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RESUMEN

La doxorrubicina es un antibiotico de! grupo de las antraciclinas
comercialmente importante debido a su potente actividad antitumoral. Sin
embargo, los costos de produccion de este compuesto son elevados debido
en parte a los bajos titulos alcanzados en los cultivos de Streptomyces
peucetius var. caesius. Se ha reportado que la sintesis de antraciclinas se
ve afectada negativamente por glucosa y por fosfato. Adicionalmente se
ha demostrado la existencia de fenomenos de regulacion coordinada de
genes biosintéticos y genes de resistencia al antibidético producido.
Utilizando esta informacion, se disefid una estrategia para la seleccion de
mutantes sobreproductoras del compuesto de interés. Asi, se obtuvieron 3
tipos de mutantes de este microorganismo con mejores caracteristicas:
mutantes insensibles al efecto ejercido por glucosa, seleccionadas en
presencia del analogo 2-desoxiglucosa, mutantes insensibles al efecto de
fosfato identificadas por su capacidad de producir antraciclinas en
concentraciones altas de este nutriente y mutantes con mayor resistencia
al propio antibidtico. La fusion de protoplastos dé 3 de estas mutantes
permitio la generacion de cepas sobreproductoras que reunen
caracteristicas de los tres tipos de mutantes. Los titulos maximos
alcanzados con estas cepas fueron de 570 y 2300 uyg/mi, dependiendo del
medio de cultivo empleado, lo que representa incrementos de 3.5 a 15
veces, con respecto a la cepa original.



INTRODUCCION

La doxorrubicina es un antibiético policétido del grupo de las
antraciclinas, compuestos caracterizados por poseer un grupo croméforo
denominado antraciclinona, que en la mayoria de los casos esta sustituido
con uno o mas azucares. La primera antraciclina descrita fue |a
rodomicina, en 1950 (White y Stroshane, 1984). Sin embargo, la alta
toxicidad de este antibiético limitdé su uso clinico. El interés en este grupo
de metabolitos aumentd durante la década de las 60s, pues se decubrié la
primera antraciclina que alcanzé uso clinico, la daunorrubicina. Este
compuesto fue aislado simultaneamente en 1963 por tres grupos de
investigacion independientes a partir de cultivos de estreptomicetos de
las especies Streptomyces coeruleorubidus y S. peucetius (Pandey et al.,
1979). La daunorrubicina tuvo aplicacibn como anticancerigeno,
principalmente en casos de leucemia aguda y a pesar de presentar cierta
cardiotoxicidad. Por esta dltima caracteristica, se inicié la basqueda de un
compuesto con actividad antineoplasica similar pero con una menor
toxicidad, lograndose obtener por tratamiento mutagénico de S. peucetius
una nueva cepa denominada S. peucetius variedad caesius con capacidad de
sintetizar un compuesto con un mejor indice terapéutico que la
daunorrrubicina. El nuévo anticancerigeno se denomind originalmente
adriamicina (Arcamone et al.,, 1969a) y fue identificado como una 14-
hidroxidaunorrubicina (Arcamone et al., 1969b).

La adriamicina, también conocida como doxorrubicina, gracias a un
mas amplio espectro de actividad antineoplasica que el de la
daunorrubicina, ademas de poseer una menor cardiotoxicidad, es el agente
anticancerigeno mas empleado en el tratamiento de ciertos tipos de cancer
(Huk y Blumauerova, 1989). Sin embargo, los costos de produccién de este
antibidtico son muy elevados debido a los bajos titulos alcanzados y a la
formacion de una mezcla compleja de antraciclinas en esta bacteria (Otten
et al,, 1990). Una de las alternativas para lograr una disminucién en los
costos de produccidon de este importante compuesto consiste en el
mejoramiento genético del microorganismo productor.



GENERALIDADES DE DOXORRUBICINA

A diferencia de la daunorrubicina, que es producida por doce especies
del género Streptomyces (Huk y Blumauerova, 1989), la doxorrubicina es
sintetizada Gnicamente por S. peucetius var. caesius. También se ha
reportado su obtencién a partir de modificaciones quimicas de la
daunorrubicina (White y Stroshane, 1984; Vigevani y Williamson,1980) o
por sintesis quimica (Smith et al., 1977; Suzuki et al.,, 1978). La
estructura de las 3 antraciclinas que tienen aplicacién clinica se ilustra
en la figura 1.

N R
antraciclinona (grupo croméforo)

aminoazacar (daunosamina) WL M
R1 R2 Lok

Daunorrubicina CH3CO CH3

Doxorrubicina ~ CH2OHCO CH3

Carminomicina CH3CO H.

Figura 1.- Estructura de la doxorrubicina y otras antraciclinas importantes.

Biosintesis de_ doxorrubicina:

La ruta biosintética de ta doxorrubicina y la daunorrubicina se
ilustra en la figura 2 (Vanek et al, 1977; Hutchinson, 1981; White y
Stroshane, 1984; Grein, 1987; Bartel et al.,, 1990; Connors et al.,, 1990a;
Connors et al., 1990b; Strohl y Connors, 1992; Wagner et al., 1990). Aun no
se ha demostrado la existencia de algunos de los posibles intermediarios,
y para algunos de los compuestos identificados, como la rodomicinona, aun
existen dudas sobre su papel como intemediarios o bien como productos de
vias alternas (Wagner et al., 1990).
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Se ha determinado que la molecula de: antracncllnona (dauno o
doxorrubicinona) es sintetizada a partlr de Ia condensamon de ‘una
molécula inicial de propionil-CoA conr;nue,v,e de malonil-CoA ‘(White y
Stroshane, 1984; Strohl y Connors, 199':2)"'pof"‘a'cci6n de fa policétido
sintetasa (PKS), por un mecanismo similar al de la biosintesis de acidos
grasos (Strohl y Connors, 1992; Ye et al,, 1994). El policétido formado,
posteriormente es modificado por medio de reducciones de grupos ceto,
ciclizaciones y otras modificaciones ilustradas en la figura 2.

La PKS de dauno y doxorrubicina es un complejo enzimatico de tipo i1,
compuesto por varias enzimas uni o bifuncionales tipicas de la biosintesis
de antibi6ticos aromaticos como la actinorrodina, las tetraciclinas y otras
antraciclinas como la aclacinomicina (Strohl y Connors, 1992),
diferencia de las PKSs de tipo | que estan constituidas por un poIipéptido
grande multifuncional con varios dominios, como en el caso de la
biosintesis de la eritromicina (Donadio et al.;’ 1991) En Ia ruta propuesta
mas aceptada actualmente, las modnﬁcac;ones del’ ollcetldo:_llevan a la
formacion de la aclavinona, que posteriorm es conver,tlda. a
rodomicinona. La adicion de la daunosammajse llev ostéridrmente
y antes de la O-metilacion del grupo htdroxu ual lleva a la
formacién de la carminomicina (Connors et al. Existe evndenma de
que este grupo metoxi del carborio 4 se deriva :de’la metionina, y de que la
molécula de daunosamina se deriva dnrectamente de la glucosa. La
carminomicina es posteriormente convertida a daunorrubicina y esta en
doxorrubicina en la mutante S. peucetius var. caesius.

Se ha propuesto la existencia de una ruta paraleia a partir de la
molécula de aclavinona en la que se lleva a cabo la adicion de mas de una
molécula de daunosamina, produciendo un glucdsido mas grande (Wagner,
1990). Esta desviacion de la ruta principal explicaria la existencia de
moléculas de mas alto peso molecular en los caldos de fermentacion,
ademas de la daunorrubicina libre, las cuales al ser sometidas a hidrolisis
acida producen este antibiotico.



Genética_de la biosintesis de doxorrubicina.

Los genes de S. peucetius var. caesius que codifican para la ruta
biosintética de daunorrubicina y doxorrubicina ya han sido clonados
utilizando las sondas act!/ y actlll de S. coelicolor. Estos genes estan
distribuidos en 5 regiones distintas del genoma, aunque al parecer, la
mayoria de los genes biosintéticos se encuentran en la region IV
(Stutzman-Engwall y Hutchinson, 1989; Otten et al., 1990).

Asociado a los genes biosintéticos én la region IV, se encuentra el
locus de resistencia drrAB que codifica para dos proteinas acopladas
traduccionalmente. Ambas proteinas son requeridas para conferir
resistencia al microorganismo productor. Esta resistencia al parecer esta
dada por la exportacion del antibiético, ya que la proteina DrrA es similar
a una familia de proteinas de transporte y union a ATP, y la proteina DnrB
es muy hidrofébica y probablemente se localiza en la membrana (Guilfoile
y Hutchinson, 1991). Adyacentes a este gen se localizan el que codifica
para la aclavinona C-11 hidroxilasa y el gen regulatorio dnrR2 (Guilfoile y
Hutchinson, 1991; Colombo et al.,, 1992). Ademas de drrAB, se ha
identificado un segundo gen en otra regi6on del genoma capaz de conferir el
fenotipo de resistencia (Colombo et al.,, 1992).

Dentro de las regiones que ya han sido caracterizadas se encuentran
los fragmentos dnrR1 y dnrR2, los cuales estimulan simultaneamente Ila
produccién de estos metabolitos asi como la resistencia a los mismos. El
fragmento dnrRicontiene dos marcos de lectura, dnrly dnrJ que presentan
una alta similitud con otros genes de Streptomyces involucrados en la
regulacion del metabolismo secundario. L.a proteina DnrJ ademéas presenta
caracteristicas de algunas protein-quinasas involucradas en los sistemas
regulatorios de dos componentes (Stutzman-Engwall et al., 1992).

Un gen biosintético que ya ha sido estudiado y que se encuentra en la
misma regién es dnrK, que codifica para la carminomicina 4-0-
metiltransferasa, cuya actividad cataliza la conversiéon de carminomicina
en daunorrubicina (Madduri et al., 1993).



Se ha reportado la clonacién de los genes de la policétido sintetasa
de otro microorganismo productor de daunorrubicina, Streptomyces sp.
cepa C5. Siete marcos de lectura estan involucrados, 2 en un agrupamiento
y 5 en otro divergente. Los dos primeros al parecer codifican para una
policétido reductasa y para una proteina bifuncional ciclasa/dehidratasa,
los 5 restantes codifican para un homologo de la oxigenasa de la
biosintesis de tetracenomicina, para un homoélogo del Orf 1 de la PKS, para
un posible factor de elongacion de cadena y para una proteina acarreadora
de R-cetoacil-acilo (Ye et al, 1994). Estos genes muestrzri: una fuerte
conservacion en su organizacion con respecto a otras PKSs de tipo Ii.

Mecanismo de accidén de la doxorrubicina.

Como antibidticos la daunorrubicina y la doxorrubicina afectan‘”
principalmente a bacterias Gram positivas y sélo en algunos casos a Gramji
negativas (Vanek et al., 1977).

Se ha demostrado que estos antibiticos llevan a cabo en las células
cancerosas interacciones electrostaticas con el DNA de doble cadena. Esta
accidn como agentes intercalantes es responsable de una inhibicibn de la
sintesis de DNA y RNA (Di Marco et al.,, 1975). A nivel celular esto se
traduce en una inhibicion de la mitosis. También se ha reportado la
induccion de rompimientos en el DNA (Simpkins et al.,, 1984; White vy
Stroshane, 1984) y es posible la existencia de un mecanismo adicional ya
que este compuesto es citotdxico para las células de leucemia sin
necesidad de entrar a éstas (Tritton y Yee, 1982).

