efecto del amonio durante la
produccién del antibittico cefamicina, mientras que se observé
gue se presentd un cambio muy marcado en cuanto a la regulacién
nitrogenada de 1la sinhtesis de la ureasa ocurrida durante el
metabolismo primario. Tambign han demostrado que los produc{ns
inmediatos de la asimilacien de nitrégeno, como son glutamina vy

alanina, asil como las enzimas que median esta asimilacidn, no se
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encuentran involucradas en la regulacidn y que ésta esti
requlada por una via diferente a la descrita para enterabacterias
v hongos (21). En estudios realizados sobre el =fecto de fuentes
nitrogenadas sobre la bioslintesis de eritromicina en § eryireus
tampoco =1 ha encontrado wna relacidn entre glutamino
sintetasa/glutamina y la slntesis del antibibdticoj aparentemente,
esta regulacidn es ejercida por otra via. Por otro lado, en la
biosintesis de penicilina por P. chnxsng&hnm, existe wuna
correlacidn en cuanto al efecto del amonio sobre la actividad de
glutamino sintetasa y la produccidn del antibidtico (74). Se ha
observado que estos efectos pueden suprimir- o estimular la

sintesis de los antibidticos (30).

.

En cuvanto a 1los efectos negativos, estos pueden ser
provocados por uh sdlo aminodcido e incidir sobre la produccion
del antibidtico, como los casos de lisina, triptofano y valina en
la sintesis de penicilina (54) candicidina (54) vy tilasina (&1)
respectivamente, En otros casos &l efecto se lleva a cabo sobrs
la sintesis de sus intermediarios ( o-aminoadipico, para-aminao-
benzoico y o-cetoidcidos). Tambi&nh pueden afectar el transporte
de precursores como el caso de la slntesis de cefalsoporina por
Cephalosphorium acremonium, donde cistelna inhibe la entrada de
metionina, pero estimula la formacidn del antibidtico (57).
Ademds pueden ocurrir efectos wmediados por los mecanismos de la
regulacidn nitrogenada genetral (3, en los que altas

concentraciones de amonio suprimen la sintesis del metabolito si
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estadn presentes al inicio de la fermentacidn, por ejemplo en la
sintesis de la cefalosporina por S. cluvaligerus. Esto no ocurre
si la adicidn se lleva a cabo una vez iniciada la sintesis del
metabolito, aparentemente porgue el idn reprime la formacidn de
las sintetasas (expandasa) que se derreprime al bajar los niveles

del mismo (54).

Auhque la mayor parte de la informacién se refiere a efectos
negativos ejercidos por amonio, existen algunos reportes donde se
muestra que este idn en altas concentraciones también s capaz de
afectar positivamente la sintesis de estos metabolitos (30, 33,

81); sin embargo, se desconocen las bases de esté estimulacidn.

Se ha observado que en la sintesis de gentamicina cuando
estan presentes en 1los medios de fermentacidon 1las sales
inargadnicas de amonio (hasta 150 mM), los nitratas vy algunos
aminodcidos son capaces de estimular la produccién especitica del
antibidtico. Se cree que los efectores de dicha estimulacién son
lqs aminodcidos glutdmico y glutamina, vya que ambos estimulan la
sintesis 2 y & veces, respectivamente, en relacién al efecto que
se observa con amonio. Evidencias obtenidas posteriormente han
sugerido que pudiera tratarse de una activacidn mwmas que de
cualquier otro fendmeno (induccidn), ya que estos aminoAcidos son
los principales donadores de los grupos amino durante la
formacién de glucosamina vy de Z2~-deoxiestreptamina, intermediarios

de la biosintesis de gentamicina (80). Sin embargo, se desconoce
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adn si existe alguna relacién entre las enzimas involucradas en

la asimilacién de amonio y el efecto estimulatorio d2 amonio,

glutadmico y glutamina.

Regulacién Catabdlica por Fuente de Carbano

Otro de 1los wmecanismos que gobiernan el metabolismo
secundario en los microorganismos, es la regulacitn catabélica
por fuente de carbono. Desde el punto de vista industrial juega
un papel muy importante ya que la produccidn de muchos de estos
metabolitos estd sujeta a este tipo de control. Las fuentes de
carbono utilizadas en las fermentaciones, ejercen gran influencia
durante la misma, va gue éstas son capaces hasta de suprimir

totalmente la sintesis de estos compuestos (172, 19, 32, 53).

Este mecanismo tambidn estad involucrado en la biosintesis de
un gran namero de antibidticas; estd bien establecido que la
biosintesis de estos idiolitos es inhibida o reprimida por
fuentes de carbono facilmente metabolizables, como la glucosa,

citratos, glicerol y otros (17, 20, 32, 44, 53).

La regulacién catabdédlica por fuente de carbona es uh
mecanismo en 21 cual la sintesis o la actividad de algunas
enzimas catabblicag es reprimida o inhibida por el producto del
catabolismo de fuentes de carbono que son rapidamente utilizables

o0 bien por 1la molécula "per sa' (4, 45).
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Los’ compuestos que ejercen represidn generalmente son
mejores fuentes de carbono gue las que nho la ejercen. Sin
embargo, la represion catabtalica ocurre cuando un compuesto se
metaboliza tan rapido que el nivel de catabolitos es mayor que el
necesario para la sintesisi en estas condiciones las células
utilizan la fuente de carbono mas para crecer que para producir
el metabolito. Esto se observa en medios que contienen glucosa
ademds de otra fuente de carbono, donde la glucosa es utilizada
primero sin produccidén del metabolito} wuna vez agotada ésta, la
fuente no represiva es utilizada para la sintesis del wmetabolito

secundaria (19, 45, 52).

La 9g9lucosa es usualmente una excelente fuente de carbono
para el crecimiento de los microorganismos productores de
antibidticos, pero su usa puede no ser recomendable porqgue
interfiere con la biosintesis del mismo. Esta interferencia con
la produccioén del antibiotico fue inicialmente observada durante
la fermentacidn de penicilina en 1247 vy {ue originalmente
denominada como "efecto glucosa". Sin embargo, posteriormente se
observd que éste es un fentmeno comdn en la produccién de muchos
metabolitos secwundarios vy se le nombréd regqulacién catabdlica,
dada su similaridad a los fendmenos que se presentan durante el

metabolismo primariao (17, 19).

Mas adelante se encontrd que este efecto tambidén es ejercido
por otros carbohidratos gue son metabolizados rapidamente, los

cuales son capaces, al igual que glucosa, de suprimir la
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sintesis, mientras que las fuentes que son lentamente utilizadas

incrementan los rendimientos especificos (12, 32).

De la misma forma, se ha encontrado que existe wna relacién
inversamente proporcional entre la concentracidén de la fuente de
carbono supresiva vy la sintesis del antibidticoj un ejemplo de
2llo es la sintesis de cefalosporina por 5. glavuligerus (el cual
no s capaz de crecer enh glucosa); este microorganismo wutiliza
glicerol vy/o maltosa para crecer vy producir =1 antibiético, sin
embargo, a medida que se incrementa su concentracidn en 21 medio
de fermentacidn, se suprime la sintesis especifica del metabolito

(2).

Aunhque han sido muy amplios los estudios realizados para
clarificar los mecanismos moleculares de la regulacion
catabadlica, en su mayorla estos efectos supresivos adn no han
sido bien caracterizados. Los resultados tan solo han mostrado
que tanto la represiédn como la inhibicién catabdlica estan
invaolucrados en la regulacidn del metabolismo secundario vy &n
algunos casos stlo se ha logrado determinar el sitio de accidn vy
2]l mecanismo regulatorio que ejerce la fuente de carbonbo sobre

la sintesis de algldn productao en particular (Tabla S).

A pesar de que el mecanismo molecular que gobiesrna la
wtilizacién de azidcares y la produccién de antibidticos se
desconoce, se piensa que este fendmeno pudiera ser similar al

descrito por Magasanik durante la utilzacidn secuencial de dos
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TABLA 3.

