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RESUMEN

Saccharopolyspora erythraea CA340 es un actinomiceto cuya principal
caracteristica es la de producir eritromicina, un antibiético macrélido 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 sintesis de acidos grasos. Estas moléculas precursoras
de la eritromicina se pueden sintetizar a partir de succinil CoA, un intermediario en el ciclo
de Krebs. Este ciclo es la via metabodlica més importante para la generacion 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 regulacion en estos microorganismos productores de
antibiéticos. Es por esta razéon que nos interesé estudiar a una de jas enzimas
importantes en el ciclo, la isocitrato deshidrogenasa, la cual cataliza la descarboxilacion
oxidativa del ac. isocitrico para generar ac. o-cetoglutarico, que posteriormente es
convertido a succinil CoA. En este trabajo se presentan los resultados de la
caracterizacion bioquimica de la isocitrato deshidrogenasa en Saccharopolyspora
erythraea CA340, asi como de la regulacién de la actividad y de su sintesis. Los
resultados obtenidos mostraron que la actividad de esta enzima es éptima en un rango de
valores de pH de 7.5-8.0 utilizando solucidon amortiguadora de tris-acetatos y a una
temperatura de 30°C. La enzima mosird ser dependiente de NADP*, para el cual se
obtuvo un K, de 0.026 uM, valor muy cercanc al obtenido para la mayoria de las
bacterias. Se obtuvo también un K., de 0.14 uM para isocitrato, io que sugiere una alta
afinidad hacia este sustrato. La actividad de la isocitrato deshidrogenasa en la mayoria de
los microorganismos requiere de iones divalentes y en nuestro caso, la enzima pudo
actuar con Mg® o con Mn**. Una K, para Mg*? de 0.51 mM, valor que es mas aito que el
obtenido para manganeso de 0.039 uM, indicé que la enzima tiene mayor afinidad por
este (ltimo. La Ve fue de 2.3 pmoles ml™ min™. Por lo que respecta a la regulacion de la
actividad de la isocitrato deshidrogenasa de Sac. erythraea, los resultados mostraron que
es inhibida por compuestos fosforilados como GTP, ADP y ATP, por algunos
intermediarios del ciclo de Krebs como oxaloacetato, acido citrico, a-cetoglutarato y la
mezcla de oxaloacetato mas glioxalato. Para establecer cual es la regulacién de la
sintesis de la enzima, primero se obtuvo el perfil de crecimiento y de produccién de la
ICDH en condiciones donde el microorganismo crece bien. Los resultados mostraron gue
la enzima se sintetiza de manera asociada at crecimiento, teniendo un maximo a las 72
horas para posteriormente disminuir. También observamos que la produccién de esta
enzima se incrementa cuando se adicionan al medio de cultivo azUcares faciimente
metabolizables, como la glucosa y la fructosa. Se obtuvo una actividad especifica
intermedia con sacarosa, galactosa, almidén y menor en acetato, lactosa, piruvato y
succinato. Estos resultados sugieren que la sintesis de la ICDH es constitutiva pero
estimulada por azdcares faciimente asimilables. Debido a que la mayor produccion se
obtuvo con glucosa, se probaron diferentes concentraciones de este azucar y los
resultados mostraron que la actividad especifica aumentaba cuando se incrementaba la
concentracién de glucosa, teniendo un maximo a la concentracién de 3%. También se
demostré que el efecto de la glucosa se debe a induccion. Con objeto de establecer si la
fuente de nitrégeno tenia algtin efecto sobre la sintesis de la ICDH, se crecié a Sac.
erythraea CA340 en varias concentraciones de cloruro de amonio y algunos aminoacidos.
Los resultados mostraron gue en presencia de glucosa como fuente de carbono, la fuente
de nitrégeno no tuvo ninguna influencia sobre la produccién de ICDH.
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INTRODUCCION

Saccharopolyspora erythraea CA340 es un actinomiceto cuya principal
caracteristica es la de producir eritromicina, un antibiético macrélido 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 sintesis de acidos grasos
(Cortés et al., 1995). Estas moléculas precursoras de la eritromicina se pueden
sintetiz‘ar a partir del succinil CoA, un intermediario en el ciclo de Krebs. A pesar
de la importancia comercial que tienen los antibioticos, la mayoria 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 nitrogeno en estos actinomicetos
productores.

Es bien conocido que en bacterias creciendo aerébicamente, la glucosa es
asimilada a través de la via glicolitica y posteriormente se oxida totalmente en el
ciclo de Krebs (McAlister-Henn and Small, 1997). También se ha observado que
las enzimas que participan en estas reacciones son constitutivas y que el proceso
es regulado por mecanismos de inhibicidn sobre algunas enzimas claves dentro
de las rutas. Asi encontramos que la citrato sintetasa, Ia 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 ac. citrico, la cual cataliza la descarboxilacion

oxidativa de D-isocitrato para formar o-cetoglutarato, CO; y NADPH. El o-
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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. De esta manera, la isocitrato deshidregenasa
provee a las células con un intermediario clave del metabolismo energético, asi
como también con precursores y poder reductor para vias anabdlicas, por ejemplo
la biosintesis de aminoacidos {Lehninger et al., 1993).

En Escherichia coli, a isocitrato deshidrogenasa es regulada a través de
fosforilacion reversible por una fosfatasa/cinasa bifuncional de isocitrato
deshidrogenasa. Cuando acetato es la Unica fuente de carbono, la ICDH es
fosforilada y entonces inactivada, disminuyendo el flujo de carbono a través del
ciclo y permitiendo la operacion del ciclo del glioxalato (El-Mansi, 1998).

En la mayoria 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
monomeéricas con pesos moleculares de aproximadamente 80 000 de peso
molecular. A pesar de las diferencias en tamarfo, todas fas ICDHs bacterianas
estudiadas hasta la fecha, son similares con respecto a la actividad especifica,
requerimiento de Mn®* o Mg®" para la actividad, inhibicién por oxaloacetato mas
glioxalato y sus altas afinidades hacia isocitrato (Eikmanns et al., 1995).

