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LA BIOQUIMICA EN LA
PROSPECCION DE LA EDUCACION
SUPERIOR

La educacién es un instrumento de conserva-
cién y de cambio que es influida por la estructura
y las actividades sociales dominantes, los nuevos
conocimientos y por la tecnologia. En el siglo XX
lo més influyente ha sido justamente el cambio.
La educacién se ha visto obligada a ser un instru-
mento para facilitar y afrontar el cambio, incluso
en aquellas sociedades que no participan de una
revolucién consciente semejante a la de paises
como la Unién Soviética, Cuba y los nuevos Esta-
dos de los antiguos pueblos coloniales. Esto se
debe a que la ciencia y la tecnologia son para el
siglo XX, lo que fue la revolucién industrial para
el siglo XIX. La ciencia y su aplicacién han reper-
cutido en los métodos y propésitos de la educa-
cién en general y de la educacién superior en par-
ticular, ya que se procura formar personas de
mentalidad cuestionadora, con una visién cienti-
fica de la vida, que les permita desenvolverse
adecuadamente en medio de las nuevas experien-
cias y conocimientos que van a encontrar. Esta
formacién no puede depender de la que pueden
conferir los padres de familia o ser obtenida a
través del aprendizaje practico. Las necesidades
de ciudadanos cultos para los estados democrati-
cos y de personal capacitado para las sociedades
industrializadas conllevaron presiones sobre las
instituciones educativas que habian de responder
a las aspiraciones de los individuos, ademés de
actualizarse paralelamente a las transformacio-
nes de los conocimientos y de las sociedades con-
siderando prospectivamente las exigencias del
desarrollo. “Todos los paises necesitaban un
niimero creciente de técnicos, especialistas y pro-
fesionales en todos los campos de la actividad
humana” (UNESCO, Tomo II, p. 442).

“Durante el siglo XX la educacién de la masa
fue extendida en todas partes: a los niveles
secundario y superior en los pafses de desarrollo
industrial avanzado; al nivel elemental en el resto
del mundo” (p. 484).

En los paises subdesarrollados hubo muchos
obstdculos para la educacién masiva. La inestabi-
lidad politica, aunada a los intereses elitistas de
las clases altas, la fuerte tradicién literaria y la
intervencién de la iglesia en la educacién, des-
alentaban los movimientos a favor de una educa-
cién sostenida por el Estade y el desarrollo de
tipos practicos de preparacién. Sin embargo el
derecho al voto de todos los adultos, la necesidad
de expertos a todos los niveles para el progreso
econdmico y la idea aceptada mundialmente de
que la educacién era un derecho bésico que todo
Estado moderno debe garantizar a su pueblo
hicieron de la educacién general un imperativo
ineludible para los paises subdesarrollados, una
vez que se realizaron grandes esfuerzos para
ampliar rédpidamente los servicios educativos
aunque sblo fuese para evitar que la situacién
empeorara. La tendencia general fue la de
ampliar la educacién masiva més alld de la educa-
cién elemental. En casi todos los paises, la exten-
si6n de la educacién por parte del Estado fue vis-
ta como la aceptacién por el gobierno de una res-
ponsabilidad que debia a su ciudadania. Tal
parecia que el problema se reducia a que los
Estados estuviesen dispuestos a movilizar a sus
pueblos, para emprender de manera clara y
resuelta una estrategia global de desarrollo a lar-
go plazo, que implicara un mejoramiento de las
condiciones de vida y la elevacién de los niveles
de libertad. Para que el proceso de desarrollo
fuese viable y constante se reconoce como nece-
saria, aunque no suficiente, la disponibilidad de
personal calificado, capaz de promover, organizar
y administrar dicho proceso.

Las tendencias mundiales respecto a la educa-
cion superior consisten en la adopcidn, por parte
de todos los paises desarrollados y de algunos en
desarrollo, de incrementar la escolaridad de sus
pueblos. No se suele hablar de educacién
superior masiva pero si de “educacion superior
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universal”: es decir, la de procurar igualdad de
oportunidades eduactivas a la mayoria de la
poblacién, en serios intentos de generalizar los
niveles de educacién superior con la subsecuente
supresién de un sistema de educacién orientado
a la clase dirigente politica o econémica. Esto
implica, también, la eliminacién de discriminacio-
nes en el acceso a la educacién superior: “Los
paises socialistas europeos han abierto de par en
par las puertas de sus instituciones de ensenanza
superior a las mujeres. En la URSS por ejemplo,
de cada dos ingenieros uno es mujer; de cada
cuatro médicos tres son mujeres . En estos paises
se ha considerado que “la eduacién universitaria
al democratizarse ya no es privilegio sino una
oprtunidad”.

-

Las tendencias mundiales se ven reflejadas en
las instituciones de ensefianza superior de Méxi-
co vy en las prospecciones que se realizan sobre
las profesiones y especialidades. A las funciones
de conservar, ensefiar y extender los limites del
aprendizaje superior es inminente que adopten
una funcion de servicio piblico; es decir, se les
requiere que muestren mayor afinidad hacia la
comunidad que hacia el claustro académico. Se
trata, entonces, de la substitucién de una posi-
cién histérica de la universidad con privilegios e
inmunidad por una de responsabilidad y justifi-
cacion.

Por todo ello Ia biogquimica, como materia bésica
de la formacién de médicos y de otros profesio-
nistas, parece destinada a jugar un papel relevan-
te en el presente y futuro de dichas profesiones.
El procesc permanente de modificaciones en la
produceién, la ciencia y la tecnologia del mundo
moderno destaca la importancia de asimilar y
asumir con plenitud los contenidos, desarrollos e
implicaciones de la bioquimica, ya que ésta facul-

Ne

tard el aprendizaje productivo de disciplinas
como la informética, la biotecnologia, la robética,
la microelectrénica, etc. En los estudios de pros-
pectiva de las profesiones se ha detectado que
los conocimientos y habilidades de menos obso-
lencia son los que el estudiante adquiere en las
materias bdsicas, por lo que si se profundiza en el
estudio de éstas se adquiere una especializacion.
que proporciona lenguajes, expresiones y méto-
dos flexibles, adaptables v précticos de mayor
perdurabilidad. Por ello, las tendencias curricula-
res consisten en procurar substituir la ultraespe-
cializacién, la obsolencia y la dispersién de cono-
cimientos por planes y programas que estimulen
la capacidad de afrontar miltiples problemas en
circunstancias diferentes. A este respecto la bio-
quimica estd ubicada en una situacién privilegia-
da pues contiene elementos que capacitan para
anticipar los efectos de las tecnologias y para asi-
milar los conocimientos cientificos de frontera en
todos los niveles.