FOR GLUCDSA.

METABOLITOS SECUMDARIOS CUYA PRODUCCION ES SUPRIMIDA

METABOLITO SECUMDARIO

e e e e o e m m R o e mw B T e e R S M G e R e G G M e G G G S G e S G G S e e e M G G G R G e S W S M e e G S S ew e

Acido giberelico
Aurantinina¥%
Bacitracina
Benzodiazepina
Butirosina
Candidina
Candihexina
Cefamicina¥
Cefem
Cloranfenicol
Equinomicina
Enniatina
Ergot (alcaloide)
Eritromicina
Estreptotricinas

(alcaloides)

Fortimicina
Indolmicina
Istamicina
Kasugamicina
Mitomicina
Meoviridogriseina
Movabiocina¥¥
Prodigiosina
Racemomicinas
Siomicina
Tetraciclina
Tilosina
Violaceina

MICROORGAMISMO PRODUCTOR

Fusariun moniliforme
Bacillus aurantinus
Bacillus licheniformis
Penicillium cyclogium
Bacillus circulans

Stireptomyces

Sireptomyvces

Streptomyces

Sireptomveces
Sireptanvyces
Sireptonyces

viridaflavus
viridoflavus

laciamdurans

clavuligerus
Sp.
echiniatus

Eusarium sambucihum
Cleviceps purpurea
Streptomyces erythreus
Sireptonyces lavendulas
Sireptonyces albidoflavus
Micromonospora sp.
Stireptomyces ariseus
Stireptomvces teniimarisnsis
Streptonyces kasugaensis
Streptomyces verticillatus
Strepitomveces grisegviridus
Strepiomyvces niveus
Serratia marcescens
Strepiomyces racemochromogenus
Sireplomyces sigyashnsis
Sireptonvces auregfaciens
Streptomvces fradiae
Chromobacieriumn viglacsum

e e G e St e e e e - . e . T S T Em e e e S e o - e = - e P MM S Gt e en A e e G - e e G A - - - - o S = A= e - e

¥ Es suprimido por glicerol.
¥%¥ Es suprimido por citratos.

Adaptada de Martin 1980 (53).
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diferentes fuentes de carbono por enterobacterias, las cuales

resultan en un patran de crecimiento diauxico (32, &4).

Magasanik (44) ha estudiado los efectos que ejerce la
glucosa en el metabolismo de la lactosa en cepas inducibles de

Escherichia coli ¥y ha encontrado que ésta provoca tres tipos de

efectos principalmente!

a) Exclusién del Inductor: 1la glucosa "per se" interfiere con la
entrada del inductor a las cklulas donde el nivel de permeasa
es bajo3 este efecto es reversible y se logra aumentando el
nivel de la permeasa mediante wuna preinduccidn, o bien

incrementando la concentracidn del inductor.

b) Represidn Transitorial La glucosa reprime transitoria pero
fuertemente a la B -galactosidasa cuando se adiciona a las
c&lulas crecidas en otra fuente de carbonho, donde, la magnitud
v duracion del efecto s independiente de 1la concentracion.
Este tipo de fendmeno puede ser ejercido por otros compuestos
ademds de glucosa y es provocado por la molécula "pepr gg“, por
lo cual se advierte gue sus efectores son diferentes a otros
tipos de represidn. Se desconoce la causa de la liberacidn de
las ceélulas a la represiéon transitoriaj sin embargo, se
efectda al mwmismo tiempo en todas =211las ¥ adn pueden ser

sensibles al efecto mediante otros compuestos.

c) Represidn Catabdalica! La glucosa reprime débil pero

permanentemente la formacidn de la g-galactosidasa durante el
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crecimiento balanceado del wmicroorganismo. Este efecto de
glucosa no refleja interferencia con 21 inductor y en mutantes
constitutivas la sintesis de la enzima es también reprimida
por el carbaohidrato. El mismo efecto represivo también se
puede observar en presencia de acido glucdhnico y glucosa-é6-
fosfato. Las enzimas que catabolizan dichos campuestos son
reprimidas por algdn producto del catabolismo de estos o bien
por un compuesto cuwya concentraciédn depende de estos
productos) lo cual puede ser debido a que las vias catabdlicas
originan el mwismo tipo de compuestos, par lo cuwal el
metabolismo de un compuesto con carbono puede causar represidn
eh enzimas degradativas de otros compuestos. Se desconhoce
cual es el efector de la represidn catabdlica y si existe un

efector especlfico para la represidn del sistema lactosa.

El mwmecanisma por el cual los azlcares ejercen unh efecto
inhibitorio sobre la actividad de las sintetasas de estos metabo-
litos permanece adnh desconocidoi; sin embargo, en los estudios
realizados por Demain y Cols. (18a) en sistemas de c2lulas en
reposo, para la sintesis de antibidticos g-lactamicos utilizando
C. acremonium, se ha mostrado que este efecto estd directamente
relacionado con las enzimas preexistentes y gue no se reqguiere de
la sintesis de proteinas "de novao". Lo mismo se ha observado en
la sintesis de neomicina vy sisomicina, aungue en estos casas aln
no se ha podido determinar si pudiera tratarse de represidn, ya

que los experimentos fueron largos y no se utilizaron inhibidores
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TABLA &.

ANTIBIOTICOS

" e n e n e R e o e o e G n " - - P 0 e S M S m S n e G S Gm S T M A AP e e e e e e G A e G AR Em A M e W e S G = e e G

Microorganismo
Productor

Antibiotico

Fuente
Carbono
Represiva

Mecanismo
de accion

REGULACION CATABOLICA FOR CARBOND EN LA BIOSINTESIS DE

Sitio de
Accion

Actinomicina $S. Antibioticus

Meomicina

Puromicina

Kanamicina

Estreptomi-
cina

Cefalnspori-
na

Cefalosporina
c.

Cefanmicina

Penicilina

=
8.

S.

Sa

A

EBa.

fradiase

alboniasr

kanamyceticus

garissus

acremnonium

chrysogsnum

lactamdurans

chrysogenum

Glucosa

Glucosa,
glicerol

Glucaosa,
glicerol

Glucasa,
glicerol

Glucosa

Glucosa

Glucosa, Ma-
nosa, Fruc-
tosa, Malto-
sa, lactosa

Glucosa,
Galactosa,
Dextrinas,
Manosa

Glucosa,
Maltosa,
Sacarosa

Glucosa,
Maltosa,
Glicerol

Glucosa,
Glicerol

Glucosa,
Glicerol

Glucosa,

Sacarosa,
Fructosa,
Galactosa

Glucosa,
Sacarosa,

Fructosa

Galactosa

Represion

Represion

Represion

Represion

Represian

Represion

Represion

Represion

Represion

Represion

Represiaon

Represion

Represion

Represiaon

Fenoxazinana
sintetasa

Hidroxikinhure-
ninasa

Kinurenina
farmamidasa
II

Triptofano
pirrolasa

Fosfatasa

O-demetil-
puromicina
-metil-~
transferasa

M-acilkana-
micina-ami-
do-hidrolasa

‘Mannosido-

estreptomi-
cinasa

Cefalosporina
C-acetil-hi-
drolasa

Expandasa

o-aminoadipil-
cisteinil-va-
lina sinteta-
sa (ACVY)

Expandasa

O-aminodipil-
cisteinil-va-
lina-sinteta-
sa (ACV)

Isopenicili-
na N-sintetasa

Adaptada de Demain 1982 (20)
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de sintesis de proteinas (32).

