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1 RESUMEN

La gentamicina es un antibidtico aminoglucosido de amplio
espectro antibacteriano, el cual representa uno de los productos
farmacéuticos prioritarios en el cuadro basico de medicamentos.

Este antibidético es producido en el pais, pero unicamente
cubre el 75% de la demanda nacional, por lo que hay que importar
el 25% restante.

La produccidén fermentativa de este metabolito es poco

eficiente en cuanto a rendimientos, debido en parte al
desconocimiento de los mecanismos regulatorios involucrados en su
biosfintesis. Por esta razén es necesario llevar a cabo

investigaciones que permitan incrementar 1los rendimientos que
actualmente se¢ obtienen por via fermentativa. Uno de esos
estudios es determinar el efecto de varios factores nutricionales
en la formacidén de este antibidtico.

En cuanto al efecto de 1los fosfatos se refiere, se conoce
que este nutriente ejerce un efecto negativo en 13 mayoria de los
metabolitos secundarios e inclusive en diversos metabolitos
primarios (MARTIN, 1989)

En el caso de gentamicina no existen reportes en cuanto al
efecto de este nutriente en su biosintesis, por 1lo que el
objetivo de este trabajo fue el determinar vy caracterizar la
influencia de los fosfatos sobre la produccién de gentamicina
utilizando una cepa de Micromonospora purpurea, capaz de crecer y
producir el antibiético de referencia en condiciones de
fermentacién sumergida.

Para cumplir 1 objetivo planteado se decidié probar el
efecto de 1a concentracién de fosfato de potasio en 1la
biosintesis de gentamicina, en donde observamos que el fosfato
ejerce un efecto negativo en 1la produccidn especifica del
antibiético a concentraciones mayores de 1 g/1, sin tener efecto
alguno en el crecimiento del microorganismo ni en el pH del medio
de cultivo.

Por otro lado se decidié determinar si el fenbmeno
regulatorio presentado correspondia a una inhibicién o una
represidén. Para ello se realizaron varios experimentos, tanto en
un sistema de células en reposo como en fermentaciones, los
cuales revelaron que se trataba de wuna represién y no una
inhibicién. También se llevaron a cabo algunos experimentos con
un andlogo de fosfato para determinar si el fosfato per se o
algin producto de su metabolismo era el efector, encontrdandose
que con el andlogo se obtenfa un perfil de respuesta similar al
de el fosfato, por lo que podemos pensar que 1a molécula del
fosfato per se es la responsable del efecto manifestado,



Posteriormente se llevaron a cabo estudios con el fin de
determinar el posible sitio de accion del fosfato. Para ello se
adicionaron a la fermentacidén varios i{ntermediarios y precursores
de la via de biosintesis de gentamicina, con ¢l fin de revertir
el efecto negativo del fosfato. £1 danico compuesto que logréd
revertir tal efecto fue el 2-deoxiestreptamina (2-DGS) a una
concentracién de 200 ug/ml, lo qQue indica que el sitio de accién
de este nutriente se encuentra en pasos anteriores a 1a formacidn
de este intermediario.



2 INTRODUCCION

La gentamicina constituye uno de los agentes antimicrobianos
mas importantes dentro del grupo de los aminoglucédsidos. Esta
importancia radica en el gran nlGmero de aplicaciones que se le
han dado y destaca su uso como agente terapéutico para €1 control
de infecciones gastrointestinales, wurinarias, respiratorias vy
dérmicas causadas por Escherichia coli, Proteus vy Pseudomonas
(WAGMAN and WEISTEIN, 1980).

La produccién fermentativa de gentamicina resulta un proceso
poco eficiente en cuanto al rendimiento final del producto,
situacion debida, entre otros aspectos, al desconocimiento de los
mecanismos regulatorios que operan en la biosintesis de 1a misma,
asf como de 1la poca informacién existente relacionada con el
mejoramiento genético del microorganismo. El incrementar el nivel
de produccién de gentamicina que se obtiene actualmente por via
fermentativa, permitiria no sélo cubrir la demanda nacional del
antibiético, sino también disminuir Jlos costos tanto de
produccién como de recuperacidén del producto a partir del caldo
de fermentacion.

Estudios relacionados con los requerimientos nutricionales
para la produccidén de antibidticos han demostrado que existe una
relacion entre la limitaciéon de nutrientes vy el 1inicio de 1la
biosintesis de los antibiéticos (DOULL and VINIG, 1890). Se ha
propuesto que los sistemas que regulan 1a wutilizacion de
nutrientes tienen una doble funcidén; controlar no sélo las vias
que proveen a la célula de 1los materiales esenciales para la
formacién de macromoléculas, sino también las rutas que dan lugar
a la biosintesis de 1los antibiéticos, con 1la finalidad de
asegurar la sobrevivencia de los microorganismos cuando las
condiciones del medio se encuentren restringidas (CHATTERJEE and
VINING, 1981).

Una caracterfistica del metabolismo secundario es que
usuaimente. su sintesis ocurre a bajac velocidades especificas de
crecimiento de los organismos productores. {WEINBERG, 1974). Los
niveles altos de antibidéticos o metabolitos secundarios que se
producen en medios de cultivos ricos, se obtienen unicamente
cudndo el crecimiento microbiano ha terminado (MARTIN and DEMAIN,
1980a). E1 retraso de la produccién de los antibidéticos después
de que la tasa de crecimiento disminuye parece ser un evento
genéticamente programado vy probablemente tiene 1implicaciones de
sobrevivencia para 1los microorganismos que los producen. Se
sabe que algunos antibiéticos poseen funciones de inhibicién
sobre la sintesis de macromoléculas o de la pared celular en los
microorganismos productores {(SARKAR and PAULUS, 1972). Dado que
la sintesis del antibidtico ocurre después de que el crecimiento
ha conclufdo el organismo productor puede evitar el suicidio
(DEMAIN, 1974).



Ante esto, wuna pregunta interesante es c¢émo la célula
controla 1a expresién diferencial de 1a informacidn genética
requerida para el crecimiento y por otro ladec la requerida para
la formacion del antibiético o metabolito secundario.

La biosintesis de los metabolitos secundarios se realiza a

partir de intermediarios o de productos monoméricos del
metabolismo primario. Las rutas biosintéticas del metabolismo
secundario frecuentemente son ramificadas con reacciones

alternativas, pero que finalmente dan lugar al mismo producto.
Estas rutas también generan diversas familias de productos.

Si comparamos el nuimero de metabolitos secundarios que han
sido aislados con la cantidad de enzimas que actualmente estan
caracterizadas esta es relativamente baja ya que las primeras
enzimas de una ruta biosintética del metabolismo secundario son
mas dificiles de aislar que aquellas de los Gltimos pasos de la
via. Sin embargo estudios de purificacidn estdan siendo realizados
sistematicamente con la finalidad de conocer mas a fondo este
tipo de enzimas.

Recientemente experimentos de clonacién dan lugar a un
mayor conocimiento de esta clase d= enzimas (MALPARTIDA et al.,
1987). En rutas metabélicas como la de estreptomicina {(WALKER,

1979) y de los antibidticos B-lactédmicos (JENSEN, 1985) en
donde una gran proporcién de las enzimas biosintéticas han sido
examinadas, permiten concluir que las reacciones catalizadas

por éstas son especificas y claramente diferentes de aquellas
que intervienen en €l metabolismo primario.

Fosfato <controla la formacidén de metabolitos secundarios
tanto en bacterias como hongos v en ptantas (MARTIN, 1977). La
influencia del fosfato en 1a produccidén de los antibidéticos ha
sido conocido por muchos afios vy que hasta la fecha continua
vigente <como una parte importante del conocimiento fisidlogico
(DOULL and VINING, 1980) vy molecular (MARTIN, 1991) del control
de la biosintesis de 1los antibiéticos y de otros eventos
metabdélicos como la excresion de proteinas y autolisis (GONZALEZ
et al., 1930).

Seguido del descubrimiento de nuevos antibidéticos, estudjos
nutricionales revelaron que altas concentraciones de fosfato
inorgé&nico por un lado inhibifan 1a formacién de muchos
metabolitos secundarios pero por otro lado estimulaban el
crecimiento de los microorganismos productores. Generalmente la
sfntesis de 1los metabolitos secundarios asfi como de las
estructuras para llevar a cabo 1@ diferenciacién celular tienen
una estrecha tolerancia a concentraciones de fosfato mas bajas
que el crecimiento vegetativo de 1las células productoras. Por
ejemplo, aunque el crecimiento de las células procariotas y eu-
cariotas es permitido en rangos de 0.1 a 500 mM de fosfato, el
metabolismo secundario es restringido a concentraciones menores
de 10 mM.



Los metabolitos secundarios son frecuentemente formados
como familias de compuestos relacionados quimicamente. A veces se
encuentra que algunas proporciones o grupos de las diferentes
familias de compuestos son afectadas por el fosfato, sin
embargo, la supresidn de 1a biosintesis de todos 1os compuestos
relacionados es frecuentements observada a concentraciones altas
de fosfato. Cuando una sola cepa es capaz de producir dos o mas
antibiéticos biogenéticamente no relacionados, la sensibilidad
hacia el fosfato de sus respectivas rutas biosintéticas puede ser
diferente. Esto parece ser debido a que la expresion diferencial
de ciertos genes es en funcién de la concentracidn de fosfato.
{MARTIN, 1989).