Usos_de la_doxorrubicina.

Las antraciclinas son utilizadas por su accién anticancerigena y no
por sus capacidades antibidticas. El antecesor de la doxorrubicina, la
daunorrubicina fue el primer compuesto que permitié una remision, en
ocasiones completa, en algunos casos de leucemia. La doxorrubicina tiene
un mas amplio espectro de actividad que la daunorrubicina, principalmente
frente a algunos tumores sélidos que en el pasado eran relativamente
insensibles al tratamiento por quimioterapia (Arcamone, 1981). En casos

9



de leucemia linfoblastica aguda se han reportado remisiones hasta en un
60% de los casos, en la leucemia mielobléstiqa aguda de un 35 a 55% y
porcentajes aun mas altos han sido obtenidos en tratamientos en
combinaciéon con otras drogas. En la tabl se ilustran algunos de los
tumores frente a los cuales la doxorrublcnn presenta actividad.

Padecimientos hematolégicos Tlirhoréé ) solidos

Adenocarcmoma de seno

Leucemia linfocitica aguda - .-Sarcomas mallgnos

Leucemia mlelomtlca aguda

Linfomas mallgnos

Tabta 1.-Espectro de actividad antitumoral d ' Carter, 1974; Carter,

1975; Arcamone, 1981).

Los efectos toéxicos de la doxorrubtcuna estan- ,relacnona os con Ia
dosis aplicada. Los principales son: la mlelosupresmn en un 60 80% de los
casos, estomatitis en un 80%, nausea y/o vomito 20-55%, anpeCia en casn
todos los casos, leucopenia, como el efecto hematoldgico predommante
ademas de trombocitopenia y anemia. La cardiotoxicidad es el unico efecto
dafiino que verdaderamente representa un problema en la administracion a
largo plazo de este compuesto. Esta puede manifestarse como
anormalidades en el electrocardiograma o como cardiomiopatia definitiva
que provoque fallas congestivas del corazén aunque esto se relaciona con
la dosis total administrada, y si ésta se mantiene debajo de 450 mg/m2 el
padecimiento cardiaco no se presenta (Carter 1975; Arcamone, 1981).

Ademas de la utilizacion de la doxorrubicina como agvente
anticancerigeno, se ha sugerido su aplicacion en el tratamiento contra el
SIDA, pues este antibiético inhibe la infectividad y la replicacion del VIH -
(Nakashima y Yamamoto, 1987) y se han buscado anilogos con una efiCienfe
inhibicion de la transcriptasa reversa (Ajito y Umezawa, 1989).- E
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ANTECEDENTES

Seleccion _de cepas_sobreproductoras de antraciclinas.

E! mejoramiento de cepas es una parte esencial en el desarrollo de
procesos fermentativos como un medio de reduccion de costos, a través de
la generacion de cepas con productividad incrementada, con capacidad de
utilizar materias primas mas baratas o bien con caracteristicas
especiales como la capacidad de generar el producto bajo condiciones
particulares (Rowlands, 1284). Aun ante el surgimiento de nuevas técnicas
como las de la ingenieria genética, los métodos tradicionales de
mejoramiento siguen siendo procedimientos confiables y de bajo costo.

Existe muy poca informacién publicada sobre las estrategias
utilizadas y los resuitados obtenidos en el mejoramiento de la produccion
de antraciclinas. La mayor parte de los datos reportados se refieren a
daunorrubicina y en muchas ocasiones no son comparables pues se
utilizaron métodos analiticos diferentes (Huk y Blumauerova 1989). Sobre
doxorrubicina Gnicamente existen datos de produccién de la mutante
original, reportando 12 pg/ml de este antibiotico (Arcamone et al., 1969a).

Una de las estrategias de mejoramiento, reportada por Grein (1987),
consistié en la seleccion de mutantes con morfologia colonial y
pigmentacion alteradas. Estas mutantes acumularon compuestos como la
11-desoxidaunorrubicina, fa 11-desoxidoxorrubicina, la aclacinomicina, la
13-dihidrocarminomicina, la 13-desoxicarminomicina, y la 4-0-(p-D-
glucuronil)-e-rodomicinona. Algunas de estas cepas, ademas de producir un
espectro de antraciclinas diferente, también presentaron incrementos en
los rendimientos alcanzados.

En S. coeruleurubidus, la obtencién de mutantes seleccionadas por
presentar una mayor actividad antibiética total permitié UGnicamente
pequefios incrementos en la cantidad de daunorrubicina producida, y la
mayor actividad detectada probablemente se debid a la mayor sintesis de
sus derivados (Huk y Blumauerova, 1989). Utilizando una estrategia similar
en S. peucetius, McGuire et al. (1979) obtuvieron una mutante
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sobreproductora de daunorrubicina. Este mismo grupo ha explorado otra
posibilidad para la seleccion de cepas mediante el aislamiento de
mutantes con mayor resistencia al antibiético producido (McGuire et al.,
1979). Esta estrategia de seleccion no permitié la deteccion de
sobreproductoras de este antibidtico aunque si se encontraron diferencias
en el espectro de antraciclinas producidas.

Dada la sjmilitud entre la biosintesis de las antraciclinas y otros
policétidos con la biosintesis de Aacidos grasos, se ha utilizado la
cerulenina, un inhibidor de esta Gltima ruta, en la seleccion de cepas
alteradas en la produccién de daunorrubicina (White and Stroshane, 1984).
Concentraciones subletales de cerulenina inhiben la formaciéon de
antraciclinas. Asi, la seleccion de mutantes capaces de producir estos
metabolitos en presencia del inhibidor ha permitido alcanzar producciones
de 2 a 3 veces mayores que las obtenidas con la cepa original. Los titulos
reportados se encuentran alrededor de 90ug/ml. La utilizacibn de estas
mutantes en una escala de produccién (10000 |) permitié aumentar hasta 5
veces la produccibn original de daunorrubicina, alcanzando los 180 ug/ml
(White and Stroshane, 1984), siendo éste el dato de produccion mas alto
reportado, pues la mayoria se encuentran entre 20 y 70 ug/mi.

Otro aspecto interesante de la modificacion de cepas para su
mejoramiento es el referente a la clonacién de los genes de biosintesis de
dauno y doxorrubicina. Aunque esta posibilidad aun no ha sido explotada con
la finalidad de obtener cepas sobreproductoras, se han generado resultados
que sugieren la posibilidad de aplicacion en este sentido. La introduccion
en S. peucetius y S. peucetius var. caesius de un fragmento de DNA que
contiene los genes biosintéticos de la region IV, ha logrado incrementos en
la produccion de daunorrubicina (Otten et al., 1990). De manera similar, la
introduccion de los fragmentos dnrRy y dnrRz estimuld la produccién de
estos metabolitos (Stutzman-Engwall et al.,, 1992). En estos dos trabajos
se alcanzaron producciones de daunorrubicina de 35 y 50 ug/mi
respectivamente, aunque es posible que mediante la manipulacién de los
niveles de expresion de los genes introducidos se logren mayores titulos.
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Algunos _aspectos fisiolégicos de la produccién de antraciclinas.

En los cultivos de estreptomicetos productores de antraciclinas
algunos de los parametros mas importantes para la obtencion de buenos
rendimientos son la disponibilidad de oxigeno y la temperatura (Grein,
1987). Ademas de estos factores medioambientales, la composicion del
medio de cultivo repercute de manera directa sobre la sintesis de =stos
metabolitos. En general se han empleado medios complejos con levadura de
cerveza autolizada como fuente de nitrégeno, KHPQ4, elementos traza
como Fe2+, Mn2+, Zn2+, Cu2+ y glucosa como fuente de carbono, aunque los
requerimientos difieren entre las distintas cepas (Huk y Blumauerova,
1989).

S. peucetius es capaz de crecer y producir antraciclinas utilizando
como fuente de carbono glucosa, manosa, celobiosa, lactosa, fructosa,
maltosa o almidén, aunque glucosa es la fuente de carbono mas
frecuentemente utilizada (Dekleva et al., 1985). Se ha intentado modificar
el medio de cultivo empleado para S. peucetius por medio de la sustitucion
de la glucosa por otras fuentes de carbono y los resultados han sido poco
efectivos (Mc Guire, 1979). Para la obtencion de producciones de
antraciclinas adecuadas en este microorganismo son necesarias
concentraciones de glucosa altas (12 g/l). Para S. peucetius var. caesius
fa concentracion de este carbohidrato empleada en el medio de produccion
es de 60 g/l (Arcamone et al., 1969). Considerando que al utilizar estas
concentraciones de glucosa en otros estreptomicetos se presenta el
fenomeno de represion cataboélica, se ha sugerido que en la sintesis de
antraciclinas no se presenta este efecto regulatorio. Sin embargo, e! uso
de este carbohidrato en las fermentaciones de S. peucetius favorece la
acidificacion y la no produccion de antraciclinas en un alto porcentaje de
los cultivos. El empleo de otras fuentes de carbono evita este fenémeno,
aunque permite menores producciones (Dekleva et al., 1987). Los autores
citados han presentadc evidencias de que el efecto negativo de glucosa
sobre la sintesis de estos metabolitos es debido a la baja del pH generada
por la excrecion de piruvato, 2-oxoglutarato y citrato, consecuencia de un
incremento en actividad glucolitica relativa al ciclo de las acidos
tricarboxilicos (Dekleva et al., 1987). Sin embargo, durante el desarrolio
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del presente trabajo se obtuvieron resultados que sugieren la existencia de
un efecto negativo de glucosa adicional al efecto del pH demostrado
anteriormente.

Ademas del efecto de glucosz, el fosfato es otro componente del
medio de cultivo que afecta de manera negativa ia sintesis de
antraciclinas. En S. coeruleorubidus, microorganismo productor de
daunorrubicina se ha demostrado que este nutriente ejerce un efecto
inhibitorio y en S. peucetius este fenébmeno también ha sido documentado
(Dekleva et al., 1985).

La utilizaciébn de estos fenomenos regulatorios para el disefio de
estrategias de seleccion de mutantes puede llevar a incrementar la
produccién de los compuestos de interés de una manera mas directa que la
busqueda al azar de variantes con mejores caracteristicas. Otra
posibilidad en la selecciébn de mutantes se relaciona con los reportes
referentes a la existencia de fendomenos regulatorios que afectan
simultaneamente la expresion de genes biosintéticos y genes de
resistencia al propio antibiético (Stutzman-Engwall et al.,, 1992), pues la
seleccion de mutantes con mayor resistencia a daunorrubicina o
doxorrubicina puede llevar, en algunos casos, a la identificacion de cepas
sobreproductoras.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

- Obtenciébn de cepas de Streptomyces peucetius var. caesius
sobreproductoras de doxorrubicina. ‘

Objetivos particulares:

- Aislamiento de mutantes resistentes al efecto negatnvo de fosfato sobre
la sintesis de antraciclinas. :

- Aislamiento de mutantes resistentes al efecto negativo de glucosa sobre '
la sintesis de antraciclinas.