Por otro lado, también se ha demostrado la existencia de
represién de las sintetasas del metabolismo secundario (Tabla &).
Ejemplos de ello se muestran para la sintesis de la enzima o -D-
manosidasa, que convierte el compuesto manosido-estreptomicina en
estreptomicina &n S. ariseusj es reprimida por glucosa (18); o
bien la cefalosporina-C-acetilhidrolasa de c. acremanium,
involucrada en la canversidn de cefalosporina c a
diacetilcefalospnrina C durante la sintesis de cefalosporina, 1la
cual es reprimida por maltosa y sacarosa ademids de glucosa (3).
El mismo efecto ha sido encontrado para 1la fermentacidn de
puromicina, en la cual la O-demetil-puromicina metil-transferasa,
enzima +inal en la biosintesis de puromicina, s reprimida por
glucosa &n S. albonigesr (&47). En S. antibioticus, la sintesis de
actinomicina también es suprimida por este metabolito al reprimir

la formacidn de la fenoxasinona-sintetasa (23).

Los nucledtidos ciclicos juegan un papel importante como
reguladores en diferentes procesos metabdlicos, tales como la
regulacidn de la sintesis de enzimas catabdlicas inducibles
por AMPc (adenosinha 3'-5'-monofasfato ciclica). Cuando el
microorgahismo es depletado de glucosa se ha observado que se
presenta un incremento de estos nucledtidos; esto fue descrito
por vez primera en Brevibacterium liguiefsciens y en Escherichia

coli v ha sido establecido para bacterias gram-negativas (62). Se

encontréd que este fenémeno involucra la formacidn de wun complejo
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entre AMPc y una proteina receptora del mismo (CRP o CAP), el
cual se une al sitio promotor de un operéni: esta uniédn estimnula
la iniciacidn de la transcripcitdn por una RNA polimerasa. Cuando
la glucosa estd presente inhibe la adenilato-ciclasa, enzima que
convierte ATP a AMPc, esto disminuye la concentracién de AMPc e
inhibe la transcripcidn por RMA polimerasa de operones sujetos a

este control (28, 32, 62).

Estos nuwcledtidos y CRP han sido reportados en levaduras vy
enh el hongo MQnascusipunnunaus; en el género Bacillus =1 fendmeno
parecer ser independiente de AMPc (19). Estos compuestos no han
sidao descrito tampoco como reguladores en los procesos
metabalicos de microorganismos agram-positivos como los
Actinomicetos (19, 32). Se piensa que pudieran ser otro tipo de
compuestos fosforiladas los efectores en este tipo de
microorganismos; sin embargo, existe un reporte en 21 que se ha
mostrado la presencia de AMPc en Sireplomyces, es5 enh el caso del
productor de turimicina, wuwnh antibietico macrélido producidao por
cepas de Stireptomvces higroscopicus (24, 25, 26, 27, 28). Gersh y
cols. (24) han demostradao que los nucledtidos clclicos,
especialmente AMPc v GMPc estan involucrados en la regulacidn del
metabolismo (primario y secundario) ¥y el desarrollo del
microorganismoi estos inhiben la germinacidén pero estimulan el
crecimiento, etapa en la cual se encuentran en altas
concentraciones. Previamente a la sintesis del antibiédtico se

presenta un rapido descenso del nucledtido, 1o cual pudiera
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representar una sefial para el cambio metabdlico, esta delimita el
metabolismo primario del secundario. La produccidn de este
metabolito estd sujeta a inhibicién por fosfatos, efecto que
puede ser revertido por la adicién de AMPc v fluoruro de sodio
(efector de la adenilil-ciclasa) (27). El metabolismo primario vy
secundario pudieran ser controlados por algdn tipo de regulacién

en el cual el AMPc juega un papel importante (28).

La biosintesis de prodigiosina, pigmento con caracteristicas
antibidticas producido por Serratia marcescens, es reprimido por
glucosa. Se ha encontrado que este efecto es revertido por medio
de la adiciédn de un inhibidor de 1a AMPc-fosfodissterasa
(teofilina) vy que el posterior incremento en la sintesis del
metabolito es debido a un aumento de la concentracién celular de
AMPc (11)3 se trata de un metabolito secundario donde el efecto
represivo &s revertido por wn inhibidor implicado en la presencia

de este nucledtido, hecho que es relevante para este tipao de

metabolitos.

La Fformacien de la N-acil-kanamicina-amidohidrolasa, Adltima
enzima involucrada en 1la biosintesis de kanamicina en S.
kanamiceticus, ademads de ser reprimidag por glucosa lo es por
otros carbohidratos como fructosa, lactosa, manosa y maltosa que
ejercen el mismo efecta. También se ha encontrado que la
represidn ejercida por estos carbohidratos sobre esta enzima es

revertida mediante la adicidn de AMPc (79).
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Sin embargo, esto no resulta cierto para estudios realizados
saobre 1la produccidn de nuclebtidos ciclicos en relacidn a otros
metabolitos como candicidina (4%, S50) y estreptomicina (72) en S.
ariseus Yy cefamicina (54) en S. lactamdurans, por lo que laos
mecanismos moleculares que regulan la Jformacién de los
antibidticos en estas especies debe ser diferente al que se
presenta en las enzimas catabélicas de las enterobacterias,
aunque esta posibilidad no puede ser excluida totalmente. En los
hongos P. chrysogenun vy A. chrysgasenum productores de penicilina
y cefalosporina ¢ respectivamente, tampoco se ha demostrado gue
el AMPc esté involucrado en su regulacidn catabélica (53, 54).
Por otro lado, 0Ochi (58) en sus estudios sobre determinacidn
morfoldgica y fisioldgica en Sireptomyces sp, productor de
formicina encontrd gue este proceso cuando se lleva a cabo, va
acompafado principalmente de uh incremento de guanosina
tetrafosfato (ademds de otros eventos)i este nuclestido, junto
con otros factores, es requerido para que se lleve a cabo la
diferenciacion, ademaés del inicio de la sintesis del antibiético.
Mutantes que no sintetizan este compuesto son incapaces de
di+er?nciahse, peroa tampoco producen la farmicina. Los
resultados tampoco son concluyentes gg% cuanto a que este
metabolito sea el efector molecular de 1;5 eventos involucradaos

en la regulaciédn del metabolismo secundario.
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OBJETIVO

"Determinar el efecto que tiene la fuente de carbono sobre la

biosintesis del antibidtico Gentamicina en la cepa de tipo

silvestre Micromonospora purpurea NRRL-2953"
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MATERIAL Y METODOS
Microorganismos:

El modelo biolédgico utilizado para el presente estudio fue
el actinomiceto Micromonospora purpurea NRRL-2958, cepa de tipo
silvestre productora del antibidtico gentamicina (50-60 ug mi~h.
Fue proporcionada por el Agricultural Research Service Culture
Collection, MNorthen Regional Research Laboratory, Peoria, 111,

61604 U.S.A.

La cepa sensible a gentamicina wutilizada para las
determinaciones de dicho antibidtico fue Bacillus subtilis ATCC-

6433, proporcionada por la American Type Culture Collection en

Rockville, Md, 20852, U.S.A.

Preservacian'de las cepas

Micromonospora purpurea NRRL-2953 vy Bacillus subtilis ATCC-
6633 Fueron conservadas en una solucién de glicerol al 80% a
-20° C, en viales con capacidad de 1.5 ml, conteniendo 1 ml de

suspensidn de cada microorganismo.

Medio de ssporulacidn

Para la esporulacién de Micromonospora purpuresa NRRL-2953 se

utilizaron placas de medio solido (49) canteniendo:
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Glucosa 1.0 %
Almiddn 2.0 %

Extracto de levadura 0.5 %

N-Z-Amina 0.5 %
CaCO3 0.1 %
Bacto Agar 1.5 %

Las placas fueron inoculadas por estria vy se incubaron a
290C por 7 dilas, al término de los cuales se observa al

microaorganismo perfectamente esporulado.

Medio de crecimiento del Preindculo (I):

Este medio estd basado en el descrito para este género por

Weinstein y cols. (69), el cual consiste de!

Extracto de carne 0.3 %
Triptona 0.5 %
Glucosa 0.1 %
Almidén 2.4 %
Extracto de levadura 0.5 %
CaCD3 0.4 %
pH (CaCO3) 7.6

Medios de crecimiento y produccidén de gentamicina (II, III)!