En el caso de Saccharopolyspora erythraea CA340 es importante conocer
el flujo a través del ciclo de Krebs, ya que los dos precursores de la molécula de
eritromicina provienen de succinit CoA., sin embargo a la fecha no se han

estudiado las enzimas del ciclo en este microorganismo. Es por esta razén que
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consideramos importante estudiar, en principio, las propiedades cinéticas y
bioquimicas de la isocitrato deshidrogenasa de Sacharopolyspora erythraea
CA340, asi come ios mecanismos regulatorios que se ejercen sobre su actividad y
su sintesis, 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
mayoria de las bacterias; requiere la presencia de Mn*? 6 Mg para su actividad.y
presenta una alta afinidad hacia el isocitrato. Se observo una actividad Gptima a
una temperatura de 30°C y un pH de 8.0. En electroforesis en gel de
poliacrilamida no desnaturalizante, la ICDH de Sac. erythraea CA340 presento
una sola banda de actividad de peso molecular aparente de 130 000 kDa,
formada por dos monémeros 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 Sac. erythraea. La
actividad enzimatica tambien fue inhibida por compuestos intermediarios del cicio
de los &acs. tricarboxilicos como el oxaloacetato, el ac. citrico y el ac. a
cetoglutarico, lo que indica que la enzima presenta propiedades alostéricas
similares a las de otros microorganismos. En cuanto a su sintesis, la ICDH mostré
un patrén de sintesis asociado al crecimiento, teniendo un maximo a las 72 horas
y posteriormente decae la actividad notablemente. La sintesis de la ICDH fue
estimulada por fuentes de carbono como fructosa y glucosa, azucares facilmente
metabolizables. Se sintetizd6 a un nivel intermedio en presencia de sacarosa,

galactosa, almidon, acetato y lactosa y presenté casi un 50% de la actividad con
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respecto a glucosa, cuando se suministré al medio de cultivo succinato y piruvato
en presencia de glicina como fuente de nitrégeno. El efecto que ejerciod la glucosa
fue de induccidon. Por otro lado, ai variar ‘a fuente de nitrégeno en ef medio de
cultivo donde se crecié a Saccharopolyspora erythraea CA 340 (glicina, giutamina,
glutamato, alanina, prolina, cloruro de amonio) y con glucosa como fuente de
carbono se observo que no existen diferencias en la sintesis de la ICDH. De
acuerdo a estos resultados, podemos sugerir que la sintesis de la ICDH en este
microorganismo es constitutiva, que presenta un patron de regulacion de 1a
actividad similar al de otros procariontes y que su sintesis es inducida por la

presencia de aziicares facilmente asimilables.
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ANTECEDENTES.

Los actinomicetos son un grupo de microorganismos mus importantes
biotecnologicamente, ya que de ellos se obtiene el 70% de los antibidticos usados
en la clinica para combatir a las enfermedades, asi como también muchas
enzimas hidroliticas usadas en la industria (Morosoli et al., 1997). A este grupo
pertenece Saccharopolyspora erythraea CA340, microorganismo productor de
eritromicina, un antibidtico macrélido no poliénico sintetizado a partir de una
molécula de propionii CoA y 6 moléculas de metiimalonil CoA (Fig. 1) (Cortés et
al., 1995). A la fecha se han publicado numerosos articulos relacionados con la
genética, regulacion y produccion de la eritromicina (Hsieh and Kolattukudy, 1994;
Donadio et al., 1996; Robers 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 relacion que existe entre metabolismo primario y
metabolismo secundario, ya gue estos procesos implican la existencia de enzimas
especificas que posibilitan la formacion de compuestos en una ruta ¢ secuencia
determinada, para que pueda sintetizarse el metabolito secundario en cuestion.
En el caso de la eritromicina, a partir del succinilCoA se sintefizan los dos
precursores de la molécula, el propionilCoA y el metiimalonilCoA 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 traves del cicio ni como se regulan
las enzimas que participan en él en Saccharopolyspora erythraea ni en otros

actinomicetos productores de antibidticos.



EL CICLO DE KREBS.

El ciclo de los acidos tricarboxilicos es la via metabdlica mas importante
para la generacion de ATP en las bacterias aerobias, ademas provee importantes
precursores biosintéticos como succinil CoOA y juega un papel clave en la
produccion de energia cuando la glicdlisis es incapaz de satisfacer las

necesidades de ia célula. Lleva a cabo la oxidacién completa de una molécula de

SuccinilCoA

Propionil CoA ... MetilmalonilCoA

\ /

6 Deoxieritronolide B

l

Eritrondlido B

l

3-O-a-micarosileritrondlido

l

Eritromicina D
Eritromicina C Eritromicina B
Eritromicina A

Fig. 1. Via de biosintesis de eritromicina en Sac. erythraea CA340.

glucosa a CO2, generando NADH, FADH, y ATP (Lehninger et al., 1993). En este

ciclo (Fig. 2) se llevan a cabo varias reacciones enzimaticas, cuyo objetivo final es
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la oxidacién 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 es el citrato. Citrato es entonces transformado en isocitrato, también
una molécula de seis atomos de carbono, fa cual es deshidrogenada con pérdida
de CO, para generar un compuesto de 5 dlomos de carbono, el a-cetoglutarato.
Este GRimo sobrefleva la pérdida de CO2 y proporciona el succinato, compuesto
de cuatro atomos de carbono. El succinato es entonces enzimaticamente
convertido en tres pasos en oxaloacetato nuevamente, con el cuat el’ ciclo
empieza. Cuatro de los ocho pasos en este proceso son oxidaciones, en las
cuales la energla de oxidacion es conservada con alta eﬂciencia; en la formacion

de cofactores reducidos (NADH y FADH;) (Lehninger, 1993).

. . Acetyl-CoA
- * ’ C\
Oxaloacetate
—_—
Malate a-Ke tarate
€Oy

Fig. 2. Ciclo de Krebs.
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En la mayoria de los microorganismos la regulacién del ciclo de Krebs es
ejercida a nivel de {a actwédad de algunos pasos del ciclo. Ei fiujo de atomos de
carbono de piruvato en y a través del ciclo del acido citrico esta haio una estricta
regulacién a dos niveles: La conversidn de piruvato en acetii 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 o-
cetoglutarato deshidrogenasa (L.ehninger, 1993) (Fig. 3).

Tres factores gobiermnan la velocidad de flujo a travées del ciclo: la
disponibilidad del sustrato, la inhibicion por productos que se acumulan y la
inhibicién por retroalimentacién alostérica de enzimas iniciales por‘ intermediarios

en el ciclo.

| Aeetyl-CoAI *

Oxaloattate Ciﬁ\

K kv ISocitrute CO?
, ™ [HIREN Iynsa
Fumarate GI! . tat.e o-Ketoglutarate
Suecinate f.
Succinyl-CoA

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

Como ya se menciond, uno de los pasos importantes en el ciclo de Krebs
es el de la isocitrato deshidrogenasa (isocitrato:NADP" oxidoreductasa)
dependiente de NADP" 6 de NAD™ (ICDH; EC 1.1.1.42 y 1.1.1.41), la cual cataliza
la reaccion de la descarboxilacion oxidativa del ac. isocitrico a ac. a-cetoglutarico
(Fig. 4).