- Obtencién de mutantes con resistencia a doxorrubicina incrementada.
- Fusion de protoplastos de las mutantes obtenidas.

- Caracterizacién de las mejores cepas generadas en términos de su
capacidad de produccion de antraciclinas.
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MATERIAL Y METODOS

Microorganismo.- La cepa utilizada fue Streptomyces peucetius var.
caesius ATCC 27952.

Medios y condiciones de cultivo.

Preparacién de Indculos.- Los cultivos en medio liquido, tanto en medio
minimo como en medios de produccion, se realizaron a partir de inéculos
precrecidos en matraces Erlenmeyer de 250 ml con deflectores y 5 perlas
de vidrio de 5 mm para la obtencion de micelio disperso. El medio empleado
para el crecimiento de los inoculos fue el YMG, que contenia extracto de
levadura 0.4 %, extracto de malta 1 %, glucosa 0.4 %, ajustado a pH 7.2
(Dekieva et al., 1985). Los inéculos se obtuvieron a partir de cajas Petri y
se crecieron 48 h a 29°C, con una agitacién de 185 rpm. El micelio de 50
ml se lavé con soluciébn salina estéril (NaCl 0.85%) 2 veces y se
resuspendido en 10 ml de esta misma soluciéon. Para inocular cada matraz de
250 ml se tom6 1 mi de esta suspension.

Cultivos.- Todos los cultivos se llevaron a cabo en matraces de 250 ml
con 50 ml de medio. La composicion del medio minimo (MM) empleado fue | a
siguiente (g/I): (NH4),S0,4 1.321, NaCl 5, MgS0,4 7H,0 0.5, FeS04 7H,0 0.02,
ZnS0,4 7H,0 0.05, MnCl; 4H,0 0.001, CoCl; 6H,0 0.001, CaCO3 3, K;HPO,4 0.5,
glucosa 18 (esterilizada aparte), pH ajustado a 7.2. Las pruebas de
produccion se realizaron en matraces con deflectores y el medio de
produccién empleado (Arcamone et al., 1969) contenia (g/l): levadura de
cerveza 25, NaCl 2, K;HPO,4 1, CaCO3 2, MgSO4 7H,0 0.1, FeSO, H,0 0.01,
ZnS04 7H,0 0.01, CuSO4 SH,0 0.01, glucosa 60 (esterilizada aparte), pH
ajustado a 7.0. Las fermentaciones se siguieron por 120 a 144 horas
dependiendo del tiempo en el que se alcanzé la maxima productividad.

Obtencion de esporas.- Para la generacién de esporas, el
microorganismo fue sembrado en el siguiente medio (g/l): glucosa 10,
almidén soluble 20, extracto de levadura 5, hidrolizado pancreatico de
caseina 5, CaCO3 1, sacarosa 20 (esterilizada aparte), agar 15. Tras 7 dias
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de incubacién a 29°C las esporas fueron obtenidas por filtracién de
acuerdo a lo reportado ( Hopwood et al., 1985).

Mutagénesis.

En el tratamiento mutagénico se utilizaron esporas. La mutagénesis se
llevd a cabo con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) a una
concentracién de 3 mg/ml en amortiguador Tris-maleatos 0.05 equimolar
con un pH de 8.5 y a 30°C (Delic et al., 1970). Se probaron los siguientes
tiempaos de tratamiento: 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 50 minutos. Al cumplirse
el tiempo de tratamiento las esporas fueron lavadas 3 veces con solucion
salina estéril, y almacenadas en glicerol al 20 % en solucién salina a
-20°C. Para la elaboracion de las curvas de sobrevivencia y de mutantes
idiotrofas inducidas, las esporas mutagenizadas se sembraron en cajas
Petri con medio YMG y se cuantificaron las unidades formadoras de colonia
y las colonias blancas (no productoras) de cada tratamiento.

Selecciéon de mutantes.

Mutantes resistentes al efecto negativo de fosfato (cepas P). Para
determinar la concentracién de fosfato inhibitoria de la produccién de
antraciclinas en la cepa original, y utilizarla para la seleccién en cajas
Petri de las mutantes derreguladas, se probaron las siguientes
concentraciones de K,HPO, en medio minimo a pH 7.2: 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15,
25 y 50 mM; se cuantificé el niumero de colonias que presentaron
coloracién blanca debida a la inhibicién de la produccion.

Habiendo determinado la concentracion de fosfato inhibitoria, se
sembraron esporas mutagenizadas y se seleccionaron aquellas colonias que
presentaron la coloracion roja mas intensa. Posteriormente, estas cepas
se resembraron en el mismo medio junto con la cepa original como control
y se siguié trabajando con aquellas que presentaron una coloracibn mas
intensa que la del control.

Para evaluar la sensibilidad de las nuevas cepas al efecto de fosfato,
se cuantificé la produccién especifica de estas mutantes en el medio
17



minimo liquido con 0.2 y 1.5 g/l de fosfato dibasico de potasio. Las
mutantes que resultaron menos sensibles fueron probadas en el medio de
produccidn con 2 concentraciones de fosfato con la finalidad de evaluar la
capacidad de sintesis de antraciclinas de las mas interesantes. El medio
empleado fue madificado disminuyendo la ~oncentracion de glucosa de 60 a
18 g/l, para lograr mejores niveles de prcduccion.

Mutantes resistentes a doxorrubicina_{cepas D) En la determinacién de
la conceniracion de doxorrubicina inhibitoria del crecimiento del
microorganismo productor se probaron distintas concentraciones de este
antibidtico en cajas con medio minimo. Las concentraciones empleadas
fueron 2.5, S5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 ug/ml. Las colonias que se
desarrollaron en concentraciones de doxorrubicina inhibitorias del
crecimiento de la cepa original fueron aisladas y probadas posteriormente
en el medio de produccién modificado (18 g/l de glucosa, 0.3 g/l de
K>HPO,).

Mutantes insensibles al efecto negativo_de_glucosa (cepas G). La
seleccion de las mutantes resistentes al efecto negativo de glucosa se
realiz6 con base en lo reportado para Streptomyces coelicolor (Hodgson,
1982). Se utilizaron cajas con el medio minimo suplementado con el
analogo de glucosa 2-D-desoxiglucosa (2-DOG) 10 y 25 mM, mas una de las
siguientes fuentes de carbono en una concentracion de 10 mM: lactosa,
fructosa, galactosa o glicerol, pues la utilizacion de estos compuestos se
ve interferida por glucosa en S. coelicolor (Hodgson, 1982). La produccién
de antraciclinas de las mutantes aisladas en estas condiciones fue
evaluada primero en cajas con el medio de produccién utilizando tanto 18
como 90 g/l de glucosa, y posteriormente en el mismo medio liquido con
18 y 60 g/l en aquellas que presentaron la coloracion mas intensa en las
cajas.
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Métodos analiticos.

Los parametros monitoreados en diferentes experimentos fueron
crecimiento, antraciclinas intracelulares, pH, glucosa residual y fosfato
residual.

La cuantificacion del crecimiento se realizd determinando proteina por
el método de Lowry, utilizando como patrén una solucién de albamina
sérica bovina.

Para la determinacion de 1{a concentracion de antraciclinas
intracelulares se tomaron muestras de 1 ml, se centrifugaron a 3500 rpm
10 min. y se realizaron extracciones afadiendo al micelio 1 ml de acetona :
H,S04 0.1 N (4:1), agitando 20 a 30 segundos y centrifugando. Este
procedimiento de extraccion se repitid hasta que en la acetona acidulada
resultante no se detectd color. Los equivalentes de antraciclinas presentes
en los extractos fueron cuantificados espectrofotométricamente midiendo
la absorbancia a 495 nm y calculando su concentracion con la ecuacién de
Lambert-Beer usando un coeficiente de extincion en metanol de 220 (1%,
1cm) (Dekleva et al.,, 1985), pues en pruebas que se realizaron con la
acetona acidulada se determind que el coeficiente es el mismo en esta
mezcla de extraccién.

La separacion de doxorrubicina y el resto de las antraciclinas
presentes en los extractos se realizd por cromatografia en capa fina en
cromatofolios de aluminio con silica gel 60 con espesor de 0.2 mm. Se
probaron varios sistemas de solventes, siendo la mejor fase movil cloruro
de metileno:metanol:agua (100:30:2), la cual se obtuvo por modificacion de
lo reportado por Vigevani y Williamson (1980). Para la realizaciéon de las
cromatografias, el pH de los extractos se neutralizé, se secaron y
resuspendieron en metanol, aplicando esta solucién en las placas.

La determinacion de pH se realizé6 con los sobrenadantes de las
muestras de los cultivos utilizando un potencidometro digital Beckman
modelo 3500.
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Para ta cuantificacion de glucosa se utiliz6 un paquete para
diagnéstico enzimatico de glucosa en suero GOD-PAD (marcas Lakeside y
Erlick). El fosfato residual se cuantifico por el método de Summer (1944).

Determinacion_de_la_actividad de glucosa cinasa.- La actividad se
determiné espectrofotométricamente midiendo la formacién de glucosa-6-
fosfato (G6P) a través de cuantificar la reducciéon de NADP a 340 nm por la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) acoplada (Angell et al., 1992).
Los extractos celulares se prepararon a partir de cultivos crecidos 48 h en
el medio minimo con 18 o con 60 g/l de glucosa y suplementado con 2 g/l
de casaminoacidos. El micelio de 2 matraces fue lavado 3 veces con
amortiguador Tris HCI 50 mM pH 7, colectado por centrifugacion y
mantenido en frio. La biomasa resultante fue sometida a sonicacién en
frio 6 ciclos de 10 segundos con intervalos de 1-2 minutos para evitar el
sobrecalentamiento. La suspension resultante fue centrifugada a 45 000
rpm por 2 horas a 5°C. El sobrenadante fue utilizado para la determinacion
enzimatica, y la concentracion de proteina en éste fue determinada por el
método de Lowry, previa eliminacion del amortiguadbr Tris por
precipitacion con TCA y centrifugacion. La mezcla de reaccion contenia (en
2 mi): Tris HCI 50 mM pH 7, MgCl, 25 mM, NADP 0.5 mM, ATP 10 mM,
glucosa 200 mM, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC.1.1.1.49,
Boehringer Mannheim, grado 1) 1.4 unidades (4 pl). La reaccion se inici6
con la adicion de 50 ul del extracto celular. Para cada determinacion se
corrié un blanco sin glucosa. Una unidad de actividad corresponde a 1 nmol
de NADP reducido a 25°C por minuto por mg de proteina del extracto
(coeficiente de extincién mofar NADPH 6.3 |/mmol cm).