El medio de crecimiento y produccidn de gentamicina

utilizado, estd basado en el wmedio descrito por Carbajal
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(84), se trata de un medio quimicamente definido, especifico para
la produccion de antibidticos aminoglucésidos, el cual fue
modificado en el laboratorio (II) ¥ cuya formulacién es la

siguiente!

g/1t
Glucosa¥ 10.00
"(NHg)2804 10.00
NaNO3 2.00
KoHPOy 1.00
MaCl1 3.00
MgS0, 7H,0 0.20
FeS0, 7H,0 0.03
ZnS0y 7Hy0 0.03
MnSO, 4H,0 0.01
CDCl2 6H20 0.001
CaC03 10.00
pH (CaCO3) 7.6

¥Puede ser substituida por atra fuente de carbono.

Este medio se mantuvo a lo largo de todos los experimentos
sin modificaciones, coma controlj sélo se substituyd la fuente de
carbono de acuerdo a los requerimienhtos para cada situvacidn

experimental.

También se utilizéd para el crecimiento ¥y la produccidn de
gentamicina el medio descrito por Weinstein (69), mwodificado en

el Laboratorio (III):
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Extracto de levadura 0.5 %

M-Z-Amina 0.5 %
CaC03 0.4 %
pH (CaC03) 7.6

En este medio se puede variar la fuente de carbono, pero
sbla fue utilizado para determinar &1 efecto de una substancia,

se indicard el caso.

Condiciones de crecimiento.

Preinbculo:!

Se prepard una suspension de esporas de M. purpurea en 50 ml
de -medio de cultive I, contenido en matraces Erlenmeyer de 2350
ml, la cual fue incubada a 29°C con agitaciéon rotatoria a 160

rpm, durante &0 horas.

Indculo:

Matraces Erlenmeyer, conh capacidad de 250 ml conteniendo 50
ml de medio de cultivo II (y/o III) fueron inoculados con 1.3 ml
del preindculo (3%, aproximadamente 0,005 mg ml"l de proteina a
tiempo cero) e incubados a 29°C con agitacién rotatoria a 160 rpm

durante 192 horas.

Las condiciones de crecimiento se mantuvieron constantes en
todas las situwaciones experimentales. Cada experimenta se

realizéd por triplicado y fue repetido por lo menos 2 veces.
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En cada experimento se tomaron muestras cada 12 y/o 24 horas
durante el proceso fermentativoj} se les determind! 1la variacién
de pH, contenido de protelna como medida de crecimiento del
microorganismao, 1la produccidn de gentamicina y el consumo de la
fuente de carbonoj esto de acuerdo al objetivo de cada

experimentao.
Estas determinaciones se efectuaron de la siguiente manera.

Determinacidn de pH
La variacién de pH durante cada fermentacién efectuwada, fue
medida wutilizando un potenciometro digital Beckman Modelo 3500,

esto en cada muestra aobtenida.

Determinacidn del crecimiento

Para medir el crecimiento del microorganismo durante la
fermentacidn se cuantificd la proteina del pseudomicelio de cada
nuestra de la siguiente maneral

Las muestras fueron centrifugadas a 8,000 rpm, durante 10
min;_ se separaron el sobrenadante del paguete micelial, este
Altimo Fue resuspendido en 1 ml de wna solucidn de Acido
tricloroacético 0.a6M ¥ congelado durante 12 horas.
Posteriormente fueron nuevamente centrifugados a 8,000 rpimn
durante 10 min, se descartd =21 sobrenadante y el precipitado fue
resuspendido en wna solucién de NaDH 0,4N, en wun volumen
proporcional a la cantidad de precipitado aobtenido. De 1la

suspensién resultante se tomaron allcuotas para determinar el
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|
contenido de protelna. Para ello se utilizéd el método descrito

por Lowry v cols. (42).

Este método tiene como base la formacién de un complejo
colorido entre el grupo fendlico de la tirosina de las proteinas
(b el grupo aromdtico en el caso de triptofano, +enilalanina e
histidina) y el Acido fosfo-wolfano-molibdico (color oro) que
oxida al grupo hidroxilo de 1la tirosina 2h condiciones
alcalinas. Esto resulta en la formacidn de un color azul intenso
que se puesde medir a 595 nm de absorbancia. La concentracidn de
protelna se determina por comparacidn de una curva estindar de

albdmina s&rica bovinal se realiza el siguiente calcula:
Estandar Ug D.0O.g9g problema
Proteina (Hg) = ----mcmccmm e ———————

D.0.595 Estandar

Las soluciones utilizadas son!

Solucién Al

Solucion de proteinas Na,C03 2% en NaOH 0.1 N
Solucidn de tartrato de

sodio y potasio 1 % en agua destilada
Solucion de CuS0,.3 HpO 0.3% en agqua destilada

2n una proporciédn de 10:0.1:0.1 (en el orden presentada)

Solucidén B:

Reactivo de Folin-Cicalteauw diluido en agua 1:!3 (fenoliagua).
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Las allicuotas de las muestras y del estadndar son llevadas a
un volumen final de 1 ml con agua destilada. Se les adicionan S
ml de 1la soluvcion A agitando rapidamente; se dejan reposar
durante 10 min vy se agregan 5 ml de la solucién B, se agita
rapidamente v despuéds de dejar reaccionar la mezcla durante 30
min se leen las muestras en un espectrofotémetro a una D.0O. de
595 nmj} contra un blanco que ha llevado 21 mismo tratamiento que

las muestras.

Determinacidn de Gentamicina
La gentamicina fue cuantificada por medio de un método
bioldgico utilizando la técnica de difusibn en agar, con Bacillus

subtilis ATCC 6633 como microorganismo de prueba (%1).

La técnica de Difusidn de Agar se basa en 1la medicidn
relativa de la respuesta del microorganismo al antibiético,
comparada a la gque presenta ante un estandar, observada como uha
zona clara de nao crecimiento, en el cual el diametro de la zona
de inhibicidn es proporcional al logaritmo de la concentracién

del antibisatico (37).

Preparacidn del microorganismo de prueba

Bacillus subtilis ATCC-6633 fue activado en un medio de

cultivo sbdlido el cual contiene:
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Extracto de levadura 1%

Peptona 2%
Glucosa 1%
Bacto Agar 1.5 %

durante un lapso de 24 hs a 37°C, cada vez que se requeria para

efectuar las determinaciones del antibiédtico.

Una vez activados los microorganismos, fueron inoculados en
matraces gue contenian el mismo medio de cultivo, pero liquido e
incubados por uh lapso de &6 horas a 37°C con agitacién rotatoria
de 170 rpm, tiempo en el cual alcanzan una DO de 2.
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Para efectuar el biaoensayo se prepard medio luria modificado

(8)1:
Extracto de levadura 0.5 %
Bacta triptona 1.0 %
Cloruro de sodio 0.5 %
Bacta Agar 1.0 %

el cual wuna vez esterilizado se deja enfriar hasta que alcanza
una temperatura de aprox. 40°Cj momento en el cual se adiciona el
microorganismo de prueba en wna proporcieon de 1:100 (v/v), se
homogeniza perfectamente y posteriormente se vierten 10 ml de
esta suspensidén en cada caja de Petri. Ya solidificado se colocan

discos de papel Whatman tipo AA de 6 mm, impregnados con 30 yl
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del sobrenadante de las muestras obtenidas. Se dejan difundir
durante 1 hr a 4°C. Las placas se incuban por 36 hs a 29°C, tras
lo que se miden las zonas de inhibiciédn del crecimiento. Al

mismo tiempo se corre una curva estandar utilizando para ello uwna
solucidn de sulfato de gentamicina (Sigma) con las siguientes

concentraciones: 1, 5, 10, 25, 50, 75 ¥ 100 pg ml
La concentracidn se calcula con la ecuacidn:
Loge = m h + Logeo

donde e corresponde a la concentracién de eritromicina, h al
diametro del halo de inhibicidn observado, m al valor de la
pendiente de la recta y eo al valor de la ordenada al arigen;y el

coeticiente de correlacidn obtenido es de 0.9989.