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

CH - COOH T—» CH-COOH —» CO,-CH,

oM | CO;

CHOH - COOH CO - COOH CO - COOH
isocitrato » oxalosuccinato —— o-cetoglutarato
/902
{socitrato + > g-cetoglutarato

NADP® —-——— NADPH + H"

Fig. 4. Reaccion catalizada por la isocitrato deshidrogenasa.
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Aungue isocitrato deshidrogenasas dependientes de NADP* y NAD" han
sido descritas en procariontes, la mayoria de las bacterias tienen Unicamente la
enzima que requiere NADP® (Muro-Pastor and Florencio, 1994). En eucariontes
como Saccharomyces cerevisiae, tres isoenzimas distintas difieren en sus
subunidades estructurales, asi como también en cuanto a su localizacién celular,
como han sido descritos recientemente {Loftus et al., 1994). Existen entonces 3
clases de ICDH(s), una multimérica dependiente de NAD®, localizada en la
mitocondria. Las otras dos enzimas, citoplasmica y mitocondrial, homodiméricas
dependiente de NADP" (Zhao and McAlister-Henn, 1996). Por su importante papei
en la célula, esta enzima ha sido muy estudiada con respecto a su cinética,
estructura y caracteristicas regulatorias.

La ICDH esta codificada en un soio gen y algunos de eillos han sido
cionados 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. L.a
homologia de secuencia entre las enzimas bacterianas y las eucaridnticas 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 reaccidon de cada una de .as reacciones enziméaticas
dependera del pH, de la concentracién del cofactor, asi como también de las
concentraciones intracelulares del sustrato o del producto, que son los elementos
primarios para la regulacién de la actividad enzimatica (Copeland, 1996). La
mayoria de las ICDH de las bacterias tienen el mismo requerimiento en cuanto a
su cofactor Mn* 6 Mg®* para ser activas. En algunos casos, se prefiere uno de los
dos, asi encontramos que en cianobacterias existe una mayor afinidad hacia el ién
Mn?* (Muro-Pastor et al., 1996) al iguail gue en E. coli (Miller et al., 1996).

La temperatura y el pH son determinantes para gue se lleve a cabo la
actividad enzimatica. En el caso de la ICDH existe una gran variabilidad en cuanto
a estos parametros. Se ha reportado que en S. cerevisiae esta enzima tiene un
pH éptimo de 7.5 a 8.0 y una temperatura 6ptima de 30°C (Loftus et al., 1994). En
el grupo de las arqueabacterias en el que existen bacterias termofilicas como
Sulfoiobus solfataricus, la actividad éptima de la ICDH se encuentra en una
temperatura de 80°C y un pH 4.0 (Camacho et al., 1995},

Un numero considerable de ICDHs se distingue por sus requerimientos de
cofactores y por su localizacién subcelutar. Algunos microorganismos poseen una
ICDH dependiente de NADP®, en otros es dependiente de NAD", 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.

thermophilus (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 localizacion
intracelular y a su dependencia del cofactor. Asi encontramos entonces una
NADP’-ICDH en el citosol; NAD*-ICDH y NADP*-ICDH en mitocondria, & como en
Candida tropicalis (Kawachi et al., 1997) que presenta NAD*-ICDH en
peroxisomas 6 NAD'-ICDH en mitocondria. La mayoria de las bacterias poseen
solamente una ICDH dependiente del NADP® como por ejemplo en
Corynebacterium glutamicun (Eickmanns et al., 1995), aunque también algunos
eucariontes poseen este tipo de enzima como Cephalosporium acremonium

(Olano et al., 1995).

PESO MOLECULAR:

En la mayoria de los procariontes, la ICDH es una enzima dimérica
constituida por subunidades idénticas con pesos moleculares entre 40,000 vy
57,000 KDa. Sin embargo, Vibrio parahemolyticus, Rhodomicrobium vannielii y
Azotobacter vinelandii poseen una {ICDH monomeérica, con un peso molecular de
alrededor de 85,000 KDa (Eikmanns et al.,, 1994), al igual que Corynebacterium
glutamicum (Eickmanns et al., 1994), Desulfobacter vibriodormis (Steen et al.,
1998) y Caldococcus noboribetus (Aoshima et al., 1996). En Candida tropicalis,
Phycomyces blakesleeanus y S. cerevisiae se ha reportado la presencia de
enzimas octamericas, 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-Fillafafe et al., 1996; Keys and McAlister-Henn, 1990). En la tabla 1 se

muestran algunos casos reportados.

TABLA 1. Pesos moleculares reportados para procariontes y eucariontes.

Microorganismo PM Estructura Referencia
(KDa) (KDa}

Archaeoglobus fulgidus Mondmero (42) Steen et al., 1995

Azctobacter vinelandii 80 Monémero Eikmanns et al., 1895

Caldococcus noboribetus 48 Mondmero Aoshima et al., 1996

Candida tropicalis

Peroxisomal-NADP 90 Dimérica (45) Yamamoto et al., 1995

Mitocondrial-NAD 360 Octamero {41 y 38)

Cafdococcus noboribetus g0 Homodimeérica Aoshima & Oshima, 1997

Cephalosporium acremonium 140 Dimérica (75) Olano et al., 1995

Desuifobacter vibrioformis 80 Monémero Steen et al,, 1995

Escherichia coli 90 Dimero (45) Suzuki et al., 1995

Haloferax volcanii Dimero (62) Camacho et al., 1995

Neurospora crassa 277 Octamero (42 y38)

Phycomyces blakesleeanus 338 Octamero (40.5) Alvarez-V. et al., 1996

Phytium ultimum 96 Dimero (48) Kim et al., 1996

Rhodomicrobium vannielii 80 Monémero Eikmanns et al., 1995

Saccharomyces cerevisiae

Mitocondrial-NAD 310 Octamero (39 y 40} Keys and M. 1990

Sulfolobus solfataricus Dimero (45) Camacho et al, 1995

Vibrio sp. ABE-I Monomeérica icd! Suzuki et al , 1995

Dimérica icdi!
Vibrio parahemolyticus 80 Monomérica Eikmanns et al., 1985
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EFECTORES:

Algunas enzimas alostéricas responden a 2 ¢ mas moduladores
especificos, cada uno de ellos unido a un centro especifico de la enzima. La
inhibicién de algunos enzimas por metabolitos especificos, constituye un elemento
importante en la regulacion del metabolismo intermediario.

La ICDH puede ser activada o inhibida por una serie de efectores entre los
que se encuentran compuestos fosforilados como AMP, ADP o ATP que se
reportan como efectores negativos en Synechocystis (Muro-Pastor et al., 1996).