No resulta extrano preveer que el futuro curri-

cular del médico incrementara el hincapié en
materias como bioquimica y que las posibilida-
des de actualizacién del médico en su disciplina
dependan cada vez mds del grade de dominio
que haya alcanzado en esta materia y de otras
similares consideradas como bésicas.
La naturaleza actual de la revolucién cientifica y
tecnoldgica incide en cambios a nivel cultural y
hace emerger nuevos tipos de apropiacién técni-
ca del saber; la bioquimica esta llamada dentro
de la prospeccién de las profesiones, a formar
parte del “alfabeto cientifico y tecnolégico” del
futuro. B

José Huerta Ibarra
Departamento de Psicologia Educativa
Facultad de Psicologia, UNAM.

v

Ciencias, UNAM.

RESUMEN

En este trabajo se presenta una relacién de cémo ha
evolucionado la Biologia Celular, desde sus anteceden-
tes més lejanos hasta la actualidad. Para esto se anali-
zardn algunos de los principales avances, tanto con-
ceptuales como de tecnologia, que la han hecho crecer
hasta transformarla en una disciplina en si misma,
encargada de aportar modelos sobre el origen, la evo-

CINCO PREGUNTAS SOBRE
' BIOLOGIA CELULAR

Jestis Manuel Leén Cazares.
Instituto de Fisiologia Celular y Facultad de
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lucién y la morfofisiologia del nivel de complejidad
celular.

Con objeto de facilitarda apreciacion de este desarro-
llo, se plantean cinco preguntas, que al contestarse,
ofrecen una imagen del estado actual de la Biologia
Celular. Las preguntas se refieren a los enfoques con-
ceptuales que le han servide de marco de referencia, la
evolucién del concepto de célula y algunos de los



hallazgos més recientes sobre la morfofisiologia celular
y los métodos de estudio que los hizo posibles. Para
finalizar se mencionan algunas de las perspectivas de
la investigacién dentro del 4mbito de esta disciplina.

ANTECEDENTES

No obstante que los antecedentes de la Biologia
Celular se podrian localizar entre 1759 y 1838, es
durante los altimos 25 afios que ésta ha llegado real-
mente a su mayoria de edad.

En 1759 Wolff aplicé la microscopia al estudio de la
embriologia de los animales y estableci6 que: " Las par-
ticulas que constituyen a todos los érganos de un ani-
mal, en su forma més incipiente son pequenos globu-
los, que pueden distinguirse bajo el microscopio”. En
1802 Mirbel concluyé de sus numerosas observaciones
sobre la estructura de los vegetales que: “La planta
esta completamente formada por tejido celular mem-
branoso continuo. Las plantas estdn constituidas por
células, todas sus partes estan en continuidad y for-
man un solo tejido membranoso” y en 1838 se publica-
ron las observaciones de Schleiden y Schwann, el pri-
mero sobre la génesis de los tejidos de los vegetales y
el segundo sobre los tejidos de los animales, que le
permitieron proponer que: “Las células son organis-
mos y las plantas y animales completos son agregados
de estos organismos arreglados de acuerdo a leyes pre-
cisas” (1).

Ahora se reconoce a la Biologia Celular como una dis-
ciplina en si misma, lo que se refleja en que en institu-
ciones académicas, éstas o los departamentos y labora-
torios lleven su nombre, que se otorguen grados con
esta especialidad e incluso existan revistas en que se le
situa como un campo especial de las Ciencias
Biolégicas, como el Journal of Cell Biology, entre
muchas otras.

Se puede decir que la Biologia Celular se origina alre-
dedor de 1955 (2), cuando se produce la interaccién de
los enfoques novedosos de la Biofisica y la Bioquimica
y éstos se fusionan con los de la antigua Citologia, que
hace aproximadamente 25 anos se ocupaba en definir
la estructura de la célula y apenas se vislumbraba la
coincidencia de ésta con la funcién.

En este mismo momento, el aislamiento de estructu-
ras subcelulares adquiria el caracter de técnicas ruti-
narias y reproducibles, se iniciaba la localizacion sub-
celular de las proteinas, se descubrian las mitocon-
drias, se tenfan los primeros indicios de los sistemas
intracitopldsmicos de membranas y los ribosomas eran
préacticamente desconocidos (3).

Al comparar ese momento con el estado actual, pare-
ce dificil que en tan corto tiempo, se haya llegado a
comprender tanto sobre la célula, pues se cuenta con
modelos que explican su origen y evolucién, su morfo-
fisiologia y atn la regulacién de su funcionamiento.
Tal y como se describe para algunos de estos aspectos
en las respuestas a las siguientes preguntas.
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1. (CUAL ES EL ENFOQUE CONCEPTUAL UTILI-
ZADO EN LOS ESTUDIOS SOBRE LA CELULA?

Fue Carrel quien en 1931 (4), con base en la experien-
cia obtenida a través de la aplicacién de los métodos
del cultivo de tejidos, lleg6 al enfoque conceptual que
transformé a la Citologia clasica en lo que denominé
“la nueva Citologia”, que aproximadamente 20 afnos
més tarde interactuaria con la Biofisica y la Bioquimi-
ca, para dar origen a la Biologia Celular.

En esta nueva Citologia, se propone que la células y
el medio que las rodea estdn en continuidad fisiolégica,
ambos elementos forman un todo, cuya interdepen-
dencia es tan estricta como la del nicleo y el citoplas-
ma de los eucitos.

Con base en esta proposicién, se puede suponer que
el estado de un tejido, reside al mismo tiempo en sus
propiedades hereditarias e historia previa y en las con-
diciones de su medio, y por lo tanto, es necesario subs-
tituir el concepto de células y tejidos separados de su
entorno y aislados en el espacio, por el de un sistema
“célula-medio ambiente” y estudiar simultdneamente
las partes constituyentes del conjunto.

Aqui vale la pena mencionar la definicién de sistema
propuesta por Thomas en 1979 (5): ... es una estructu-
ra de componentes interactuantes e intercomunicados
que, como grupo, actian u operan individualmente y
en conjunto, para lograr un objetivo comiin a través de
la actividad concertada de las partes individuales”.

De esta manera, se origina el enfoque conceptual que
podria denominarse ecolégico, que en la actualidad
permite entender los procesos de comunicacion que se
llevan a cabo dentro y entre los organismos asi como
en el medio, de los que resultan los estados de equili-
brio u homeostasis caracteristicos de los sistemas
Vivos.

Un ejemplo que sirve para ilustrar la estrecha comu-
nicacién entre las células y su ambiente y que permite
evaluar hasta donde llega la capacidad de influencia
reciproca entre las partes del sistema célula-medio,
propuesto por Carrel, es la transformacién de la
atmosfera del planeta de reductora en oxidante;que se
inicio hace aproximadamente 2 000 millones de afios,
como resultado de los procesos de fotosintesis realiza-
dos por las cianobacterias.

2.,COMO SE CARACTERIZA EL CONCEPTO
DINAMICO DE CELULA?