Se cuantifice la produccitn volumétrica de gentamicina en el
medio de cultivo para cada situacién experimental vy también se

determinaron las producciones especificas del mismo, de la

siguiente forma:

pg de antibidtico ml -?
Produccibn especifical -----------=----c-ono--m-

mg de proteina ml !

Pe= g antibidtica (mg protetina) -1
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Fuentes de carbono utilizadas:

Las fuentes de carbono utilizadas fueron las siguientes:
almidén, dcido succinico, D(+) +fructosa, D(+) galactosa,
glicerol, D(+) g9lucosa, D(+) Lactosa, D(+) maltosa, manitol, D(+)
manosa, sacarosa y D(+) Xilosal y un andlogo de glucosa:! 2-deoxi-

D-glucosa.

En cada caso estas fueron disueltas en agua, 2n el minimo
volumenh posible y se rectificd que el valor de pH permaneciera
constante con el fin de evitar variaciones en el medio de
cultivoy donde la hubo, éste se ajusté a 7.5-7.46.con hidréxido de
sodio IN. Se esterilizaron por separado ¥y fueron adicionadas
posteriormente al medio de cultivo, de la forma que se mencionard
para cada condicidn experimental. A los controles se les
adicion®d agua en la misma proporcién, cuidando de no variar 1la

concentracién de los dewmds nutrientes del medio de cultivo.

Determinacidn de la concentracion de las fuentes de carbono.

Para determinar la concentracién de las fuentes de carbono,
esta se midid enzimaticamente con el reactivo de glucosa oxidasa

GOD-Perid (Lakeside), esta téchica se basa en =1 método descrito

por Salomon y col. (75).

Este equipo consta de dos reactivos, wuna solucién estandar

de glucosa (2.1 mg/ml) ¥ un amortiguador de fosfatos (100 mmul/l,
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pH 7) &n =1 cual se incluyen dos enzimas: la peroxidasa (POD, 0.8
U/ml) y la glucosa axidasa (GOD, 10 U/ml), ademds de un crombdgeno
(ABTS=2.2'azina-di-(3-etil-benzotiazolina-acido sulfénico-(4))-
sal diamdnica). La e=nzima glucosa oxidasa reacciona con la
molécula de glucosa, oxigeno y agua formando acido glucdnico vy
peroxido; este Altimo reacciona con el cromdgeno, por accidn de
la enzima peroxidasa dando lugar a la formacidn del colorante mas
agua; el producto de esta reaccidn es colaorido (verde) vy en
funcidn de 1la intensidad de este se puede determinar la
concentracién de glucosa. Esto puede cuantificarse finalmente en

un espectrofotémetro a una D.0. de 325 nm.

S4lo se determind la concentracién de: almidén, glucosa,
manosa, maltosa vy sacarosa en algunas situaciones experimentales
y esto se llevd a cabo de la siguiente forma: se tomaron
alicuotas no mayores de 100 1 de cada una de las muestras, se
les adiciond 2.5 ml del reactivo de 9lucosa oxidasa y después de
agitar se dejaron reaccionar durante 30 mwmin, a temperatura
ambiente; posteriormente fueron leidas. Al wismo tiempo, se
corren un blanco cuyo cohntenido es agua mas el reactivo vy las
curvas estandar correspondientes a cada carbohidrato utilizado
con cancentraciones crecientes de |1 a 100 pg/ml. En 2l caso de
glucosa vy manosa estas se determinaron directamente, pera
maltosa, sacarosa y almiddn fueron hidrolizadas previamentej para
21lo se les adiciond 10 pyl de HCl1l concentrado para obtener un pH

de 1.9, posteriormente fueron hervidos durante 15 min en bafo
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maria, se les ajustd nuevamente el pH a 7 y de ahl se tomaron las
allcuotas respectivas. Lo mismo se hizo para preparar las
soluciones estandar de cada uno de estos carbohidratos. Tambidn

se efectuaron diluciones cuando era pertinente,

Para calcular las concentraciones de estos carbohidratos se
ajustaron las curvas por minimos cuadrados (con un coeficiente de
correlacidn de 0.999 y una ordenada al origen menor de 0.001),
utilizando la ecuacidn de la recta y=m x + b, para encontrar el
valor de "x" (x = Z:E )y, mediante el cual se obtiene la
concentracidn del prgblema; donde ¥ corresponde a la
concentracidn del carbohidrato, 'y al valor obtenido en DOggg del

mismo, m al valor de la pendiente de la recta y, b al valar de la

ordenada al origen,

1. Efecto de diferentes fuentes de carbono #n la formacidn de

gentamicina.
(Seleccidn de la fuente de carbono)

El microorganismo fue crecido en presencia de las fuentes de
carbona antes mencionadas wutilizando para ello el medio de
cultive II, como previamente fue descritoj cada uvha de éstas fue
adicionada al tiempo cero de crecimiento en las siguientes
concentraciones: 0.5, 1, 2 vy 4%. Se utilizd como control al

microorganismo crecido =n ausencia de fusnte de carbaono.

Se tomaron muestras cada 24 horas hasta las 192 horas y se
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les determind! variacién de pH, crecimiento del microorganismo,
consumo de la fuente de carbono y produccién del antibiédtico, de

la forma que previamente se ha sefalado.

2. Efecto de 1a glucosa en 1la produccién especifica de

gentamicina.

Se crecid al microorganismo como se describid anteriormente,
en el medio de cultive II suplementado con diferentes
concentraciones de g9lucosa, estas fueron: 0.1, 0.25, 0.5, 0.73,

1, 1.5, 2, 2.5, 3 y 5%.

La adicién del carbohidrato se llevd a cabo al inicio de la
fermentacidn cuidande no alterar los volamenes del medio de
cultivo, los controles se mantuvieron constantes. Se tomaron
muestras cada 24 horas hasta las 192 horas y a éstas se les
determind la variacién de pH, el crecimiento del microorganismo y

l1a produccian de antibidtico.

3. Caracterizacién del efecto de glucosa en la produccién de

gentamicina

El analogo de glucosa 2-deoxi-D-glucosa y glucosa 2n
concentraciones de 0.5, i vy 2%, fueron adicionadas al medio de
cultivae II, al inicio de la fermentacion; el experimenta se

realizé de la forma previamente descrita utilizando como control

al cultivo sin carbohidrato; de la misma manera, se tomaron
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muestras para determinar pH, crecimiento del microorganismo Vv

produccidn de gentamicina.

Por otro lado, tanto el andlogo de glucosa 2-deoxi-D-glucosa
como 9glucosa en concentraciones de O, 0.5, 1 vy 2%, fueron
adicionados posteriormente al medio de cultivo III, de la manera
descrita en el inciso anteriorj 1llevandaose a cabo el mismo

experimento y determinando los mismos parametros.

4, Caracterizacién del fendmeno

a) Efecto de la glucosa adicionada a diferentes tiempos del

crecimiento de Picromonospora purpurea en la produccién de

gentamicina.

Glucosa en una concentracién de 4% fue adicionada a cultivos
del microorganismo a diferentes tiempos de crecimiento. Las
adiciones se efectuaron a las 0, 24, 48 y 60 horas; se utilizé
como control al microorganismo crecido en el medio de cultivo II,
suplementado con una baja concentracién del carbohidrato (1%); de
la misma manera, los cultivos a las gue se les hizo la adicidn
contenlan en un principio la misma concentracidn de glucosa que

el control, esto con el objeto de permitir 1 crecimiento.

Al efectuar las adiciones se procurd no alterar los
voldmenes del medio dé fermentacidn, ademas de cuidar que la

concentracidn final del carbohidrato correspondiera al 5%
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(cuantificando el consumo de glucosa por el microorganismo a los

diferentes tiempos del crecimiento).

