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RESUMEN 

Saccharopolyspora erythraea CA340 es un actinomiceto cuya principal 
característica es la de producir eritromicina, un antibiótico macrólido no políénico, que se 
sintetiza a partir de una molécula de propionil CoA y seis moléculas de metilmalonil CoA, 
por un proceso parecido al de la síntesis de ácidos grasos. Estas moléculas precursoras 
de la eritromicina se pueden sintetizar a partír de succinil CoA, un intermediario en el ciclo 
de Krebs. Este ciclo es la vía metabólica más importante para la generación de ATP y de 
otros compuestos en las bacterias aerobias, sin embargo no se han estudiado ni las 
enzimas que participan en él ni su regulación en estos microorganísmos productores de 
antibióticos. Es por esta razón que nos interesó estudiar a una de las enzimas 
importantes en el ciclo, la isocitrato deshidrogenasa, la cual cataliza la descarboxilación 
oxidativa del ac. isocítrico para generar ac. a-cetoglutárico, que posteriormente es 
convertido a succinil CoA. En este trabajo se presentan los resultados de la 
caracterización bioquímica de la isocitrato deshidrogenasa en Saccharopolyspora 
erythraea CA340, así como de la regulación de la actividad y de su síntesis. Los 
resultados obtenidos mostraron que la actividad de esta enzima es óptima en un rango de 
valores de pH de 7.5-8.0 utilizando solución amortiguadora de tris-acetatos y a una 
temperatura de 30°C. La enzima mostró ser dependiente de NADP+, para el cual se 
obtuvo un Km de 0.026 flM, valor muy cercano al obtenido para la mayoría de las 
bacterias. Se obtuvo también un Km de 0.14 flM para isocitrato, lo que sugiere una alta 
afinidad hacia este sustrato. La actividad de la isocitrato deshidrogenasa en la mayoría de 
los microorganismos requiere de iones diva lentes y en nuestro caso, la enzima pudo 
actuar con Mg2+ o con Mn2+. Una Km para Mg+2 de 0.51 mM, valor que es más alto que el 
obtenido para manganeso de 0.039 flM, indicó que la enzima tiene mayor afinidad por 
este último. La Vmax fue de 2.3 fimo les m¡-' min". Por lo que respecta a la regulación de la 
actividad de la iso citrato deshidrogenasa de Saco erythraea, los resultados mostraron que 
es inhibida por compuestos fosforilados como GTP, ADP Y ATP, por algunos 
intermediarios del ciclo de Krebs como oxaloacetato, ácido cítrico, a-cetoglutarato y la 
mezcla de oxaloacetato mas glioxalato. Para establecer cual es la regulación de la 
síntesis de la enzima, primero se obtuvo el perfil de crecimiento y de producción de la 
ICDH en condiciones donde el microorganismo crece bien. Los resultados mostraron que 
la enzima se sintetiza de manera asociada al crecimiento, teniendo un máximo a las 72 
horas para posteriormente disminuir. También observamos que la producción de esta 
enzima se incrementa cuando se adicionan al medio de cultivo azúcares facilmente 
metabolizables, como la glucosa y la fructosa. Se obtuvo una actividad específica 
intermedia con sacarosa, galactosa, almidón y menor en acetato, lactosa, piruvato y 
succinato. Estos resultados sugieren que la síntesis de la ICDH es constitutiva pero 
estimulada por azúcares fácilmente asimilables. Debido a que la mayor producción se 
obtuvo con glucosa, se probaron diferentes concentraciones de este azúcar y los 
resultados mostraron que la actividad específica aumentaba cuando se incrementaba la 
concentración de glucosa, teniendo un máximo a la concentración de 3%. También se 
demostró que el efecto de la glucosa se debe a inducción. Con objeto de establecer si la 
fuente de nitrógeno tenía algún efecto sobre la síntesis de la ICDH, se creció a Saco 
erythraea CA340 en varias concentraciones de cloruro de amonio y algunos aminoácidos. 
Los resultados mostraron que en presencia de glucosa como fuente de carbono, la fuente 
de nitrógeno no tuvo ninguna influencia sobre la producción de ICDH. 
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INTRODUCCiÓN 

Saccharopolyspora erythraea CA340 es un actinomiceto cuya principal 

característica es la de producir eritromicina, un antibiótico macrólido no poliénico, 

que se sintetiza a partir de una molécula de propionil CoA y seis moléculas de 

metilmalonil CoA, por un proceso parecido al de la síntesis de ácidos grasos 

(Cortés et al., 1995). Estas moléculas precursoras de la eritromicina se pueden 

sintetizar a partir del succinil CoA, un intermediario en el ciclo de Krebs. A pesar , 

de la importancia comercial que tienen los antibióticos, la mayoría de los cuales se 

generan a partir de compuestos que provienen del metabolismo primario, poco es 

lo que se conoce del flujo del carbono y del nitrógeno en estos actinomicetos 

productores. 

Es bien conocido que en bacterias creciendo aeróbicamente, la glucosa es 

asimilada a través de la vía glicolítica y posteriormente se oxida totalmente en el 

ciclo de Krebs (McAlister-Henn and 8ma", 1997). También se ha observado que 

las enzimas que participan en estas reacciones son constitutivas y que el proceso 

es regulado por mecanismos de inhibición sobre algunas enzimas claves dentro 

de las rutas. Así encontramos que la citrato sintetasa, la isocitrato deshidrogenasa 

y la a-cetoglutarato deshidrogenasa son inhibidas principalmente por ATP, NADH, 

succinil CoA en algunos microorganismos (Lehninger et al., 1993). 

La isocitrato deshidrogenasa (ICDH) dependiente de NADP+ es una de las 

enzimas claves del ciclo del ác. cítrico, la cuál cata liza la descarboxilación 

oxidativa de D-isocitrato para formar a-cetoglutarato, C02 y NADPH. El a-
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cetoglutarato puede ser posteriormente oxidado dentro del ciclo o aminado 

reductivamente a glutamato. Por otro lado, el NADPH puede ser usado para 

reacciones biosintéticas reductivas. LJe esta manera, la isocitrato deshidregenasa 

provee a las células con un intermediario clave del metabolismo energético, así 

como también con precursores y poder reductor para vías anabólicas, por ejemplo 

la biosíntesis de aminoácidos (Lehninger et al., 1993). 

En Escheriehia eoli, la isocitrato deshidrogenasa es regulada a través de 

fosforilación reversible por una fosfatasa/cinasa bifuncional de isocitrato 

deshidrogenasa. Cuando acetato es la única fuente de carbono, la ICDH es 

fosforilada y entonces inactivada, disminuyendo el flujo de carbono a través del 

ciclo y permitiendo la operación del ciclo del glioxalato (EI-Mansi, 1998). 

En la mayoría de los procariotes, ICDH es una enzima dimérica que 

consiste de subunidades idénticas con pesos moleculares entre 40 000 Y 57 000 

daltones. Sin embargo existen microorganismos que poseen enzimas 

monoméricas con pesos moleculares de aproximadamente 80 000 de peso 

molecular. A pesar de las diferencias en tamaño, todas las ICDHs bacterianas 

estudiadas hasta la fecha, son similares con respecto a la actividad específica, 

requerimiento de Mn2
+ o Mg2

+ para la actividad, inhibición por oxaloacetato mas 

glioxalato y sus altas afinidades hacia isocitrato (Eikmanns et al., 1995). 

En el caso de Saeeharopolyspora erythraea CA340 es importante conocer 

el flujo a través del ciclo de Krebs, ya que los dos precursores de la molécula de 

eritromlcina provienen de succinil CoA., sin embargo a la fecha no se han 

estudiado las enzimas del ciclo en este microorganismo. Es por esta razón que 
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consideramos importante estudiar, en principio, las propiedades cinéticas y 

bioquímicas de la isocitrato deshidrogenasa de Sacharopolyspora erythraea 

CA340, así como ios mecanismos regulatorios que se ejercen sobre su actividad y 

su síntesis, siendo éste el objetivo del trabajo. 