La pregunta se plantea como una consecuencia del
enfoque propuesto en la respuesta anterior y deberd
substituir el concepto meramente morfolégico y bidi-
mensional, es decir aquel que se refiere s6lo a su tama-
fio y elementos formadores; como el que dice: la célula
es un corpiisculo microscépico, dotado de vida propia,
formado por membrana, citoplasma y nicleo, que
desde luego no toma en consideracién a los protocitos.



En esta substitucién el elemento més relevante es el
tiempo y su importancia queda plasmada en la siguien-
te proposicién de Mazia de 1974 (6): “Ya no es satisfac-
torio obtener una buena medicién u observacion o una
explicacién inteligente de algiin mecanismo en la célu-
la, a menos que se puéda localizar sobre el eje del
tiempo, del tiempo propio de 1a célula como se expresa
en la historia de su vida”, es decir durante su ciclo de
generacién. En éste se reconocen para los eucitos, dos
etapas principales que tradicionalmente se han deno-

minado como interfase y mitosis, cuya duracién es la
requerida para llevar a cabeo un programa preciso para
cada tipo de célula.

La interfase se ha subdividido en varios periodos que
son: G1, S y G2 cuya duracién para diferentes tipos
celulares es més o menos constante, como se muestra
en el ejemplo para las células HeLa (fig. 1). Para algu-
nos autores la etapa G1, tiene una parte caracteristica
de las células diferenciadas a la que denominan GO.

Figura 1 - Diagrama del ciclo de generacion celular de las
células HeLa, donde se muestra la duracién en horas de cada
etapa (tomado de Lerner y Hodge, 1971} (7).

Desde el punto de vista metabélico es la duplicacién
del 4cido desoxirribonucleico, la parte que define al
evento crucial del ciclo. La sintesis del ARN se mantie-
ne constante, mieniras que la de proteinas presenta
variaciones a lo largo del tiempo.

En lo que respecta a la morfologia de las células
__que ahora se insiste en representar en sus 3 dimen-
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siones— ésta también cambia a lo largo del ciclo e
incluso si se careciera de su conocimiento, se podrian
tomar a las células que se encuentran en distintas eta-
pas como de diferentes tipos, tal seria el caso de la
célula en mitosis (fig. 2A) y las que estdn en G2 (fig.
9D) en la imagen de microscopia de barrido de un cul-
tivo de células de ovario de hamster.



-

Figura 2 - Cambios en la apariencia y en la textura de las células segiin la etapa del ciclo de generacién celular por la que cursan.
Células de ovario de hamster en cultivo de tejidos, microscopia electrénica de barrido. A) Células hijas al final de la mitosis e ini-
cio de G1. B) Fases finales de la etapa G1, con establecimiento de contactos entre ellas. C) Inicio de la etapa S. D) Inicio de la
etapa G2. (tomado de Mazia, 1974) (6).
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Estos cambios en la apariencia y en la textura de la
superficie celular, se pueden correlacionar con la fase
del ciclo por la que esté cursando, debido a que la for-
ma, cantidad y distribucién de las proyecciones de la
membrana plasmaética son diferentes. Asi las células
que inician la fase G1 (fig. 2A), se parecen mucho a las

que estan en mitosis, aunque se inicia su adhesi6n al.

sustrato; més adelante ya en plena fase G1 (fig. 2B), las
células se han aplanado y muestran microvellosidades
y microampollas. Las siguientes (fig. 2C), han iniciado
la fase S, las microvellosidades practicamente han de-
saparecido y se notan algunos repliegues. En la tltima
imagen, en la fase G2 (fig. 2D), reaparecen las microve-
llosidades y microampollas incluso en la misma célula.

Al tomar en cuenta los cambios morfofisiolégicos
durante el ciclo de generacién celular, se puede propo-
ner un concepto de célula como el siguiente: Una célu-
la viva es un sistema isotérmico abierto, formado por
moléculas organicas, que se autoensambla, se autorre-
gula y se autoduplica, que opera sobre el principio de
méxima economia de partes y procesos; que promueve
muchas reacciones orgdnicas encadenadas y

consecutivas de transferencia de energia y de sintesis
de sus propios componentes, por medio de catalizado-
res organicos que ella misma produce (8). :

En esta proposicién se debe tener presente que las
actividades de ensamble, regulacién y duplicacién,
estdn enmarcadas dentro del parametro tiempo, repre-
sentado por el ciclo de generacién celular, cuyas eta-
pas se definiran por las intensidades en que la célula
manifiesta sus propiedades.

3. ;A QUE SE DENOMINA SUBSTANCIA FUNDA-
MENTAL CELULAR?

Los antecedentes se situan en 1929, cuando Peters
propuso sobre bases tedricas logicas, que las reaccio-
nes bioquimicas complejas que suceden en el citoplas-
ma, como por ejemplo la glucélisis, no podian depen-
der de las colisiones al azar entre los substratos y las
enzimas en un medio liquido homogéneo, sino de “una

" tenue red que coordinara las reacciones enziméticas”

9).

Figura 3 - Diagrama que representa el sistema microtrabecular de la substancia fundamental celular, en una reconstrucciou
amplificada aproximadamente 300 000 didmetros. A) Membrana plasmitica. B)Corteza celular. C) Mufion de microtrabécula
contraida. D) Mitocondria. E) Polirribosoma. F) Fibras de tensién. G)Fibra microtrabecular. H) Microtiibulo. I} Cisterna del reti-
culo endopldsmico rugoso. J) Ribosoma adosado al reticulo endopldsmico rugoso (tomado de Porter y Tucker, 1981) (9).
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Fue hasta la década de 1970, que esta suposicién se
pudo investigar, gracias a la disponibilidad de una nue-
va herramientsa, el microscopio electrénico de alto vol-
taje (MEAV), capaz de permitir observaciones a través
de células completas, que por lo general se obtienen de
cultivos de tejido.

Este microscopio que tiene una altura de 10 metros y

-pesa mas de 20 toneladas, tiene capacidad de acelerar

a los electrones 10 veces més que los microscopios
electrénicos de transmisién convencionales, es decir
aproximadamente 1 millén de voltios, lo que produce
una imagen anéloga a una placa de rayos X, que revela
la estructura interna sin necesidad de haberla cortado
previamente.

Esto hace posible observar un sistema de microtra-
béculas que forman la Substancia Fundamental Celu-
lar (SFC), que encierra a los organelos y da estructura
a proyecciones como las microvellosidades y que en
sus vértices contiene a los denominados ribosomas
libres, como se aprecia en el modelo que se representa
en la figura 3, amplificando 300 mil didmetros, que se
obtuvo a partir de la observacién de cientos de imége-
nes tomadas con el MEAYVY, en que se muestran sus
relaciones con las cisternas del reticulo endoplésmico,
una mitocondria, los polirribosomas y los microtibu-
los, microfilamentos y filamentos intermedios que jun-
te con la corteza celular, forman el citoesqueleto. La
presencia de muiones atestigua la dindmica carac-
teristica del sistema, a través de su capacidad de con-
traccion.