Por ofro lado, algunos intermediarios del ciclo de Krebs, como oxaloacetato,
a-cetoglutarato y glioxalato tienen un efecto de inhibicidn sobre la actividad de
ICDH en estos microorganismos. La enzima de C. gfutamicum fue completamente
inhibida por una mezcia de 1 mM de oxaloacetato mas 1 mM de glioxalato. Ningin
efecto sobre la actividad fue observado con 1 mM de oxaloacetato o 1 mM de
glioxalato solos. Tampoco ATP, ADP, AMP, fructosal,6-bifosfato, gliceraldehido
3-fosfato, 3-fosfoglicérico, fosfoenolpiruvato, piruvato o cualquier otro
intermediario del ciclo a una concentracidon de 1 mM tuvieron efecto sobre fa

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

REGULACION DE LA ISOCITRATO DESHIDROGENASA A NIVEL DE
SINTESIS:
La sintesis de ICDH de muchos microorganismos ha sido reportada como

vaniable cuando las células son crecidas en diferentes fuentes de carbono como
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en Bacillus sublilis donde la actividad especifica disminuye hasta 2 veces cuando
el microorganismo esta creciendo en glucosa, a-cetoglutarato ¢ glutamato. En
Bacillus subtilis, también se ha observado que las actividades de las enzimas def
ciclo de Krebs se inducen bajo condiciones que también inducen la esporulacion
(Jin et al., 1997). En S. cerevisiae también se encontrd que los niveles de ICDH
son Mas 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 especifica de ICDH fue
encontrada 3 a 4 veces mas baja durante el crecimiento en acetato que durante el
crecimiento en glucosa. En £. coli, la ICDH es regulada por modificacion
postraduccional, via una fosforilacidén 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 fravés del ciciﬁ
del acido citrico y permitiendo la operacion del ciclo del glioxalato (Miller et al.,
1996, El-Mansi, 1998). La ICDH es fosforilada en una serina que se encuentra en
su sitio activo. La fosforilacion bloguea la unidn del isocitrato, inactivando a la
enzima {(Laporte, 1993). La modulacion de la actividad enzimatica de la ICDH
ayuda a la célula a mantener las cantidades Optimas de los intermediarios del
ciclo de Krebs.

Por lo que respecta al control de la expresion det gene icd de £. coli, se ha
observado que existe regulacion a nivel de transcripcidn, mediada por la proteina

ArcA, en respuesta a cambios en la disponibilidad de oxigeno y de fuente de
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carbono. ArcA parece funcionar como un represor de transcripcion clasico a fravés
de su unidn a un sitio que se translapa con el promotor de fcd durante condiciones
de crecimiento anaerabico (Chao et al., 1997).

En C. glutamicum se ha reportado que la actividad especifica de {a 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 especifica también fue idéntica cuando las
células fueron recogidas en las fases temprana, media y tardia de crecimiento, lo
que sugiere que la sintesis de la enzima es constitutiva (Eikmanns et al., 1985).

Vibrio sp. cepa ABE-1 tiene dos ICDHs distintas codificadas por dos genes
diferentes, fcdl e icdll, los cuales son regulados de manera distinta a nivel
transcripcional. Los niveles de ARNm del jcdil se incrementan al bajar la
temperatura de crecimiento mientras que el ARNm correspondiente a icdf es
afectado por la fuente de carbono (Suzuki et al., 1985).

Por ofro lado, Phycomyces blakesleeanus presenta 2-3 veces mayor
actividad en acetato que en glucosa, al igual que en levaduras (Alvarez-Villafafie
et al., 1996).

En cianobacterias como Synechocystis y Anabaena sp. se presenta una
represion por nitrogeno sobre la sinfesis de ia ICDH debido a que en estos
microorganismos, el a-cetoglutarato producido por la reacciéon catalizada por la
ICDH no puede ser posteriormente oxidado, y pbr lo tanto enira directamente al
ciclo GS/GOGAT vy tiene un papel biosintético muy claro relacionade a la

asimilacion de nitrogeno (Muro-Pastor et al., 1996).
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OBJETIVO GENERAL.:
Caracterizacion  bioquimica de la isocitrato deshidrogenasa de

Saccharopolyspora erythraea CA340.

OBJETIVOS:

1) Obtener el pH optimo, temperatura optima, peso molecular, Ky, para
isocitrato, para NADP*, para Mg*? y para Mn*.

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

3) Establecer si la sintesis de la enzima es constitutiva, asi como su perfil

de produccion en diferentes condiciones de crecimiento.
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MATERIAL Y METODOS

MICROORGANISMO: Saccharopolyspora erythraea CA34G.

CONSERVACION DE LA CEPA: Se inocularon cajas de agar YEMES (4
g/l de extracto de levadura, 4 g/l de sacarosa, 10 g/l de extracto de malta y 15 g/l
de agar) con 0.1 ml de suspension de esporas de Saccharopolyspora erythraea
CA340. Las cajas se incubaron a 32°C hasta esporulacién. Este procedimiento se
repite cada mes.

CULTIVO: Para el perfil de crecimiento y la produccion de la enzima, se
inocularon 100 ml de medio YEMEG liquido (Hopwood et al., 1985) contenidos en
un matraz Erlenmeyer de 500 ml, con 10  esporas de Sac. erythraea CA 340 y se
incubaron a 32°C con agitacion rotatoria (200 rpm) por 24 horas. Después este
tiempo, se lavd el micelio dos veces con solucion salina esteril y el micelio se
resuspendioé en el minimo voliumen de medio minimo (MM). Con esta suspension
miceliar se inocularon 1000 m! de MM que contenia en g/l: 25 g de K; HPO4,0.5 g
de MgS04, 0.02 g de FeS04, 0.05 g de ZnS0, y 0.001g de MnCl,, 0.001 g de
CoCl,, 20 g de MOPS, 10 g de glucosa como fuente de carbono y 2 g de glicina
como fuente de nitrdgeno. El pH se ajustd a 7.6 con NaOH 10 N. Los matraces se
incubaron a 32°C con agitacién de 200 rpm. A los diferentes tiempos, el micelio se
recuperd por centrifugacion, se lavo una vez con buffer Tris-acetatos 0.01M pH
7.6 y se resuspendiod en el minimo voilmen de solucion amortiguadora de Tris-

acetatos pH 7.6 con glicerol al 40%. EI micelio se mantuvo a -20°C hasta la

30



determinacion de la actividad. Bajo estas condiciones se conserva una buena
actividad de ICDH aproximadamente de 7 a 10 dias.

EXTRACTO LIBRE DE CELULAS: El paquete miceliar se centrifugd y se
lavé con buffer Tris acetatos 0.01M pH 7.6 y se resuspendid en el minimo
volumen del mismo buffer. Posteriormente se sonicé en un sonicador Soniprep
150 MSE durante 3 minutos en frio, para romper el micelio. Para separar los
restos celulares se centrifugd a 4°C y 18,000 rpm por un lapso de 30 min.