Varios mecanismos de control del fosfato en 1a biosintesis
de los antibiéticos han sido publicadas (MARTIN, 1989), Estas
revisiones consideran:

a) Enzimas involucradas en 1a biosintesis de 1los
antibidticos.

b) Efectores intracelulares responsables de 1la inhibicién
o represién.,

c) Mecanismos moleculares que regulan la expresién de los
genes que codifican para las sintetasas



3 GENERALIDADES DE GENTAMICINA

3.1 Clasificacién y astrycturas

La gentamicina es un antibiético bactericida del tipo de¢ los
aminoglucdsidos, descubierto por WAGMAN y WEISTEIN (1980).

Los antibidticos aminoglucdsidos se caracterizan por
presentar un anillo aminociclohexanol o aminociclitol vy se
clasifican en funcidn de 1la estructura quimica que presentan.
Se han establecido &4 clases: los monoaminociclitoles, los que
contienen actinamina, los que contienen estreptidina o
bluesedina y los que contienen 2-deoxiestreptamina; estos Gltimos
son subdivididos de acuerdo a 1a posicion en la que estan los
substituyentes en los carbonos 4,5,4/5 y 4/6). De acuerdo
a esta clasificacion, las gentamicinas han sido incluidas en el
grupo de antibioticos aminoglucdésidos con 2-deoxiestreptamina
4 ,6-disustituida (Fig. t).

Las gentamicinas se caracterizan por poseer dos azucares
poco comunes, un monosacarido del tipo metil-glucésido denominado
metilgarosamina; el otro es una piranosa denominada purpurosamina
(Fig 1). Al ser somstidas a metanolisis las subunidades de 1las
gentamicinas se separan formando dos tipos de pseudodisacaridos ,
la garamina (garosamina-deoxiestreptamina) y Tla gentamina
(purpurosamina-deoxiestreptamina) (ABOUD-ZEID and SHEHATA, 1877).

El producto de la fermentacidn, conocido como gentamicina o
complejo de gentamicina C, consiste en una mezcla de 3
antibidticos estrechamente relacionados (gentamicinas C1, Cta y
C2), los cuales no presentan diferencias significativas en cuanto
a su actividad biolégica (WEISTEIN et al., 18967). Las
gentamicinas Ct, Cla y €2 difieren entre si unicamente en sus
contenidos de grupos metilo .

Ademdés de las gentamicinas se han purificado una serie de
pseudodisacaridos estructuralmente relacionados, 1los cuales son
producidos por el mismo microorganismo, atguynos son
intermediarios o modificaciones de otras rutas biosintéticas vy
presentan también actividad biolégica (GLASBY, 1879).
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Fig. 1. Estructura quimica del complejo de gentamicina C
(PEARCE and RINEHART, 1981)



3.2 Importancia clinica

La gentamicina es un antibidtico de amplio espectro
antibacteriano. Su accion bactericida es generalmente mas alta
que la presentada por otros antibiéticos del mismo grupo, como la
estreptomicina, neomicina, vy kanamicina. Actua contra bacterias
Gram {(-) como las de Jlos géneros Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella, Serratia y algunas especies de Proteus y Pseudomonas.
En cuanto a bacterias Gram (+) Unicamente Staphylococus aureus y
Bacillus subtilis son altamente sensibles a este antibidtico
mientras que microorganismos del género Clostridium,
Mycobacterium y Corynebacterium son menos sensibles. (Tabla 1).

La accién bactericida de la gentamicina principalmente
contra bacterias Gram (-) le ha dado su principal aplicacién
clinica como es el tratamiento de infecciones gastrointestinales,
yrinarias, respiratorias y de 1la piel. En su uso terapéutico
contra infecciones causadas por Gram (+), la gentamicina se
utiliza por 1o general en combinacidn con otros antibiéticos no
aminoglucosidicos, c¢omo la penicilina, ampicilina, carbencilina
% vancomicina, dando como resultado efectos sinérgicos
importantes (KIRBY, 1980),

La gentamicina ejerce su accidédn antibacteriana a través de
la 1inhibicidén de 1l1a sintesis de proteinas (ABOUD-ZEID and
SHEHATA, 1977). Este antibidético es capaz de formar complejos con
los ribosomas de 1los microorganismos sensibles al mismo. Se ha
demostrado la existencia de wun sitio de unién de alta vy baja
afinidad para las moléculas de gentamicina tanto en la subunidad
505 como en la 30S. La interaccién del antibiético con la
subunidad 308 da como resultado 1a liberacié6n de 1la
formil-metionina~-RNA del complejo de iniciacidn.

Existen 2 razones principales por 1las cuales el uso de la
gentamicina como agente terapéutico se encuentra actualmente
restringido: .

a) La aparicidn de efectos secundarios después de repetidas
administraciones.

b) El desarrollo de mecanismos de resistencia por los
microorganismos sensibles a este antibidtico.

En cuanto a los efectos secundarios, la gentamicina esta
considerada, dentro del grupo de los antibiéticos aminoglucésidos
como uno de los agentes neurotdxicos vy nefrotdxicos mas
potentes.



. GRUPO GRAM (-) MIC (ug/mi}

Escherichia coll 0.28
Enterobacter $p. 0.08 - 40
Klebslella prneumonlae 1.0
Proteus sp. 0.08 - 2.0
Pseudomonas aeruglinose 0.08
Saimonelia sp, 1.0
Shigella sp. 2.0

il. GRUPO GRAM (¢}

Baclilus subtilis 0.030 -~ 1.0
Clostridium sp. 0.128 - 1.0
Corynebacterium sp. 0.128 ~ 1.0
Micobacterium tuberculosls 0.128 - 1.0
Streptococcus sp. 24 - 8.0
Staphylococcus aureus 0.08

MIC = Concentracién minima Inhibitoria

Tabla 1. Sensibllidad de los microorganismos al
antiblotico gentamicina (GLASBY, 1979)




Actia especificamente sobre el octavo par craneal y es capaz
de unirse a la corteza renal causandeo serios dafios en los tdbulos
renales (KOHLHEPP et al.., 1966).

Los efectos téxicos producidos por la gentamicina se deben a

la presencia de grupos amino libres en sus moléculas, vya que
cuando é€stos se encuentran blogqueados por acetilacién, las
manifestaciones secundarias no se presentan (WEISTEIN et al.,
1866) .

Ltos grupos amino libres de Jla gentamicina no sélo son
responsables de 1la toxicidad, sino también de la actividad
antibacteriana. Por ejemplo, 1la N-acetilgentamicina no presenta

ninguna actividad bioldgica contra S. aureus ATCC B538pP vy
B.subtilis ATCC 6633, aun en concentraciones de 10 mg/ml (ABOUD
-2EID and SHEHATA, 1877).

Tanto las bacterias Gram (+) como Gram (-) son resistentes a

la acciébn de los antibidticos aminoglucésidos a través de: (a)
alteracién de los ribosomas (b) disminucidon en el transporte de
los antibidticos y (c) inactivacion enzimatica. E1 daltimo
mecanismo es generalmente madiado por enzimas de genes

codificadas en pldsmidos, y se encuentra en la mayoria de las
cepas clinicas. {COURVALIN and CARLIER, 1881).

A continuacidén se detallan estos mecanismos:
(a) Alteracidén de los ribosomas

Cambios en un solo aminodcido en la proteina de 1los
ribosomas (Tabla 3) dan como consecuencia un ribosoma con
afinidad baja hacia los antibidéticos (CHANG and FLASK, 1872).
Este tipo de mutantes no constituyen un problema en la
terapéutica, son raras en c¢asos c¢linicos y no presentan
resistencia cruzada hacia los otros miembros de 1a familia de los
aminoglucésidos

Un segundo mecanismo de resistencia que presentan ciertos
microorganismos hacia 1l1a accién de 1la gentamicina, es la
formacién de ribosomas alterados. En estos, el complejo
gentamicina-ribosoma resultante, es inestable y puede ser
disociado f&cilmente en presencia de otras moléculas con carga
positiva (MOUKADDEM, et al., 1986).

(b) Interferencia con el transporte de los antibidticos

E1 transporte de 1los aminoglucésidos en la célula es
dependiente de energia. Las mutaciones que afectan este sistema
de transporte activo, por ejemplo desacoplando la sfintesis de ATP
al transporte de electrones, dan como consecuencia una
disminucién en el transporte del antibiético hacia el interior
de la célula. Por esta razén microorganismos anaerobios son
resistentes a este tipo de antibiéticos. Tal es el caso de cepas
de Pseudomonas aeruginosa {(BRYAN gﬁ_gl.. 1975) que cada dfa se

_10-



encuentran con mayor frecuencia en hospitales en donde se usan
grandes cantidades de aminoglucésidos . En estos ecosistemas las
mutantes resistentes pueden ser un problema en 1a terapia con
este tipo de antimicrobianos va que tales cepas son refractarias
a los aminoglucésidos.

{(c) Detoxificacién enzimatica de los antibidticos

Modificaciones por enzimas de genes codificados en plasmidos
se encuentran en la mayoria de cepas c¢linicas. Estas enzimas
pueden ser divididas en 3 clases dependiendo de 1la reaccién
catalizada: fosforilacién o adenilacién de un grupo hidroxilo vy
acetilacién de un grupo amino son llamadas de acuerdo al sitio
que modifican en la molécula del antibidtico.

Este es uno de los principales mecanismos de resistencia que

desarrollan Jos microorganismos hacia la accién de 1la
gentamicina. Las principales enzimas inactivantes de 1las mo
lécutlas de este antibidético aminoglucésido

adenil-(o-nucleotidil)-transferasa son 1a (AAD), aminoglucésido
transferasa (APH) vy la'aminoglucdside acetiltransferasa (ACC).
Esta 0ltima es quizd 1a mas difundida entre los microorganismos
de mayor importancia clinica (OKACHI, and NARA, 1984). En 1la
Tabla 2 se muestran algunos ejemplos.