Las microtrabéculas, dividen a la célula en dos fases:
la proteica de los filamentos y la acuocsa del espacio
intertrabecular, lo que le da al citoplasma su consisten-
cia y sus propiedades dindmicas. Se fienen evidencias
de que el sistema microtrabecular interviene en dife-
rentes tipos de movimientos intracelulares, como la
migracién de los cromatéforos de peces y anfibios, que
les permiten los cambios de coloracién que les son
caracteristicos, debido a gue en estas células los gra-
nulos de pigmento estdn embebidos en las proteinas
de la trama microtrabecular, de la misma manera que
los sistemas de transporte en las células del tejido ner-
vioso, sobre todo en el caso del transporte de tipo rapi-
do o axdnico.

HEn conclusién, la SFC organiza a los diversos compo-
nentes celulares e interviene, regula y dirige el trans-
porte en el interior celular, controla la forma y el movi-
miento de la células que depende del funcionamiento
integrado de los elementos del citoesgueleto.

Ademés posibilita la conservacion de la forma celular
de generacién en generacién a través de los procesos
de citotaxis, que segtin Sonneborn en 1964 (9), se
caracterizan por que: “mientras que los genes determi-
nan las unidades moleculares béasicas para la construc-
cién v a través de sus propiedades los tipos de asocia-
ciones moleculares que pueden formarse, las asocia-
ciones gue reaimente se encuentran, dependen tam-
bién de las preexistentes”.
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Recientemente (10) se ha reconocido que asi como
existe  un citoesqueleto, se encuentra también un
nuclecesqueleto que tiene su anclaje en la denominada
l4mina interna, equivalente a la corteza celular, que
esté constituida por proteinas que se localizan por
debajo de la cara nucleopldsmica de la membrana
interna de la envoltura nuclear. A partir de ella se pro-
yecta hacia el interior del niicleo una armazén insolu-
ble denominada residual, por que permanece después
del tratamiento de extraceién con soluciones salinas
concentradas que eliminan los fosfolipidos de la envol-
tura nuclear v la cromatina.

Se tienen evidencias (11) de que este nuclecesquele-
to o matriz nuclear tiene un papel importante durante
la duplicacién de los acidos nucleicos, la sintesis de
ARN, el procesamiento y transporte del ARN hetero-
géneo nuclear, asi como a través de la interaccién con
hormenas, por ejemplo esteroides, con los procesos de
expresion génica.

4.- ;A QUE SE DENOMINAN MICROCUERPOS
CELULARES?

El término se refiere a un grupo de organelos caracte-
rizados por una apariencia muy similar, pero que sin
embargo contienen diferentes tipos de enzimas que
intervienen en funciones metabdlicas diversas.

Vistos en el microscopio electrénico de transmision,
se buscd la funcién especifica de cada uno de ellos por
medio de las técnicas de centrifugacién diferencial,
que permitieron separarlos pricticamente puros a par-
tir de un homogenado de tejido y determinar la presen-
cia de las enzimas caracteristicas, como la citocromo
oxidasa que marca la fraccién mitocondrial, la fosfata-
sa acida de los lisosomas y la urato oxidasa de los
microcuerpos denominados peroxisomas (12).

Estos altimos de aproximadamente 1 micrémetro de
didmetro, son el tipo principal de microcuerpos en las
células de los animales, se encuentran en el higado y en
ocasiones contienen enzimas de otras vias metabélicas
como la del ciclo de glioxilato; por ejemplo en las semi-
llas en germiracién de algunos vegetales como el jito-
mate y entonces se denominan glioxisomas.

En ciertos casos se les encuentra asociados con otros
organelos como los cloroplastos y las mitocondrias (fig.
4). Dicha ssociacién facilita el establecimiento de cir-
cuitos de vias metabélicas en que el glicolato que se
forma en el cloroplasto, se oxida a glioxilato en el per-
oxisoma, pasa a la mitocondria como malato, gue

- regresa al peroxisoma como isocitrato, que al formar

succinato produce azidcares en el cloroplasto.

HEs posible que los peroxisomas y los glioxisomas
sean interconvertibles y tengan relacién de origen los
de las plantas con los de los animales, ya que se
encuentran en algunos protoctistas como las levaduras
v Tetrahymena y por lo tanto son muy primitivos.



Figura 4 - Asociacién de un peroxisoma (A) que muestra un cristal pnbbablem ente de catalasa, con una mitocondria (B), dos clo-
roplastos (C) y la vacuola central (D), de una célula de hoja de tabaco amplificada aproximadamente 58 000 didmetros (tomado

de DeDuve, 1983} (12).

Varias particulas identificadas bioquimicamente
como peroxisomas o glioxisomas, han sido localizadas
en todos los eucitos, donde muestran caracteristicas
en comiin que hacen pensar en miembros de una mis-
ma familia de organelos, que comparten aproximada-
mente 40 enzimas diferentes, de cuya actividad no se
genera el ATP.

En cuanto a su origen se ha propuesto, con muchas
reservas debidas a la falta de evidencia indiscutible,
pudiera haber sido por simbiosis, de manera similar a
como probablemente ocurrié con las mitocondrias y
los cloroplastos, aunque no se descarta la posibilidad
de un origen endégeno.

5.-;,CUAL ES LA TECNICA MAS PROMETEDORA
EN EL ESTUDIO DEL METABOLISMO CELU-
LAR?

Desde que se establecid, gracias a los trabajos de
Pasteur y los de Buchner realizados el siglo pasado,
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que algunas substancias contenidas en las células cata-
lizan reacciones quimicas, la bioquimica ha tratado de
aclarar cé6mo es que las sustancias extraidas y purifica-
das a partir de las células, son las responsables de las
hﬁa:sformaciones quimicas que se realizan dentro de
ellas.

Esta estrategia ha generado la objecién sobre la vali-
dez de la bioquimica moderna, que aparentemente tra-
ta de reducir el proceso de la vida a una secuencia de
reacciones quimicas, “que pueden ocurrir dentro del
tubo de ensayo” (13), pero jsucederd igual en el inte-
rior de la célula viva? y més adn, jcémo ocurrird en
organismos multicelulares?.

Las técnicas de resonancia magnética nuclear empie-
zan a tratar de contestar estas preguntas por su posibi-
lidad de detectar las reacciones quimicas tal y como
ocurren dentro de las células, tejidos y organismos
completos, que incluyen al hombre.



Estas técnicas se basan en que algunos nicleos até-
micos cuyos protones y neutrones son impares, tienen
propiedades magnéticas intrinsecas que las hacen
comportarse como dipolos, es decir como una barra
imantada. Tales niicleos incluyen a los protones, o sea
al hidrégeno atémico, que forma el 99.9 % de todos los
atomos de hidrégeno que se encuentran en la naturale-
za. El carbono 13, que es el 1.1 % de todos los 4tomos
de carbono naturales y el fésforo 31, que es el niicleo
de todos los 4tomos de este elemento en la naturaleza.