Actividad de R-galactosidasa.- La actividad de la enzima &-

galactosidasa en cultivos en medio liquido se determind
espectrofotométricamente usando o-nitrofenil-R-galactopiranésido
(ONPG) como sustrato (Eckardt et al., 1987). Una unidad de actividad
enzimatica corresponde a 1 nmol de ONPG hidrolizado a 29°C por minuto
por mg de proteina del cultivo. Para la determinaciébn se emplearon
muestras de 1 ml, las cuales se centrifugaron para separar el micelio y el
medio de cultivo. El micelio se lavé con 1 ml de amortiguador de fosfato de
sodio 0.1 M pH 7.5 y se resuspendié en 2 ml de este mismo amortiguador.
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Se afadieron 20 pl de MgCl,.6H,0 0.1 M en R-mercaptoetanol 4.5 M y 40 ul
de tolueno. Tras agitar esta mezcla, se incubd a 29°C agitando
periddicamente, tomandose muestras de 0.5 ml a distintos tiempos. La
reaccion se detuvo afadiendo 0.5 ml de NayCO3; 1 M al sistema de reaccion.
El ONPG hidrolizado se cuantificé a 420 nm.

La actividad en medio sélido se determiné agregando 40 ul de una
solucién de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-R-D-galactopiranésido (x-gal) 20
mg/ml en dimetiiformamida sobre la superficie de las cajas Petri ya
preparadas, sembrando el microorganismo posteriormente (Sambrook et
al., 1989).

Determinacion del transporte de DOG.- Para la cuantificacion del
transporte de desoxiglucosa se utilizd micelio crecido 48 h en medio
minimo con 18 g/l de glucosa. En el caso de la mutante G13, la cual no
consume glucosa, el medio de cultivo se suplementd con 18 g/l de fructosa.
De cada cepa se tolectd el micelio por centrifugacion y se lavé 3 veces con
solucién salina estéril. Se resuspendieron 500 mg de micelio de cada cepa
(peso himedo) en 10 ml de medio minimo sin fuente de carbono con 1 mM
de DOG como acarreador. Tras una incubacién de 10 minutos a 290C con
agitacion, se anadieron 10 pt de 2-desoxi-D-[U14-C] glucosa (Amersham
Corp.) con una actividad especifica de 292 mCi/mmol, equivalentes a 2 uCi
(6.84 x 10~3 umoles) y se continué incubando. Se tomaron muestras de 500
y! al tiempo de la adicion y a los 15, 30, 45 y 60 minutos. Cada muestra se
pas6 inmediatamente a un tubo con 1 ml de solucion 100 mM de DOG para
detener la incorporacion de la marca. La suspensién resultante se filtrd en
membranas de 0.45 pym previamente pesadas. El filtrado se lavo 2 veces
con 5 ml de agua. Los filtros se secaron a 60°C y se pesaron para
determinar la biomasa contenida en cada muestra. La marca incorporada se
determiné introduciendo los filtros en viales con 4 m! de una solucién de
PPO 0.4%, POPOP 0.04% en tolueno, cuantificando las desintegraciones por
minuto en un contador de centelleq.

21



Formacion, fusion y regeneracion de protoplastos.

Medios empleados.

Se utilizaron los siguientes medios y soluciones:
- Medio YMG suplementado con 34 % de sacarosa.
- Medio YMG con 34% de sacarosa y con 0.5% de glicina y MgCl,-6H,0 5 mM.
- Soluciéon de sacarosa 10.3 %.
- Solucién de elementos traza (mg/l): ZnCl, 40, FeCl3.6H,0 200, CuCl,-2H,0
10, MnCI2-4H20 10, NazB4O7~10H20 10, (NH4)5M07024‘4H20 10.
- Medio P: Sacarosa 103 g, K,SO4 0.25 g, MgCl,.6H,0 2.03 g, solucion de
elementos traza 2 ml, agua destilada 790 ml. Se esterilizo en autoclave, y
al momento de utilizar se anadieron 10 ml de KH,PO4 0.5%, 100 ml de
CaCl,-2H,0 3.68% y 100 mi de amortiguador Tris HCl 3.03% pH 7.2.
- Solucién de polietilénglicol (PEG) 1000 al 50 % en medio P recién
preparado.
- Medio R6: sacarosa 200 g, K,SO,4 0.1 g, elementos traza 1 ml, glucosa 10
g, casaminoacidos 1 g, MgS0,4.7H,0 0.05 g, agar 22 g, agua destilada 850
mi. Se esterilizd en autoclave y al preparar las cajas se afadieron 35 mi
de CaCl,-2H,0 209%, 100 m! de amortiguador Tris HCI 3.03% pH 7.2 y 15 ml
de L-prolina 20% esterilizada por filtracién. Las cajas ya preparadas se
dejaron secar hasta perder un 15 % del agua.
- Medio R6 suave: Se prepardé con la misma composicién de medio R6
sustituyendo el agar por agarosa de bajo punto de fusiéon a una
concentracion de 0.5 %.

Formacion de protoplastos.- Las distintas cepas se precrecieron en
medio YMG suplementado con sacarosa 34 %. A las 96 h, el micelio se
disgregé utilizando un homogenizador de pistilo y se usé 1 ml del
homogenizado para inocular 1 matraz con 50 mi del mismo medio
suplementado con glicina y MgCl,.6H,0. Tras 48 h de incubacion (final de la
fase exponencial), el micelio fue lavado 2 veces con sacarosa 10.3 %
(Baltz, 1978) y resuspendido en medio P (Okanishi et al.,, 1974). A la
suspension resultante se le afiadid medio P con alb(mina sérica bovina
(concentracion finat 0.3 mg/ml), se homogenizdé y posteriormente se
agregd lisozima para dar una concentracién final de 1 mg/ml. El
tratamiento con lisozima se llevd a cabo a 30°C con agitacion de 50 rpm
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por 15 minutos. Transcurrido el tiempo los protoplastos se filtraron en una
columna de algodén y se lavaron 3 veces por centrifugacion con medio P
con 0.3 mg/ml de albimina y se resuspendieron en la misma solucion. El
nimero de protoplastos se determinbé por conteo en hemocitémetro.

Fusién _de protoplastos.- Se mezclaron aproximadamente 107
protoplastos de cada una de las cepas, se centrifugaron a 6000 rpm por 15
minutos y se resuspendieron en 0.1 ml de medio P con albimina, afadiendo
posteriormente 0.9 ml de una solucién de PEG 1000 al 50 % en medio P. Los
protoplastos se agitaron pipeteando suavemente y se incubaron a 29°C por
5 minutos. Posteriormente se agregdé medio P con albumina y se elimind el
PEG por centrifugacion a baja velocidad, diluyendo los protoplastos en el
mismo medio.

Regeneracién.- Se mezclaron 100 ul de protoplastos con 4 ml de medio
R6 suave fundido a 38°C. Esta suspension se colocé en la superficie de
cajas Petri con medio R6 (Baltz y Matsushima, 1981) y se incub6 a 29°C
por 5 a 6 dias.

Seleccion _de recombinantes.- El micelio resultante de la regeneracién
en medio R6 fue raspado de las cajas con asa de siembra, resuspendido en
NaCl 0.85%, homogenizado y sembhrado en cajas con medio minimo y
mezclas de los agentes selectivos, doxorrubicina + DOG y doxorrubicina +
DOG + fosfato 30 mM, seleccionando las colonias que lograron crecer en el
primer caso (cepas GD) y las que crecieron y presentaron la coloracién mas
intensa en el segundo (cepas GDP).

L.as posibles recombinantes seleccionadas fueron probadas en el medio
de produccion modificado y posteriormente en el medio original.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento de las condiciones de crecimiento y produccion.

Con la finalidad de obtener esporas de Streptomyces peucetius var.
caesius para utilizarlas en la mutagénesis se probaron el medio YMG, el
medio de produccién (Arcamone, 1969), y el medio de esporulacién descrito
en material y métodos. En los dos primeros {a esporulaciéon fue muy pobre y
unicamente el tercero permitié la obtencion de esporas, aunque éstas
fueron escasas. Ademas, al hacer comparaciones de viabilidad en cultivos
de diferentes edades se observé que el nimero de unidades formadoras de
colonia disminuy6é en aquéllos en los que las esporas no fueron cosechadas
inmediatamente después de su formacion, lo cual ocurri6 a los 7 u 8 dias
de crecimiento.

Para la obtencion de los inoculos de los diferentes cultivos, se
decidi6 emplear el medio YMG porque en este medio el microorganismo
creci6 bien y ademas los componentes del mismo, al ser solubles
facilitaron el lavado de las células en los casos en los que fue necesario
realizar este paso.

En las primeras pruebas de produccidon de antraciclinas se utilizé el
medio con 60 g/l de glucosa y 1 g/I de K,HPO,4 (Arcamone et al., 1969). En
estos experimentos no se lograron reproducir los niveles de produccion
reportados, alcanzandose en diversas repeticiones de este experimento
concentraciones de antraciclinas de 35 a 140 pg/ml, sin que se detectara
doxorrubicina por cromatografia en capa fina de los extractos. Por los
reportes existentes sobre el efecto negativo de fosfato y glucosa sobre la
sintesis de antraciclinas, (Dekleva y Strohl, 1982; Dekleva et al., 1985) y
con la finalidad de mejorar su produccién, se decidié disminuir la
concentracion de glucosa a 18 g/l y la de K,HPO, a 0.3 g/, pues
experimentos preliminares llevados a cabo en el laboratorio sugerian que
estos valores eran adecuados para este objetivo. En la figura 3 se ilustran
los resultados de este experimento. Cuando la cepa original de
Streptomyces peucetius fue cultivada en un medio con una concentracion
de glucosa de 60 g/I, el pH del medio se acidifico y la produccién fue mas
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baja que en los cultivos con glucosa en concentracion baja, en los que el pH
aumentd al final de la fermentaciéon. Estos resultados concuerdan con lo
reportado (Dekleva y Strohl, 1982). La modificacién de la concentracion de
fosfato también tuvo un efecto importante en la produccion. La
disminuciéon en la concentracién de estos 2 componentes del medio de
cultivo permitié incrementar la produccién de antraciclinas de 140 a 440
ug/mi, sin afectar el crecimiento del microorganismo, por lo que se
decidi6 emplear el medio modificado para las pruebas de producciéon con
las mutantes. Resultd interesante que las antraciclinas producidas se
encontraron principalmente en el micelio y en este medio de cultivo
practicamente no se observé excrecion de estos compuestos, a diferencia
de lo que se obtuvo en otros medios de cultivo como el YMG, en el cual las
antraciclinas extracelulares resultaron ser de un 15 a un 25 % del total
producido, dependiendo de las condiciones empleadas, lo cual también
favorecié el empleo de este medio modificado.

Mutagénesis.

Para la determinacion del tiempo de tratamiento con el mutageno
adecuado para la obtencién de las mutantes, se cuantificdé a distintos
tiempos la proporcién de mutantes incapaces de sintetizar antraciclinas
en cajas con medio YMG, en el cual se da una buena produccién de estos
compuesto$, facilitando asi la deteccién de estas colonias blancas no
productoras.

En la figura 4 se observan los resultados de la mutagénesis.
Alrededor de los 40 minutos se alcanzé la maxima proporcién de mutantes
idiétrofas en la poblacién sobreviviente aunque la mortalidad en esta
condicidon resulté muy alta. Estos resultados permitieron definir tiempos
de tratamiento de 35 a 40 minutos como adecuados para la busqueda de
mutantes.

El tratamiento aqui descrito fue llevado a cabo (nicamente para la
generacion de las mutantes P. Las mutantes G y D fueron mutantes
espontaneas obtenidas en los medios selectivos.
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Seleccion de mutantes.