Se tomaron muestras cada 12 horas, salvo después de la
adicién del carbohidrato, donde se efectud cada é horas. Se
determind tanto la produccién de gentamicina como los cambios de

pH v &l crecimiento del microorganisma.

b) Efecto de 2-deoxi-D-glucosa adicionada a diferentes tiempos

del crecimiento de Micromonospora purpurea en la produccidn

de gentamicina.

El1 andlogo de g9lucosa 2-deoxi-D-glucosa, +fue adicionado a
cultivos de microorganismo a diferentes tiempos del crecimiento
eh una caoncentracidn de 1%; las adiciones se efectuaran a las 0,

24, 48 y 72 horas.

Tanto 21 control como los cultivos a los que se les adiciond
el andlogo fueron suplementados previamente con glucosa 1% al
tiempo cero; también con 21 objeto de permitir el crecimiento del
microorganismo. El medio de cultivo utilizado fue &l medio III v
se tomaron las mismas precauvciones que en el experimento
anterior; 1lo mismo se llevd a cabo en cuanto a la obtencidn de

muestras y a las determinaciones efectuadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de diferentes fuentes de carbono en la faormacidn de

gentamicina.

En la grafica 1 se puede observar que bajo las condiciones
experimentales previamente mencionadas, Micromonospora RUrpUrea
NRRL-2953 crece vy produce gentamicina. En bajas concentraciones
de los carbohidratos e1 microorganismo empieza a producir el
antibidtico desde las 24 horas, esta produccién es lineal
aproximadamente hasta las 94 horas y, 2h altas concentraciones de

carbohidrato hasta las 148 horas.

En las graficas 1 y 2 se presentan los resultados
correspondientes al efecto de almidén, maltosa, mahosa, glucosa vy
sacarosa, sobre 21 crecimiento del microorganisma y la praduccibn
del antibidtico; ﬂicnnmnnnsnnna purpurea no fue capaz de crecer
ni producir el metabolito en presencia de las otras fuentes de
carbono probadas, las cuales fueron: fructosa, glicerol, xilosa,
manitol, galactosa, lactosa vy acido sucelnico. Esto pudiera
deberse a que posiblemente este microorganismo no pasea el
sistema enzimdtico para transportarlos, o bién, que simplemente

no los metabolizd aunque sean transportados.

En estas graficas se pusde advertir que en presencia de los
carbohidratos almidédn, maltosa y sacarosa, se presenta un claro

incremento tanto del crecimiento como de la sintesis del

62



€9

CRECIMIENTO (Log ug proteina mi-")

N

AN

1

GENTAMICINA (ug mi™)

. 48 96 144 192

GRAFICA 1.

48 96 4144 192

TIEMPO

48 96 144 192

48 926 144 192

(horas)

EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE EL CRECIMIENTO DE Micromonospora purpurea NRRL-2953, LA SINTESIS DE GENTAMICINA Y VARIACION -
DE pH. EL MICROORGANISMO FUE CRECIDO EN EL MEDIO DE CULTIVO II A 29°C CON AGITACION ROTATORIA DE 170 rpm., DURANTE 192 HORAS Y -
SUPLEMENTADO CON LOS CARBOHIDRATOS: ALMIDON (A), MALTOSA (B), D-MANOSA (C), D-GLUCOSA (D) Y SACAROSA (E); ESTOS FUERON ADICIONADOS

AL_.INICIO.DE LA FERMENTACION, EN LAS SIGUIENTES CONCENTRACIONES: 0.5% (a), 1.0% (o0), 2.0% (m) Y 4.0% (%).

LAS FIGURAS ABIERTAS --

REPRESENTAN EL CRECIMIENTO Y/0 LA VARIACION DE pH, LAS FIGURAS CERRADAS REPRESENTAN LA PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO.
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metabolito, en funcidn de la concentracidn de cada sustrato; el
mayor efecto se obtuvo con maltosa con una concentracidn del 4%,
donde se alcanza casi el doble de praoduccidn. Sin embargo, no
sucede 1o mismo cuando se utilizan los carbohidratos glucosa vy
manosa, donde a pesar de que se advierte un incremento en el
crecimienta, no sucede 1o mismo en cuanto a la sintesis del
antibidtico, va que se presenta una supresién de la farmacién del
metabolito a medida que se incrementan }as concentraciones de
estos sustratos; ademds esta supresién 25 mayor con glucosa,
donde a concentraciones muy elevadas (4%), incluso se aprecia un
retrasa en el inicio de la sintesis, vya que asta da comienzo
hasta las 48 horas de la fermentacidn (en  concentraciones
superiores el desfasamiento es aln mayor). Enh cuanto al cambio
del pH durante las fermentaciones, no se observaron variaciones
considerables que de alguna manera pudieran interferir con la
formacion de este metabolito o conh el crecimiento del

microorganismo.

En la grafica 2 se nuestran los valores maximos alcanzados a
las 192 horas de fermentacion de las condiciones ya descritasi en
2lla también se puesde apreciar gue los valores de pH al final de
todas las fermentaciones son muy similaresi 1o cual muestra que
&ste parametro nho ocasiond interferencias en la sintesis de
gentamicina en cuanhto a los efectos provocados por la utilizacidn
de los diferentes sustratos probados. Asimismo, se advierte el

incremento tanto de la produccién del antibidtico como del
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crecimiento del microorganismo cuando se adicionan
concentraciones mayaores de sustrata, en los casos mehcionados.
Sin ewmbargo, cuando se determina la sintesis especifica de é&ste
metabolito se puede observar una relacidn inversamente
proporcional entre el crecimiento y la produccion especitica del
antibidtico. Por otro ladao, con glucosa y manhosa se advierte
ademas uh descenso enh la produccidn volumdtrica de este

metabolito.

Se observa también 1 consumo de dichas carbohidratos, donde
los porcenhtajes fueron determinados en funcidn de 1a
cohcentracidn inicial wutilizada. En todos los casos e
independientemnente de la cantidad inicial, estas fueron
consumidos casi en un 100%, salvo cuando se adiciond almidén al
4%, donde se advierte gue el microorganismo sdélo utilizd un 25%
aproximadamente y manosa, la cual a medida gue se incrementa su
concentraciéon en el medio de cultivo, disminuye la eficiencia del

microorganismo para utilizarla.

Tal vez los efectos sean similares, cuando se comparan los
resultados obtenidos con manosa y glucosa, porgue manosa 85 Wh
isédmern de glucosaj pero tambigén pudiera deberse a que a medida
que 8se incrementa su concentracion en el medio de Ffermentacidn
del microorganismo éste ya no es capaz de wutilizarlo, pues a

diferencia de manosa, 9lucosa es consumida casi &n un 100%.
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Como se pudo observar, 9glucosa y manosa fueron capaces de
provocar un efecto supresiva, a diferencia de sacarosa, maltosa vy
almiddén, las cuales ademds de permitir un buen crecimiento,
también permiten la sintesis del antibidtico. Estos resultados
son similares a los ya reportados, en los que se mnuestra que las
fushntes de carbono facilmente metabolizables (como glucosa)
auhque son excelentes para el crecimiento del wmicroorganismo,
ejercen efectos represivos o inhibitorios sabre 1las sintetasas
del metabolismo secundarioj motivo por el cual durante la
fermentacidn de estos metabolitas se wutilizan fuentes mas
complejas de carbono (como los disacaridos u oligosacaridas), o
bien, 1las cultivos son alimentados con bajas concentraciones del

carbohidrato (53, 54).

2. Efecto de diferentes concentraciones de glucosa sobre la

produccidn especifica de gentamicina.