Con estas técnicas se detectan por ejemplo, las sefia-
les provenientes de los dtomos de fsforo del ATP en
células tumorales de ratén, en donde se ha visto que la
senal de cada uno de ellos se ve influida por su

ambiente quimico, asi el pico de absorcién del fésforo
gamma del ATP y el beta del ADP, estén muy cerca
pues su medio es similar, tienen a la derecha un grupo
fosfato y a la izquierda estan libres. El fésforo 31 beta
del ATP, estd més aislado por que su medio es unico,
esta flanqueado por grupos fosfato, el alfa y el gamma.

De esta manera se pueden seguir los cambios meta-
bélicos que ocurren en células completas en su medio
ambiente propio (fig. 5), como en el caso de Escheri-
chia coli, antes y de 4 a 6 minutos después de agregar
glucosa en el medio, lo que produce los cambios que se

obslgrvan en el fésforo inorganico y en la produccién de
ATP.

ABSORCION

-10 =5 o
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CAMBIO EN LA INTENSIDAD DEL CAMPO
(PARTES POR MILLON )

Figura 5 - Efecto del consumo de glucosa sobre los compuestos que contienen fésforo en Escherichia coli. A) Antes de que las
células reciban glucosa y B) De 4 a 6 minutos después de recibirla. Los cambios que se muestran pueden deberse al metabolismo
del aziicar que produce fructuosa 1-6 difosfato y a la posterior conversién del ADP en ATP.

1) aziicares fosfatados, 2) fosfato inorgénico, 3) fosfoenol piruvato, 4) ADP, 5) fructosa 1-6 difosfato, 6) fésforo in-

orgénico intracelular, 7) fésforo inorgénico extracelular, 8)
ATP, 9) NAD (tomado de Shulman, 1983) (13).
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Se ha estudiado también el metabolismo de miscu-
los aislados de ranas, higado de ratas vivas, glucélisis
en levaduras, efectos hormonales en ratas e incluso se
han diagnosticado algunas enfermedades musculares
en humanos.

Con esta herramienta se estd en posibilidad de
observar el metabolismo integro de un animal comple-
to y de cémo lo afectan los niveles hormonales, la dieta
y atn las enfermedades. Esto amplia el entendimiento
de cémo se llevan a cabo los procesos bioquimicos en
los organismos vivos y ubica en su justo valor las obje-
ciones a la investigacién en el tubo de ensaye.

FUTURO DE LA BIOLOGIA CELULAR

Es evidente que los avances conceptuales y la obten-
cién de conocimiento acerca de la Biologia Celular, se
han desarrollado en paralelo con el disefio de herra-
mientas y técnicas, que permiten indagar y analizar los
fenémenos caracteristicos de los organismos vivos.

Las respuestas a las preguntas planteadas, no hubie-
ran sido posibles si no se contara con los métodos de
cultivo de tejidos, radioautografia, microscopia elec-
trénica de transmisién, de barrido y de alto voltaje,
conjuntamente con las técnicas de criofractura y crio-
grabado, uso de precursores radiactivos, centrifuga-
cién diferencial, ensayos de actividades enziméticas y
resonancia magnética nuclear.

Sin embargo, es necesario citar una vez mis el traba-
jo de Carrell de 1931 (4), para dejar claro que: “En el
desarrollo de la nueva Citologia como en el desarrollo
de todas las ciencias, el concepto es méds importante
que el método. Las técnicas son sdlo las sirvientes de
las ideas. No tienen gran poder en si mismas”. Es decir
toda la tecnologia tendria muy poca utilidad, si no
existieran las concepciones —la formulacién de
ideas— que permiten plantear las nuevas preguntas,
que son realmente la materia prima del avance de
cualquier conocimiento y que por lo general son el pro-
ducto més valioso de la investigacién.

Por lo tanto, este trabajo quedaria incompleto si no
se planteara lo que se puede esperar del desarrollo
futuro de la Biologia Celular y de acuerdo con lo dicho,
sin que se definieran algunas de las preguntas maés
importantes que los avances han generado, que consti-
tuyen el reto inmediato y que se podrian resumir de la
siguiente manera: La Biologia Celular tratari de deter-
minar cémo todo lo que se observa en una célula, estd
organizado y c6mo se regula su morfofisiologia a través
del conocimiento de c6mo las células responden al
medio ambiente. Cémo altera esa respuesta la expre-
sién de sus genes. C6mo se comunican unas células
con otras. Cémo se diferencian y como se relacionan
i<ms funciones especializadas con sus funciones genera-
es.

Asi, y de acuerdo con lo que mencicna Brachet en
1985 (14), sobre la Bioquimica y la Biologia Celular,
“Lo que queda por hacer es la tarea dificil e importan-
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te de unir a estas dos ciencias més intimamente, ahora

. que tienen tanto en comiin”.l
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RESUMEN

Este trabajo pretende actualizar el conocimiento sobre
la regulacién que ejerce la fuente de nitrégeno en la
sintesis de los antibiéticos penicilina y cefalosporina
en hongos. En virtud de que ambos antibiéticos
poseen una estructura peptidica, su formacién debe
competir por aminodcidos necesarios para la realiza-
ci6én de actividades bésicas como la sintesis de protei-
nas. Sin embargo, a través de la evoluci6n, los hongos
que los forman han seleccionado mecanismos de con-
trol para lograr un balance proporcional entre la pro-
duccién de la biomasa y la sintesis eficiente de meta-
bolitos secundarios. Consideramos fundamental, para
todos aquellos interesados en la sintesis y produccién
de antibiéticos, el aprender lo més posible acerca de
los mecanismos de control que regulan su formacién.
De este modo, el conocimiento ganado podra ser utili-
zado como una herramienta para el disefio de estrate-
gfas tendientes a elevar los rendimientos de las cepas
de que dispongamos.

INTRODUCCION

Una caracteristica comiin a los sistemas microbianos
es su capacidad para sintetizar, a partir de una fuente
de carbono y algunas sales inorgénicas, una gran varie-
dad de principios metabdlicos necesarios para su cre-
cimiento y reproduccién. Para este propésito, miles de
reacciones quimicas tienen lugar a cada instante den-
tro de la célula microbiana. Dichas reacciones se
encuentran organizadas de tal forma, que el producto
de una reaccién se convierte en el sustrato de la
siguiente y asi sucesivamente, hasta resultar en los
productos finales de las vias metabélicas. Estos pro-
ductos, unidos entre si, son capaces de generar las
moléculas grandes y complejas que conforman a los
microorganismos. Desde un punto de vista selectivo,
se han escogido mecanismos altamente eficientes para
la regulacién de estos procesos metabdlicos para
utilizar de manera ventajosa los nutrimentos presentes
en el medio. Tales mecanismos permiten a la célula (ya
sea por un incremento o una disminucién temporal de
la actividad y/o la concentracién de enzimas cruciales),
modular tanto el flujo de metabolitos a través de una
via particular, como la concentracién de determinados
productos finales.