Los resultados que se obtuvieron mostraron que la ICDH en 

Saccharopolyspora erythraea CA340 fue dependiente de NADP+, al igual que la 

mayoría de las bacterias; requiere la presencia de Mn+2 ó Mg2+ para su actividad y 

presenta una alta afinidad hacia el isocitrato. Se observó una actividad óptima a. 

una temperatura de 30°C y un pH de 8.0. En electroforesis en gel de 

poliacrilamida no desnaturalizante, la ICDH de Saco erythraea CA340 presentó 

una sola banda de actividad de peso molecular aparente de 130 000 kDa, 

formada por dos monómeros de 60 000 kDa. 

Como se ha reportado en otros microorganismos, GTP, NAD+, ADP Y ATP 

inhibieron de forma importante la actividad de ICDH de Saco erythraea. La 

actividad enzimática también fue inhibida por compuestos intermediarios del ciclo 

de los ács. tricarboxílicos como el oxaloacetato, el ac. cítrico y el ac. a 

cetoglutárico, lo que indica que la enzima presenta propiedades alostéricas 

similares a las de otros microorganismos. En cuanto a su síntesis, la ICDH mostró 

un patrón de síntesis asociado al crecimiento, teniendo un máximo a las 72 horas 

y posteriormente decae la actividad notablemente. La síntesis de la ICDH fue 

estimulada por fuentes de carbono como fructosa y glucosa, azúcares facilmente 

metabolizables. Se sintetizó a un nivel intermedio en presencia de sacarosa, 

galactosa, almidón, acetato y lactosa y presentó casi un 50% de la actividad con 
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respecto a glucosa, cuando se suministró al medio de cultivo succinato y piruvato 

en presencia de glicina como fuente de nitrógeno. El efecto que ejerció la glucosa 

fué de inducción. Por otro lado, ai variar '¡¡ fuente de nitrógeno en el medio de 

cultivo donde se creció a Saccharopolyspora erythraea CA 340 (glicina, glutamina, 

glutamato, alanina, prolina, cloruro de amonio) y con glucosa como fuente de 

carbono se observó que no existen diferencias en la síntesis de la ICDH. De 

acuerdo a estos resultados, podemos sugerir que la síntesis de la ICDH en este 

microo'rganismo es constitutiva, que presenta un patrón de regulación de la 

actividad similar al de otros procariontes y que su síntesis es inducida por la 

presencia de azúcares fácilmente asimilables. 
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ANTECEDENTES. 

Los actlnomicetos son un grupo de microorganismos mu} importantes 

biotecnológicamente, ya que de ellos se obtiene el 70% de los antibióticos usados 

en la clínica para combatir a las enfermedades, así como también muchas 

enzimas hidrolíticas usadas en la industria (Morosoli et al., 1997). A este grupo 

pertenece Saccharopolyspora erythraea CA340, microorganismo productor de 

eritromicina, un antibiótico macrólido no poliénico sintetizado a partir de una 

molécula de propionil CoA y 6 moléculas de metilmalonil CoA (Fig. 1) (Cortés et 

al., 1995). A la fecha se han publicado numerosos artículos relacionados con la 

genética, regulación y producción de la eritromicina (Hsieh and Kolattukudy, 1994; 

Donadio et al., 1996; Roberts et al., 1993; Caffrey et al., 1992; Reeve and 

Baumberg, 1998), sin embargo no existen estudios acerca del metabolismo 

primario y tampoco se conoce la relación que existe entre metabolismo primario y 

metabolismo secundario, ya que estos procesos implican la existencia de enzimas 

específicas que posibilitan la formación de compuestos en una ruta ó secuencia 

determinada, para que pueda sintetizarse el metabolito secundario en cuestión. 

En el caso de la eritromicina, a partir del succinilCoA se sintetizan los dos 

precursores de la molécula, el propionilCoA y el metilmalonilCoA como se muestra 

en la figura 1. El succinilCoA se forma durante el ciclo de Krebs, sin embargo a la 

fecha no se ha estudiado el flujo del carbono a través del ciclo ni como se regulan 

las enzimas que participan en él en Saccharopolyspora erythraea ni en otros 

actinomicetos productores de antibióticos. 
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EL CICLO DE KREBS. 

El ciclo de los ácidos tricarboxílicos es la vía metabólica más importante 

para la generación de A TP en las bacterias aerobias, además provee importantes 

precursores biosintéticos como succinil CoA y juega un papel clave en la 

producción de energía cuando la glicólisis es incapaz de satisfacer las 

necesidades de la célula. Lleva a cabo la oxidación completa de una molécula de 

Propionil CoA <-o ----

I 

Metilma10nilcoA 

~ / 
6 Deoxieritronólido B 

1 
Eritronólido B 

1 
3-0-a-micarosileritronólido 

1 
Eritromicina O 

~ ~ 
Eritromicina C Eritromicina B 

~ / 
Eritromicina A 

Fig. 1. Vía de biosíntesis de eritromicina en Saco erythraea CA340. 

glucosa a C02. generando NADH, FADH2 Y ATP (Lehninger el al., 1993). En este 

ciclo (Fig. 2) se llevan a cabo varias reacciones enzimáticas, cuyo objetivo final es 
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la oxidación total de una molécula de glucosa. Para empezar una vuelta del ciclo, 

acetilCoA dona su grupo acetilo al oxaloacetato para formar un compuesto de 6 

carbonos que e!l el citrato. Citrato es entonces transformado en isocitrato, también 

una molécula de seis átomos de carbono, la cual es deshidrogenada con pérdida 

de C~ para g~nerar un compuesto de 5 átomos de carbono, el Il-cetoglutarato. 

Este úHimo sobrelleva la pérdida de C02 y proporciona el succinato, compuesto 

de cuatro átomos de carbono. El succinato es entonces enzimáticamente 

convertido en tres pasos en oxaloacetato nuevamente, con el cual el ciclo 

empieza. Cuatro de Jos ocho pasos en este proceso son oxidaciones, en las 

cuales la energla de oxidación es conservada con alta eficiencia en la formación 

de cotactores reducidos (NADH y FADH2) (Lehninger, 1993) . 

. Acetyl.CoA 

Fig. 2. Ciclo de Krebs. 



En la mayoría de los microorganismos la regulación del CIclo de Krebs es 

ejercida a nivel de la actividad de algunos pasos del ciclo. El flujo de átomos de 

carbono de plruvato en V a través del ciclo del ácido cítrico está najo una estricta 

regulación a dos niveles: La conversión de piruvato en acetil CoA (piruvato 

deshidrogenasa).y la entrada de acetil CoA en el ciclo (citrato sintetasa), aunque 

el ciclo también es regulado a nivel de la isocitrato deshidrogenasa y (1-

cetoglutarato deshidrogenasa (Lehninger, 1993) (Fig. 3). 

Tr~s factores gobiernan la velocidad de flujo a través del ciclo: la 

disponibilidad del sustrato, la inhibición por productos que se acumulan y la 

inhibición por retroalimentación alostérica de enzimas iniciales por intermediarios 

en el ciclo. 

I Aretyl-CaA 

Fig. 3. Regulación del ciclo de Krebs. 
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ISOCITRATO DESHIDROGENASA. 

Como ya se mencionó, uno de los pasos importantes en el ciclo de Krebs 

es el de la isocitrato deshidrogenasa (isocitrato:NAOP+ oxidoreductasa) 

dependiente de NAOP+ Ó de NAO+ (/COH; EC 1.1.1.42 y 1.1.1.41), la cuál cata liza 

la reacción de la descarboxilación oxidativa del ac. isocítrico a ac. a-cetoglutárico 

(Fig.4). 

CH, - COOH CH, - COOH CH, - COOH 

I I I 
CH-COOH 

~ 
CH-COOH • CO,-CH, 

I I ~C02 I -2H 

CHOH-COOH CO-COOH CO-COOH 

isocitrato ----_. oxalosuccinato --_o a-cetoglutarato 

/02 

Isocitrato ..... ------~--------> a-cetoglutarato 

NAOP+ --_o NAOPH + H+ 

Fig. 4. Reacción catalizada por la isocitrato deshidrogenasa. 
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Aunque isocitrato deshidrogenasas dependientes de NAOP+ y NAO+ han 

sido descritas en procariontes, la mayoría de las bacterias tienen únicamente la 

enzima que requiere NAOP+ (Muro-Pastor and Florencia, 1994). En eucariontes 

como Saccharomyces cerevisiae, tres isoenzimas distintas difieren ·en sus 

subunidades estructurales, así como también en cuanto a su localización celular, 

como han sido descritos recientemente (Loftus et al., 1994). Existen entonces 3 

clases de ICOH(s), una multimérica dependiente de NAO+, localizada en la 

mitoco'ndria. Las otras dos enzimas, citoplásmica y mitocondrial, homodiméricas 

dependiente de NADP+ (Zhao and McAlister-Henn, 1996). Por su importante papel 

en la célula, esta enzima ha sido muy estudiada con respecto a su cinética, 

estructura y características regulatorias. 