Debido a 1a gran importancia clinica de los aminoglucésidos
en general y a las ventajas que presentan frente a otres grupos
de antibioticos como por ejemplo su gran estabilidad quimica, se
han realizado diversas investigaciones encaminadas a la obtencién
de nuevos productos que presenten mejores caracteristicas sobre
los antibidéticos naturales, tales como menor toxicidad y mayor
actividad biolégica. Una de las principales estrategias aplicadas
en esta area de investigacidn es 1a de 1a biosintesis mutacional
o mutasintesis (CLARIDGE, 1983). Esta consiste basicamente en el
aislamiento de mutantes bloqueadas en la via de biosintesis del
precursor aminociclitol, por lo cual son incapaces de
sintetizar el antibidotico aminoglucésido correspondiente, a menos
que dicho precursor sea adicionado al medio de cultivo. Las
mutantes mencionadas son también capaces de utilizar andlogos
estructurales de tales precursores, dando 1lugar asf a 1la
formacidén de antibioticos aminoglucésidos modificados
estructuralmente.
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QRAM POBITIVO

ENZIMA

Staphylococcun Streptococcue al-)

FOBFOTRANSFERABAS

APH (8)
APH {8)
APH (2%)
APH (8°)
APH (8°)

LA
Er o, .t
et e

NUCLEOQTIDILTRANSFERABA

AAD (8)
AAD (4)(4°)
AAD (2°)
AAD (3°M0)

s

~'ta

LR

ACETILTRANBFERABAS
AAC (8

AAC (27) - : .
AAC (8%) . - .

APH = aminoglucosido fosfotransfera
AAD = aminogluccaldo adeniltranater
AAC = aminoglucosodo acetliitraneferssa

Tabla 2. Ejemplos de enzimas Inactivantes de
antibléticos aminoglucésidos (COURVALIN
and COURLIER, 198t1)
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ESTREPTOMICINA (s 12)
ESPECTINOMICINA (S 5)

NEOMICINA (s 6
KANAMICINA (s 6
TOBRAMICINA (s &
GENTAMICINA (L 6)

La proteina modificada en la mutante resistente,
esta indicada en el paréntesis

Tabla 3. Antibi6ticos aminoglucésidos a los cuales
las bacterlas han adquirido resistencia
alterando los ribosomas (DAVIS, 1980)
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En 1o que respecta a gentamicina, (ROSI, et al. en 1977)
obtuvieron 1los analogos mutasintéticos 2-hidroxigentamicina y
5-deoxigentamicina mediante el aislamiento de mutantes de M.
purpurea (DOS™). El1 primero de ellos presento una mayor actividad
biologica contra diversas cepas de E.coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, y Enterobacter resultando también dos veces menos
téxico que 1a gentamicina.

-14- :



3.3 Biosintesis

La ruta biosintética que conduce a la formacidén del complejo
de gentamicina C puede dividirse en dos partes: 1) la que permite
la formacién del grupo aminociclitol 2-desoxiestreptamina
(2-D0S), la cual es comin Ppara otros microorganismos que
sintetizan antibidticos con esta unidad estructural, 2) a la que
l1leva a 1a sintesis de las gentamicinas C1, Cla y C2 a partir del
precursor 2-D0OS (PEARCE and RINEHART 1981).

1) Biosintesis del precursor 2-desoxiestreptamina:

El precursor 2-D0OS se sintetiza a partir de D-Glucosa
mediante reacciones de deshidrogenacion y transaminacién
formdndose intermediarios de inositol en forma similar a como
sucede en la sintesis de estreptidina (WALKER, 1979)

Seqin se muestra en la Fig. 2, el primer intermediario
aislado e identificado en esta ruta biosintética es el

viboquercitol (B), el cual experimenta una reaccién de
deshidrogenaciéon (1) seguida de wuna transaminacidén (2) para
formar los intermediarios 2-desoxi-inososa (c) y
2-desoxi-inosamina (D), raspectivamente. Este altimo

intermediario experimenta la misma secuencia de reacciones (3 y
4), para sintetizar 1la aminodesoxi-inososa (E) y finalmente la
2-desoxiestreptamina (F).

La existencia de los intermediarios viboquercitol (B) vy su
producto de oxidacidon 2-desoxi-inososa (C), fue demostrada por el
grupo de DAUM, (1977). Sus estudios se basaron en experimentos de
mutasintesis, para los cuales utilizaron una mutante ididétrofa de
M. purpurea (DO5™), bloqueada en wuna etapa temprana de la
biosintesis del anillo aminociclitol.

En otros estudios de mutasintesis realizados con mutantes
idiotrofas de M. sagamiensis (DOS), se confirmé que el ciclitol
2-desoxi-inosamina (D0OI) (D), es intermediario en la sintesis de
2-DOS en un paso posterior a 1a formacién de 2-desoxi-inososa
(C)y, (KASE et al.,, 1980). Adicionalmente estos investigadores
determinaron la cinética de formacién del intermediario DOI en
una de las mutantes aisladas , bloqueada en un paso entre la
conversidn de DOI a 2-D0S. La sintesis de DOI tiene lugar en la
célula durante la fase tardia del crecimiento logaritmico de la
mutante.
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@
C-KGM
OH NADH
NAD*
> NHo
Q 9
O
(E) (D)

)
) Viboquercitol.

) 2-desoxi-inososa (2,4/3,5-tetrahidroxiciclohexanona).

) Z-qesoxi—inosamina (2,4/3,5-tetrahidroxiciclohexilamina).
) Aminodesoxi-inososa.

) 2-desoxiestreptamina {2-D05).

y

4 L—Gln—cetg-scxllo-inositolaminotransferasa.
3: 2-desoxi-inosamina deshidrogenasa.

Fig. 2. Ruta blosintética de 2-desoxiestreptamina a partir
de glucosa (LUCHER, et al, 1989; SUZAKE, et al,’
.1986) .
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En relacidon con la procedencia de los grupos amino de 2-D0S,
LUCHER et al.. en 1989 realizaron estudios respecto a la enzima
L-glutamina: ceto-scyllo-inositol aminotransferasa de M.
purpurea demostrando que :

a) La enzima presenta una actividad especifica baja durante las
primeras horas de crecimiento del microorganismo, la cual aumenta
progresivamente a medida que transcurre Jla fase de crecimiento
exponencial. Este comportamiento situa a l1a amino transferasa
como una enzima tipica del metabolismo secundario (MARTIN and
DEMAIN 1980a).

b) E1 producto que resulta de las reacciones de transaminacién
con L-glutamina como el donador de grupos amino es el &acido
alfa-cetoglutaramico.

c) Observaron que el ATP y el Mg(+2) no estimulan la conversioén
del intermediario DOI a 2-DOS, 1o que sugiere que no se forman
intermediarios fosforilados <como sucede en la sintesis de
estreptidina (DEMAIN and INAMINE, 1870).

2) Biosintesis del complejo de gentamicina C a partir del
precursor 2-desoxiestreptamina:

La propuesta de via de biosintesis que conduce a 1la
formacién del complejo de gentamicina C, fue elaborada por TESTA
y TILLEY, en 1976, con base en estudios de bioconversidn con
sistemas de células en reposo, Para ello utilizaron una mutante
ididétrofa de M. purpurea (paromamina ), incapaz de sintetizar el
antibiotico bajo condiciones normales de fermentacién y a la cual
le administraron 1los supuestos precursores determinando su
incorporacion en los diferentes componentes del complejo. Lo
productos resultantes de la incubacién fueron identificados por
técnicas cromatograficas (WAGMAN et al., 1972). Mediante este
tipo de estudios s=2 logréd ecstablecer que la via biocsintética de
gentamicina C es ramificada: el antibidético JI-20A conduce a la
formacion de la gentamicina Cta y el antibiético G-4t8 a 1la de
las gentamicinas C2 y C1%.

Esta ruta biosintética fue estudiada también por el grupo de
ODAKURA, en 1983, utilizando mutantes de M.sagamiensis bloqueadas
en diferentes pasos de la via.

La etapa inicial de l1a biosintesis de gentamicina, mostrada
en la fig. 3, comprende la condensacién del grupo aminociclitol
2-DOS con el aminoazicar D-glucosamina, mediante un enlace
glucosidico, para dar lugar a la formacién del pseudodisacirido
paromamina (G). Este a su vezr se condensa con el az(car D-xilosa
para formar el pseudotrisacérido gentamicina A2
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gentamicina C a

2-desoxiestreptamina.

Ruta biosintética del complejo
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REACCION

6.- Incorporacién de D-glucosamina

6.- Incorporacidn de D-xlosa

7.- Aminoeustitucidn y N-metilacién en el C-3°

8.- C-~metilacién con inversion de la configuracion en
el C-4°

9.- Aminosustitucion en el C-6".

10.- Deshidroxilacién en los carbonos 3' y 4’

11.- N-metilacién con inversidn de la configuracién en
el C-6'

12.- C-metilacidn con inversién de la configuracion en
el C-6'

13.- Aminosustitucién en el C-6'

14 -~ Deshidroxiiacién en los carbonos 3' vy 4

16.- Epimerizacién en el C-6'
16.- N-metilacién en el C-6'

COMPUESTO
(F) 2-desoxlestreptamina
(G) Paromamina

(H) Gentamicina A2

()] Gentamicina A

(J) Gentamicina X2

{K) Antibiético Ji-20A

(L) Gentamicina C1A

(M) Gentamicina C2b (sagamicina)
{N) Antibiético G-418

{Q) Antibidtico JI-208

(4] Gentamicina C2a

(Q) Gentamicina C2

(R} Gentamicina C1

Reacciones e intermediarios de la ruta biosintetica

del complejo gentamicina C a partir de 2-DOS

(TESTA and TILLEY, 1976; PEARCE and RINEHART, 1980
ODAKURA, et al, 1883)




(H) que es Jla primera unidad estructural detl complejo de
gentamicina C. Tanto la D-glucosamina como 1a D-xilosa provienen
de la D-glucosa (RINEHART et al.,1976).