PAPEL DE LA FUENTE DE NITROGENO EN LA
PRODUCCION FERMENTATIVA DE LOS
ANTIBIOTICOS PENICILINA'Y
CEFALOSPORINA

Sergio Sénchez, Rosa Elena Cardoza y Maria Elena Flores. Departamento de Biotecnologia del Instituto
de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Apartado postal 70228. México, D.F. 4510.
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De entre la gran variedad de metabolitos producidos
por los sistemas microbianos, por sus funciones biolé-
gicas, formas de accién y aplicaciones terapéuticas, los
antibi6ticos han llamado la atencién de los cientificos e
industriales (1).

Los términos penicilina y cefalosporina se refieren a
compuestos biciclicos en los cuales el anillo beta-lacta-
mico esta unido a un anillo de cinco miembros
(tiazolidinico) o a uno de seis miembros (dihidrotiazo-
lidinico), respectivamente (fig. 1).

Se les ha dado el nombre de antibiéticos debido a su
capacidad para inhibir la sintesis de la pared celular de
las bacterias, propiedad que ha permitido su utiliza-
cién en el tratamiento de infecciones bacterianas (2).

La penicilina y la cefalosporina fueron los primeros
antibiéticos beta-lactdmicos comercialmente disponi-
bles para el tratamiento de infecciones bacterianas
tanto en humanos como en animales. Muchos de los
antibi6ticos beta-lactdmicos de importancia médica y
de reciente introduccién han sido obtenidos casi exclu-
sivamente por modificacién quimica de las moléculas
de penicilina o cefalosporina. Recientemente también
se han hecho modificaciones sobre la molécula de cefa-
micina C, sustrato beta-lactdmico sintetizado por
Streptomyces sp., que es utilizado para la produccién
de antibiéticos como el dcido amidinopenicildnico.
Otros beta-lactdmicos formados por procariontes,
incluyen a las nocardicinas, al 4dcido clavulénico y a los
antibiéticos carbapenémicos.y mono-lactdmicos (3).

Han pasado ya casi sesenta afios desde el descubri-
miento del primer antibiético beta-lactdmico por Alex-
ander Fleming, sin embargo, este grupo de antibiéticos
contintia dando dividendos de gran importancia médi-
ca y cientifica.

Durante los tltimos cinco anos se ha observado un
avance significativo en el conocimiento del papel que
juega la fuente de nitrégeno sobre la produccién
fermentativa de penicilina y de cefalosporina. En este
contexto, la finalidad de este trabajo es presentar a
ustedes los hallazgos maés recientes en este campo de
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Figura 1. Estructura quimica de las penicilinas y cefalosporinas.

investigacién asi como discutir algunas de las perspec-
tivas més importantes que ofrece el mismo.

A. Via de biosintesis

La penicilina y la cefalosporina son producidas por
varias especies de microorganismos procariontes y
ecuariontes. De entre los eucariontes utilizados para
este propésito, solamente Penicillium chrysogenum y
Cefalosporium acremonium han podido destacar co-
mercialmente en cuanto a su habilidad para producir
bencilpenicilina y cefalosporina C, respectivamente.

Ambos antibiéticos son producto de vias biosintéti-
cas que tienen en comin diversos pasos enziméticos
(fig. 2). Todos los microorganismos que producen
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penicilina y cefalosporina, sintetizan y utilizan un pre-
cursor comin denominado delta-(L-alfa-aminoadipil)-
L-cisteina (AC). Este compuesto es formado a partir
de icido L-alfa-aminoadipico, L-cisteina y ATP (fig. 3)
y representa el primer paso en la via de biosintesis de
antibiéticos beta-lactdmicos (4,5). Posteriormente, con
la introduccién de L-valina, la cual es epimerizada
durante su incorporacion, al AC, se sintetiza el péptido
Delta-(L-alfa-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina(ACV)

(6). Cabe hacer notar en este punto que la adicién de
inhibidores de la sintesis de proteinas, estimula la for-
maci6n de ACV in vivo. Este hallazgo es congruente
con la idea de que en la sintesis del péptido, los ami-
noicidos que lo estructuran son condensados sin la
participacién del sistema ribosomal. Los estudios
realizados con extractos libres de células de C. acre-
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monium, han demostrado la presencia de la enzima
ACYV sintetasa, la cual parece llevar a cabo las prime-
ras dos reacciones de la via sin que haya necesaria-
mente liberacién de AC (6). -

La primera penicilina de la via (isopenicilina N), es
sintetizada a partir del ACV por la accién de una enzi-
ma de ciclizacién que presenta requerimientos por
fierro y ascorbato para su actividad (isopenicilina N
sintetasa o ciclasa). Esta enzima, inicialmente aislada y
purificada de C. acremonium, tiene un peso molecular
de 40 000, valor que correlaciona bien con el de
39 000 reportado para P, chrysogenum (7). Ademis del
fierro y del ascorbato, Ramos y col. (7), han observado
que esta actividad se estimula por oxigeno, sugiriendo
que ello se debe a la remocién de los 4tomos de hidré-
geno del ACV, lo cual facilita la ciclizacién del mismo
durante la formacién de los anillos beta-lactdmico y
tiazolidinico respectivos. Dado el papel central de la
ciclasa en la biosintesis de la penicilina y la cefalospo-
rina, la realizacién de estudios sobre esta enzima, tan-
to a nivel bioquimico como molecular, ha sido del inte-
rés de los cientificos en los tltimos afios. Asi, se ha
reportado la clonaci6én en Escherichia coli de la infor-
macién que codifica para la isopenicilina N sintetasa
de C. acremonium y de P, chrysogenum (8).

En la dltima reaccién de la biosintesis de peniciling,
el alfa-aminoadipato de la molécula de isopenicilina N
es intercambiado por 4cido fenilacético. Para ello, este
acido debe ser preactivado en la forma de fenilacetil-
CoA. Dicha reaccién ocurre por la accién de una acil-
transferasa, la cual ha sido aislada y caracterizada de
P. chrysogenum (fig. 3) (2).

Por otra parte, para la formacién de cefalosporina es
necesaria la conversién del intermediario isopenicilina
N a penicilina N por una enzima que epimeriza el lado
L-alfa-aminoadipil de la molécula a la configuracién D.
Dicha enzima (isopenicilina N epimerasa), ha mostra-
do labilidad extrema en extractos libres de células de
C. acremonium, por lo que solamente ha sido posible
estudiarla en cepas altamente productoras de este
antibiético.

El anillo de la molécula de penicilina N es expandido
para formar deacetoxicefalosporina C (DAOC) por la
accién de la DAOC sintetasa. Esta enzima, también
llamada expandasa, es una dioxigenasa inestable que
se estimula por fierro (Fe?+), ascorbato y alfa-cetoglu-
taro. La DAOC sintetasa ha sido purificada de C. acre-
monium y presenta un peso molecular de 41 000.
Adem4s, muestra una alta especificidad por la cadena
lateral que estd adherida al niicleo de la Ppenicilina.