La ICDH está codificada en un solo gen y algunos de ellos han sido 

clonados y secuenciados de microorganismos como Anabaena (Muro-Pastor and 

Florencio, 1994). Thermus thermophilus (Yaoi et al., 1994), E. coli (Lee et al., 

1995), Bacillus subtilis (Jin and Sonenshein, 1994), Caldococcus noboribetus 

(Aoshima et al., 1996), Sphingomonas yanoikuyae (Wang and Lau, 1995) 

Streptococcus mutants (Cvitkovitch et al., 1996), Corynebacterium glutamicum 

(Eikmanns et al., 1994) y Synechocystis (Muro-Pastor et al., 1996) entre otros. La 

homología de secuencia entre las enzimas bacterianas y las eucariónticas es 

significativa. Por ejemplo, las NADP-isocitrato deshidrogenasas de E. coli y S. 

cerevisiae comparte un 33% de identidad en la secuencia (Lee et al., 1995). 

Inclusive se ha reportado que existen regiones conservadas (Eikmanns et al., 

1995). 
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COFACTOR, TEMPERATURA Y PH: 

La velocidad de reacción de cada una de ,as reacciones enzimáticas 

dependerá del pH, de la concentración del cofactor, asi como también de las 

concentraciones intracelulares del sustrato o del producto, que son los elementos 

primarios para la regulación de la actividad enzimática (Copeland, 1996). La 

mayoría de las ICOH de las bacterias tienen el mismo requerimiento en cuanto a 

su cofactor Mn2+ ó Mg2+ para ser activas. En algunos casos, se prefiere uno de los 

dos, asi encontramos que en cianobacterias existe una mayor afinidad hacia el ión 

Mn2+ (Muro-Pastor et al., 1996) al igual que en E. coli (Miller et al., 1996). 

La temperatura y el pH son determinantes para que se lleve a cabo la 

actividad enzimática. En el caso de la ICOH existe una gran variabilidad en cuanto 

a estos parámetros. Se ha reportado que en S. cerevisiae esta enzima tiene un 

pH óptimo de 7.5 a 8.0 y una temperatura óptima de 30°C (Loftus et al., 1994). En 

el grupo de las arqueabacterias en el que existen bacterias termofílicas como 

Sulfolobus solfafaricus, la actividad óptima de la ICOH se encuentra en una 

temperatura de 80°C y un pH 4.0 (Camacho et al., 1995). 

Un número considerable de ICOHs se distingue por sus requerimientos de 

cofactores y por su localización subcelular. Algunos microorganismos poseen una 

ICOH dependiente de NAOP+, en otros es dependiente de NAO+, pudiéndose 

hallar ambos tipos en la misma bacteria como es el caso de E. coli (Thorness and 

Koshland, 1987), Thermoplasma acidophilum (Camacho et al., 1995) y T. 

fhermophilus (Imada et al., 1991); en levaduras como S. cerevisiae (Loftus et al., 
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1994) se pueden encontrar 3 isoenzimas distintas con respecto a su localización 

intracelular y a su dependencia del cofactor. Así encontramos entonces una 

NAOP+-ICOH en el citosol; NAO+-ICOH y NADP+-ICOH en mitocondría, ó como en 

Gandida tropicalis (Kawachi et al., 1997) que presenta NAD+-IGDH en 

peroxisomas ó NAO+-ICOH en mitocondria. La mayoría de las bacterias poseen 

solamente una ICOH dependiente del NAOP+ como por ejemplo en 

Gorynebacterium glutamicun (Eickmanns et al., 1995), aunque también algunos 

eucariontes poseen este tipo de enzima como Gephalosporium acremonium 

(Olano et al., 1995). 

PESO MOLECULAR: 

En la mayoría de los procariontes, la ICDH es una enzima dimérica 

constituída por subunidades idénticas con pesos moleculares entre 40,000 y 

57,000 KDa. Sin embargo, Vibrio parahemolyticus, Rhodomicrobium vannielii y 

Azotobacter vinelandii poseen una ICOH monomérica, con un peso molecular de 

alrededor de 85,000 KOa (Eikmanns et al., 1994), al igual que Gorynebacterium 

glutamicum (Eickmanns et al., 1994), Desu/fobacter vibriodormis (Steen et al., 

1998) y Galdococcus noboribetus (Aoshima et al., 1996). En Gandida tropicalis, 

Phycomyces blakes/eeanus y S. cerevisiae se ha reportado la presencia de 

enzimas octámericas, de gran peso molecular y que pueden estar formadas por 

una sola subunidad o por dos subunidades distintas (Yamamoto et al., 1995; 
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Alvarez-Fillafañe et al., 1996; Keys and McAlister-Henn, 1990). En la tabla 1 se 

muestran algunos casos reportados. 

TABLA 1. Pesos moleculares reportados para procariontes yeucariontes. 

Microorganismo PM Estructura Referencia 

(KDa) (KDa) 

Archaeoglobus fulgidus Monómero (42) Steen et al., 1995 
Azotobacter vinelandii 80 Monómero Eikmanns el al., 1995 
Galdococcus noboribetus 48 Monómero Aoshima el al., 1996 

Gandida tropicalis 
Peroxisomal-NADP 90 Dimérica (45) Yamamolo el al., 1995 
Milocondrial-NAD 360 Octámero (41 y 38) 
Galdococcus noboribetus 90 Homodimérica Aoshima & Oshima, 1997 
Gepha/osporium acremonium 140 Dimérica (75) Olano el al., 1995 
Desulfobacter vibrioformis 80 Monómero Sleen el al., 1995 
Escherichia coli 90 Dímero (45) Suzuki el al., 1995 
Ha/oferax volcanii Dímero (62) Gamacho el al., 1995 
Neurospora crassa 277 Oclámero (42 y38) 
Phycomyces blakesleeanus 338 Oclámero (40.5) Alvarez-V. el al., 1996 
Phytium ultimum 96 Dímero (48) Kím el al., 1996 
Rhodomierobium vanmelií 80 Monómero Eíkmanns el al., 1995 
Saecharomyees eerevisiae 
Milocondrial-NAD 310 Oclámero (39 y 40) Keys and M. 1990 
Sulfolobus solfatarieus Dímero (45) Camacho el al., 1995 
Vibrio sp. ABE-I Monomérica icdl Suzuki el al , 1995 

Dimérica iedll 
Vibrio parahemolytieus 80 Monomérica Eikmanns el al., 1995 
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EFECTORES: 

Algunas enzimas alostéricas responden a 2 ó más moduladores 

especiflcos, cada uno de ellos unido a un CE"ltro específico de la enzima. La 

inhibición de algunos enzimas por metabolitos específicos, constituye un elemento 

importante en la regulación del metabolismo intermediario. 

La ICDH puede ser activada o inhibida por una serie de efectores entre los 

que se encuentran compuestos fosforilados como AMP, AOP o ATP que se 

reportan como efectores negativos en Synechocystís (Muro-Pastor et al., 1996). 

Por otro lado, algunos intermediarios del ciclo de Krebs, como oxaloacetato, 

o:-cetoglutarato y glioxalato tienen un efecto de inhibición sobre la actividad de 

ICDH en estos microorganismos. La enzima de C. glufamicum fue completamente 

inhibida por una mezcla de 1 mM de oxaloacetato más 1 mM de glioxalato. Ningún 

efecto sobre la actividad fue observado con 1 mM de oxaloacetato o 1 mM de 

glioxalato solos. Tampoco ATP, ADP, AMP, fructosa1,6-bifosfato, gliceraldehído 

3-fosfato, 3-fosfoglicérico, fosfoenolpiruvato, piruvato o cualquier otro 

intermediario del ciclo a una concentración de 1 mM tuvieron efecto sobre la 

actividad de la ICDH (Eikmanns et al., 1995). 