En la grafica 3 se observa que el crecimiento del
microorganismo fue estimulado conforme se aumentd la
concentracidn de glucosa en =21 medio de cultivo hasta 1.5%, no
sucediendo lo mismo a concentraciones superiores (hasta 5%),
donde vya .nho se observan mavores incrementos. En cuanta a 1la
produccion tanto volumétrica como especifica del antibidtico se
observa wna supresion drastica a partir de concentraciones

mavores de 1% de é&ste carbohidrato.

En esta gradfica se muestra claramente que la g9lucosa ejerce
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uh fuerte efecto supresivo que provoca uh descenso de
aproximadamente un 75% de la produccién especifica del
antibidtico. Esta accidn negativa se empieza a observar en
concentraciones de glucosa mayores de 1.5%3 donde también se
advierte que se presentan retrasos en =1 inicio de 1la sintesis
del metabolito; como previamente se mostrd en la grafica |,
ademds de otros resultados obtenidos que no son presentados agquils

e incluso en concentraciones superiores a 5% la supresidn es

total.

3. Caracterizacion del efecto de D-glucosa en la produccidn de

gentamicina.

Con el objeto de determinar si D-glucosa "per se', mas que
algdn producto derivado de su metabolismo, era el responsable de
la supresidn de 1la sintesis de gentamicina, se adiciond un
analogo no metabolizable del mismo a los cultivos del

microorganismo.

El efectn de 2-deoxi-D-glucosa sobre el crecimiento del
microorganismo y la produccion del antibidtico se puede observar
eh las Tablas 7 vy 8. Micromonospora purpurea fue crecida en el
mediao milnimo Il en concentraciones crecientes del andlogo (0,
0.5, 1 vy 2%) utilizando como control las mismas concentraciones
de glucosa en dicho medio, en la Tabla 7 se muestran los

resultados; como era de esperarse y de acuerdo a los resultados
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TABLA 7. EFECTO DE 2-DEOXI-D-GLUCOSA SOBRE EL CRECIMIENTO DE

Micromongspora purpurga Y LA FORMACION DE GENTAMICINA.

FUENTE DE CONCENTRACION CRECIMIENTO PRODUCCION PRODUCCION

CARBONO DE LA F.C.¥ MAXIMO MAXIMA ESPECIFICA
(%) mg ml a9 ml“{ uaimg prot)-?
Glucosa 0 0.0053 0 0
0.5 0.46 25 76.09
1.0 0.453 56 85.76
2.0 0.843 48 56.%4
2-Deoaxi-D-
Glucosa 0 0.0053 0 o
0.5 0.023 0 0
1.0 0.023 0 0
2.0 0.023 0 o

El microorganismo fue crecido en el wmedio de cultive II, las

condiciones de cultivo son las mencionadas sn Materiales v Me-
todas.

¥F.C.= Fuente de carbono.
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TABLA 8. EFECTO DE 2-DEOXI-D-GLUCOSA SOBRE EL CRECIMIENTO DE

Micromonospora purpures Y LA FORMACION DE GENTAMICINA.

FUENTE DE CONCENTRACION CRECIMIENTO PRODUCCION PRODUCCION

CARBONO DE LA F.C.¥ MAXIMO MAXIMA ESPECIFICA

(%) ng ml—! pg mi-? ug(mg prot) -1

Glucosa 0 0.244 6.2 25.41
0.5 0.436 37.5 846.01
1.0 0.512 37.5 73.24
2.0 1.028 34 33.07

2-Deoxi-D-

Glucosa 0 0.244 &.2 25.41
0.5 0.245 0 0
1.0 0.255 0 0
2.0 0.223 0 0

- e En En o wm m e G e e G e . G S = G G e S G G T G e G G e G G M D e S W D T e M e G e G e e e S M S e S G e e W

El microorganismo fue crecido en el medio de cultivo III, las

condiciones de cultivo son las mencionadas en Materiales y Me-
todos.

¥F.C.= Fuente de carbono.
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mostrados anteriormente, a medida que se incrementa la
concentracion del carbohidrato aumenta el crecimiento, la
sintesis del antibidtico también se incrementa perao hasta 1% y en
2% se presenta una disminucidn. Cuando se adiciona el analogo el
crecimiento es minimo, comparado con el control y la produccidn
es nula. También, para ambos casos, se llevd a cabo una
fermentacion sin fuente de carbono, para demostrar gque el
microorganismo no crece ni produce el antibidtico en éstas
condiciones vy que ademads los componentes del medio tampoco
interfieren en la observacidn de sstos efectos, los resultados se

pueden observar &n esta tabla.

Al presentarse una supresién en el crecimiento del
microorganismo se muestra que efectivamente se estuvo trabajando
con uh andlogo no metabolizable, requisito necesario para
efectuar dicho experimento; sin embargo, no se puede apreciar el
efecto que tiene sobre la sintesis del antibidtico vy tampaco
permite concluir en cuanto a que sea o no la molécula de glucosa
"ner ge" el efector de dicho comportamientoj] ante lo cual el
microorganismo fue crecido bajo las mismas condiciones pero en el
medio de cultivo III, que es un mediao completo; los resultados se

muestran en la Tabla 8.

Se puede observar gue aungque se trate de un medio completo
al ser suplementado con glucosa se presenta el mismo efecto de

supresidn, pero a diferencia de los resultados mostrados en la
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Tabla 7, el microorganismo crece vy produce gentamicina en
ausencia de dicho carbohidrato, pero en una baja proporcidn. En
presencia del andlogo se observa que aunhque el microorganismo
alcanza un leve crecimiento, no hay sintesis del antibidtico.
Esto pudiera sugerir que la molécula de glucosa "pgr se'" es el

efector de la supresibn observada.
4, Caracterizacidn del Fendmeno.

a) Efecto de la adicidn de glucosa a diferentes tiempos de la
fermentacidn, sobre 1a biosintesis de gentamicina en

Micromonpospora purpurea..

Con el +in de visuwalizar el efecto gque ejerce 1la 4glucosa
sobre la° sintesis del antibidtico é&sta fue adicionada a
diferentes horas del crecimiento, tomando en cuenta qgue la
sintesis del metabolite es paralela al crecimiento. Los

resultados se observan en la grafica 4.

La D-glucosa &n uha concentracion final de 5% fue adicionada
a los cultivos del microorganismos a las 0, 24 y 60 horas de
crecimientol para ello se utilizd como control al microorganismo
crecido en una baja concentracién del carbaohidrato (1%),
situacidn en la cual no se presenta dicho efecto (gradfica 4-A).
Los cultivos a 1los cuales se les adiciond glucosa, tambié&n
estaban suplementados con la misma concentracidn del sustrato,

pues como s& habla mencionado con anterioridad 21 microorganismo
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ho crece en ausencia de fuente de carbona; para ello se determind
la concentracidn de glucosa antes de efectuar la adiciédn vy se
llevd a una ctoncentracién final de 5% al momento de llevarla a

cabo.

Cuandn 1la 9glucosa fue adicionada al inicio del cultiva (0O
hs) vy durante la fase de crecimiento (24 hs), una vez que ha
comenzado 1la sintesis se observd un fuerte retraso en 1la
formaciéon del antibidtico, 1o mismo que cuando fue adicionada a
las &0 horas, donde este efecto puede apreciarse claramente.
También se puede abservar que una vez que ha pasada el efecta de
la adicidn de glucosa, se& presenta un cambio en la pendiente con
respecto a 1la del control, restableciéndose posteriormente vy

alcanzado finalmente los mismos tltulos de antibidtico.

En 1la grafica 4-B se presentan los niveles de gentamicina
alcanzados en relacidn al crecimiento oaobservadoi en ella se
muestra que cuando 1la adicién de glucosa se realiza a las &0
horas de fermentacién el efecto supresivo del carbohidrato sobre
la sintesis del antibidtico no es tan marcada como 1lo es al
adicionarla a 1las 24 horas, en la que el crecimiento est3d en
plena fase sxponencial. Finalmente, 1los niveles de gentamicina
alcanzados al +final de 1la fermentacién (192 horas) son mnuy
similares en todos los casos, ho asl el crecimiento. Cabe
sefalar que la adicidn de glucosa efectuada a las &40 haoras tiene
efecto sobre el crecimiento pues al adicionar nueva fuente de
carbono cuando estd terminando la fase exponencial se vuelve a

estimular el crecimiento, no asi la produccién como se& mnuestra al
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comparar los resultados contra el control (sin adicidén).