Mutantes resistentes al efecto negativo_de fosfato

Como ya ha sido mencionado, y de acuerdo con lo reportado para la
produccion de daunorrubicina en Streptomyces peucetius (Dekleva et al.,
1985), el fosfato ejerce un efecto negativo sobre la sintesis de
antraciclinas en la cepa Streptomyces peucetius var. caesius. Con
finalidad de obtener cepas insensibles a este fenomeno regulatorio y
esperando obtener en éstas una sobreproduccién de antraciclinas, se
decidio determinar las condiciones adecuadas para su seleccion. En medio
minimo liquido, la concentracion que permite la mayor produccion es de
0.3 g/l (1.72 mM), al utilizar concentraciones mayores se observa una
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disminucién de la sintesis de antraciclinas, aunque ésta no se suprime
completamente.

En cajas de Petri con el mismo medio minimo fueron necesarias
concentraciones mas altas de fosfatos para lograr afectar la produccion de
antraciclinas en la cepa original. En la figura 5 se observan los resultados
de estas pruebas en las que se cuantifico el porcentaje de las colonias que
presentaron una coloraciéon blanca por la inhibicién de la produccion en
relacion con la concentracién de fosfato. Desde 10 mM la produccion se vid
afectada y ya en 25 mM se suprimié la sintesis de antraciclinas en la
mayoria de las colonias. Con concentraciones altas de fosfato se inhibié
también el crecimiento. Sin embargo, se consider6 conveniente utilizar
25-30 mM para la selecciéon de las mutantes por la facil identificacion del
fenotipo de resistencia al efecto negativo.

120 100
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% de Colonias Viables

20

0 Hge L . : : . . . .
W 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Concentracion de fosfato (mM)

% de Colonlas con prod.inhi

Figura 5.- Efecto de la concentracién de fosfatos sobre el crecimiento y sobre la produccion de
antraciclinas en medio minimo sélido a los 5 dias de incubacién. Porcentaje de colonias viables
(--). Porcentaje de colonias con produccion inhibida (-%).

Utilizando las condiciones descritas y a partir de esporas
mutagenizadas, se obtuvieron 29 mutantes capaces de producir una
coloracién roja intensa en el medio de seleccién. Al ser resembradas en
cajas con el mismo medio de cultivo y utilizando como referencia a la cepa
original, se seleccionaron 21 mutantes que siguieron presentando
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resistencia al efecto ejercido por fosfato. Al probar la produccién de
antraciclinas de estas cepas en el medio minimo liquido con
concentraciones baja y alta de fosfato, se seleccioné inicialmente a & que
presentaron menor sensibilidad al efecto de fosfato que la cepa original

utilizada como control.
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Figura 6.- Produccién especifica de las mutantes P y la cepa original (O) a las 96 h &
fermentacién en medio minimo con 0.2 g/1 ((N) y con 1.5 g/l ([33) de K2HPO4 .

En fa figura 6 se muestran los resultados de produccién especifica de
las 5 mejores mutantes en las dos concentraciones de fosfato probadas.
Unicamente la cepa P4 presentd una mayor produccion especifica de
antraciclinas en la concentracién de fosfato alta. Este resultado coincide
con lo obtenido en cajas con 30 mM de fosfato, donde esta cepa presentd
una mayor produccion de antraciclinas que el resto de las cepas P. Sin
embargo, la produccién alcanzada en las dos condiciones probadas fye
inferior a la lograda por el resto de las mutantes en 0.2 g/l de fosfato. Si
bien las mutantes P11, P14, P21 y P26 presentaron una menor produccion
especifica de antraciclinas en 1.5 g/l que en 0.2 g/l, lo que demuestra que
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la produccién de estas cepas sigue siendo sensible a la concentracion de
fosfato, éstas se vieron menos afectadas que la cepa original por lo que se
decidié continuar con la evaluacién de las mutantes en el medio de
produccién.

En la figura 7 se ilustran las cinéticas de crecimiento, consumo de
fosfato, produccién volumétrica y especifica de las cepas original y 1a P11
por ser la que presenté la mayor produccion en el medio minimo. Esta
mutante, al igual que las demas cepas P, presentd un crecimiento mucho
menor que el de la cepa original por lo que la producciéon volumétrica fue
mas baja. Sin embargo, la produccion especifica en las dos concentraciones
de fosfato probadas fue superior a la de la cepa original. Otra diferencia
observada entre las cepas P y la original fue que éstas crecieron mejor
cuando se utilizé la concentracion de fosfato alta.

En las pruebas realizadas en el medio de produccién, cuyos
resultados se observan en la figura 8, las 5 mutantes seleccionadas
sintetizaron una mayor cantidad de antraciclinas que la cepa original. La
mutante P11 volvi6 a presentar niveles de produccion especifica y
volumétrica superiores a los de las demas cepas en las dos
concentraciones de fosfato empleadas, siendo la mejor cepa obtenida. Es
importante hacer notar que en este medio de cultivo las mutantes P no
presentaron los problemas de crecimiento observados en el medio minimo.
Al utilizar una concentracion de fosfato alta en este medio, se observd
nuevamente que la sintesis de antraciclinas siguié siendo sensible a este
compuesto en todas las mutantes, aunque el efecto fué menor que el que se
di6 en la cepa original. En estas condiciones no se observd la resistencia al
efecto de fosfato obtenida con la cepa P4 en el medio minimo. Con base en
los resultados de produccién obtenidos en esta y otras pruebas con la cepa
P11, se decidi6é utilizarla en la fusibn de protoplastos.

Mutantes resistentes a doxorrubicina.

Como regla general, en el género Streptomyces, productor de la
mayoria de los antibidticos conocidos, se ha observado que los genes que
codifican para enzimas de las rutas biosintéticas de antibiéticos se
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encuentran agrupados, con uno o mas genes que confieren resistencia al
compuesto producido (Esser y Dohmen, 1987). Estos arreglos pueden tener
implicaciones de regulacién coordinada que permitan al microorganismo
productor sintetizar el antibiotico simultaneamente con las proteinas
capaces de conferirle resistencia. En el caso de S. peucetius, existe un gen
de resistencia ligado al menos a un gen biosintético y se ha demostrado
que este gen de resistencia se expresa Unicamente durante la sintesis de
antraciclinas (Guilfoile y Hutchinson, 1992; Colombo et al., 1991).
Adicionalmente se ha reportado la existencia de genes regulatorios (dnrRq
y dnrR?) cuyos productos afectan positiva y simultdneamente la sintesis
de antraciclinas y el nivel de resistencia al producto (Stutzman-Engwall
et al.,, 1992). La seleccion de mutantes de S. peucetius resistentes a
daunorrubicina ya ha sido aplicada para el mejoramiento de la produccion
de antraciclinas (Grein, 1981), por lo que se decidié utilizar esta
estrategia para la identificacion de un segundo tipo de mutantes
sobreproductoras.

l.as esporas de Streptomyces peucetius var caesius fueron sensibles
a concentraciones de doxorrubicina de 12 a 15 pg/ml en el medio minimo
(figura 9). Como resultado de estas pruebas de determinaciéon de la
concentracion de doxorrubicina inhibitoria del crecimiento, se aislaron 12
mutantes resistentes espontaneas. La frecuencia de aparicion de estas
mutantes fue de 10-6 a 10-7 Tres de ellas al ser probadas en el medio de
produccién modificado, presentaron niveles de produccién superiores a los
de la cepa original utilizada como control, por lo que no fue necesario
realizar un tratamiento mutagénico para la obtencion de este tipo de
mutantes. En la figura 10 se grafican los resultados de produccién de estas
cepas. Los analisis por cromatografia en capa fina de las antraciclinas
sintetizadas permitieron seleccionar a la mutante D8 como la mas
adecuada para continuar con la parte referente a fusion de protoplastos, ya
que ademas de su mejor produccién de antraciclinas totales, los extractos
contenian una mayor cantidad de doxorrubicina que las mutantes D4 y D9,
aunque esta estimacion fue cualitativa. El resto de las cepas D, a pesar de
presentar una resistencia al antibi6tico incluso mayor que la de las cepas
D4, D8 y D9, produjeron concentraciones de antraciclinas similares o
inferiores a las alcanzadas por la cepa original. Esto pudo deberse a que
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las mutaciones que permitieron el incremento en resistencia son
diferentes en las distintas cepas y solo algunas de eilas afectan también
la produccion de los compuestos de interés. Un ejemplo de mutaciones de
este tipo serian aquéllas que modificaran la expresion de genes
regulatorios que afectan las dos caracteristicas (resistencia y produccién)
como dnrRy o dnrR2.

Mutantes insensibles al efecto negativo de glucosa.

Como ya se ha mencionado, la glucosa ejercié6 un efecto negativo
sobre la sintesis de antraciclinas al ser empleada a una concentracién de 6
% en el medio dé produccion original (figura 3). Se decidié utilizar este
fenébmeno regulatorio para obtener mutantes derreguladas
sobreproductoras de antraciclinas. Este carbohidrato, ademas de afectar la
produccion del antibidtico ejerce algin mecanismo de control sobre la
asimilacion de lactosa, pues cultivando al microorganismo en lactosa y en
presencia de glucosa o de su analogo no metabolizable 2-DOG se suprimié
la actividad de p-galactosidasa (tabla 3). Adicionalmente, es probable que
también 1a utilizacion de glicerol, galactosa y fructosa presente el
fenémeno de represion por glucosa, ya que aun cuando no se cuantificé
alguna de las actividades enzimaticas involucradas en la asimilacion de
estas fuentes de carbono creciendo al microorganismo en presencia de
glucosa, éste fue incapaz de crecer con estas fuentes de carbono en
presencia del analogo 2-DOG, si bien es posible que la inhibicion del
crecimiento sea debida un efecto de toxicidad del andlogo o sus productos.
Durante las pruebas del efecto de 2-DOG se aislaron 27 mutantes
espontaneas capaces de utilizar las fuentes de carbono probadas en
presencia del analogo. En la tabla nimero 2 se ilustran las condiciones en
las que se seleccioné a algunas de estas mutantes. Las cepas obtenidas
presentaron una pérdida de la represion por glucosa sobre la utilizacion de
estas fuentes de carbono, pues las mutantes seleccionadas con 2-DOG en
glicerol también fueron resistentes al analogo en medios con lactosa,
galactosa y fructosa. En la tabla no. 3 se ilustran los resultados de una
prueba en la que se analizd la actjvidad de la R-galactosidasa (como
ejemplo de una enzima implicada en la asimitacién de una de las fuentes de
carbono probadas) de l2 cepa original y de la mutante G21 (seleccionada en
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glicerol+2-DOG) en cajas con medio minimo con lactosa + X-Gal (5-bromo-
4-cloro-3-indolil R-D-galactopiranésido), en presencia y ausencia de
glucosa o el analogo.