PURIFICACION PARCIAL: E! extracto libre de células se mezcié C()I;
DEAE-celulosa (v/v), se agité durante 5 minutos y se filtré para separar la resinat
La resina se lavd con solucion de NaCl 0.1M, 0.15M, 0.2M, 0.25M, 0.3 M 0.4 M 3}
0.5 M en solucion amortiguadora de Tris-acetatos. En cada lavado la resina sé
dejaba agitando durante 5 minutos y después se filtraba. L.a enzima eluye con el
lavado de 0.2 M de cloruro de sodio. Este sobrenadante se dializé y concentré en
conos de membrana de ultrafiltracion Centriflo (Amicon Div.) por centrifugacion eﬁ
una centrifuga clinica Solbat a 4°C durante 10 min a 5,000 rpm. Este extracto libre
de células se precipitd con sulfato de amonio haciendo dos cortes uno a 70% y
otro a 90%. La enzima precipita en este Ultimo corte. La enzima se vuelve a
dializar, concentrar y la fraccion que queda en el cono se utilizd como fuente de Ia
enzima.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE ISOCITRATO DESHIDROGENASA: Lai'
actividad de la enzima fue ensayada midiendo el incremento en fa absorbancia a
340 mm debido a la aparicion de NADPH. La mezcla de reaccion estuvo formada

por una solucién amorfiguadora de Tris-acetato pH 7.6, 0.16 M, NADP 0.5 mM,
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0.8mM MnSQ,, isocitrato 3 Mm vy la enzima en un volumen final de 1 ml. La
reaccion se inicié por la adicion de la enzima e inmediatamente se leia el
incremento en la absorbancia a 34C nm en tuncion del tiempo.

IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE ICDH EN GELES DE
POLIACRILAMIDA: Después de la electroforesis en poliacrilamida al 8%, los
geles se sumergen en una solucion 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 difenii-2H-
tetrazolio 0.4 mM y metosulfato de fenazina 0.5 mM (Muro-Pastor et al., 1994).

CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO DE Saccharopolyspora erythraea
CA 340: El crecimiento se cuantificd como proteina por ef método de Lowry
usando albdmina sérica bovina como estandar, de acuerdo a la metodologia

reportada por Flores y Sanchez (1885).
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RESULTADOS Y DISCUSION

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 antibidticos. Es por esta razéon que se debieron
establecer las condiciones de crecimiento de Sac. erythraea CA340 para obtener
un extracto libre de células con una alta actividad de la enzima y determinar sus
parametros fisicogquimicos optimos. En principio se crecié a este microorganismo
en un medio minimo con sacarosa (2%) y glicina (20 mM) para obtener los perfiles
de crecimiento y de actividad especifica de ICDH. En la figura 5 se observa que la
sintesis de la enzima se ileva a cabo desde el inicio de la fermentacion,
incrementandose la actividad especifica hasta las 72 horas, que es cuando
alcanza los valores maximos; posteriormente tiende a disminuir. Este perfil
coincide con la fase exponencial de crecimiento, estando entonces la biosintesis
de la isocitrato deshidrogenasa asociada al crecimiento. En Bacillus sublilis 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), asi gque no parece haber una fase comin en donde se sintetice esta
enzima. Es probable que en Sac. 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 fisicoguimicas, primero se llevo a
cabo una semipurificacion de la enzima a través del uso de DEAE-celuiosa y de
precipitacion con sulfato de amonio. En la tabla 2 se muestran los resultados
obtenidos y se puede observar que se logra un incremento de actividad especifica
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 dptimas,

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

las que se reportan en Material y Métodos.
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TABLA 2. Purificacion parcial de fa Isocitrato deshidrogenasa de Sac.
erythraea CA340.
Condicién Act. especifica* Factor de purificacién

Ext. Libre de

celulas 0.55 1

0.2M de NaCl 1.98 3.6
Precipitado de 90% 6.29 11.4

(NH4)2 504

*umoles mg™ min”

Para establecer el peso molecular aparente de la enzima, se sometié a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% en condiciones no
desnaturalizantes y se revel6 el gel para actividad de acuerdo a la metodologia
reportada por Muro-Pastor y Florencio (1994). En estas condiciones, se observa
una sola banda de actividad que tuvo un peso molecular aproximado de 130 kDa
(Fig. 6). Después de yue se mantiene la enzima en sulfato de amonio por varios
dias, 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" 6 NADP" para flevar a cabo
la actividad y que requiere iones de magnesio o manganeso. Los resultados

obtenidos con la enzima de Sac. erythraea mostraron que la actividad era mucho
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mayor con NADP" que con NAD', resultado que coincide con otras enzimas
aisladas de microorganismos procariontes, como C. glutamicum (Eikmanns et al.,
1995; Miyazaki, 1996, Camacho et al.,, 1995). Con respeclo al ion requerido, la
actividad fue mayor con manganeso que con magnesio, al igual que en otras
bacterias como Synechocystis sp. (Muro-Pastor et al., 1996) y en E. coli (Miller et
al., 1996), por lo que en los s‘iguientes experimentos utilizamos una concentracion
de 0.5 mM de NADP' y 0.8 mM de sulfatc de manganeso en la mezcla de

reaccion.

,_,--»-»»L —-” |

e

Fig. 6. Zimograma de ICDH de Sac. erythraca CA340 en gel de poliacrilamida al 8%.
Los marcadores de peso molecular usados fueron (A) inhibidor de tripsina 32800,
(B) anhidrasa carbdnica 45000, (C) albumina sérica bovina 85000, (D) p3-
galactosidasa 127000 y (E) miosina 208000.
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EFECTO DEL PH.

En vinud de que desconociamos ias condiciones éptimas de reaccion pera
la ICDH de S. erythraea CA340 procedimos a establecer el pH 6ptimo para la
actividad. En la literatura encontramos en los estudios realizados en diferentes
microorganismos, que la enzima presenta su maxima actividad en un rango de pH
7.5-9.5. Asi encontramos que Desuffobacter vibrioformis tiene un pH éptimo entre
8-9 (Steen et al., 1998), Pythium uftimum 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
8.5-9.6 (Olano et al., 1995), S. cerevisiae entre pH 7.5-8.0 (Loftus et al., 1894), E.
coli entre pH 7.5-9.5 (Miller et al., 1996), encontrando algunas excepciones como
en el caso de Sulffolobus solfatarictis, microorganismo cuya ICDH se reporta con
un pH 4ptimo de 4.0 (Camacho et al, 1995). Con estos antecedentes para
obtener el pH o6ptimo de la ICDH de Sac. 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 chservar que la enzima presenta su maxima actividad a un

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

EFECTO DE LA TEMPERATURA.