REGULACiÓN DE LA ISOCITRATO DESHIDROGENASA A NIVEL DE 

SíNTESIS: 

La síntesis de ICDH de muchos microorganismos ha sido reportada como 

variable cuando las células son crecidas en diferentes fuentes de carbono como 
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en Baci/lus subtilis donde la actividad específica disminuye hasta 2 veces cuando 

el microorganismo está creciendo en glucosa, cx-cetoglutarato ó glutamato. En 

Bacillus subtilis, también se ha observado que las actividades de las en;::imas del 

ciclo de Krebs se inducen bajo condiciones que también inducen la esporulación 

(Jin et al., 1997). En S. cerevisiae también se encontró que los niveles de ICDH 

son más bajos en glucosa que en otras fuentes de carbono (Keys and McAlister­

Henn, 1990). 

'En bacterias entéricas como K. aerogenes, S. tiphimurium, Serratia 

marscecens (Eikmanns et al., 1994), la actividad específica de ICDH fue 

encontrada 3 a 4 veces más baja durante el crecimiento en acetato que durante el 

crecimiento en glucosa. En E. coli, la ICDH es regulada por modificación 

postraduccional, via una fosforilación reversible por una enzima fosfatasa/cinasa 

bifuncional. Cuando la fuente de carbono es acetato, la ICDH es fosforilada y 

entonces inactivada, disminuyendo entonces el flujo de carbono a través del ciclo 

del ácido cítrico y permitiendo la operación del ciclo del glioxalato (Miller et al., 

1996; EI-Mansi, 1998). La ICDH es fosforilada en una serina que se encuentra en 

su sitio activo. La fosforilación bloquea la unión del isocitrato, inactivando a la 

enzima (Laporte, 1993). La modulación de la actividad enzimática de la ICDH 

ayuda a la célula a mantener las cantidades óptimas de los intermediarios del 

ciclo de Krebs. 

Por lo que respecta al control de la expresión del gene icd de E. colí, se ha 

observado que existe regulación a nivel de transcripción, mediada por la proteína 

ArcA, en respuesta a cambios en la disponibilidad de oxígeno y de fuente de 
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carbono. ArcA parece funcionar como un represor de transcripción clásico a través 

de su unión a un sitio que se translapa con el promotor de ied durante condiciones 

de crecimiento anaeróblco (enao et al., 1997). 

En C. glutamicum se ha reportado que la actividad específica de la ICDH 

estuvo entre 0.9 y 1.1 U mg-1 sin importar la fuente de carbono utilizada en el 

medio de crecimiento. La actividad específica también fue idéntica cuando las 

células fueron recogidas en las fases temprana, media y tardía de crecimiento, lo 

que sugiere que la síntesis de la enzima es constitutiva (Eikmanns et al., 1995) .. 

Vibrio sp. cepa ABE-1 tiene dos ICDHs distintas codificadas por dos genes 

diferentes, iedl e iedll, los cuales son regulados de manera distinta a nivel 

transcripcional. Los niveles de ARNm del ¡edil se incrementan al bajar la 

temperatura de crecimiento mientras que el ARNm correspondiente a iedl es 

afectado por la fuente de carbono (Suzuki et al., 1995). 

Por otro lado, Phyeomyees blakesleeanus presenta 2-3 veces mayor 

actividad en acetato que en glucosa, al igual que en levaduras (Alvarez-Villafañe 

et al., 1996). 

En cianobacterias como Syneehocystis y Anabaena sp. se presenta una 

represión por nitrógeno sobre la síntesis de la ICDH debido a que en estos 

microorganismos, el a-cetoglutarato producido por la reacción catalizada por la 

ICDH no puede ser posteriormente oxidado, y por lo tanto entra directamente al 

ciclo GS/GOGAT y tiene un papel biosintético muy claro relacionado a la 

asimilación de nitrógeno (Muro-Pastor et al., 1996). 
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OBJETIVO GENERAL: 

Caracterización bioquimica de la isocitrato deshidrogenasa de 

Saccharopolyspora erythraea CA340. 

OBJETIVOS: 

1) Obtener el pH óptimo, temperatura óptima, peso molecular, Km para 

isocitrato, para NADP+, para Mg+2 y para Mn+2 

2) Establecer cuales son los efectores positivos y negativos de la actividad 

de ICDH. 

3) Establecer si la síntesis de la enzima es constitutiva, así como su perfil 

de producción en diferentes condiciones de crecimiento. 
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MATERIAL Y METO DOS 

MICROORGANISMO: Saccharopolyspora erythraea CA34C. 

CONSERVACION DE LA CEPA: Se inocularon cajas de agar YEMES (4 

gil de extracto de levadura, 4 gil de sacarosa, 10 g/I de extracto de malta y 15 gIl 

de agar) con 0.1 mi de suspensión de esporas de Saccharopolyspora erythraea 

CA340. Las cajas se incubaron a 32°C hasta esporulación. Este procedimiento se 
, 

repite cada mes. 

CULTIVO: Para el perfil de crecimiento y la producción de la enzima, se 

inocularon 100 mi de medio YEMEG líquido (Hopwood et al., 1985) contenidos en 

un matraz Erlenmeyer de 500 mi, con 10 8 esporas de Saco erythraea CA 340 Y se 

incubaron a 32°C con agitación rotatoria (200 rpm) por 24 horas. Después este 

tiempo, se lavó el micelio dos veces con solución salina estéril y el micelio se 

resuspendió en el mínimo volúmen de medio mínimo (MM). Con esta suspensión 

miceliar se inocularon 1000 mi de MM que contenía en gil: 25 9 de K2 HP04, 0.5 9 

de MgS04, 0.02 9 de FeS04, 0.05 9 de ZnS04 y 0.001g de MnCI2 , 0.001 9 de 

CoCI2, 20 9 de MOPS, 10 9 de glucosa como fuente de carbono y 2 9 de glicina 

como fuente de nitrógeno. El pH se ajustó a 7.6 con NaOH 10 N. Los matraces se 

incubaron a 32°C con agitación de 200 rpm. A los diferentes tiempos, el micelio se 

recuperó por centrifugacion, se lavó una vez con buffer Tris-acetatos 0.01 M pH 

7.6 Y se resuspendió en el mínimo volúmen de solución amortiguadora de Tris-

acetatos pH 7.6 con glicerol al 40%. El micelio se mantuvo a -20°C hasta la 
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determinación de la actividad. Bajo estas condiciones se conserva una buena 

actividad de ICDH aproximadamente de 7 a 10 días. 

EXTRACTO LIBRE DE CÉLULAS: El paquete miceliar se centrifugó y se 

lavó con buffer Tris acetatos 0.01 M pH 7.6 Y se resuspendió en el mínimo 

volúmen del mismo buffer. Posteriormente se sonicó en un sonicador Soniprep 

150 MSE durante 3 minutos en frío, para romper el micelio. Para separar los 

restos celulares se centrifugó a 4 oC y 18,000 rpm por un lapso de 30 mino 

'PURIFICACiÓN PARCIAL: El extracto libre de células se mezcló con 

DEAE-celulosa (v/v), se agitó durante 5 minutos y se filtró para separar la resina. 

La resina se lavó con solución de NaCI 0.1 M, 0.15M, 0.2M, 0.25M, 0.3 M 0.4 M Y 

0.5 M en solución amortiguadora de Tris-acetatos. En cada lavado la resina se 

dejaba agitando durante 5 minutos y después se filtraba. La enzima eluye con el 

lavado de 0.2 M de cloruro de sodio. Este sobrenadante se dializó y concentró en 

conos de membrana de ultrafiltración Centriflo (Amicon Div.) por centrifugación en 

una centrifuga clínica Solbat a 4 oC durante 10 min a 5,000 rpm. Este extracto libr~ 

de células se precipitó con sulfato de amonio haciendo dos cortes uno a 70% y, 
, 

otro a 90%. La enzima precipita en este último corte. La enzima se vuelve a 

dializar, concentrar y la fracción que queda en el cono se utilizó como fuente de Iq 

enzima. 
i 

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE ISOCITRATO DESHIDROGENASA: La 

actividad de la enzima fué ensayada midiendo el incremento en la absorbancia a 

340 mm debido a la aparición de NADPH. La mezcla de reacción estuvo formada 

por una solución amortiguadora de Tris-acetato pH 7.6, 0.16 M, NADP 0.5 mM, 
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0.8mM MnS04, isocitrato 3 Mm y la enzima en un volumen final de 1 mI. La 

reacción se inició por la adición de la enzima e inmediatamente se leía el 

incremento en la absorbancia a 34C nm en tunclon del tiempo. 