La siguiente reaccién de la via es la hidroxilacién del
DAOC para formar deacetilcefalosporina C (DAC).
Esta reaccién es catalizada por una dioxigenasa
conocida como DAOC hidroxilasa. Para su actividad,
la enzima requiere de alfa-cetoglutarato, ascorbato y
Fe?+. Scheidegger y col. (9), con la ayuda de técnicas
de electroforesis en gel de poliacrilamida, han obteni-
do evidencia de que las dos tltimas reacciones son
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catalizadas por una sola proteina con un peso molecu-

lar de 33 000. Ambas reacciones requieren de alfa-ceto-

glutarato, FeSOy, ascorbato ¥ oxigeno. En un trabajo_
reciente que trata sobre la purificacién de las dos enzi-

mas, se ha podido confirmar la existencia de una

enzima bifuncional en C. acremonium

La cefalosporina C es el producto final de biosintesis
en C. acremonium. Esta es formada acetilando DAC,
por accién de la acetil-CoA: deacetilcefalosporina C
acetiltransferasa (fig. 3).

B. Fermentacién

La mayoria de los procesos patentados para la pro-
duccién de penicilina ¥ cefalosporina consisten de un
proceso fermentativo en lote, en el cual el
microorganismo productor (P. chrysogenum o C. acre-
monium) es inoculado dentro de un fermentador en un
medio de cultivo especifico, e incubado bajo
condiciones de agitacién y aereacién controladas. Los
ingredientes utilizados en el medio de fermentacién
generalmente se componen de una mezcla de materias
primas de tipo orgénico y algunas sales. Con frecuen-
cia los sustratos de tipo orgénico vienen a ser subpro-
ductos de otros procesos industriales. Sin embargo, no
existe una receta mégica para la preparacién del medio
de cultivo. Varias industrias han optimizado sus pro-
pios medios de produccién y cuando han incorporado
una nueva mutante a la misma, ha sido necesario su
reoptimizacién para alcanzar los titulos deseados. Las
formulaciones tipicas incluyen glucosa o melaza
(adiciondndolas de manera continua), licor de maiz,
manteca de cerdo como antiespumante (por adicién
continua) y precursores especificos o inductores tales
como el dcido fenilacético para la produccién de peni-
cilina, o de metionina para la sintesis de cefalosporina
(10). En algunos casos, los medios pueden ser suple-
mentados con sales inorgénicas. El licor de maiz ha
probado ser una valiosa fuente de nitrégeno, pues con-
tiene una amplia variedad de aminoécidos, péptidos y
proteinas,ademés de diversos elementos traza.

Otras fuentes de nitrégeno utilizadas con frecuencia
son la harina de cacahuate y el sulfato de amonio. El
medio puede ser esterilizado en e! mismo fermentador
o por separado. La mayoria de los procesos fermentati-
vos para la produccién de estos antibidticos utiliza un
intervalo de temperatura de 25° a 30° C en dos fases de
operacién (10). La primera fase (desarrollo del inécu-
lo), se lleva a cabo de manera secuencial en sistemas
de fermentacién de tamano creciente. La segunda fase
se efectiia generalmenté en un solo reactor de gran
tamafio y corresponde a la etapa de sintesis del anti-
bi6tico. Los niveles méximos de produccién se alcan-
zan después de 6 a 8 dias de fermentacién,

REGULACION POR NITROGENO
A. Induccién de la via de biosintesis de
beta-lactamicos

La capacidad de los microorganismos para sintetizar
ripidamente ciertas enzimas sélo cuando estin pre-
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sentes los sustratos adecuados en el medio, constituye
un mecanismo regulador muy efectivo de la biosintesis
y utilizacién de muchos compuestos. Esta forma répi-
da de responder a los cambios en el abastecimiento de
nutrimentos, es utilizada por los microorganismos para
metabolizar nuevos sustratos o bien como una res-
puesta a cambios metabdlicos intracelulares que se
observan durante ciertas fases del crecimiento, como
por ejemplo, en la sintesis de metabolitos secundarios.
El generador de esta respuesta en cada situacion es
usualmente el sustrato de la propia enzima.

La induccién enzimaética ha sido involucrada en la
biosintesis de cefalosporina C y de penicilina G. Sin
embargo, la evidencia obtenida a la fecha no permite
atin determinar con precisién si la accién estimuladora

corresponde a una verdadera induccién o solamente a-

un efecto por precursores.
1. Efecto de L-metionina

Un fenémeno interesante lo representa la estimula-
cién que ejerce la metionina sobre la biosintesis de
cefalosporina C, cuando se anade al medio de
fermentacién de C. acremonium. Para observar dicho
efecto, el aminoécido requiere ser anadido al inicio de
la fermentacion.

Se sabe que la metionina es precursora del dtomo de
azufre de la cefalosporina C, en la via de su conversién
a cisteina a través del inverso de la via de
transsulfuracién (fig. 4), sin embargo, se ha reportado
que la norleucina, un anédlogo no azufrado de la metio-
nina, también estimula la sintesis de cefalosporina. De
este modo, ademés de su funcién como precursor de
la sintesis del antibi6tico, se le ha asignado un papel
inductor para su formacién. En apoyo a esta hipétesis,
estd el hallazgo de que la metionina y la norleucina,
afiadidas al medio de cultivo, aumentan la actividad
especifica de dos enzimas de la via; la isopenicilina N
sintetasa y la DAOC sintetasa. Recientemente se ha
demostrado que la formacién de la ACV sintetasa es
inducida por la metionina (11). Asimismo, la metionina
y la norleucina no estimularon esta actividad cuando
fueron afiadidas a un sistema libre de células . Dicha
evidencia concuerda con las dos funciones sugeridas
para la metionina sobre la biosintesis de cefalosporina.

2. La accién del dcido glutdmico

Se ha reportado que P. chrysogenum acumula una
elevada concentracién intracelular de dcido glutdmico
cuando es crecido en un medio quimicamente definido.
La méxima concentracién que alcanza dicho aminoéci-
do precede al periodo de sintesis de penicilina (12), es
decir, se presenta al final de la fase exponencial del
crecimiento y sobrepasa la del resto de los aminoaci-
dos (13).

Cuando dicho microorganismo se deja crecer hasta el
final de su trofofase y luego se suspende en un medio
compuesto de concentraciones limitantes de nutrimen-

_tos(insuficientes para sustentar el crecimiento), es
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capaz aiin de producir penicilina. Bajo tales condicio-
nes, la suplementacién del medio con glutamato,
estimula la produccién del antibiético (4). Consideran-
do que la estimulacién también es ejercida por anélo-
gos no metabolizables del glutdmico y que esta accién
puede ser prevenida con la adicién de cicloheximida,
se ha propuesto que el glutamato, més que activar,
induce la sintesis de una o varias de las enzimas invo-
lucradas en la sintesis de penicilina. Se ha obtenido
evidencia experimental en apoyo de esta hipétesis al
observar un incremento de 3.5 veces en la concentra-
cién de AC sintetasa (primera enzima de la via de for-
macién de la penicilina), en células de P. chrysogenum
incubadas en presencia de glutamato (14).