La gentamicina A2 (H) se transforma en gentamicina A (1) a
través de una reaccion de aminacion seguida de una N-metilacion

enh el C-3%, Posteriormente la gentamicina A2 se convierte en
gentamicina X2 (J) mediante una C-metilacién con inversion de la
configuracion en el C-4", En este punto la via se ramifica en

dos, una de ellas da lugar a la sintesis de gentamicina Cta (L) vy
1a otra a 1a de las gentamicinas €2 (Q) y C1 (R):

a) Biosintesis de gentamicina Cla a partir de gentamicina X2:

La gentamicina X2 (J) experimenta una aminosustitucioén en el
C-6, para dar lugar a la formacidén del antibiético JI-20A, el
cual se transforma finalmente en gentamicina Cla (L) mediante
deshidroxilacidn en los carbonos 3 y &4 .

b) Biosintesis de gentamicina C1 vy C2 a partir de gentamicina
X2:

La gentamicina X2 (J) a través de una reaccidén de
C-metilacién con inversién de la configuracién en el C-6". EI
antibiotico JI-20B experimenta una deshidroxilacioén en los
carbonos 3 y 4 formando 13 gentamicina C2a (P), la cual se
epimeriza en el (-6 para sintetizar la gentamicina C2 (Q).
Finalmente ésta se transforma en gentamicina C1 (R) a través de
una N-metilacidén en el C-6.

En estudios realizados por LEE et al,. en 1876, comprobaron
que tanto las N-metilaciones como Tas C-metilaciones de los
respectivos componentes del complejo C, provienen del amipodcido
L-metionina.

Por otro tado ODAKURA et al., en 1983 demostraron que las

reacciones de C-metilaci6n requieren del i6n cobalto (Co+2) para
su actividad.
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v REGULACION DE LOS ANTIBIOTICOS POR FOSFATO

4.1 Efecto del fosfato an 1 metabolismo primario

Los estudios iniciales sobre €l mecanismo de regulacién por
ortofosfato hacian énfasis en su efecto sobre la formacién de los

precursores de los metabolitos secundarios (MARTIN, 1978).
La formacién de precursores afecta la biosintesis de los
metabolitos secundarios de manera significativa (DREW and

DEMAIN, 1877). aunque existe poca informacidén de ejemplos bien
documentados del efecto del fosfato en la formacidén de estos
precursores,

Muchas enzimas centrales del metabolismo primario parecen
ser estimuladas por fosfato a través de proveer metabolitos para
el intenso crecimiento que se 1leva a cabo en la presencia de
concentraciones elevadas de fosfato.

Las enzimas fosfocinasa vy glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
por ejemplo son estimuladas de dos a tres veces por la adicién de
fosfato (5 mM) a cultivos de Streptomyces aqriseus IMRU 3570
(LIRAS et al., 1977).

Recientemente los estudios sobre 1a regulacidén por fosfato
sugieren que este componente de]l medio de cultivo cambia el
catabolismo de 1los carbohidratos de la ruta de 1las hexosas
monofosfato a 1la glicélisis, 1o cual podria considerarse cierto
por la reduccién que se observa de algunos precursores de los
antibidéticos. Sin embargo, después de muchos afos no existe
informacidén adicional que apoye esta teoria.

En Streptomyces fradiae, propionil-CoA se forma a través del
catabolismo de los aminocacidos valina, treonina vy metionina
(DOTZLAF et al., t984), En este microorganismo 1la valina
deshidrogenasa que cataliza 1la desaminacidén de valina a
a-cetoisovalerato, es regulada por fosfato (MADRY et al., 1979 )
Estos autores sugieren que e1 Jén afecta 1a biosintesis del
antibiético tilosina a través de l1a inhibicién de 1a degradacién
de los &cidos grasos y por lo tanto generan una disminucién en el
suplemento de precursores para la formacién del tilondlido; sin
embargo en estudios posteriores, se indica que el fosfato
principalmente afecta 1a actividad de enzimas especificas en la
formaci6én de 1a tilosina.
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4,2 Efecto del fosfato en e} metabolismo secuyndario

La biosintesis de un gran numero de metabolitos secundarios
{Tabla 4) un gran nimero de antibiéticos (Tabla 5) son objeto de
regulacién por fosfato. Las concentraciones de fosfato inorgédnico
mayores de 3 a 5 mM son frecuentemente inhibitorias para la
produccidén de metabolitos secundarios de plantas, hongos vy
bacterias en fermentaciones 1liquidas, y por otro lado el
crecimiento de las células productoras puede ser progresivamente
estimulado incrementando la concentracién de fosfato por arriba
de 300 mM. . Un ejemplo bien conocido de 1la inhibicién por
fosfato ocurre en la produccién de candicidina por S. griseus
IMRU 3570 (MARTIN, 1976).

A. ANTIBIOTICOS

La biosintesis de varios grupos de antibidticos es
especialmente sensible a la regulacion por fosfato. Esto incluye
a los aminoglucdsidos (estreptomicina, neomicina, kanamicina,
butirosina), tetraciclinas (clortetraciclina, oxitetraciclina),
macrélidos (tilosina, eritromicina, oleandomicina), poliénicos
(candicidina, anfotericina B, perimicina, micoheptina) y poliéter
ion6foros (monesina ). Un grupo de antibidticos cuya sintesis es
menos sensibles a la regulacién por fosfato son los
f8-lactamicos (penicilina, <cefalosporina, cefamicina), yvya que en
estos casos son necesarias concentraciones de fosfato de 25 a 100
mM para observar un efecto inhibitorio (AHARONOWITZ and DEMAIN,
1977).

La biosintesis de antibiéticos que provienen directamente de
aminodcidos tienen una tendencia a ser menos sensibles a la
regulacion por fosfato que los poliketidos y aminoglucdsidos. En
Streptomyces c¢lavuligerus NRRL 3585, que sintetiza diferentes
antibiéticos, 1a biosintesis de dcido clavulénico (derivado de
glicerol y L-ornitina) es muy sensible al fosfato, mientras que
la cefamicina (proveniente de L-a-aminoadipato, L-cistefna, y
L-valina) no es afectada por 25 mM de fosfato, por lo tanto es
posible disociar a cefamicina del &cido clavulédnico en este
organismo ajustando el nivel de fosfato en el medio. (ROMERO et
al., 1884)
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ALGINATO Azotobacter vinetand!
AFLATOXINA Aspergillus parasiticus
BIKAVERINA Fusarium ovysporum
ACIDO CITRICO Aspergiilus mger
ALCALOIDES

DEL ERQOT Claviceps sp. SD68
ETILENO Paniciiiium cyclopium
PRODIGIOSINA Serratia marscecens
PIOCIANINA Fsesugomonas aeruglinosa

P L R R N e L o N N T RN R L

Tabla 4. Metabolitos no antibidticos cuya biosintesis
es regulada por fosfatos (MARTIN, 1989)
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ACTINOMICINA
ANTRACICLINA
BACITRACINA
CANDICIDINA
CEFALOSPORINA
CEFAMICINA
CLORANFENICOL
ACIDO CLAVULANICO
CLORTETRACICLINA
GRAMICIDINA S
KANAMICINA
NEOMICINA
NOVOBIOCINA
POLIMIXINA
ESTREPTOMICINA
TURIMICINA
TILOSINA
VANCOMICINA
VERDAMICINA
VIOMICINA

R A R T N

MARTIN, J. F.,, 19898

-t = e e = e e

Streptom;ces anhbiCticus
Streptomycés peucelius
Bacitug hicheniformes
Streptomycas ariseus
Acremoritum CNrysogenum
Streptom, cas clavuligerys
Streptom;ces venezuetlae
Streptomycas clavuligerus
Streptomyces aursotfasiens
Baciitus brevis
Strepomyces kanamycoticus
Streptomycas fradiae
Streptomyces niveus
Bacillus polymyea
Streptomyces griseus
Streptomycas hyarosComcus
Streptomyces frad.ae
Streptomyces crientalis
Micromoncspora grisea
Streptomyces sp

Tabla 5. Antibléticos cuya biosintesis es regulada por

fostato (MARTIN, 1989)



B. ENZIMAS DEL METABOLISMO SECUNDARIO CONTROLADAS POR
FOSFATO.

E1 control por fosfato de las fosfatasas (que desfosforilan
intermediarios durante 1a biosintesis de los aminoglucésidos) ha
sido conocida por muchos afios (DEMAIN et al., 1983). Se ha
demostrado que otras enzimas involucradas en la biosintesis de
estos metabolitos son reprimidas por fosfato (BEHAL et al.,
1979).

t. Fosfatasas

Durante la biosintesis de algunos antibiéticos
aminoglucésidos como la estreptomicina (MILLER and WALKER, 1968),
neomicina (MAJUMDAR and MAJUMDAR, 1970) vy probablemente otros
tipos de antibidéticos que son inactivos mientras se encuentren
fosforilados, las fosfatasas que los activan pueden estar
reguladas negativamente a través de iphibicidn © de represidn
por fosfato inorganico. La formacién de estreptomicina, que es
fuertemente regulaeda por fosfato involucra al menos 3 reacciones
de desfosforilacidédn (DEMAIN and INAMINE, 1970) en la formacién
del anillo de estreptidina.