IDENTIFICACiÓN DE LA ACTIVIDAD DE ICDH EN GELES DE 

POLlACRILAMIDA: Después de la electroforesis en poliacrilamida al 8%, los 

geles se sumergen en una solución que contiene Tris (pH 7.9} 200 mM, NADP+ 

0.4 mM, isocitrato 15 mM, bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5 difenil-2H­

tetrazolio 0.4 mM y metosulfato de fenazina 0.5 mM (Muro-Pastor et al., 1994). 

CUANTIFICACiÓN DE CRECIMIENTO DE Saccharopolyspora erythraea 

CA 340: El crecimiento se cuantificó como proteína por el método de Lowry 

usando albúmina sérica bovina como estándar, de acuerdo a la metodología 

reportada por Flores y Sánchez (1985). 
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RESULTADOS y DISCUSiÓN 

La isocitrato deshidrogenasa es una enzima muy importante dentro del ciclo 

de Krebs que ha sido aislada de una gran variedad de microorganismos, sin 

embargo ha sido muy poco estudiada en los actinomicetos en general y mucho 

menos en los productores de antibióticos. Es por esta razón que se debieron 

establecer las condiciones de crecimiento de Saco erythraea CA340 para obtener 

un extracto libre de células con una alta actividad de la enzima y determinar sus 

parámetros fisicoquímicos óptimos. En principio se creció a este microorganismo 

en un medio mínimo con sacarosa (2%) y glicina (20 mM) para obtener los perfiles 

de crecimiento y de actividad específica de ICDH. En la figura 5 se observa que la 

síntesis de la enzima se lleva a cabo desde el inicio de la fermentación, 

incrementándose la actividad específica hasta las 72 horas, que es cuando 

alcanza los valores máximos; posteriormente tiende a disminuir. Este perfil 

coincide con la fase exponencial de crecimiento, estando entonces la biosíntesis 

de la isocitrato deshidrogenasa asociada al crecimiento. En Bacillus subtilis se ha 

reportado que la ICDH, junto con otras enzimas del ciclo se sintetizan hasta que el 

microorganismo entra en fase estacionaria (Jin and Shonenshein, 1994) y en C. 

glutamicum se sintetiza durante todas las fases de crecimiento (Eikmanns et al., 

1995), así que no parece haber una fase común en donde se sintetice esta 

enzima. Es probable que en Saco erythraea se requiera que el ciclo de Krebs 

funcione bien durante el crecimiento, para que haya una poza suficiente de 
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intermediarios, especialmente el succinilCoA ya que a partir de éste se sintetizan 

los precursores directos de la eritromicina. 

Para poder estabiecer sus propiedades fisicoquímicas, primero se llevó a 

cabo una semipurificación de la enzima a través del uso de DEAE-celulosa y de 

precipitación con sulfato de amonio. En la tabla 2 se muestran los resultados 

obtenidos y se puede observar que se logra un incremento de actividad específica 

de 11 veces. Después de dializar y concentrar la enzima se determinaron cuales 

eran los requerimientos de la enzima con respecto a pH y temperatura óptimas, 

cofactores y iones metálicos. 
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FIG. 5. Perfiles de crecimiento y de actividad específica de la isocitrato 
deshidrogenasa de Saccharopolyspora erythraea CA340 crecida en sacarosa 2% y 
20 mM de glicina. Las condiciones de crecimiento y medición de actividad fueron 

las que se reportan en Material y Métodos. 
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TABLA 2. Purificación parcial de la Isocitrato deshidrogenasa de Saco 
erythraea CA340. 

Condición Act. específica' Factor de purificación 

Ext. Libre de 

células 0.55 1 

0.2M de NaCI 1.98 3.6 

Precipitado de 90% 6.29 11.4 
I (NJI~);< SO! 
, ·1 . ·1 ¡.tmoles mg mln 

Para establecer el peso molecular aparente de la enzima, se sometió a 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% en condiciones no 

desnaturalizantes y se reveló el gel para actividad de acuerdo a la metodologia 

reportada por Muro-Pastor y Florencia (1994). En estas condiciones, se observa 

una sola banda de actividad que tuvo un peso molecular aproximado de 130 kDa 

(Fig. 6). Después de 'lue se mantiene la enzima en sulfato de amonio por varios 

días, esta banda se desplaza a un peso molecular de 60 kDa. Esto sugiere que la 

enzima es dimérica. Este peso molecular coincide con el reportado para otros. 

microorganismos (Aoshima and Oshima, 1997; Leyland and Kelly, 1991; Steen et 

al., 1998). 

Se ha reportado que la ICDH puede usar NAD+ Ó NADP+ para llevar a cabo 

la actividad y que requiere iones de magnesio o manganeso. Los resultados 

obtenidos con la enzima de Saco erythraea mostraron que la actividad era mucho 
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mayor con NAOP+ que con NAO+, resultado que coincide con otras enzimas 

aisladas de microorganismos procariontes, como C. glulamicum (Eikmanns et al., 

1995; Miyazaki, 1996; Camacho et al., 1995). Con respecto al ión requerido, la 

actividad fue mayor con manganeso que con magnesio, al igual que en otras 

bacterias como, Synechocyslis sp. (Muro-Pastor et al., 1996) Y en E. coN (Miller et 

al., 1996), por lo que en los siguientes experimentos utilizamos una concentración 

de 0.5 mM de NAOP+ y 0.8 mM de sulfato de manganeso en la mezcla de 

reacción. 
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Fig. 6. Zimograma de ICOH de Saco erythraea CA340 en gel de poliacrilamida al 8%. 
Los marcadores de peso molecular usados fueron (A) inhibidor de tripsina 32800, 

(B) anhidrasa carbónica 45000, (C) albúmina sérica bovina 85000, (O) r3· 
galactosidasa 127000 y (E) miosina 208000. 
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EFECTO DEL PH. 

En virtud de que desconoclamos las condiciones óptimas de reacción pc;'ra 

la ICDH de S. erythraea CA340 procedimos a establecer el pH óptimo para la 

actividad. En la literatura encontramos en los estudios realizados en diferentes 

microorganismos, que la enzima presenta su máxima actividad en un rango de pH 

7.5-9.5. Así encontramos que Desulfobacter vibrioformis tiene un pH óptimo entre 

8-9 (Steen el al., 1998), Pythium ultimum pH 8.5-9.5 (Kim et al, 1996), Anabaena 

sp. pH 7.5-9.5 (Muro-Pastor et al, 1996), Cephalosporium acremonium entre pH 
, 

8.5-9.0 (Olano et al., 1995), S. cerevisiae entre pH 7.5-8.0 (Loftus el al., 1994), E. 

coli entre pH 7.5-9.5 (Miller et al., 1996), encontrando algunas excepciones como 

en el caso de Sulfolobus solfataricus, microorganismo cuya ICDH se reporta con 

un pH óptimo de 4.0 (Camacho et al., 1995). Con estos antecedentes para 

obtener el pH óptimo de la ICDH de Saco erythraea CA340 se utilizaron tres 

diferentes soluciones amortiguadoras para cubrir un rango de valores de pH de 5 

a 10.75, citrato-fosfato 0.1 M (pH 5.75 a 7.75), Tris-acetato 0.01M (pH 7.0 a 8.75) 

y glicina-NaOH 0.2 M (pH 8.5 a 10.5). En la figura 7 se muestran los resultados 

obtenidos y se puede observar que la enzima presenta su máxima actividad a un 

pH 7.5 con solución amortiguadora de Tris-acetato 0.01 M. 

EFECTO DE LA TEMPERATURA. 