FUENTE DE CARBONO CONCENTRACION DE  DESOXIGLUCOSA  EMPLEADA
EMPLEADA _ 10 mM 25mM
FRUCTOSA . Gl, G2, G3 G13
LACTOSA G4, G5 '
GALACTOSA 67 G16, G17, G18, G19
GLICEROL G9 G21, G22, G23, G27

Tabla No. 2.- Condiciones de seleccitn de las mutantes G. Se emple6 el medio minimo con la fuente
de carbono indicada a una concentracién de 10 mM. Unicamente se incluyen aquellas cepas, de las
27 aisladas originalmente, que presentaron un buen crecimiento y mayor produccién de
antraciclinas que la cepa original en cajas con medio de produccién con 90 g/l de glucosa.

CONDICION

RESULTADO

CEPA ORIGINAL

CEPA G21

LACTOSA

N. D.

N. D.

LACTOSA +
X GAL
LACTOSA +
DOG
LACTOSA + X GAL
+ DOG
LACTOSA +XGAL
+ GLUCOSA

oloplloE o>l >

Tabla No. 3.- Efecto de la glucosa y la desoxiglucosa sobre la actividad de la R-galactosidasa en la
cepa original y en la mutante G21 a los 5 dias de crecimiento en cajas con medio minimo con
lactosa y X-gal. A = ACTIVIDAD DETECTADA; C = CRECIMIENTO; N.D. NO DETERMINADO.
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l.a actividad enzimatica y, como consecuencia, el crecimiento de la
mutante, no se vieron afectados por glucosa ni por el analogo
contrariamente a lo que se observd en la cepa original. Asi, la utilizacion
de lactosa dejé de ser regulada por glucosa en esta cepa, seleccionada por
presentar una derregulacion de la utilizacién de glicerol. En un
experimento similar realizado con la finalidad de cuantificar el
crecimiento y la actividad de la R-galactosidasa en medio liquido en esta
misma mutante, se obtuvieron resuftados similares (figura 11).

En cuanto a la produccién de antraciclinas, de las 27 mutantes
obtenidas 16 presentaron una coloracién muy intensa al cultivarlas en
cajas con el medip de produccion con 90 g/l de glucosa, a diferencia de lo
observado en la cepa original que no presenta produccion de antraciclinas
en esta condicién. Estas 16 cepas fueron probadas posteriormente en un
experimento en matraces con medio de produccion modificado en el que se
comparé su comportamiento en concentraciones baja (18 g/l) y alta (60
g/1) del carbohidrato. En la figura 12 se resumen los resuitados obtenidos.
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El crecimiento de las mutantes en general fue menor que el de la
cepa original. Esto probablemente fue debido al consumo de glucosa mas
lento que presentaron las cepas G. Es importante hacer notar que a pesar de
esto las mutantes siguieron siendo capaces de utilizar el carbohidrato, a
diferencia de lo observado con ia mayoria de las mutantes de S. coelicolor
reportadas. Unicamente la mutante G13 present6 un consumo casi nulo de
la glucosa del medio. Con todas las cepas probadas al utilizar la
concentracioén alta se obtuvo un mayor crecimiento que en 18 g/l . La cepa
original en esta condicién presenté6 una marcada disminucion en la cantidad
. de antraciclinas sintetizada, mientras que las mutantes G lograron titulos
mas altos. Sin embargo, dentro de estas mutantes se pueden distinguir dos
grupos. En el caso de las mutantes G1, G3, G5, G7, G13, G18, G23 y G27 Ila
mejor produccién en 60 g/l se debié al mayor crecimiento que se logré con
esta concentracion de glucosa (mayor cantidad de células produciendo el
compuesto de interés) aunado a una menor sensibilidad al efecto negativo
ejercido por glucosa, aunque estas mutantes no presentaron una
derregulacién completa como lo demuestra la produccién especifica (ug de
producto/mg de proteina) de éstas. En el segundo grupo, formado por las
mutantes G2, G4, G9, G16, G17, G19, G21, G22, se presentd no solamente
una insensibilidad al efecto de glucosa sino incluso una estimulacion de la
produccion en esta condicion, lo que permitié a estas cepas alcanzar los
niveles de produccion mas altos.

En la figura 13 se presentan las cinéticas de crecimiento, produccién
volumétrica, produccion especifica, pH y glucosa residual de la cepa
original (13a) y de la mutante G21 (13b), seleccionada por haber
presentado los mejores niveles de produccién en este y otros experimentos
realizados y por ser representativa del comportamiento mostrado por las
demas mutantes G del segundo grupo descrito. Cuando se usé la
concentracion de glucosa de 18 g/l el maximo crecimiento se alcanzé
alrededor de las 48 h dandose posteriormente una disminucién de la
biomasa, coincidiendo esto con la falta de glucosa en el cultivo.
Simultaneamente se dié una suspension de la sintesis de antraciclinas
probablemente debida a la falta de fuente de carbono. Cuando se utilizaron
60 g/l de glucosa, el crecimiento continud en todas las cepas hasta las
144 horas gracias a la disponibilidad de fuente de carbono a lo largo de la
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fermentacion. Sin embargo, en la cepa original esto no permitié una mayor
produccion de antraciclinas por el efecto negativo mencionado. En
contraste, en la mutante G21 se canalizd una parte de la glucosa hacia la
produccion de antraciclinas, lograndose producir de manera continua hasta
el momento en que la glucosa estd por terminarse. En la cepa original la
glucosa se canaliza de manera diferente, como también lo demuestra la
disminucién en el pH observada en 60 g/l, pues se ha reportado que en
cultivos de S. peucetius crecidos en glucosa se da esta acidificacion por la
excrecion de piruvato y 2-oxoglutarato (Dekleva y Strohl, 1982). La
mutante G21 presentd un comportamiento del pH diferente, sobre todo al
utilizar la concentracién de glucosa alta. Si bien en esta condicion se
presentd mayor acidificacién que con 18 g/l, ésta no alcanz6 los valores de
acidez de la cepa original y ademas el pH aumenté al final de la
fermentacion.

Dekleva y Strohl (1982), presentaron evidencia de que la inhibicion
de la produccion de antraciclinas en Streptomyces peucetius era en
realidad efecto de pH y no una verdadera represion cataboblica. En
experimentos realizados en el medio de producciébn modificado, al
incrementar la concentracion de CaCO3 se logré un mayor control del pH y
una mejor producciéon. Este resultado apoya este reporte. Sin embargo, al
adicionar el analogo de glucosa 2-DOG en un cultivo en el medio minimo a
las 36 horas (final de fase logaritmica), se obtuvo en la cepa silvestre una
disminucién en la produccién especifica de antraciclinas, con un patrén de
pH igual al control sin adicién. Esta disminucion también se presenté en la
cepa G21 aunque en menor grado (datos no mostrados). Es posible que
exista el efecto de pH sobre la sintesis de antraciclinas, pero
adicionalmente la glucosa ejerce un efecto a otro nivel.

Dado que existen numerosos reportes que involucran a la enzima
glucosa cinasa (Glk) en el mecanismo de represién en Streptomyces
coelicolor (Hodgson, 1982; Seno y Chater, 1983; lkeda et al., 1984; Angell
et al.,, 1992; Kwakman y Postma, 1994, Angell et al., 1994), se decidi6
cuantificar la actividad de esta enzima en algunas de las mutantes
obtenidas. Se probaron G5, G16, G18, G21 y G22 crecidas en dos
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concentraciones de glucosa, 18 y 60 g/l. En la figura 14 se resumen los
resultados de este experimento .
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Figura 14.- Actividad de la enzima glucosa cinasa ( (3 ) y produccién especifica de antraciclinas
(&) enla cepa original y en las mutantes G5, G16, G18, G21 y G22 a las 48 h de crecimiento
en medio minimo con 18 g/l de glucosa. Se presentan adicionalmente los resultados de la cepa
original y la mutante G22 con 60 g/l. El comportamiento del resto de las mutantes fue muy
similar a esta Gltima).

En las dos concentraciones de glucosa probadas, tas mutantes
presentaron una baja actividad de esta enzima y no se observd efecto
negativo sobre la producciéon de antraciclinas. En todas las cepas la
actividad especifica fue mayor en 60 que en 18 g/l. Estos resultados
coinciden con lo reportado en la literatura para otros Streptomyces y
permiten concluir que es probable que la enzima Glk también esté
involucrada en la represion catabolica por glucosa en este microorganismo.

A pesar de que en mutantes Glk - de S. coelicolor no se presentan
cambios en el transporte de glucosa (Hodgson, 1982), se decidié medirlo en
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algunas de las mutantes obtenidas cuantificando la incorporacion de DOG
marcada con C14, esperando fuera transportado por el mismo sistema
empleado para la glucosa. Se seleccionaron las cepas G13 (incapaz de
utilizar glucosa), G16 y G21. En la figura 15 se presentan los resultados de

este experimento.
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Figura 15.- Transporte del andlogo de glucosa 2- desoxi-D-glucosa en la cepa original O (-=-) y
en las mutantes G13 (-%-), G16 (-a-) y G21 (-0-).

Las cepas G presentaron una incorporacion mas lenta de la marca que
la cepa original, por lo que es posible que en las 3 mutantes probadas al
generarse la mutacion que afect6 la actividad de Glk simultaneamente se
haya afectado algin gen involucrado en el transporte de glucosa, o bien,
que la glucosa cinasa esté involucrada en el transporte de glucosa en este
microorganismo, a diferencia de lo observado en S. coelicolor. Otra
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posibilidad seria que la baja actividad enzimatica detectada fuera debida a
una mutacion que afectara el transporte, y que la menor concentracion
intracelular de glucosa generada fuera la responsable de la baja en Glk,
pues los resultados obtenidos demuestran que esta enzima constitutiva
también responde a la cantidad de glucosa presente en el medio de cultivo,
lo cual también ha sido observado en S. coelicolor (lkeda et al., 1984). Sin
embargo, la actividad es demasiado baja como para explicarla en estos
términos y ademas la resistencia a DOG en otros Streptomyces
generalmente es debida a mutaciones en el gen de glucosa cinasa.

De acuerdo con los datos de transporte, la insensibilidad al efecto de
glucosa en las mutantes G de S. peucetius podria explicarse simplemente
por la generacion de una menor concentracion de la molécula efectora, si
ésta fuera un producto del metabolismo de glucosa. Se ha sugerido que el
efector de la represion catabélica en Streptomyces podria ser glucosa-6-
P, lo que explicaria el papel de la Glk en este fenémeno (Hodgson, 1982). En
experimentos con DOG marcada (la cual es capaz de llevar a cabo la
represién), se observé que en S. peucetius este analogo tamhién es
fosforilado, sin que al parecer sufra otra modificacion posterior (datos no
mostrados), este resuitado sugeriria la posibilidad de que el efector fuera
glucosa-6-P. Sih embargo, existe evidencia de que el papel de la glucosa
cinasa en la represion es regulatorio y no catabodlico, ya que otras glucosa
cinasas no reestablecen la represion en mutantes de S. coelicolor que
carecen de la Glk original, a pesar de reestablecer la actividad de
fosforilacion (Angell et al.,, 1994). Este papel regulatorio se ha sugerido
que podria ser aun mas general y no solo estar relacionado con la represion
por glucosa, sino con fenémenos de represion ejercidos por otras fuentes
de carbono, como citrato y glutamato, que no son metabolizados via
glucosa cinasa (Kuakman y Postma, 1994). Los datos obtenidos de las
mutantes G no permiten discernir entre la importancia de la Glk en la
represion catabélica por su actividad de fosforilacion de glucosa, como
molécula regulatoria, o bien como un factor importante en el transporte de
glucosa en S. peucetius y podria ser diferente al presentado por S.
coelicolor.
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Fusion de protoplastos.