Para establecer la temperatura Optima se incubd la mezcla de reaccién a
diferentes temperaturas. En la figura 8 se muestran los resultados y se puede
observar gue la actividad fue Uptima a 30°C, decayendc muy rapidamente 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) vy S.

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

otros microorganismos y asi encontramos reportes de temperaturas 6ptimas hasta

de 80°C como es el caso de ciertas arqueas hipertermofilicas, Suffolobus

solfataricus (Camacho et al., 1995) 6 Archaeoglobus fulgidus (Steen et al., 1997),

lo cual hace referencia al tipo de habitat de los diferentes microorganismos.
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Fig. 7. Efecto del pH sobre {a actividad de ICDH de Sac. erythraea CA340. La
actividad fue medida en solucion amortiguadora de citrato fosfato 0.1 M (H),
solucion amortiguadora de Tris-acetato 0.01 M (®) y solucién amortiguadora de
glicina-NaOH 0.1 M {#), La medicion de actividad fue realizada como se describe en

material y métodos.

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

temperatura, ya que el espectrofotdmetro dispcnible 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 cataliza la descarboxilacién oxidativa del
isocitrato para formar el acido a-cetoglutarato, en una reaccién irreversible. Se h;
reportado que en la mayoria de los microorganismos, esta enzima tiene gmf;
afinidad por el isocitrico y para establecer si la ICDH de Sac. erythraea se
comportaba de la misma manera, se midié la actividad en funcién de Ié
concentracion del isocitrato. En la fig. 9 se muestran los resultados después de
graficar los datos de acuerdo a la ecuacion de Hanes-Woif, (Copeland, 1996) y se
pudo determinar una K, de 0.14 uM que sugiere la gran afinidad de ia ICDH de
Sac. erythraea CA340 por el isocitrato, caracteristica que comparten
practicamente todos los procariontes. Este valor es menor que otros reportados,
los cuales se encuentran dentro del rango, que va de 3.3 uM para
Rhodomicrobium vannielii a 74 uM de Mycobacterium phiei (Roy and Packard,
1998; Leyland and Kelly, 1991; Kuldeep et al., 1987). La velocidad maxima
obtenida de esta misma grafica tuvo un valor de 2.30 pmoles ml” min"'. Este
parametro esta reportado de 68 U/mg para la enzima de Haloferax volcanii

(Camacho 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 Sac. erythraea
CA340. La actividad fue medida como se describe en material y métodos.
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Fig. 9.- Representacion de Hanes-Wolf de ios datos cinéticos de la actividad de
ICDH en funcion de diferentes concentraciones de isocitrato. La actividad
enzimatica fue medida como se describe en material y métodos.



Como ya se menciond anteriormente, tanto el NAD" como ef NADP*
pueden actuar como coenzimas de la ICDH. En la mayoria de los
microorganismos procariontes, la ICDH muestra dependencia por NADP™,
mientras que en los eucariontes encontramos iscenzimas, las cuales presentan
una localizacion subcelular distinta y que pueden usar uno u otro compuesto. En
el caso de la ICDH de Sac. erythraea CA340 se establecidé que la actividad es
dependiente del NADP' ya que la enzima presenta actividad muy baja cuando a la
mezcla se le afiade NAD'. Esta dependencia era de esperarse, ya que este
microorganismo es un procarionte y al igual que en Sac. erythraesa CA340,
Haloferax volcanii, Sulfolobus solfataricus (Camacho et al., 1995), Desulfobacter
vibriodormis (Steen et al., 1998), Halobacterium salinarium (Camacho et al., 1995),
Anabaena sp. (Muro-Pastor et al., 1996) y Streptococcus mutans (Cvitkovich et al.,
1996) comparten esta caracteristica, aunque también existen algunos eucariontes
cuya ICDH es dependiente de NADP" y no de NAD" como C. acremonium (Olano
et al., 1995).

Con objeto de establecer la K., hacia NADP™ se midio la actividad a
diferentes concentraciones de este cofactor obteniéndose una curva de Line-
Weaver-Burk tipica de inhibicion por sustrato (Fig. 10), en la cual no se pudo
obtener el K, (Stephanopoulos et al.,, 1998). A través de graficar las actividades
en las concentraciones mas bajas y bajo el formato de Hanes-Woolf se obtuvo un
K., aparente de 0.026 M como se puede observar en la figura 11 y que indica

una gran afinidad de ICDH hacia el NADP®. Este fue un valor muy semejante al
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reportado para la ICDH-NADP" en Candida tropicalis (0.016 uM; Yamamoto et al.,
1984), y en C. acremonium (0.0295 pM;, Olano et al., 1985).

For otra parte, la enzima precisa de la adicién de iones divalente tales
como el Mn™ y el Mg*2 principalmente. En el caso de Sac. erythrasa se utilizaron
también otros iones divalentes como Ni*? | Cu™, Zn*? en la mezcla de reaccion
enzimatica sin embargo no se obtuve actividad (datos no mostrados). Por lo tanto
solo se calcularon las Kn(s) tanto para Mn*? como para l\/ng”2 Yy como se puede
obser\)ar en las figuras 12 y 13, los valores gue se obtuvieron para estos iones
fueron 0.039 uM 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 K, para estos
fones 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

por Mn?*.
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Fig. 10. Representacion grafica de Line-Weaver-Burk para el efecto de la
concentracién de NADP" sobre la actividad de ICDH de Sac. erythraea CA340. La
actividad fue medida como se describe en material y métodos.
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Figura 11. Representacion grafica de Hanes-Wolf de los datos cinéticos de la
actividad de ICDH en funcién de diferentes concentraciones de NADP*. La
actividad enzimatica fue medida como se describe en material y métodos.

EFECTORES POSITIVOS Y NEGATIVOS DE LA ACTIVIDAD DE ICDH-NADP’.

AMP, ADP y ATP.

l.a reaccion de descarboxilacion oxidativa de ICDH es considerada como
un paso clave en el ciclo de Krebs. Esta reaccion es esencialmente irreversible
bajo determinadas condicicnes fisiologicas. La ICDH puede ser activada o inhibida
por una serie de efectores: por ejemplo es fuertemente inhibida por ATP, también
es inhibida en cualguier condicion metabdlica en la que aumente la concentracion
de ADP en la sélitla (Eikmanne et al | 1905 Mure Pastor et al,, 1938; Miller etal,,

1996). En la fig. 14 se muestra el efecto que tuvo el ATP sobre la actividad de |a
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isocitrato deshidrogenasa de Sac. 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 concentracidon de este compuesto.
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Figura. 12. Representacion grafica de Hanes-Wolf de los datos cinéticos de la
actividad de ICDH de Sac. erythraea CA 340 en funcién de diferentes
concentraciones de magnesio. La actividad enzimatica fue medida como
se describe en material y métodos.