Para establecer la temperatura óptima se incubó la mezcla de reacción a 

diferentes temperaturas. En la figura 8 se muestran los resultados y se puede 

observar que ia actividad fue 6ptima a 30°C, decayendo muy rápidamente a 

temperaturas mayores. Esta temperatura concuerda con la obtenida para C. 
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glutamicum (Eikmanns et al., 1995), C. acremonium (Olano et al., 1995) y S. 

cerevisiae (Loftus et al., 1994), sin embargo, este parámetro es muy variable en 

otros microorganismos y así encontramos reportes de temperaturas óptimas hasta 

de 80°C como es el caso de ciertas arqueas hipertermofílicas, Sulfolobus 

solfataricus (Camacho et al., 1995) ó Archaeoglobus fulgidus (Steen et al., 1997), 

lo cual hace referencia al tipo de hábitat de los diferentes microorganismos. 
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Fig. 7. Efecto del pH sobre la actividad de ICDH de Saco erythraea CA340. La 
actividad fue medida en solución amortiguadora de citrato fosfato 0.1 M (-), 

solución amortiguadora de Tris-acetato 0.01 M (e) y solución amortiguadora de 
glicina-NaOH 0.1 M~. La medición de actividad fue realizada como se describe en 

material y métodos. 

Debido a dificultades técnicas para medir la actividad de la enzima a esta 

temperatura, ya que el espectrofotómetro disponible no tiene control de 
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temperatura decidimos hacer las determinaciones a temperatura ambiente' 

teniendo un promedio de 27°C. 

PROPIEDADES CINETICAS. 

En el ciclo de Krebs, la ICDH cata liza la descarboxilación oxidativa del 
, 

isocitrato para formar el ácido a-cetoglutarato, en una reacción irreversible. Se ha 

! 
reportado que en la mayoría de los microorganismos, esta enzima tiene gran 

afinidad por el isocítrico y para establecer si la ICDH de Saco erythraea se 

comportaba de la misma manera, se midió la actividad en función de la 

concentración del isocitrato. En la fig. 9 se muestran los resultados después de 

graficar los datos de acuerdo a la ecuación de Hanes-Wolf, (Copeland, 1996) y se 

pudo determinar una Km de 0.14 ~lM que sugiere la gran afinidad de la ICDH de 

Saco erythraea CA340 por el isocitrato, característica que comparten 

prácticamente todos los procariontes. Este valor es menor que otros reportados, 

los cuales se encuentran dentro del rango, que va de 3.3 ¡,tM para 

Rhodomicrobium vannielii a 74 ¡,tM de Mycobacferium phlei (Roy and Packard, 

1998; Leyland and Kelly, 1991; Kuldeep et aL, 1987). La velocidad máxima 

obtenida de esta misma gráfica tuvo un valor de 2.30 ¡,tmoles ml-1 min-1
. Este 

parámetro está reportado de 68 U/mg para la enzima de Haloferax volcanii 

(Ca macho et al., 1995) Y 233 U/mg para Desulfobacter vibrioformis (Steen et al., 

1998). 
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Fig. 8. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la ICDH de Saco erythraea 
CA340. La actividad fue medida como se describe en material y métodos. 
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Fig. 9.- Representación de Hanes-Wolf de los datos cinéticos de la actividad de 
ICDH en función de diferentes concentraciones de isocitrato. La actividad 

enzimática fue medida como se describe en material y métodos. 
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Como ya se mencionó anteriormente, tanto el NAO+ como el NAOP+ 

pueden actuar como coenzimas de la ICOH. En la mayoría de los 

microorganismos procanontes, la ICDH muestra dependencia por NAOP', 

mientras que en los eucariontes encontramos isoenzimas, las cuales presentan 

una localización subcelular distinta y que pueden usar uno u otro compuesto. En 

el caso de la ICOH de Saco erythraea CA340 se estableció que la actividad es 

dependiente del NAOP+ ya que la enzima presenta actividad muy baja cuando a la 

mezcla se le añade NAO+. Esta dependencia era de esperarse, ya que este 

microorganismo es un procarionte y al igual que en Saco erythraea CA340, 

Haloferax volcanii, Sulfolobus solfataricus (Camacho et al., 1995), Desulfobacter 

vibriodormis (Steen et al., 1998), Halobacterium salinarium (Camacha et al., 1995), 

Anabaena sp. (Muro-Pastor et al., 1996) Y Streptococcus mutans (Cvitkovich et al., 

1996) comparten esta característica, aunque también existen algunos eucariontes 

cuya ICOH es dependiente de NAOP+ y no de NAO+ como C. acremonium (Olano 

et al., 1995). 

Con objeto de establecer la Km hacia NAOP+ se midió la actividad a 

diferentes concentraciones de este cofactor obteniéndose una curva de Line­

Weaver-Burk típica de inhibición por sustrato (Fig. 10), en la cual no se pudo 

obtener el Km (Stephanopoulos et al., 1998). A través de graficar las actividades 

en las concentraciones más bajas y bajo el formato de Hanes-Woolf se obtuvo un 

Km aparente de 0.026 flM como se puede observar en la figura 11 y que indica 

una gran afinidad de ICOH hacia el NAOP+. Este fue un valor muy semejante al 
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reportado para la ICDH-NADP+ en Candida tropicalis (0.016 ¡.rM; Yamamoto et al., 

1994), yen C. acremonium (0.0295 ¡.rM; Olano et al., 1995). 

Por otra parte, la enzima precisa de la adición de iones divalente tales 

como el Mn"2 y el Mg-2 principalmente. En el caso de Saco erythraea se utilizaron 

también otros iones diva lentes como Ni+2 
, Cu+2 

, Zn+2
, en la mezcla de reacción 

enzimática sin embargo no se obtuvo actividad (datos no mostrados). Por lo tanto 

sólo se calcularon las Km(s) tanto para Mn+2 como para Mg+2 y como se puede 

observar en las figuras 12 y 13, los valores que se obtuvieron para estos iones 

fueron 0.039 ¡.rM Y 0.511 mM respectivamente. Estos resultados indican que la 

enzima tiene una actividad 10 veces mayor con mnganeso, aunque presenta 

actividad también con el magnesio. Se han reportado los valores de Km para estos 

iones en las enzimas ICDH de Synechocystis sp. (Muro-Pastor et al., 1996) y en 

E. coli (Miller et al., 1996), en los cuales también se presenta una mayor afinidad 
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Fig. 10. Representación gráfica de Line-Weaver-Burk para el efecto de la 
concentración de NADP+ sobre la actividad de ICDH de Saco erythraea CA340. La 

actividad fue medida como se describe en material y métodos. 
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Figura 11. Representación gráfica de Hanes-Wolf de los datos cinéticos de la 
actividad de ICDH en función de diferentes concentraciones de NADP+. La 
actividad enzimática fue medida como se describe en material y métodos. 

EFECTORES POSITIVOS Y NEGATIVOS DE LA ACTIVIDAD DE ICDH-NAOp·. 

AMP, ADP Y ATP. 

La reacción de descarboxilación oxidativa de ICDH es considerada como 

un paso clave en el ciclo de Krebs. Esta reacción es esencialmente irreversible 

bajo determinadas condiciones fisiológicas. La ICDH puede ser activada o inhibida 

por una serie de efectores; por ejemplo es fuertemente inhibida por ATP, también 

es inhibida en cualquier condición metabólica en la que aumente la concentración 

de ADP en ICJ spl!!l" (!="k"12nn c el aL. • 985; ~jur0 Pastor et al., 18'36; Miiler etal., 

1996). En la fig. 14 se muestra el efecto que tuvo el ATP sobre la actividad de la 
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isocitrato deshidrogenasa de Saco erythraea. Se puede observar que la actividad 

de la enzima se inhibe aproximadamente 50% con ATP 1 mM y la actividad 

disminuye al aumentar la concentración de este compuesto. 
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Figura. 12. Representación gráfica de Hanes-Wolf de los datos cinéticos de la 
actividad de ICDH de Saco erythraea CA 340 en función de diferentes 

concentraciones de magnesio. La actividad enzimática fue medida como 
se describe en material y métodos. 