MILLER y WALKER reportaron en 1968 que un derivado
fosforilado de la estreptomicina se acumulaba en cultivos de
Streptomyces griseus que habian crecido en altas concentraciones
de fosfato. E1 derivado fosforilado, que contenfa un enlace
ester-fosfato en la posicién 6 del anillo de estreptidina, era
biolégicamente inactivo.

Por lo anteriormente expuesto, 1la regulacidén por fosfato de
la sintesis de estreptomicina puede ser entendida como un
mecanismo protector de 1a sintesis de proteinas durante 1la fase
de crecimiento en las cepas productoras de estreptomicina.

La fosfatasa de S. griseus es una enzima que (nicamente se
produce en la idiofase, y sbélo se presenta unicamente en los
organismos productores de estreptomicina, pero no en
microorganismos no productores. Esta enzima es 1inhibida pero no
reprimida por fosfato.

Las reacciones de defosforilacién reprimidas por fosfato
ocurren también en otros aminoglucésidos., Derivados fosforilados
de neomicina en §S. fradiae (MAJUMDAR and MAJUMDAR, 1970) son
convertidos en compuestos biologicamente activos por una
fosfatasa que es iJnhibida vy reprimida por fosfato inorgédnice.
Esta enzima es sintetizada en 1la fase tardia de crecimiento,
coincidiendo con 1a biosintesis de neomicina y parece que existe
una relacién directa entre 1a actividad de la fosfatasa y 1la
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formaccién de neomicina (MAJUMDAR and MAJUMDAR, 197ta) como se
esperaria de una enzima involucrada en el metabolismo secundario
(BANDYOPADHYAY and MAJUMDAR, 1974).

Al menos una fosfatasa que es reprimida por fosfato parece
estar involucrada en la biosintesis de butirosina A en Bacillus
vitellinus, dado que derivados fosforilados de butirosina A
incluyendo butirosina A-6-difosfato, se acumularon en mutantes
deficientes de fosfatasa en esta bacteria (SHIRAFUJI et al.,
1982).

2. Enzimas Biosintéticas Especificas

Estas incluyen 1a anhidrotetraciclina oxigenasa (BEHAL et
al., 1978), PABA sintasa vy algunas enzimas involucradas en Ta
biosintesis de tilosina (Tabla 6). Otras enzimas reprimidas o

inhibidas por fosfato en menor magnitud son:
deacetoxicefalosporin C sintasa, "expandasa" de Cephalosporium
acremonium 66 v Streptomyces clavuligerus (LUBBE et al., 1985

Adem3s de la expandasa fosfato inhibe 1a actividad de ciclasa
(isopenicilin N sintasa) de S. clavuligerus y la expandasa de S.
lactamdurans.

El control del fosfato sobre l1a produccién de tetraciclina,
tilosina y candicidina ha sido estudiado en detalle. A
continuacidn se describe el efecto del ién sobre estos
antibidéticos, principalmente a nivel de las enzimas anteriormente
descritas.

a. Anhidrotetraciclina oxigenasa ¥ ta formacién de
tetraciclina.

La anhidrotetraciclina oxigenasa (ATC oxigenasa) cataliza la
pentltima reaccién en la biosintesis de las tetraciclinas, en S.
aureofasciens ATC oxigenasa se reprime por fosfato, aunque no se
ha encontrado efecto del fosfato en 1a actividad in vitro.
Después de que la actividad enzimdtica se ha manifestado, la
adicién de fosfato al medio de cultivo primero provoca una
disminucidén de 1la actividad especifica de 1l1a ATC oxigenasa,
cuando el fosfato se termina los niveles intracelulares de ATC
oxigenasa empiezan a incrementarse (BEHAL et al., 1879).

b. PABA Sintasa y la biosintesis de candicidina.

Los anillos de p-aminocacetofenona Y la
N-metil-p-aminocetofenona de 1a candicidina y otros antibiéticos
macrélidos poliénicos aromdticos (MARTIN, 1884) se sintetizan a
través de la via de 1los aminodcidos aromdticos. E1 precursor
inmediato de 1los anillos arom&ticos de candicidina (en S.
griseus) y perimicina {en Streptomyces coelicolor var.
aminophilus) es el &cido p-aminobenzoico (PABA) (LIU et al.,
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Cetfamicina Inhibicidn
Estreptomicina Represion

inhibicidn
Neomicina Represion
Tilosina Represion

Represion
Candicina Represldn
Tetraciclina Represion
Ergot Represion
Cetalosporina Inhibicion

Expandasa
Ciclasa

Amidino
Trangferasa
Fostatasa
Neomiclna
fosfatasa
Macrocin
metilasa
dTDP-glucosa
4,6 dehidratasa
p-aminobenzoato
gintetasa
Anhidrotetraciclina
oxigenasa
Chanoclavina
ciclasa
Expandasa

Tabla 6. Regulaclén catabolica por fosfatos en la
biosintesis de antibidticos (MARTIN, 1989)



1972). En Streptomyces sp., el corismato es convertido a PABA
mediante 1a PABA sintasa, una aminotransferasa que utiliza
preferentemente glutamina como donador de grupos amino (GIL et
al., 1985). La actividad de PABA sintasa es fuertemente reprimida
por fosfato tanto en S. griseus (GIL et al., 1985) como en S.
coelicolor var. aminophilus sumado a la pérdida de actividad y
produccion de candicidina en medios ricos en fosfato. (LIRAS et
al., 19717).

¢. Tilosina

La ruta biosintética para la formacidén de tilosina puede
dividirse en dos partes (1) formacién del tilonido, vy (2)
formacién de los aztcares D-micarosa, D-micaminosa y L-micarosa y
e) subsecuente ataque a 1a aglicona. La aglicona es sintetizada
de 2 wunidades de acetato, 5 de propionato y una de butirato.
Utilizando una mutante de S.fradiae que acumula el protonélido,
OMURA et al., en 1984 establecieron que la sintesis de la
macrolactona era muy sensible al fosfato: una reduccién del 50%
en 1a biosintesis del protonolido se obtenia con la adicién de 10
mM de fosfato

La bioconversién de protonolido a tilosina también es muy
sensible al fosfato. Tres enzimas de la segunda parte de la
biosintesis de tilosina (dTDP-D~glucosa-4,6-dehidratasa,
dTDP-micarosa sintetasa y 1la macrocin O-metiltransferasa son
enzimas reprimidas por el fosfato.

d. Gramicidin S sintetasa en Bacillus brevis

CHIU et al., (1982) examinaron 1a respuesta de 1la enzima
gramicidin S sintetasa a las adiciones de fosfato en un cultivo
continuo de Bacillus brevis limitado por fosfato . La adicién del
mismo ocasiona una disminucidn de la actividad de 1a enzima, gque
no se recupera después de que el fosfato extracelular alcanzo una

concentracion por abajo de la inhibitoria (5 mM).




4,2 Efectores intraceiulares

La existencia de efectores intracelulares que controlan la
diferenciacion celular, formacién del micelio aéreo,
esporulacidn vy la biosintesis de 1los metabolitos secundarios
parece ser que se encuentra muy distribuida entre Jos
microorganismos (GRAFE, 1989). En esta parte, se revisan algqunos
efectores intracelulares que han estado implicados en el control
por fosfato de 1la antibioticogénesis principalmente entre los
estreptomicetos.

A. AMP ciclico
Lo primero que se investigd en lo relacionado al control deil

fosfato en 1la expresién de los genes que codifican para las
sintetasas de 1los antibidéticos fue el posible juego de los

nucledtidos. (MARTIN and DEMAIN, 1877a). Se encontrd que la
biosintesis de candicidina en §. griseus era inhibida por

ribonucleétidos exdégenos, pero no por ribonucledésidos o sus
bases, a través de 1la 1liberacion del fosfato por efecto de
nucleotidasas (MARTIN and DEMAIN, $977b).

E1 papel del AMPc en la regulacidon de la formacién de los
antibidéticos en 1los estreptomicetos fue sugerida por GERSH et

al., en 1978, quienes aseguraron que este nucleétido podria
revertir el efecto inhibitorio del fosfato. E1 AMPc ha sido
detectado en el género Streptomyces: S. hydrogenans , S. griseus,

S. hygroscopicus (GERSH et al., 1978) y S. VTactamdurans (CORTES
et al., 1986). En S. hygroscopicus hay una regulacién paralela
entre AMPc fosfodiesterasas y fosfatasas durante la fermentacién
de turimicina (RAGAN and VINING, 1877). TERRY y SPRINGHAM {(1981)
observaron que la adicién de un exceso de fosfato inorgédnico a
cultivos de S. griseus redujo t'a produccién de estreptomicina
pero no hubo efecto algunc en el ANPc, vy concluyeron que el
efecto del fosfato en la biosfintesis de estreptomicina no era
modulado por AMPc. En S. griseus la inhibicién por fosfato en la
biosintesis de candicidina no se revierte al adicionar AMPc, por
lo contrario, 1a inhibicién del fosfato se incremento .