El ADP tambien presentd 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% vy la inhibicién se incrementa

poco al aumentar la concentracion de este compuesto. Tanto el ATP como el ADP
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han sido reportados como inhibidores de la actividad enzimatica, ejempio de eilo
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

concentracion de 1 mM,

00 ‘ 02 ' Old | OIES ‘ 0!8
Manganeso (mM)

Figura. 13. Representacion grafica de Hanes-Wolf de los datos cinéticos de [a
actividad de ICDH de Sac. erythraea CA 340 en funcion de diferentes
concentraciones de manganeso. La actividad enzimatica fue medida como
se describe en material y métodos.
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Se probo también el efecto de GTP, el cual tiene poco efecto sobre la
actividad de la ICDH. En la fig. 16 se puede observar que 1mM de este compuesto
tuvo un efecto inhibitorio de poco mas del 10%, mucho menor que el mostrado por
ATP y ADP. Ei efecto inhibitorio de estos tres compuestos a concentraciones
mayores, las cuales no pueden ser alcanzadas fisiolégicamente, puede llegar

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

La inhibicion de algunas enzimas por metabolitos especificos constituye un
elemento importanie en ia regulacion dei metabolismo intermediario. La actividad
sigue un% serie de respuestas particulares y diferentes en varios
microorganlismos, 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 fosforitados AMP, ADP y ATP no tienen
ningtin efecto en la actividad enzimatica; o como en Synechocystis (Muro-Pastor
et al., 1996) existe una inhibicién del 23% con AMF, 50% con ADP y 70% con los
compuestos fosforilados ATP, ADP y GTP. Con los mismos compuestos, en Sac.
erythraea CA340, la ICDH se inhibe a una concentracion de 2.5 mM en un 80%,
55% y 22% respectivamente (Fig. 14, 15y 16).
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Fig.15. Efecto del ADP sobre la actividad de ICDH de Sac. erythraea CA340. La
actividad fue medida como se describe en Material y Métodos.
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Fig. 16. Efecto de ta concentracion de GTP sobre la actividad de ICDH de Sac.
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y Métodos.
NAD y NADH.

El efecto del NAD" sobre la actividad de la ICDH en S. ervthraea CA 340 es
negativo, disminuyendo hasta un 75% a una concentracién 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 probd a
concentraciones mayores, ya gque absorbe a 340 nm y entonces se hizo dificil
distinguir el incremento en la absorbancia debido a la actividad de la enzima. El
NAD+ también actha 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 concentracion de NAD' sobre la actividad de ICDH de Sac.
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y Métodos.
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Fig. 18. Efecto de la concentracion de NADH sobre la actividad de iCDH de Sac.
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y Métodos,
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INTERMEDIARIOS DEL CICLO DE KREBS.

El oxaloacetato, cifrato, c-cetoglutarato y glioxalatc son compuestos
intermediarios del ciclo de Krebs que intervienen de forma directa sobre la
actividad de la ICDH en muchos microorganismos, razén por la cual se prob6 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 concentracion 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)

100_%
. 804 L
; 7
% o /
g 40-
[&]
Db: 20 / /
oL% i / A 777
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0

Concentracién de Ac. Citrico (mM)

Fig. 19. Efecto de la concentracion de ac. citrico sobre la actividad de ICDH de Sac.
erythraea CA340, L.a actividad fue medida como se describe en Material y Métodos.
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En el caso del «-cetoglutarato (Fig. 20), el efecto sobre ICDH es casi
idéntico al del cifrato e influye como un efector negativo disminuyendo la actividad
enzimatica en un 70% al igual que la actividad de ICDH-NADP® en Candida
fropicalis en peroxisomas {(Yamamoto et al., 1994). En el caso del oxaloacetato, la
isocitrato  deshidrogenasa mostréd una fuerte inhibicion, del 100% a una
concentracion 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 reaccion
y se puede observar que este compuesto causa una inhibicibh muy marcada
desde concentraciones de 0.5 mM, alcanzando un nivel de disminupién de la

actividad de 40% a una concentracion de 2.5 mM.
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Fig. 20. Efecto de la concentracion de a-cetoglutarato sobre la actividad de ICDH de
Sac. erythraea CA340, La actividad fue medida como se describe en Material y
Métodos.
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Por otro lado, 1a mezcla glioxalato mas oxaloacetato (Fig. 23) tuvo un efecto
negativo sobre la actividad también desde 0.5 mM, pero alcanzando casi el 100%
de inhibicion a fa concentracion de 2.5 mM. La enzima de C. glutamicum presenta
un comportamiento distinto, ya que la mezcla de 1 mM de giioxalato-oxaloacetato
es la que tiene un efecto muy marcado sobre la actividad. El oxaloacetato, -
cetoglutarato y citrato tienen un efecto inhibitorio significativo pero a

concentraciones mayores (Eikmanns et al., 1995).

% Actividad Volumetnca
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Fig. 21. Efecto de la concentracion de oxaloacetato sobre la actividad de ICDH de
Sac. erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en Material y
Métodos.
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Fig. 22. Efecto del glioxalato sobre Ia actividad de ICDH de Sac. 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 Sac.
erythraea CA340. La actividad fue medida como se describe en material y métodos.
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INTERMEDIARIOS DE LA GLICOLISIS.

En la meratura se reporta que aigunos intermediarios de la via glicolitica
tienen un efecto negativo sobre la actividad de isocitrato deshidrogenasa en varios
microorganismos. Por esta razon se determiné el efecto de algunos compuestos
intermediarios de la glicolisis como fosfoenolpiruvato, fructosa 1,6-difosfato y
piruvato, de fos cuales solo el segundo compuesto tuvo un efecto inhibitorio pero a
concentraciones arriba de 50 mM. Los otros dos no tuvieron efecto sobre la
actividad enzimatica de isocitrato deshidrogenasa de Sac. erythraea CA 340 (Figs.
24, 25| y 26). Estos resultados son similares a los reportados para C. glufamicerm
(Eikmanns et al., 1885).
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Fig. 24. Efecto del fosfoenolpiruvato sobre la actividad de ICDH de Sac. 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 Sac.
erythraea CA340. La actividad fue medida como ¢e describe en mzaterial y metodos.
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Fig. 26. Efecto de piruvato sobre la actividad de ICDH de Sac. erythraea CA340. La
actividad fue medida como se describe en material y métodos.
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REGULACION DE LA SIiNTESIS DE LA ICDH:

Como se menciond anteriormente, la ICDH de Sac. erythraea CA340 se
sintetiza de manera asociada al crecimiento, teniendo un maximo a las 72 horas
en sacarosa como fuente de carbono (Fig. 5). Con objeto de establecer si la
sintesis de la enzima se comporta de manera constitutiva, se crecio 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
0 piruvato, mientras que la adicidn al medio de cultivo de azlcares faciimente
asimilables, como la glucosa o la fructosa, indujeron la sintesis de esta enzima a
niveles que llegan al doble del nivel basal. Otros azlcares, como sacarosa,
galactosa, almidén, etc., inducen en menor nivel, pero sin flegar a los niveles de
succinato o piruvato. Estos resultados sugieren que el microorganismo sintetiza
ciertos niveles de la ICDH con'stitutivamente, los cuales se pueden incrementar
dependiendo de la facilidad con la que se asimile la fuente de carbono utilizada lo
cual acelera el metabaolismo.