El ADP también presentó un efecto inhibitorio sobre la ICDH aunque en 

menor grado que el ATP como se puede observar en la figura 15, ya que 1 mM de 

este compuesto inhibe aproximadamente un 20% y la inhibición se incrementa 

poco al aumentar la concentración de este compuesto. Tanto el ATP como el ADP 
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han sido reportados como inhibidores de la actividad enzimática, ejemplo de ello 

lo tenemos en una cianobactena como Synechocystis (Muro-Pastor et al., 1996), 

cuya ICDH es inhibida en un 50% por el ADP y en un 70% por el ATP a una 

concentración de 1 mM. 
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Figura. 13. Representación gráfica de Hanes-Wolf de 105 datos cinéticos de la 
actividad de ICDH de Saco erythraea CA 340 en función de diferentes 

concentraciones de manganeso. La actividad enzimática fue medida como 
se describe en material y métodos. 
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Se probó también el efecto de GTP, el cual tiene poco efecto sobre la 

actividad de la ICDH. En la fig. 16 se puede observar que 1 mM de este compuesto 

tuvo un efecto inhibitorio de poco más del 10%, mucho menor que el mostrado por 

ATP Y ADP. El efecto inhibitorio de estos tres compuestos a concentraciones 

mayores, las cuales no pueden ser alcanzadas fisiológicamente, puede llegar 

hasta el 100% (datos no mostrados). 
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Fig. 14. Efecto de la concentración de ATP sobre la actividad de ICDH de Saco 
erythraea CA340. La actividad fue determinada como se describe en Material y 

Métodos. 

La inhibición de algunas enzimas por metabolitos específicos constituye un 

elemento i'rportante en la regulación Dei metabolismo intermediario. La actividad 
1 

sigue un$ serie de respuestas particulares y diferentes en varios 
, 

microorganIsmos, por ejemplo mientras que en S. cerevisiae, el AMP se comporta , 
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como un efector positivo (Zhao and McAlister-Henn, 1997); en C. glutamicum 

(Eikmanns et al., 1994), los compuestos fosforilados AMP, ADP Y ATP no tienen 

ningún efecto en la actividad enzimática; o como en Synechocystis (Muro-Pastor 

et al., 1996) existe una inhibición del 23% con AMP, 50% con ADP y 70% con los 

compuestos fosforilados ATP, ADP Y GTP. Con los mismos compuestos, en Saco 

erythraea CA340, la ICDH se inhibe a una concentración de 2.5 mM en un 80%, 

55% Y 22% respectivamente (Fig. 14, 15 Y 16). 

ro 
(j 

~ - 100 
.Q) 

E 
::J 'o 
o 
> 
U 

60 

ro 
:2 40 > -(j 
« 20 

~ o 

o 
o o o 5 1 o 1 5 2 o 2 5 3 o 

Concentración de ADP (mM) 

Fig.15. Efecto del ADP sobre la actividad de ICDH de Saco erythraea CA340. La 
actividad fue medida como se describe en Material y Métodos. 
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Fig. 16. Efecto de la concentración de GTP sobre la actividad de ICDH de Saco 
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y Métodos. 

NAO y NAOH. 

El efecto del NAO+ sobre la actividad de la ICDH en g erythraea CA 340 es 

negativo, disminuyendo hasta un 75% a una concentración 5mM (Fig, 17), 

mientras que el NADH no presenta efecto alguno sobre ICDH-NADP (Fig, 18), 

aunque a concentraciones mucho menores, Este compuesto no se probó a 

concentraciones mayores, ya que absorbe a 340 nm y entonces se hizo difícil 

distinguir el incremento en la absorbancia debido a la actividad de la enzima, El 

NAO+ también actúa como inhibidor de otras enzimas, como la de Phytium 

ultimum (Kim et al., 1996) o Thermoplasma acidophilum (Camacho et al., 1995), 
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Fig. 17. Efecto de la concentración de NAO' sobre la actividad de ICDH de Saco 
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y Métodos. 
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Fig. 18. Efecto de la concentración de NADH sobre la actividad de ICDli de Saco 
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Malerial y Métodos. 
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INTERMEDIARIOS DEL CICLO DE KREBS. 

El oxaloacetato, citrato, a-cetoglutarato y glioxalato son compuestos 

intermediarios del ciclo de Krebs que intervienen de forma directa sobre la 

actividad de la ICDH en muchos microorganismos, razón por la cual se probó su 

efecto sobre la actividad de .esta enzima. En nuestro caso, el citrato disminuye la 

actividad de ICDH-NADP+ en Saccharopolyspora erythraea CA 340 en un 75% a 

una concentración 2mM (Fig. 19), mientras que la actividad de la ICDH-NAD 

mitocondrial en Candida tropicalis aumenta en presencia de este compuesto 

(Yamamoto et al., 1994). Algunos de estos compuestos también son inhibidores 

de la ICDH de Synechocystis (Muro-Pastor et al., 1996 y Candida tropicalis 

(Yamamoto et al., 1994) 
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Fig. 19. Efecto de la concentración de ác. citrico sobre la actividad de ICDH de Saco 
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y Métodos. 
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En el caso del cx-cetoglutarato (Fig. 20), el efecto sobre ICDH es casi 

idéntico al del citrato e influye como un efector negativo disminuyendo la actividad 

enzimática en un 70% al igual que la actividad de ICDH-NADP+ "ln Candida 

tropicalis en peroxisomas (Yamamoto et al., 1994). En el caso del oxaloacetato, la 

isocitrato deshidrogenasa mostró una fuerte inhibición, del 100% a una 

concentración de 2.5 mM (Fig. 21). 

También se ha reportado que el glioxalato puede tener efecto negativo 

sobre la actividad de la ICDH (Muro-Pastor et al., 1996). En la figura 22 se 

muestran los resultados obtenidos al adicionar glioxalato a la mezcla de reacción 

y se puede observar que este compuesto causa una inhibición muy marcada 

desde concentraciones de 0.5 mM, alcanzando un nivel de disminución de la 

actividad de 40% a una concentración de 2.5 mM. 
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Fig. 20. Efecto de la concentración de cx-cetoglutarato sobre la actividad de ICDH de 
Saco erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y 

Métodos. 
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Por otro lado, la mezcla glioxalato más oxaloacetato (Fig. 23) tuvo un efecto 

negativo sobre la actividad también desde 0.5 mM, pero alcanzando casi el 100% 

de inhibición a la concentración de 2.5 mM. La enzima de C. glutamicum presenta 

un comportamiento distinto, ya que la mezcla de 1 mM de glioxalato-oxaloacetato 

es la que tien.e un efecto muy marcado sobre la actividad. El oxaloacetato, (1--

cetoglutarato y citrato tienen un efecto inhibitorio significativo pero a 

concentraciones mayores (Eikmanns et al., 1995). 
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Fig. 21. Efecto de la concentración de oxaloacetato sobre la actividad de ICDH de 
Saco erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y 

Métodos. 

52 



2.5 

~ 2.0 
~ 
E 
~ 

o 1.5 .... 
ro 
ro 
x 1.0 
O 

(9 
0.5 

0.0 

O 20 40 60 80 100 

% Actividad Volumétrica 

Fig. 22. Efecto del glioxalato sobre la actividad de ICDH de Saco erythraea CA340. La 
actividad fue medida como se describe en material y métodos. 
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Fig. 23. Efecto del glioxalato + oxaloacetato sobre la actividad de ICDH de Saco 
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en material y métodos. 
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INTERMEDIARIOS DE LA GLlCÓLlSIS. 

En la lITeralUra se reporta que algunos intermediarios de la vía glícolítíca 

tienen un efecto negativo sobre la actividad de isocitrato deshidrogenasa en varios 

microorganismos. Por esta razón se determinó el efecto de algunos compuestos 

intermediarios de la glicólisis como fosfoenolpiruvato, fructosa 1,6-difosfato y 

piruvato, de los cuales sólo el segundo compuesto tuvo un efecto inhibitorio pero a 

concentraciones arriba de 50 mM. Los otros dos no tuvieron efecto sobre la 

actividad enzimática de isocitrato deshidrogenasa de Saco erythraea CA 340 (Figs. 
, 

24, 25 Y 26). Estos resultados son similares a los reportados para C. glufamfcum 

(Eikmanns et al., 1995). 
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Fig. 24. Efecto del fosfoenolpiruvato sobre la actividad de ICDH de Saco erythraea 
CA340. La actividad fue medida como se describe en material y métodos. 
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Fig. 25. Efecto del fructosa 1,6-difosfato sobre la actividad de ICDH de Saco 
erythraea CA340. La actividad fuemedicfa~omo ee des~ribe e~c:r.;¡¡tt>rjal y métodos. 
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Fig. 26. Efecto de piruvato sobre la actividad de ICDH de Saco erythraea CA340. La 
actividad fue medida como se describe en material y métodos. 
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REGULACiÓN DE LA SíNTESIS DE LA ICDH: 