Por tanto mientras el AMPc puede estar relacionado en la
diferenciacién de S. hygroscopicus, muy probablemente no este
involucrado en 1la reversién del efecto inhibitorio de 1la
antibioticogénesis debida al fosfato.
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B. ATP y CARGA ENERGETICA

Existen algunas evidencias que sugieren que el ATP o alguin
nucledétido de adenina (o guanina altamente fosforilado) puede
funcionar como efector en 1la regulacién de fosfato en 1a
antiobioticogénesis. Por ejemplo, la concentraciéon de ATP se
duplico o triplico después de la adicién de fosfato (10 mM) a
células productoras de candicidina (MARTIN and McDANIEL, 1976)
antes de la inhibicidn de la sintesis del antibidtico (el cual es
detectado 15 min después de que el fosfato ha sido adicionado).

ta limitacidon de fosfato desacopla 1la respiracién de las
células productoras de turimicina (EFFENBERGER et al., 1983)
en S. aureofasciens, los niveles de ATP fueron mas bajos en cepas
hiperproductoras que en cultivos con bajas producciones (JANGLOVA
et al.,1968). Estudios con §. griseus indicaron una disminucién
T8pida en el ATP intracelular justo antes del inicio de la
sintesis de candicidina. Igualmente, VU-TRONG et al., en 1980,
observaron que la concentracién de adenilatos en” 5. fradiae fue
médxima durante la trofofase, disminuyendo rapidamente antes del
inicio de 1a biosintesis de tilosina, vy permanecian en niveles
bajos a través de la idiofase. Resultados muy parecidos en las
fluctuaciones del contenido de ATP fueron observados por CURDOVA
et al.,1876 durante 1a fermentacion de tetraciclinas.

ATKINSON y WALTON, (1967) definieron 1la c¢arga energética
(EC) de una célula como:

ATP + 1/2 ADP
ATP + ADP + AMP

Este pardmetro define el estado energético de una célula vy
es muy Otil cuadndo consideramos el control metabdlico por
energia. Aunque los niveles de ATP se duplican o triplican
después de la adicidén de fosfato, 1la carga energética no cambia,
esto sucede tanto en S. griseus (MARTIN, et al., 1978) como en S.
fradise (VU-TRONG, et al., 1981). Por tanto, MARTIN, et al.,
{1978) proponen que el ATP mas que la carga energética, podria
ser el efector primario en 1a regulacién por fosfato. Es decir el
ATP puede juegar un papel muy importante en el control de la
expresién de los genes durante la sintesis de los antibiéticos.
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5 OBJETIVC

DETERMINAR Y CARACTERIZAR LA INFLUENCIA DE LOS FOSFATOS

SOBRE LA PRODUCCION DE GENTAMICINA UTILIZANDO UNA CEPA
DE Micromonospora purpurea, CAPAZ DE CRECER Y PRODUCIR EL
ANTIBIOTICO ©DE REFERENCIA EN CONDICIONES DE FERMENTACION
SUMERGIDA
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6 MATERIAL Y METODCS

6.1 Microoraanismos

t).- Micromonospora purpurea NRRL 2953 fue proporcionada por el
Agricultural Research Service Culture Collection, Northern
Regional Research Laboratories. Cepa de tipo silvestre productora
de gentamicina.

2).- Bacillus subtilis ATCC 6633 se adquirid de la American Type
Culture Collection, Rockville, Md. 20852, U.S.A el cual se empled
para la cuantificacién de gentamicina por el método de difusioén
en agar {ROSNER and AVIV, 1980)

6.2 Mzdios dz cultivo

a).- Micromonospora purpurea:

Con el fin de asegurar la disponibilidad vy estabilidad de la
cepa, sSe prepard una suspensién de esporas en glicerol al 40%
{v/v). Para ello se sembrdé el microorganismo por estria en placas
con el medio completo de conservacién (MC) (PORTER, 1875), cuya
composicién es la siguiente:

MEDIO MC
Glucosa 1.0%
Almidén soluble 2,.0%
Extracto de Levadura 0.5%
N-Z2~Amina 0.5%
Carbonato de calcio 0.1%
Agar 1.5%

E1 microorganismo se 1incubé a 29°C durante 7 dias. Las
esporas obtenidas se resuspendieron en la solucién de glicerol al
40% (v/v), en una proporcidén de 1t ml por placa sembrada. La
suspension de esporas se conservé a8 -20°C hasta su uso.
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b).- Bacjllus subtilis:

Este microorganismo se conservé en tubos inclinados con
medio completo (MB) {CEA, 1977), cuya composicién es la
siguiente:

MEDIO MB
Extracto de levadura 1.0%
Peptona 2.0%
Glucosa 1.0%
Agar 1.5%

EY1 microorganismo se resembrd cada 3 semanas y se¢ mantuvo en
refrigeracién hasta su uso.

6.3 Preparacidén del indculo

Se sembré wuna placa conteniendo medio de conservacién MC
con 0.1 ml de la suspensién de esporas conservadas en glicerol y
se incubé a 29°C durante 7 dias. Las esporas resultantes se
transfirieron estérilmente a 50 ml de medio de crecimiento MI
contenidos en un matraz Erlen-Meyer de 250 ml.
La composicidén de este medio, basado en el descrito para el
género Micromonospora (PORTER, 1875), es la siguiente:

MEDIO MI

Extracto de carne 0.3%
Triptona 0.5%
Glucosa 0.1%
Almidén soluble 2.4%
Extracto de levadura 0.5%
Carbonato de calcio 0.4%
pH 7.8
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Las esporas se dejaron crecer en este medio a 29°C en una
agitadora Corning Stirrer PC-3%3 a 160 rpm durante 60 h. E}
cultivo resultante se utilizé como inéculo para todos 1los
experimentos.
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6.4 Fermantacion

Para estudiar el efecto de los fosfatos en la biosintesis de
gentamicina, se utilizé un medio quimicamente definido (MM),
basado en el descrito por CARBAJAL (195%7), para la produccién de
antibidticos aminoglucédésidos. La composiciédn en g/l es Jla
siguiente:

MEDIO MM

Sacatrocsa 20.000
NH4 (S04) = 1G. 000
NaNQ+ 2,000
NaC1l~ 3.000
MaS0 4 7H-0 ¢. 200
FeS0g4. 7H-0 0.030
ZnS04¢ 7H-O n.03n
MrCle 4HLQ 0,010
Collae &HS0 a0.0tQ
Caly 10,000
FH 7.6

Este medio se mantuvo a 1lo largo de todos 1os experimentos
sin modificaciones; 1lo Unico que vario fue la concentracidén del
fosfato de potasio.

La sacarosa se esterilizé separadamente de los otros
componentes del medio de cultivo.
Los experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer de
250 ml con 50 ml de medio.

Los medios fueron inoculados con 4% (v/v) de un cultivo
obtenido seglin se describidé en 1a seccidn 6.3. La concentracién
de protefina inicial para todos los experimentos fue de 0.02 mg/ml

Lag fermentacfones se 1levaron a cabo a 28°C en una
agitadora Corning Stirrer PC-353 a 165 rpm durante 144 h.,
tomando muestras de 2 ml cada 24 h, las cuales se conservaron a
-20°C hasta la realizacién de las determinaciones analfticas
correspondientes.
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6.5 Sistema de células en reposo

Los experimentos en el sistema de células en reposo se
llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de los
siguientes componentes:

1.- Sol. amortiguadora MOPS 0.05M pH= 7.4

2.-Sol.concentrada de sales (10X) descritas para el medio
MM sin &1 amonio y &l fosfato.

3.- Fosfato de potasio dibasico

4.~ Solucidédn de <cloranfenicol al 0.025% (p/v), para tener
una concentracién final de 50 ug/ml. La adicidén del inhibidor de
sintesis de proteinas fue opcional segdn se indica en el texto

5.- Indculo obtenido de 1a siguiente manera:

Se sembro wuna placa con el medio de conservacién MC
utilizando 0.1 ml de 1la suspensién de esporas conservadas en
glicerol y se incubbé a 29°C durante ? dias. Las esporas
resultantes se transfirieron estérilmente a 50 ml de medio de
crecimiento MI contenido en un matraz Erlenmeyer de 250 ml.

La incubacidén se 1levé a cabo a 29°C en yna agitadora Corning
Stirrer PC-353 a 160 rpm durante 60 h. Después de este tiempo, se
transfirieron 2.0 ml del indculo a un segundo matraz Erlenmeyer
de 250 ml con 50 ml del medio minimo MM y se incubd nuevamente a
299C y 165 rpm durante 24 h. Las células obtenidas se separaron
por centrifugacién a 10 000 rpm por 10 min & 4°C en una
centrifuga Sorvall RC-5C, vy se lavaron estérilmente por 3 veces
consecutivas con solucién amortiguadora MOPS D.0SM pH=7.5.

El paquete resultante se resuspendid finalmente en 5 ml de la
misma solucién amortiguadora. Esta suspensién sirvié como indculo
para los sistemas de células en reposo.

Los experimentos se l1levaron a cabo en agitacién a 160 rpm.
y 29°C, tomando muestras de 1 m! cada 3 h., por espacio de 12
h. A estas muestras se les determino concentracién de proteina
total y produccién de gentamicina.
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6.6 Mz2todos analiticos

6.6.,1 Crezcimiznto celular

La cuantificacidén del crecimiento se realizé midiendo la
proteina celular formada a diferentes tiempos de cada una de 1las
condiciones experimentales empleadas. Para cada condicidn se
tomaron 2 ml de muestra y se centrifugé a 5000 rpm durante 10
min., El1 paquete celular se resuspendié en 1 ml de Aacido
tricloroacético al 10% (p/v) vy se conservd a -20°C por un lapso
de 12 h. Después de éste tiempo las muestras se descongelaron y
se centrifugaron nuevamente. E1 paquete celular se resuspendid en
2 ml de una solucién de NaCOH 0.4 N. Se tomaron alicuotas de 200
w1l y se aforaron a 1t wml con agua destilada para después llevar a
cabo la técnica de cuantificacidén de proteina segin LOWRY, et
al., (1951) wutilizando como referencia una solucidn de albimina
sérica bovina con una concentracién de S00 ug/ml.