El incremento en la sintesis de la ICDH favorecido por la glucosa fue
dependiente de la concentracion de glucosa como se puede observar en la figura
28, ya que existe un incremento en la actividad especifica de 46% de la

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

fue de poco mas de doble de la concentracion de 0.5% a la de 4%.
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Fig. 27. Efecto de la adicion de diferentes fuentes de carbono a una concentracién
de 1% sobre la sintesis de ICDH de Sac. 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 conceniracion de
glucosa en el medio de cultivo ya era mucho mas baja y por lo tanto ya no hay
efecto sobre la sintesis. Estos datos contrastan con ios obtenidos en otres
microorganismos, en donde la sintesis de la ICDH se ve afectada por la giucosa

adicionada al medio de cultivo. Tal es el caso de Vibrio sp. (Suzuki et al., 1995) y
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de E. coli (Miller et al., 1996). Aqui otra vez, quiza la facultad de Sac. erythraea de
producir eritromicina, le comprometa a tener un metabolismo de carbono muy
active que le permita tener suficientes intermediarios para su sintesis.

Con objeto de establecer si los azucares facilimente asimilables realmente
inducian |a sintesis de la ICDH, se probd el efecto de la adicién de glucosa, en
presencia o ausencia de cloramfenicol para inhibir la sintesis de proteinas de
novo, a un cultivo crecido en lactosa durante 24 horas. En la tabla 3 se muestran
los resultados y se observa gue la adicidn de la glucosa al medio provocod un
incremento del 42% de la actividad especifica de la ICDH en 4 horas. Los
controles, uno con cloramfenicol y el otro sin adicién de glucosa, no presentan
este aumento en la actividad especifica.

Con objeto de establecer si la sintesis de |ICDH de Sac. erythraea era
afectada por fa fuente de nitrdbgeno, se crecid a este microorganismo en diferentes
fuentes de nitrégeno a una concentracion 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 gue la fuente de nitrégeno no afecté la sintesis de la ICDH en
presencia de glucosa. Esto contrasta con los resultados obtenidos por Bermudez
etal. (1998), en donde se reporta un efecto negativo sobre la sintesis de esta
enzima de Sac. erythraea CA340, por la presencia de diferentes conceniraciones
de amonio en el medio de cultivo, pero con sacarosa como fuente de carbono. Es
probable que la induccidén por glucosa, efecto ya mostrado, contrarreste el efecto

negativo reportado.
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Fig. 28. Efecto de la concentracion de glucosa adicionada al medio de cuitivo sobre
la actividad especifica de ICDH de Sac. erythraea CA340 a las 24 y 48 h de
crecimiento

£STA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

59



Tabla 3. Induccion de la sintesis de ICDH por 2% glucosa en Sac.

erythraea CA340.
CONDICION 0 HORAS 4 HORAS % DE INCREMENTO
ACTIVIDAD ESPECIFICA*
Sin Adicién 0.387 0.402 104
+ Gluc 2% 0.327 0.464 142
+Gluc2% +Clm 0.363 0.331 91.3

* umoles mg” min”’

Amonio 60 mM

B Amonio 40 mM
Amonio 20 mM
Pralina
Glutamina
Alanina

Glutamico

Glicina

—T
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Fig. 29. Efecto de la fuente de nitrégeno (20 mM) sobre ia sintesis de ICDH de Sac.
erythraea CA340 a las 24 horas de crecimiento. La actividad fue medida como se

describe en material y métodos.
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En resimen podemos decir que la ICDH de Sac. erythraea CA340 es una
enzima importante dentro del ciclo de Krebs, ya que su sintesis es constitutiva en
un cierto nivel pero también si la fuente de carbono es faciimente asimilable,
entonces se puede sintetizar a mayores niveles, permitiendo una actividad
metabolica acélerada. Indirectamente ésto indicaria que {a sintesis de
succinilCoA, compuesto importante para la sintesis de los precursores de
eritromicina, no es limitante para la formacion def antibiético en estas condiciones
de crecimiento. También los resuitados reportados indican que Sac. erythraea
estd adaptado a producir precursores, metilmalonilCoA y propionilCoA, en las
cantidades necesarias para una buena produccién de eritromicina, inclusive
hemos establecido en nuestro laboratorio que el a-cetoglutarato generado en el
ciclo de Krebs, no es desviado hacia la sintesis de glutamato por la enzima
glutamato deshidrogenasa, porque esta actividad no estd presente en extractos
libres de células obtenidos bajo diferentes condiciones de crecimiento {datos no
mostrados). Por lo tanto, todo el «-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 sintetizaria el propionilCoA.

Por lo que respecta a la regulacién de la actividad de la {CDH de Sac.
erythraea CA340 se encontr6 gue se ajusta a los patrones reportados, mostrando
inhibicion por carga energética y por intermediarios del ciclo, aunque fas
concentraciones son un poco mas altas que [as que inhiben en otros

microorganismos. Probablemente se requieran concentraciones mas altas por la
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necesidad de una poza de succinilCoA aun en condiciones donde el metabolismo

esté llegando a su limite, ya que es aqui cuando se sintetiza la eritromicina.
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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 ICDH es una enzima dimérica con un peso molecular de 130 000 kDa.

La ICDH presenta una gran afinidad por isocitrato y por NADP*, aunque este
Gltimo compuesto a concentraciones altas inhibe la actividad.

La ICDH tiene una mayor afinidad por el manganeso.

La actividad de |la ICDH se inhibe por ATP, ADP, GTP, NAD", a-cetoglutarato,
oxaloacetato, glioxalato y la mezcla glioxalato-oxaloacetato. |
Los intermediarios de la via glicolitica, fructosa 1,6 difosfato, fosfoenolpiruvato y
piruvato no tienen efecto sobre la actividad de ICDH.

La sintesis de la ICDH es inducida por glucosa y otros azlcares faciimente
asimilables.

La fuente de nitrégeno no tiene efecto sobre la sintesis de la ICDH.
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