Como se mencionó anteriormente, la ICDH de Saco erythraea CA340 se 

sintetiza de manera asociada al crecimiento, teniendo un máximo a las 72 horas 

en sacarosa como fuente de carbono (Fig. 5). Con objeto de establecer si la 

síntesis de la enzima se comporta de manera constitutiva, se creció al 

microorganismo en diferentes fuentes de carbono y a las 48 h se midieron los 

niveles de la ICDH presentes. En la Fig. 27 se puede observar que los niveles de 

ICDH nunca llegan a cero en las condiciones probadas. Esto quiere decir que 

existe un nivel constitutivo que se presenta en fuentes de carbono como succinato 

o piruvato, mientras que la adición al medio de cultivo de azúcares fácilmente 

asimilables, como la glucosa o la fructosa, indujeron la síntesis de esta enzima a 

niveles que llegan al doble del nivel basal. Otros azúcares, como sacarosa, 

galactosa, almidón, etc., inducen en menor nivel, pero sin llegar a los niveles de 

succinato o piruvato. Estos resultados sugieren que el microorganismo sintetiza 

ciertos niveles de la ICDH constitutivamente, los cuales se pueden incrementar 

dependiendo de la facilidad con la que se asimile la fuente de carbono utilizada lo 

cuál acelera el metabolismo. 

El incremento en la síntesis de la ICDH favorecido por la glucosa fue 

dependiente de la concentración de glucosa como se puede observar en la figura 

28, . ya que existe un incremento en la actividad específica de 46% de la 

concentración de 4% con respecto a la de 0.5% a las 24 horas. Esta diferencia se 
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hace más marcada a las 48 h en donde el incremento de la actividad especffica 

fue de poco más de doble de la concentración de 0.5% a la de 4%. 
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Fig. 27. Efecto de la adición de diferentes fuentes de carbono a una concentración 
de 1% sobre la síntesis de ICDH de Saco erythraea CA340. La actividad fue medida a 

las 48 horas de crecimiento en las condiciones que se describen en material y 
métodos. 

Esto probablemente se debe a que a este tiempo la concentración de 

glucosa en el medio de cultivo ya era mucho más baja y por lo tanto ya no hay 

efecto sobre la sintesis. Estos datos contrastan con los obtenidos en otros 

microorganismos, en donde la síntesIs de la ICDH se ve afectada por la glucosa 

adicionada al medio de cultivo. Tal es el caso de Vibrio sp. (Suzuki el al., 1995) y 
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de E. coli (Miller et al., 1996). Aqui otra vez, quizá la facultad de Saco erythraea de 

producir eritromicina, le comprometa a tener un metabolismo de carbono muy 

activo que le permita tener suficientes Intermediarios para su Slntesls. 

Con objeto de establecer si los azúcares fácilmente asimilables realmente 

inducian la síntesis de la ICDH, se probó el efecto de la adición de glucosa, en 

presencia o ausencia de cloramfenicol para inhibir la síntesis de proteínas de 

novo, a un cultivo crecido en lactosa durante 24 horas. En la tabla 3 se muestran 

los resultados y se observa que la adición de la glucosa al medio provocó un 

incremento del 42% de la actividad específica de la ICDH en 4 horas. Los 

controles, uno con cloramfenicol y el otro sin adición de glucosa, no presentan 

este aumento en la actividad específica. 

Con objeto de establecer si la síntesis de ICDH de Saco erythraea era 

afectada por la fuente de nitrógeno, se creció a este microorganismo en diferentes 

fuentes de nitrógeno a una concentración de 20 mM en presencia de 2% de 

glucosa como fuente de carbono. Los resultados se muestran en la figura 29 y se 

puede observar que la fuente de nitrógeno no afectó la síntesis de la ICDH en 

presencia de glucosa. Esto contrasta con los resultados obtenidos por Bermúdez 

el al. (1998), en donde se reporta un efecto negativo sobre la síntesis de esta 

enzima de Saco erythraea CA340, por la presencia de diferentes concentraciones 

de amonio en el medio de cultivo, pero con sacarosa como fuente de carbono. Es 

probable que la inducción por glucosa, efecto ya mostrado, contrarreste el efecto 

negativo reportado. 
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Fig. 28. Efecto de la concentración de glucosa adicionada al medio de cultivo sobre 
la actividad específica de ICDH de Saco erythraea CA340 a las 24 y 48 h de 

crecimiento 
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Tabla 3. Inducción de la síntesis de ICDH por 2% glucosa en Saco 
erythraea CA340. 

CONDICiÓN O HORAS 4 HORAS % DE INCREMENTO 
ACTIVIDAD ESPECIFICA* 

Sin Adición 0.387 0.402 104 

+ Gluc 2% 0.327 0.464 142 

+Gluc2% +Clm 0.363 0.331 91.3 
* ·1 j.!moles mg mm 

,', 

Amomo 40 mM 

Prollna 

Glicina 

0.00 0.05 0.10 0,15 0.20 0.25 0.30 

ACTIVIDAD ESPECíFICA 

Fig. 29. Efecto de la fuente de nitrógeno (20 mM) sobre la síntesis de ICDH de Saco 
erythraea CA340 a las 24 horas de crecimiento. La actividad fue medida como se 

describe en material y métodos. 
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En resúmen podemos decir que la ICDH de Saco erythraea CA340 es una 

enzima importante dentro del ciclo de Krebs, ya que su síntesis es constitutiva en 

un cierto nivel pero también si la fuente de carbono es fácilmente asimilable, 

entonces se puede sintetizar a mayores niveles, permitiendo una actividad 

metabólica acelerada. Indirectamente ésto indicaría que la síntesis de 

succinilCoA, compuesto importante para la síntesis de los precursores de 

eritromicina, no es limitante para la formación del antibiótico en estas condiciones 

de crecimiento. También los resultados reportados indican que Saco erythraea 

está adaptado a producir precursores, metilmalonilCoA y propionilCoA. en las 

cantidades necesarias para una buena producción de eritromicina, inclusive 

hemos establecido en nuestro laboratorio que el a-cetoglutarato generado en el 

ciclo de Krebs, no es desviado hacia la síntesis de glutamato por la enzima 

glutamato deshidrogenasa, porque esta actividad no está presente en extractos 

libres de células obtenidos bajo diferentes condiciones de crecimiento (datos no 

mostrados). Por lo tanto, todo el a-cetoglutarato generado por la ICDH es 

convertido a succinilCoA, parte del cual sigue en el ciclo y parte es utilizado por la 

metilmalonilCoA mutasa para formar metilmalonilCoA. Entonces a partir de este 

compuesto se sintetizaría el propionilCoA. 

Por lo que respecta a la regulación de la actividad de la ICDH de Saco 

erythraea CA340 se encontró que se ajusta a los patrones reportados, mostrando 

inhibición por carga energética y por intermediarios del ciclo, aunque las 

concentraciones son un poco más altas que las que inhiben en otros 

microorganismos. Probablemente se requieran concentraciones más altas por la 

61 



necesidad de una poza de succinilCoA aún en condiciones donde el metabolismo 

esté llegando a su limite, ya que es aquí cuando se sintetiza la eritromicína. 
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CONCLUSIONES. 

• Saccharopolyspora erythraea CA340 presenta actividad de isocitrato 

deshidrogenasa, la cual se comporta como una enzima constitutiva, asociada a 

la etapa de crecimiento exponencial. 

• La ICOH es una enzima dimérica con un peso molecular de 130 000 kOa. 

• La ICOH presenta una gran afinidad por isocitrato y por NAOp·, aunque este 

último compuesto a concentraciones altas inhibe la actividad. 

• La ICOH tiene una mayor afinidad por el manganeso. 

• La actividad de la ICOH se inhibe por ATP, AOP, GTP, NAO·, a-cetoglutarato, 

oxaloacetato, glioxalato y la mezcla glioxalato-oxaloacetato. 

• Los intermediarios de la vía glicolítica, fructosa 1,6 difosfato, fosfoenolpiruvato y 

piruvato no tienen efecto sobre la actividad de ICOH. 

• La síntesis de la ICOH es inducida por glucosa y otros azúcares fácilmente 

asimilables. 

• La fuente de nitrógeno no tiene efecto sobre la síntesis de la ICOH. 
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