6.6.2 Cuantificacion de asntamicina

La cuantificacién del antibidético se realizé mediante el
método de difusién en agar, wutilizando para ellio una cepa de
Bacillus subtilis ATCC 6633 como microorganismo de prueba (ROSNER
et al., 1980). E1 indculo se preparé creciendo el microorganismo
en 25 ml de medio completo MB por un lapso de 12 h a 37°C y 160
rpm. La densidad &6ptica final a S40 nm fué de 2. ET1 biocensayo se
realizd en cajas Petri con 10 ml de medio Luria modificado (MBG)
conteniendo una proporcién de inéculo de 1% (v/v).

MEDIO MBG
Extracto de levadura 0.5%
Triptona 1.0%
NacCl 0.5%
Agar 1.0%

Las muestras por analizar se colocaron asépticamente sobre
el agar utilizando para ello discos estériles de papel analitico
Schleidcher & Schuell # 740-E de 1/4 de pulgada de didmetro (6.35
mm), con un volumen de S0 ul de muestra por filtro .
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Se colocaron de la misma manera filtros con soluciones
estdandar de gentamicina con las siguientes concentraciones para
la obtencién de la curva patrén: 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100 pg/ml
en sol. amortiguadora de fosfatos pH=8,

Las cajas con las muestras vy las soluciones estandar de
gentamicina se dejaron difundir por 1t h a 4°C y se incubaron a
29° C por 48 h. Después de este tiempo de midieron 1os halos de
inhibicién del crecimiento y se determiné 1la produccién del
antibiético en pg/ml.

ta cuantificacién de gentamicina en los experimentos
llevados a cabo en presencia de cloranfenicol se realizaron
siguiendo el mismo procedimiento sefialado pero utilizando una
cepa de Bacillus subtilis PC 194 resistente a cloranfenicol.

La produccion especifica de gentamicina se calculéd
dividiendo la produccién volumétrica (ug/ml) entre la
concentracion de proteina presente en cada una de las muestras de
la fermentacién.

6.6.3 Desterminacion d& sacarosa

La determinacidén de sacarosa se 1levéo a cabo utilizando 3
nl de muestra y aforando con agua a 2.0 ml. Para después realizar
la cuantificacidén de 1a sacarosa por el método de Antrona
(LOEWUS, 1952).

6.6.4 Determinacidén de fosfato

Para la determinaciédn de fosfato se utilizé 1la metodologia
descrita por SUMMER, 1944, ODel sobrepnadante de las muestras se
tomaron 50 ul1 vy se aforaron a 3.6 ml con agua destilada para
llevar a cabo 1a técnica de andlisis de fosfato.
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6.7 Presentacién de resultados vy reproducibiiidad

Todos los resultados presentados en las figuras se llevaron
a cabo corriendo cada condiciéon por triplicado. Todos 1los
experimentos se repitieron al menos 2 veces con €l fin de
comprobar reproducibilidad. En las figuras presentadas se
muestran las medias de los resultados obtenidos.

Las curvas patrén correspondientes a las determinaciones de

gentamicina, crecimiento celular y sacarosa, se ajustaron por el
método de minimos cuadrados. (DANIEL, 1988).
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7 RESULTADOS VvV DISCUSION
7.1 Efzcto d= la concEntracion de toustato

Como vya se menciond, son muchos 1os antibidticos cuya
sintesis esta sujeta a regulacidédn por fosfato. En virtud de la
poca informacion existente acerca del efecto del fosfato sobre la
biosintesis de gentamicina (MASUMA et al., 1986) asi como de la
importancia practica que implicaria el detectar un fenémeno
regulatorio en la sintesis de este antibidético, se procedid a
estudiar el perfil de formacién de gentamicina en presencia de
diferentes concentraciones de fosfato de potasio.

Al crecer a este microorganismo en diferentes
concentraciones de fosfato de potasio se observé que la
produccidén del antibiotico estuvo en funcidén inversa con respecto
a la concentracién del fosfato, notdndose un efecto nzgativo
desde 1.0 g/1 (5.2 mM) siendo éste muy marcado después de
utilizar 2.0 g9/1 (11.5 mM) del mismo en donde 1la produccién
especifica del metabolito disminuyéd en mas del 50%. Después de
este valor, aungus 13 concentracidn de fosfato se incremente por
arriba de 2.0 g/1 tanto 1la produccién volumétrica como la
especifica ya no disminuyen (Fig. 4). Este comportamiento
también 1o encontraron GERSH et al., (1879), donde el fosfato
de potasio también afecta negativamente 1la formacion de
turimicina & concentraciones por arriba de 5 mM, pero al
incrementar é£sta la biosintesis del antibiético ya no
disminuye.

En el caso de gentamicina esta disminucidén en 18 biosintesis
del antibiético no se debid a un crecimiento menor (Fig. 4) ni a
las modificaciones en el pH (Fig. 5) del medio de cultivo

En las figuras 6, 7, 8 vy 9 se presentan las cinéticas de
crecimiento vy produccién de gentamicina asi como el perfil de pH
en bajas y altas concentraciones de fosfato de potasio. En estas
figuras podemos observar que la produccidédn volumétrica (Fig. 7)
del antibisético disminuye cuando se adicionan 2 g/1 de fosfato de
potasio. Esta disminucién del metabolito con respecto al control
(1t 9/1) es muy marcada en las primeras 72 h de cultivo ya que
después de este tiempo hay una tendencia a alcanzar los niveles
del control. Por otro 1lado, en el <caso de la produccién
especifica (Fig. 8) a las 24 h de fermentacién no se observa di
ferencia significativa con respecto al control, quizd esto sea
debido a que en este tiempo se alcanzé un mejor crecimiento
(Fig. 6) pero a medida que trancurre el tiempo la diferencia en
1a produccién del metabolito se hace mas notoria 1llegando a ser
de hasta un 50%

El fosfato se consumié totalmente a las 96 h de fermentacidn
cuando se adiciond al medio en concentraciéon de 0.25 g/1. Por el
contrario los medios que contenian 1.0 vy 2.0 g/1 el consumo de
este nutriente no 1legé al 100% (Fig. 10 ). Es importante sefialar
que aunque el fosfato no se agoté en el medio
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de cultivo en concentraciones mayores de 1 g/1 el consumo de
fosfato se incrementaba a medida que se aumentaba 1la
concentracion de este, encontrandose una correlacion inversa
entre el consumo de fosfato y la produccién del antibidtico es
decir a mayor consumo de fosfato menor produccidn del metabolito
{Fig. 11).

Lo mismo ocurre al observar el rendimiento del antibidtico
con respecto a la concentracidén de fosfato. (Fig. 12).

Cabe hacer resaltar, que tanto la sacarosa como el amonio
no se agotaron en el medio de cultivo en ninguna de las
concentraciones de fosfato wutilizadas lo cual significa que el
microorganismo no se encontraba limitado por la fuente de carbono
ni por la fuente de nitrdgeno, (Figs. 13 y 14)
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7.2 Caractzrizacion de=i etecto reaulatoric

El fosfato pudo haber ejercido el efecto negativo por
diversas razones: For un lado (1) Que estuviera interfiriendo
con el consumo de 1a fuente de carbono como 1o postula MERTZ et
al., (1973). En la figura 14, se presenta la cinética de consumo
de sacarosa en altas y bajas concentraciones de fosfato donde se
muestra que con altas concentraciones del nutriente el perfil de
consumo del carbohidrato no se ve alterado siendo éste muy
parecido al control. Por 1o cuval podemos pensar que el efecto
negativo del fosfato no es a través de la alteraciéon de la
asimilacidén de la fuente de carbono ( en este caso sacarosa).

(2) Que actuara reprimiendo o inhibiendo la actividad de
1as enzimas que participan en 1a biosintesis de la gentamicina.

Para profundizar en este sentido contabamos con 2
estrategias: (a) un sistema de <células en reposo o (b) wuna
fermentacion

a) Efecto del fosfato en un sistema de células en reposo.

A través de un sistema de células en reposo, en donde el
microorganismo ya no crece pero se mantiene viable y es capaz de
sintetizar el antibidético se buscd determinar si el fosfato
estaba actuando c¢omo un inhibidor o un represor. Para esto se
crecié a M.purpurea en medio MM durante 36 h y se transfirié el
micelio al sistema de células en reposo. Bajo estas condiciones,
la produccidén del antibidético ocurre durante mas de 9 h por lo
que es posible delerminar si existia inhibicién de las enzimas ya
preformadas.

En Yas figuras 15, 16 y 16a se observan los resultados
obtenidos al adicionar fosfato de potasio (2.6 g/1),
cloranfenicol (50 wug/ml) inhibidor de sintesis de proteinas
(control represor) vy la mezcla de ambos. Al adicionar el fosfato
se observa una 1ligera disminucidén (15%) en ta sintesis del
antibiético con respecto al control (Fig.15). Esta menor
formacidn en la sintesis del metabolito podia obedecer a que se
estuvieran inhibiendo o reprimiendo las sintetasas que dan lugar
al antibidtico. Para conocer si esta disminucién en 1la
biosintesis de 1a gentamicina era consecuencia de una represién
(siempre y cuando hubiera sintesis de novo de proteinas) se
adicioné al sistema un inhibidor de sintesis de proteinas
(cloranfenicol). Los resultados se muestran en la Fig.16 en donde
observamos que en presencia de cloranfenicol la sfntesis del
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antibiético fue casi igual a la del control, 1lo que nos indican
que el microorganismo en el sistema de células en reposo no es
capaz de llevar a cabo sintesis de proteinas de novo, es decir el
metabolito se formd gracias a las enzimas preformadas durante el
precrecimiento del microorganismo (fase exponencial).