Con la finalidad de reunir en una sola cepa las caracteristicas. de
produccién de los tres tipos de mutantes obtenidas, se procedid a realizar
la fusion de protoplastos de estas cepas.

Cepas GD.

Se decidié fusionar primero las mutantes G21 y D8. La primera fue
incapaz de crecer en presencia de doxorrubicina y la segunda no crecid en
el medio con el andlogo de glucosa, por lo que se decidi6 seleccionar a las
cepas producto de la fusién en medio con doxorrubicina + DOG + glicerol.

La frecuencia de aparicion de colonias con resistencia a los dos
agentes selectivos dentro de la poblacién de protoplastos regenerados fue
de 2.35 X 10- 3. De estas colonias se selecciond a aquéllas que presentaron
una mayor resistencia a doxorrubicina (25ug/ml) y la coloracién mas
intensa en caja (mayor produccidén de antraciclinas). Estas cepas se
probaron posteriormente en el medio de produccién con 60 g/l de glucosa y
0.3 g/l de K2HPO4 (concentraciones mas adecuadas para la cepa G21). Los
resultados de producciéon a las 144 h se ilustran en la figura 16. Como
controles se utilizaron las cépas G21 y D8 en el mismo medio de cultivo y
la cepa original con 18 g/! de glucosa {(concentracién que permite la mayor
producién), con la finalidad de comparar los maximos niveles alcanzados
por modificacién de la concentracion de glucosa con los de las nuevas
cepas obtenidas. Las 11 cepas GD probadas presentaron niveles de
producciéon similares entre si, tanto en este experimento como en
repeticiones posteriores. La producciéon en todas las pruebas realizadas fue
mayor que la de las cepas parentales. Sin embargo, y de manera inesperada,
la D8 presentd una produccién de antraciclinas considerablemente mayor a
la obtenida en experimentos anteriores, e incluso alcanzé los titulos de las
fusantes, aunque a tiempos posteriores {(datos no mostrados). La D8 nunca
habia sido probada en concentraciones de glucosa altas, pues se habia
asumido que su comportamiento en estas condiciones seria similar al de la
cepa original, ya que el método de seleccion de esta mutante no guarda
relacién aparente con este fenomeno regulatorio, y su sensibilidad al
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Figura 16.- Comparacién de la produccién de antraciclinas de las cepas GD, producto de la fusién
de las mutantes G21 y D8. Los datos corresponden a las 144 h en el medio de produccién
moadificado con 60 g/! de glucosa y reactivos grado industrial. Se ilustra Unicamente el resultado
de las mejores cepas obtenidas.

analogo de glucosa fue igual a la de la cepa original. A pesar de este hecho,
las cepas GD presentaron mejores caracteristicas de produccion que las
cepas que les dieron origen, sobre todo en términos de productividad (ug de
antraciclinas/h). Con base en los resultados de este expermiento y
repeticiones, se seleccioné a la GD119 para fusionarla con P11.

Cepas GDP.

Las cepas GDP se seleccionaron en medio con doxorrubicina +
desoxiglucosa + glicerol + 30mM de fosfato. En este medio la mutante P11
fue incapaz de crecer y la GD119 present6é una coloracion clara. Como
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producto de la fusion de estas dos cepas se obtuvieron algunas con una
coloracién roja intensa en el medio de seleccion. Con estas cepas se
utilizd un segundo criterio de seleccién creciéndolas posteriormente en
cajas con medio de produccién. Las colonias que presentaron la coloraciéon
mas intensa fueron probadas en liquido.
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Figura 17.- Comparacién de la produccién de antraciclinas de las cepas GDP, producto de la
fusién de la cepa GD119 y la mutante P11. Los datos corresponden a las 144 h en el medio de
produccién modificado con 60 g/I de glucosa y reactivos grado industrial. Las antraciclinas de la
mutante P11 se cuantificaron en medio con 18 g/! de glucosa (P11A) y con 60 g/l (P11B). Se
ilustra anicamente el resultado de las mejores cepas obtenidas.

En la figura 17 se ilustran los niveles de produccién alcanzados con
las cepas GDP en medio con 60 g/l de glucosa. Como controles se usaron
las dos cepas parentales en el mismo medio. Adicionalmente se probé la
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cepa P11 en concentracién baja de glucosa. Al igual que la cepa D8 y por
las mismas razones, la cepa P11 no habia sido probada en medio con
glucosa alta. Esta, contrariamente a lo esperado, también presentd una
estimulacion de la produccién con 60 g/l de glucosa, a pesar de ser una
cepa diferente de las mutantes G. Al igual que D8, sigui6 siendo sensible al
analogo de glucosa.

Sobre la razdn por la cual en estas dos cepas no se presenta el efecto
negativo de glucosa, solo se sabe que la o las mutaciones generadas son
diferentes a la que presentan las cepas G, como la indica la sensibilidad a
DOG. Es posible que P11 y D8, al sobreproducir antraciclinas canalicen de
manera diferente la fuente de carbono, evitando asi la acumulacion de
algan efector o componente del sistema de represion, aunque en S.
coelicolor los productos del metabolismo de glucosa parecen no tener
importancia en este fenomeno y {a enzima glucosa cinasa desempeiia mas
bien un papel regulatorio (Kwakman y Postma, 1994; Angell et al.,, 1994).
Otra posibilidad es que de esta manera se impida la disminucion en el pH,
que se sabe repercute en la produccion de antraciclinas, aunque el efecto
por glucosa no es debido tnicamente al pH. Para concluir sobre este
resultado inesperado es necesario continuar con la caracterizacion de
estas mutantes y contar con mas informacién sobre el mecanismo de
represion catabdlica en Streptomyces.

Algunas de las cepas GDP presentaron producciones mayores que las
de las cepas de las que se originaron. Aunque las diferencias no son muy
grandes, en repeticiones de este experimento con las mutantes GDP46 y 51
se lograron producciones de hasta 2300 pg/ml, las cuales no han sido
alcanzadas por ninguna otra cepa de las utilizadas en este trabajo. Es
importante hacer notar que en cajas con el medio de produccion estas dos
cepas mostraron aun mayor diferencia con respecto al resto de las
mutantes, por lo que es posible que con modificaciones en el medio o
condiciones de cultivo se alcancen en el medio liquido aun mejores
producciones.

Pensando en esta posibilidad, se realizaron modificaciones del medio
produccién, alterando las concentraciones de glucosa, extracto de
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tevadura, carbonato de calcio. En ninguno de los medios probados fue
posible aumentar la produccién de antraciclinas de la cepa GDP51 (datos no
mostrados), sin embargo se considera conveniente continuar con la
seleccién y optimizacion de medios para encontrar uno mas adecuado para
estas cepas. Algo que resulté claro en estos experimentos fue que las
concentraciones de fos componentes del medio requeridas para una
produccion optima en las mutantes son muy diferentes a los
requerimientos de la cepa original.

En pruebas adicionales que se realizaron con las mejores cepas
obtenidas (figura 18), se observdé que las producciones fueron muy
diferentes dependiendo del grado de pureza de los componentes del medio
de cuitivo. Al utilizar reactivos grado analitico (a excepcion de la levadura
de cerveza que en todos los casos fue de grado industrial), las
producciones alcanzadas por todas las cepas fueron muy inferiores con
respecto a las logradas con los reactivos grado industrial. Esto podria
deberse a la presencia de algin compuesto en éstos Gltimos, que presentan
una menor pureza, que de alguna manera favorece la sintesis de
antraciclinas. La produccién mas alta fue de 580 pg de antraciclinas/ml y
correspondié a la cepa GDP51. En estas condiciones, se observaron mayores
diferencias entre las cepas producto de la fusion de protoplastos con
respecto a las cepas que les dieron origen, hecho que demuestra que
existen diferencias en cuanto a las caracteristicas de producciéon de las
distintas mutantes y permite concluir que con la fusion de protoplastos se
lograron reunir en una sola cepa caracteristicas que en conjunto permiten
mejores producciones.

Por los resultados obtenidos es recomendable que, para la seleccion
de la cepa mas adecuada para la produccion de doxorrubicina, se evaluen
distintas condiciones de produccion, incluyendo en esta evaluacién no solo
concentraciones de los componentes sino inclusive el origen de éstos.
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CONCLUSIONES

- Las mutantes seleccionadas por su resistencia al efecto negativo de
fosfato (cepas P) resultaron menos sensibles que la cepa original, aunque
siguieron siendo afectadas en concentraciones altas de este compuesto.

- Algunas de las mutantes P sobreprodujeron antraciclinas con respecto a
la cepa original en el medio de produccion, tanto en concentraciéon alta
como en baja de fosfato.

- La seleccion de mutantes (cepas D) con mayor resistencia a
doxorrubicina que la cepa silvestre permitdé obtener cepas
sobreproductoras del anticancerigeno.

- Algunas de las mutantes D sobreprodujeron antraciclinas, tanto en
concentracién baja como alta de glucosa, presentandose incluso una
estimulacion de la produccion en esta ultima condicidon y a pesar de seguir
siendo sensibles al analogo DOG.

- La asimilacién de glicerol, lactosa, galactosa y fructosa fue afectada
negativamente por el anidlogo DOG, sugiriendo que la glucosa interviene en
algin mecanismo de control sobre la asimilacion de estas fuentes de
carbono en este microorganismo.

- La glucosa también ejercid un efecto negativo sobre la sintesis de
antraciclinas en concentraciones mayores al 6 %.

- Las mutantes seleccionadas por su capacidad de utilizar glicerol,
fructosa, lactosa o galactosa en presencia de DOG (cepas G) presentaron
una pérdida de la regulacion general por glucosa en varios procesos
celulares y sobreprodujeron antraciclinas en el medio de produccion,
tanto en concentracién baja como en alta de glucosa.

52



- La mayoria de las mutantes G siguieron siendo capaces de utilizar la
glucosa del medio de cuitivo, aunque a una velocidad menor.

- Al igual que lo reportado en S. coelicolor A(3)2, fas mutantes de S.
peucetius var. caesius resistentes a DOG presentaron una actividad de
glucosa cinasa disminuida. La actividad especifica de esta enzima
respondid a la concentracion de glucosa presente en el medio. Asi, la Glk
probablemente esté implicada en el mecanismo regulatorio por glucosa en
este microorganismo.

- El transporte de DOG, y probablemente el de glucosa, en al menos 3 de
las mutantes G, fue menor al cuantificado en la cepa original.

- La fusion de protoplastos de los 3 tipos de mutantes obtenidas permitio
la generacion de cepas que produjeron una mayor cantidad de
antraciclinas.

- La composicion del medio de cultivo tuvo un efecto importante sobre fos
niveles de produccién alcanzados por las diferentes mutantes.