Cuando la adicidn se realiza a las 0 horas se observa buen
crecimiento comparado con el control, pero se presenta un mavor
efecto supresiva de la glucosa sabre 1a sintesis del antibiético.
Un efecta similar sucede cuando esto se lleva a cabo a las 24

horas de crecimiento.

b) Efecto de la adicidn de 2-deoxi-D-glucosa a diferentes tiempos
de la fermentacidn, sobre la biosintesis de gentamicina en

Micromonospara RULAURESS.

Un efecto similar al anteriormente descrito se abserva
cuando en vez de adicionar glucosa a los diferentes tiempos de la
fermentacion se adiciona 21 andlogo en una concentracion de 1%,
esto se llevd a cabo a las 0, 24, 48 y 72 horas, utilizando para
=1lo 1 medio de cultivo III suplementado con 1% de glucosa, de
la misma manera que se explicd en el inciso anteriaor y por las

causas mehcionadas.

En estas condiciones de crecimiento la produccién del
antibidtica comienza a las 36 haoras y es ligeramente menor que
cuando se utiliza el medio de cultivo II, como se puede observar
eh la grafica 5A. Cuando =1 andlogo fue adicionado al inicio del
cultivo (0 hs), se advierte gue se suprime totalmente la sintesis
(Grafica 5B), de la misma manera gue cuando se adiciona a las 24

horas. A las 48 horas, momenhto en 1 cual ha comenzado la
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produccidn de gentamicina, 1la adicién del andlogo también es
capaz de suprimir la sintesisj] sin embargo, se observa que se
restablece nuevamente, aunque no alcanza los mismos titulos que
en el control. Cuando se adiciona 21 andlogo a las 7?2 horas de

la fermentacidn, este no es capaz de afectar ni la sintesis ni el

crecimiento.

Es claro que 1la glucosa "pgr s=" provoca este efecto
mientras no sea metabolizada, hasta que alcanza una concentracion
tal gque permite la sintesis, porque este efecto se observa de la
misma manera al utilizar el andlogo, salvo que al ser no
metabolizable interfiere permanentemente cuando se adiciona a
tiempos muy tempranos de la fermentacidnh, mads no asl cuanda es
adicionado a tiempos posteriores donde incluso va no tiene efecto
(72 horas); la posterior liberacién pudiera deberse a que utilizd

la glucosa que se adiciond previamente.

Los resultados obtenidos mnuestran que glucosa ejerce su
efectn sdlo cuando es adiciohada a 1los cultivos a edades
tempranas, cuando se inicia la formacidn de las sintetasas del
matabolismo secundarioj esto sugiere que el carbohidrato esta
ejerciendo un efecto represor mas que inhibitorio. La cineética
de éste efecto es muy similar a la encontrada en Escherichia coli
por Perlman vy cols. en 19649 (85), donde la glucosa "per 5;"
provoca uha represidn transitoria enh la sintesis de la enzina

B -galactosidasa.
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Magasanik (44) estudiando los efectos que ejerce la glucosa
en el metabolismo de lactosa, encontrd que esta ejerce
principalmente tres tipos de efectos. En 21 primer caso
denominado "Exclusién del inductor", 1la glucosa evita la entrada
del inductor a la c#lula, esto implide la induccidn del operdn de
la lactosa. El segundo caso "Represidn Transitoria", reprime
fuerte pero transitoriamente a la enzima B-galactosidasaj cuando
este control se termina la sintesis de enzima se restablece con
la misma pendiente gque en el control. En el tercer caso reprime
la formacidn de la enzima Brgalactosidasa; débil pérn de manera
permanente; este efecto de glucosa no refleja interferencia con
el inductor y en mutantes constitutivas la sintesis de la enzima

es también reprimida por el carbohidrato.

En los primeros dos casos es la molécula de glucosa "per se"
la que provoca este efecto, En &1 2ltimo, este efecta es
provocada por algidn producto derivado del catabolismo de 1la

glucosa.

Resultados similares sobre la represidh de las enzimas
involucradas en la sintesis de otros metabolitos secundarios, por
este carbohidrato, han sido reportados (Tabla &) (20). Sin
embaraqo, los mecanismos por los cuales la fuente de carbono
afecta la sintesis de los metabolitos secundarios adn no se

conocen.
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CONCLUSIONES

La regulacidn por fuente de carbono tiene un papel mnuy
importante en la sintesis de muchos metabolitos secundarios como

los antibidticos, gque son de gran interés industrial.

Dadas las caracteristicas de la gentamicina, su sintesis tan
reducida vy, las hecesidades que de este antibiotico se tiensn
actualmente en México, es de gran interés estudiar los mecanismas
gue .regulan su produccién, ya gue este conocimishto aunada a
mejoras genéticas y a manipulaciones de las condiciones de

fermentaciodn, permitirdn incrementar sus rendimientos.

En base a los resultados experimentales obtenidos hasta el

momento se puede concluir gue!

a) Glucosa ejerce un efecto represivo en la sintesis del
antibidtico gentamicina en Micromonaspora purpursa MRRL 29533
inclusive en bajas concentraciaones (»>1.5%) en laos medios de
cultivo 1logra suprimir la produccién especifica de este
metabolito; este efecto se presenta durante la fase de
crecimiento del microorganismo, vya que las sintetasas del
antibidtico estan presentes desdes &l momento que se inicia el

crecimiento.

b)Y Un efecto supresivo similar se observa al adicionar un
istmero de glucosa, que es manhosa, a la fermentacidn de

gentamicina.
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c)

d)

&)

Es la molécula de glucosa "per se" la que provoca dicho
efecto, va que la adicidn de 2-deaxi-D-glucosa, ahilogo ho
metabolizable de este carbohidrata, a cultivos del

microorganismo provocd =1 mismo efecto que glucosa.

La posterior reanudacidn de la sintesis del antibiético,
alcanzando la misma produccidn que el control, sugiere que se
pusdsa tratar de un fenémeno similar al de Represidn

Transitoria.

E1 responsable de la reanudaciodn posterior de la sintesis
pudiera ser algdn producto del catabolismo de glucosa o tal
vez algdn otro metabolito que actues como inductor del sistema
de formacidn de las sintetasas del antibidtico, el cwal de
alguna manera se "inactiva" en presencia de determinadas

concentraciones de glucosa.
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RECOMENDACIONES

A pesar del tiempo transcurrido entre el descubrimiento de
los antibioticos, su industrializacién a gran escala vy la
seleccion de mutantes hiperproductoras, el conocimiento que se ha
adguirido sobre los mecanismos que regulan su produccién, a la
fecha, realmente ha sido muy escaso ya gque estos programas de

seleccion han sido efectuados de unha manera emplrica.

Se ha demostrado gue durante los procesos de seleccian de
mutantes hiperproductoras de algin wmetabalito, muchas veces,
estos mecanismos regulatorios no son 2liminados, de ahl que adn
estas mutantes se vean afectadas por las fuentes nutricionales

utilzadas para las fermentaciones industriales.

-Esto muestra 1la importancia de caracterizar el fentmeno
represiva gue se ha observado en el microorganismo que se utilizd

para el presente estudio.

Para =llo:

a) Es necesario comparar los resultados obtenidos con la cepa de
tipo silvestre con la cepa hiperproductora para determinar si
el fenomeno también se presenta de la misma manera en esta

gltima.

b) 5i éste fuese el caso, cabria la posibilidad de mejorar
gendticamente al microorganismo hipsrproductor buscando
mutantes insensibles a la represién catabdlica y de essta

forma incrementar la produccidn.
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