Algo interesante s& observo al adicionar la mezcla de
cloranfenicol + fosfato (Fig.16a), ya que la diminucién en la
formacién del antibidético presentada al agregar unicamente el
fosfato no se repité. Lo anterior quiza fue debido a que el
cloranfenicol esté impidiendo la formacion de una molécula
necesaria para que el fosfato pueda ejercer su accién. Resultados
similares fueron encontrados en el caso del antibidtico
cefamicina, producido por Streptomyces clavuligerus (HU, et al,.
1984) quienes observaron que €1 efecto negativo del glicerol en
un sistema de células en reposo era prevenido por la adicién de
inhibidores de la sintesis de proteinas como el cloranfenicol 6
la estreptomicina.

Por otro lado, tampoco se puede asegurar que el fendémeno
regulatorio que estabamos observando se trataba de una
inhibicidén, vya que al adicionar el fosfato la pendiente de
produccién no disminuyd drasticamente como suele ocurrir en otros
antibidticos como 1la candicidina en donde 1a formacién del
antibiético en un sistema de células en reposo es inhibida por el
fosfato en mas de un 50% (MARTIN, et al,. 1977) o también en
este mismo sistema la eritromicina es fuertemente inhibida (90%)
por la cerulenina (FLORES and SANCHEZ, 1885).

Dado que en este caso no se cuenta con un inhibidor
especifico de la biosintesis de gentamicina, se proseguid con la
segunda estrategia para la caracterizacién del efecto regulatorio

b) Efecto de la adicién de fosfato en una fermentacién

De igual se decidié caracterizar el efecto negativo del
fosfato en una fermentacién. La adicién de fosfato o
cloranfenicol (a las 48 h ) 8 un cultivo de M. purpurea creciendo
en medio minimo y habiendo iniciado 1a sintesis del antibidtico,
permitieron que ésta continuara durante 24 h mds y después se
mantuvo constante, a diferencia del control que siguié
produciendo hasta las 144 h de fermentacién (figs. 17 y 18) con
lo cual se piensa que la sintesis del antibiético ocurrida en
esas 24 h fué debida a las enzimas preexistentes. Cabe hacer
mencidén que a las 48 h de cultivo se tiene sintesis de protefinas
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{recambio de enzimas) vya que al adicionar el ¢loranfenicol
observamos que la formaciébn de proteinas es inhibida, a
diferencia del control donde la formacién de éstas se mantiene
constante (Fig. 19).

Todos estos resultados indican que el fosfato no esta
inhibiendo sino reprimiendo a las enzimas que participan en la
biosintesis de gentamicina. Ya aque si se tratara de una

inhibicién, al adicionar e¢l efector la formacién del metabolito
se hubiese detenido es decir 1a pendiente de produccidn seria
cero (en una inhibicién el efecto =s inmediato), mientras que en
una represion como s¢ inhibe la sintesis de novo de las enzimas
la biosintesis del metabolito puede continuar gracias a las
enzimas preformadas hasta que se mantiene constante ya que no se
siguen formando mas enzimas. En este caso se observa que esa
pendiente de produccién durdé 24 h (Fig. 17).

EFECTO DE UN  ANALOGO DE FOSFATO EN LA SINTESIS DE
GENTAMICINA.

Posteriormente se llevaron a cabo experimentos c¢on la
finalidad de determinar si la el fosfato per se mas que algan
producto de su metabolismo, era el responsable de la represion de
la sintesis de gentamicina. Para ello, se adicioné un andlogo de
fosfato como 1o e¢s €l arsenato (que se transporta a la células
pero no es metabolizable) (WIILSKY and MALAMY, 1980; NAHARRO et
al,. 1980) a los cultivos del microorganismo, -

El efecto del arsenato de sodio sobre la produccién del
antibiético se puede observar en 1la Fig. 20, al adicionarlo a
una concentracién de 2 g/1 a las 48 h de 1a fermentacidén este
ejerce un efecto muy parecido al fosfato cuando es agregado bajo
las mismas condiciones. Por lo que podemos pensar que la molécula
del fosfato per se muy posiblemente sea el efector de la
represién presentada.
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7.3 Sitio de oaccion del fostatc

En otros antibidéticos varias han sido las estrategias
sequidas para tratar de esclarecer el sitio de accion del fosfato
como fueron: medir actividades de enzimas biosintéticas que son
limitantes para la formacidén de antibidoticos (MARTIN, 1988),
cuantificar actividades de fosfatasas en aquellos casos en que
los precursores de ciertos antibiéticos aminoglucdsidos que
necesitan ser desfosforilados por estas enzimas para ser activos
(MILLER and WALKER 1969; MAJUMDAR and MAJUMDAR, 1971a). En el
caso de la gentamicina no existen precursores fosforilados epn la
via de biosintesis, asi que la posibilidad d= que el fosfato
estuviera reprimiendo fosfatasas era nula, por otro lado existe
desconocimiento de las enzimas involucradas en la formacién de
este antibidtico v poca disponibilidad de intermediarios vy
precursores en €1 mercado, por lo que entonces lo Gnico que
podiamos 1levar a cabo era tratar de revertir €1 efecto negativo
del fosfato adicionando 1los precursores € intermediarios qus
teniamos o que pudieramos conseguir como fue el 2-DOS.

E1 experimento se 1levd a cabo adicionando algunos de los
precursores e intermediarios que juegan un pap=1 r=levante en la
biosintesis de gentamicina (Fig. 21) como son: xjlosa (1 y 5%),
2-desoxiestreptamina (100 vy 200 pg/ml), 3lucosamina (15 y 30 mM)
y glucosamina 6F (15 vy 30 mM) con el objetivo de revertir el
efecto negativo del fosfato y asi poder discernir en que paso(s)
de la ruta biosintética se encuentra el sitio de accidén de este
nutriente,

Estos compuestos se adicionaron a las 86 h de wuna
fermentacion a la que previamente se e habia adicionado fosfato
a las 48 h con la finalidad de que éste ejerciera su efecto
negativo., Los resultados se presentan en las Figs. 22-25 donde se
muestra que unicamente el 2-D0OS (200 pg/ml) fue capaz de revertir
el efecto negativo del fosfato (Fig. 25). Este resultado, nos
hace pensar que 1a represidén por fosfato podria afectar 1la(s)
enzima(s) que dan lugar a la formacién de este compuesto. Lo
anterior se confirma por el hecho de que ninguno de los otros
precursores logrd revertir el efecte negative, vya que si la
xilosa, o la glucosamina 6P 1lo hubiesen revertido el posible
sitio de accidén se encontraria después de la formacién del 2-DOS.
Por otro 1lado, también el hecho de que 1a glucosamina tampoco
tuviera efecto nos indicd que el fosfato no afecta 1a formacién
de l1a glucosamina 6P.
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Recientemente LUCHER 2t a&l.,(1989) publicaron un articulo en

el que realizan estudios de caracterizacién de la enzima
L-glutamina: ceto-scyllo-inositol aminotransferasa de M.
purpurea. Esta enzima tipica del m=tabolismo secundario,

transfiere grupos amino de la glutamina al ceto-scyllo-inositol
para formar scyllo-inosamina, intermediario en la formacidn dei
2-D0OS (Fig. 21). Por las caracteristicas descritas de esta enzima
y recordando que va existen ejemplos de accién del fosfato
en 1a regulacion de este tipo de aminotransferasas en
antibidéticos como la estreptomicina (MARTIN, 1889) y candicidina
(GIL et &1.,1985) no dudamos que la represién ejercida por el
fosfato en la sintesis de gentamicina pudiera tener su blanco de
accién en &sta enzima. Experimentos futuros podrann corroborar o
no dicha hipétesis.
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3.1
STA  TESIS Nﬂ‘ 0
S.E.L!B, pf LA BIBLIGTEGE

B CONCLUSIONES

Pe los resultados experimentales obtenidos de este proyecto
se concluye lo siguiente:

1.- E1 fosfato ejerce un efecto negativo sobre la sintesis de
gentamicina e¢n Micromonospora purpur<a NRRL 2953.

2.- Existe una relacidn inversa entre el consumo de fosfato y la
produccién de gentamicina, a mayor consumo de fosfato menor es la
produccion del antibidtico.

3.~ El1 mecanismo por medio del cual el fosfato ejerce su accién
es a través de una represioén.

4.- E1 fosfato per se vy no un producto de su metabolismo es el
responsable de la acciodn.

5.- El sitio de accién del fosfato se encuentra en pasos
anteriores a la formacién del intermediario 2-desoxiestreptamina
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Q RECOMENDACZIONES

1.~ Tratar de revertir el efecto negativo del fosfato con
glutamina para detsrminar =1 sitio exacto de l1a accioéon del
fosfato, es decir, si la glutamina no revierte este efecto, sz

podria confirmar nuestra hipotesis de que &1 sitio de acciédn de
este nutriente pudiera ser reprimiendo a la enzima ya m2ncionada.

S1 EL PRIMER PUNTO SE LLEGASE A CONFIRMAR SE PODRIAN REALIZAR LOS
SIGUIENTES EXPERIMENTOS:

2.- Medir 1a actividad de ta enzima L-glutamina:
ceto-scyllo-inositol aminotransferasa de cultivos crecidos en
altas y bajas concentraciones de fosfato vy poder asi

caracterizar de una forma mas precisa el efecto regulatorio.

3.- Medir la actividad de la enzima L-glutamina:
ceto-scyllo-inositol aminotransferasa v determinar el efecto
del fosfato in vitro.

SI GLUTAMINA REVIERTE, EL EFECTO NEGATIVO LA ACCION DEL FOSFATO
SE ENCUENTRA EN PASOS ANTERIORES A LA FORMACION DE LA GLUTAMINA.
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