53



BIBLIOGRAFIA

Ajito, K., S. Atsumi, D. lkeda, S. Kondo, T. Takeuchi, K. Umezawa. 1989.
Inhibition of human inmunodeficiency virus-associated reverse
transcriptase by 14-O-acyladriamycins. J. Antibiot. 42: 611-619.

Angell, S., C. G. Lewis, M. J. Buttner, M. J. Bibb. 1994. Glucose repression in
Streptomyces coelicolor A3(2): a likely regulatory role for glucose kinase.
Mol. Gen. Genet. 244: 135-143.

Angell, S., E. Schwarz, M. J. Bibb. 1992. The glucose kinase gene of
Streptomyces coelicolor A3(2): its nucleotide sequence, transcriptional
analysis and role in glucose repression. Mol. Microbiol. 6: 2833- 2844.

Arcamone, F., G. Cassinelli, G. Fantini, A. Grein, P. Orezzi, C. Pol, C. Spalla.
1969. 14-hydroxydaunomycin, a new antitumor antibiotic from
Streptomyces peucetius var. caesius. Biotechnol. Bioeng. 11:1101-1110.

Arcamone, F., G. Franceschi, S. Penco. 1969. Adriamycin (14-
hydroxydaunomycin) a novel antitumor antibiotic. Tetrahedron Lett. 13:
1007-1010.

Arcamone, F. 1981. Doxorubicin: Anticancer Antibiotics. Academic Press.

Baltz, R. H. 1978. Genetic recombination in Streptomyces fradiae by
protoplast fusion and cell regeneration. J. Gen. Microbiol. 107: 93-102.

Baltz, R., P. Matsushima. 1981. Protoplast fusion in Streptomyces:
conditions for efficient genetic recombination and cell regeneration. J.
Gen. Microbiol. 127: 137-146. ’

Bartel, P. L., N. C. Connors, W. R. Strohl. 1990. Biosynthesis of
anthracyclines: analysis of mutants of Streptomyces sp. strain C5 blocked
in daunomycin biosynthesis. J. Gen. Microbiol. 136: 1877-1886.

Blum R. H., S. K. Carter. 1974. Adramycin. A new anticancer drug with
significant clinical activity. Ann. Int. Med. 80: 249-259, .

Carter, S. K. 1975. Adriamycin - A review. J. National Cancer Inst. 55:
1265-1274.

54



Colombo, A. L., M. M. Solinas, G. Perini, G. Biamonti, G. Zanella. M. Caruso., F.
Torti, S. Felippini, A. Inventi-Solari, L. Garofano. 1992. Expression of
doxorubicin-daunorubicin resistance genes in different anthracycline
mutants of Streptomyces peucetius. J. Bacteriol. 174: 1641-1646.

Connors, N. C., P. L. Bartel, W. R. Strohl. 1990. Biosynthesis of
anthracyclines: enzymic conversion of aklanonic- acid to aklavinone and E-’
rodomycinone by anthracycline- producmg streptomycetes J. Gen
Microbiol. 136: 1887-1894. Sl :

Connors, N. C., P. L. Bartel, W. R. Strohl 1990 Blosynthe5|s of
anthracyclines: carminomycin 4-0- methyltransferase the terminal -
enzymic step in the formation of daunomycm J Gen M/croblol 136
1895-1898. : S S o

Dekleva, M. L., J.A. Titus, W. R.’
anthracycline productson by Streptomyc
Can. J. Microbiol, 31: 287-294.

Dekieva M. L., W. R. Strohl. 198
Streptomyces peucetius. Can J. Micre

Delic, V., D. A. Hopwood, E. J. Friend. 197
nitro-N- mtrosoguamdme (NTG) i
167-182.

Di Marco, A., F. Arcamone, F. Zunino: 197
adriamycin and structural analogs:'b
action, pp. 101-128. En J. W. Corcora
3. Springer Verlag, New York;:

| ‘mechanism of
itibiotics, Vol.

;L. Katz. 1991.
plex v>pquketide’ »

Donadio, S., M. J. Staver, J. M. McAIpln
Modular organization of genes
biosynthesis. Science. 252: 675- -679.:

Eckardt T., J. Strickley, L. Gorniak, W:Bur _.Fare 1987 S
Charactenzatlon of the promoter signal’ s gL ‘terminus of ‘a. .
secreted R-galactosidase from Streptomyces I/wdans Jf—_vBacter/oI 169v
4249-4256. e

Esser, K., G. Dohmen. 1987. Drug resistance genes and theur use in - A
molecular cloning. Process Biochem. 2 2: 144—148 . '

55



Grein, A. 1981. Development of biosynthetic anthracyclines of the
daunorubicin group by genetic and fermentation studies. Process Biochem.

12: 246.

Grein, A. 1987. Antitumor anthracyclines produced by Streptomyces
peucetius. Adv. Appl. Microbiol. 32: 203-215.

Guilfoile, P. G., C. R. Hutchinson. 1991. A bacterial analog of the mdr gene
of mammalian tumor cells is present in Streptomyces peucetius, the
producer of daunorubicin and doxorubicin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
8553-8557.

Hindle, Z., C. P. Smith. 1994. Substrate induction and catabolite repression
of the Streptomyces coelicolor glycerol operon are mediated through the
Gy!R protein. Mol. Microbiol. 12: 737-745.

Hodgson, D. 1982. Glucose repression of carbon uptake and metabolism in
Streptomyces coelicolor A3(2) and its perturbation in mutants resistant
to 2-deoxyglucose. J. Gen. Microbiol. 128; 2417-2430.

Hopwood, D. A, M. J. Bibb, K. F. Chater, T. Kieser, C. J. Bruton, H. M. Kieser,
D. J. Lydlate, C. P. Smith, M, D. Ward, H. Schrempﬂ 85. Genetic
Manipulation of Streptomyces: a Laboratory Man chn . Innes
Foundation. Norwich, United Kingdom. : A

Huk, B., M. Blumauerova. 1989. Streptomycetes prodt
related compounds: do we know enough about ‘them ears?.Folia
Microbiol. 34: 324-349. e '

Hutchinson, C. R.

lkeda, H., E. T. Seno, C. J. Bruton, K. F. Chater. 1984. Genetic mapping,
cloning and physiologial aspects of the ‘glucose kinase gene of
Streptomyces coelicolor. Mol. Gen. Genet. 196: 501-507.

Kuakman, J. H. J. M., P. W. Postma. 1994. Glucose kinase has a regulatory
role in carbon catabolite repression in Streptomyces coelicolor. J.
Bacteriol. 176: 2694-2698.

Madduri. K., F. Torti, A. L. Colombo, C. R. Hutchinson. 1993. Cloning and
sequencing of a gene encoding carminomycin 4-O-methyltransferase from
Streptomyces peucetius and its expression in Escherichia coli. J.
Bacteriol. 17 5: 3900-3904.

56



McGuire, J. C., B. K. Hamilton, R. J. White. 1979. Approaches to development
of the daunorubicin fermentation. Process Biochem. 12: 2-5.

Nakashima, H., N. Yamamoto. 1987. Inhibition of human immuno-deficiency
virus (HIV) infection and replication in vitro. J. Antibiot. 40: 396-399.

Okanishi, M., K. Susuki, H. Umezawa. 1974. Formation and reversion of
streptomycetes protoplasts: cultural condition and morphological study. J.
Gen. Microbiol. 80: 389-400.

Otten, S. L., K. J. Stutzman-Engwall, C. R. Hutchinson. 1990. Cloning and
expression of daunorubicin biosynthesis genes from Streptomyces
peucetius and S. peucetius subsp. caesius. J. Bacteriol. 172: 3427-3434.

Pandey, R. C., C. C. Kalita, R. J. White, M. W. Toussaint. 1979. Process
development in the purification of daunorubicin from fermentation broths.
Process Biochem. 14: 6-13.

Sambrook, J., E. F. Fritsch, T. Maniatis. 1989. Molecular Cloning: a
Laboratory Manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N. Y.

Seno, E. T., K. F. Chater. 1983. Glycerol catabolic enzymes and their
regulation in wild-type and mutant strains of Streptomyces coelicolor
A3(2). J. Gen. Microbiol. 129: 1403-1413.

Simpkins, H., L. F. Pearlman, L. M. Thompson. 1984. Effects of adriamycin
on supercoiled DNA and calf thymus nucleosomes studied with fluorescent
probes. Cancer Res. 44:614-618.

Smith, T. H., A. N. Fujiwara, D. W. Henry, W. W. Lee. 1976. Synthetic
approaches to adriamycin. Degradation of daunorubicin to nonasymetric
tetracyclic ketone and refuctionalization of the A-ring to adriamycin. J.
Am. Chem Soc. 98:1969-1971.

Smith, T. H., A. N. Fujiwara, D. W. Henry, W. W. Lee. 1977. Synthesis of
adriamycin and 7,9-epiadriamycin. Patente de los Estados Unidos No.
4,012,448,

Strohl, W. R., N. C. Connors. 1992. Significance of anthraquinone formation
resulting from the cloning of actinorodin genes in heterologous
streptomycetes. Mol. Microbiol. 6: 147-152.

57



Stutzman-Engwall, K. L., C. R. Hutchinson. 1989. Muiltigene families for
anthracycline antibiotic production in Streptomyces peucetius. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 3135-3139.

Stutzman-Engwall, K. J., S. L. Otten, C. R. Hutchinson. 1992. Regulation of
secondary metabolism in Streptomyces spp. and overproduction of
daunorubicin in Streptomyces peucetius. J. Bacteriol. 174: 144-154.

Summer, B. 1944. Determination of inorganic phosphate. Science. 100:
413,

Susuki, F., S. Trenbeath, R. D. Gleim, C. J. Sih. 1978. Total synthesis of
adriamycinone. Regiospecific synthesis of anthracyclinones via base
catalyzed cyclizations. J. Am. Chem Soc. 100: 2272-2273.

Tritton, T. R., A. Yee. 1982. The anticancer agent adriamycin can be
actively cytotoxic without entering cell. Science. 217: 248-250.

Vanék, Z., J. Tax, |. Komersova, P. Sedmera, J. Vokoun. 1977.
Anthracyclines. Folia Microbiol. 22: 139-159.

Vigevani, A., M. J. Williamson. 1980. Doxorubicin, p. 245-274. En K. Florey
(ed.), Analytical Profiles of Drugs Substances, vol. 9. Academic Press.

Wagner, C., K. Eckardt, W. Ihn, G. Schumann, C. Stengel, W. F. Fleck, D.
Tresselt.1991. Biosynthese der anthracycline: eine neuinterpretation der
ergebnisse zur daunomycin-biosynthese. J. Basic Microbiol. 31: 223-240.

White, R. J. R. M. Stroshane. 1984. Daunorubicin and adriamycin: properties,
biosynthesis and fermentation, p.569-594. En E. J. Vandame (ed.),
Biotechnology of Industrial Antibiotics, vol. 22. Marcel Dekker, Inc., New
York.

Ye, J., M. L. Dickens, R. Plater, Y. Li, J. Lawrence, W. R. Strohl. 1994,
Isolation and sequence analysis of polyketide synthase genes from the
daunomycin-producing Streptomyces sp. strain C5. J. Bacteriol. 176:
6270-6280.

58



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Generalidades de Doxorrubicina
	Antecedentes
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