B. Represion de la biosintesis de beta-lactamicos.
1. Represién por amonio.

La mayoria de los hongos pueden utilizar el amonio
como tnica fuente de nitrégeno para su crecimiento y
reproduccién. Para este propésito, el amonio puede
ser asimilado como glutamato o glutamina a través de
la accién de la glutamato deshidrogenasa dependiente
de NADP (GDH) (EC 1.4.1.4) y de la glutamino sinte-

" tasa (GS) (EC 6.3.1.2), respectivamente. La forma en la

cual el i6n es administrado a las células es muy impor-
tante, puesto que algunas de sus sales son pobremente
utilizadas. Se cuenta con varios trabajos acerca del
transporte del amonio en hongos en los que se incluye
a P. chrysogenum. Se sabe que estos microorganismos
poseen una gran variedad de sistemas de transporte
para los diferentes compuestos nitrogenados que se
presentan en la naturaleza. En cuanto al sistema de
transporte de amonio, se ha reportado que al consumir
los hongos su fuente de nitrégeno, ocurren incremen-
tos en la tasa de incorporacién del mismo (aproxima-
damente de 800 veces). Asimismo, se ha afirmado que
el transporte de este i6n es retroinhibido por el conte-
nido intracelular de glutamina y asparagina.

Al igual que en las bacterias, un buen nimero de
enzimas y sistemas de absorcién en hongos son regula-
dos por el amonio. Es decir, su nivel es minimo cuando
se crecen o incuban en la presencia de este i6n. Aun-
que no estid completamente aclarado si este efecto se
da a nivel de la sintesis o actividad de las proteinas
involucradas, en esta revisién dicho efecto sera referi-
do como represién por amonio.

Que la sintesis de antibidticos beta-lactdmicos sea
regulada por amonio, representa un fenémeno dificil
de entender. Es decir, el concepto de represién por
amonio se ha originado del efecto negativo que este ién
posee sobre la utilizacién de fuentes de nitrégeno
alternativas. Sin embargo, atin no resulta claro el que
un principio regulatorio de vias catabélicas pueda ser
aplicado a un proceso biosintético. No obstante, se ha
establecido que no sélo la represién por amonio, sino
también la represion catabélica ejercida por la fuente
de carbono, son mecanismos de regulacién normal-
mente involucrados en la sintesis de antibiéticos beta-
lactdmicos y de otros metabolitos secundarios. Bajo tal



condicién, su sintesis puede ser vista como una forma
de utilizar el nitrégeno intracelular, hasta conseguir su
excrecion fuera de la célula.

Independientemente de las consideraciones ante-
riores, durante los 1ltimos cinco afios, varios grupos de
investigacién se han interesado por estudiar el efecto
negativo que ejerce el amonio sobre la biosintesis de
los antibiéticos beta-lactdmicos. El hecho de que la
represién por amonio juega un papel importante en la
formacién de penicilina fue demostrado inicialmente
en P.chrysogenum (12). Este hongo produce penicilina
cuando se crece en un medio quimicamente definido
con cloruro de amonio (8.5 mM) como tinica fuente de
nitrégeno. Sin embargo, la formacién del antibiético se
reduce dristicamente al aumentar la concentracién de
amonio en el sistema de fermentacién (100 mM),
mientras que el pH del medio y el crecimiento no se
ven afectados. Una respuesta similar se ha observado
en cultivos de C acremonium crecidos en un medio
quimicamente definido suplementado con asparagina
(14). En este ejemplo, cantidades crecientes de sulfato
de amonio interfieren de manera significativa con la
formacién de cefalosporina, pero estimulan la acumu-
lacién de un intermediario de la via (penicilina N).

a. Enzimas involucradas.

Aunque algunos de los intermediarios de las vias de
sintesis de penicilina y cefalosporina fueron estableci-
dos desde hace ya varios afios, no fue sino hasta hace
poco que se logré la caracterizacién de las enzimas
involucradas en el proceso. Bajo estas circunstancias,
muchos de los efectos reguladores de la biosintesis
que habian sido reconocidos previamente, pueden
ahora ser definidos a nivel bioquimico. Shen y col. (14),
en C. acremonium, obtuvieron la evidencia de que el
amonio reprime la formacién de la DAOC sintetasa
(fig. 3). Dicho efecto se tradujo en una disminucién en
la produccién de cefalosporina C y en la acumulacién
de penicilina N. Otras enzimas de la via también fue-
ron afectadas. Asi por ejemplo, los niveles obtenidos
de ACV sintetasa en presencia de un exceso de amonio
fueron muy bajos. Por el contrario la isopenicilina N
sintetasa no fue afectada.

b. Posibles efectores.

La represién por amonio, constituye un mecanismo
regulador presente tanto en procariontes como en
eucariontes. No se conoce, al menos en los hongos, el
mecanismo exacto involucrado en la accién de este i6n,
sin embargo, existen especulaciones al respecto.

Como se mencioné anteriormente, si se crecen célu-
las de P. chrysogenum y de C.acremonium en un medio
con amonio como tnica fuente de nitrégeno, lo asimi-
lan como glutamato y glutamina por medio de la accién
de las enzimas NADP-GDH y GS respectivamente. De
este modo, los estudios realizados con P. chrysoge-
num, han demostrado que la adicién de una alta con-
centracién de amonio al medio de fermentacién, incre-

. menta el contenido intracelular de glutamato, a la vez
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que disminuye los niveles de NADP-GDH y de GS en
un 50 y 80% respectivamente.

" Que la NADP-GDH pueda estar involucrada en el

mecanismo de represién por amonio, fue sugeride por
estudios realizados con mutantes de Saccharomyces
cerevisiae y Aspergilius nidulans, carentes de esta acti-
vidad gdhA. Bajo estas condiciones, la sintesis de las
enzimas involucradas en la utilizacién de diversas
fuentes de nitrégeno, se volvié insensible a la represién
ejercida por el amonio y su comportamiento no se
modificé por la adicién de glutamato al medio de culti-
vo. Dicha evidencia es congruente con la presencia de
esta enzima para llevar a cabo esta represién. Sin
embargo, se han obtenido resultados en contra de esta
hipétesis en una cepa gdhA de S. cerevisae, al
demostrar que si bien la sintesis de asparaginasa II
(enzima involucrada en la utilizacién de asparagina
como fuente de nitrégeno) es insensible a
concentraciones altas de amonio, su sintesis se ve afec-
tada por la adicién de bajas concentraciones de este
i6n.

Independientemente de las consideraciones ante-
riores, la aplicacién de la estrategia antes descrita a
nuestras condiciones experimentales (empleando
cepas de P. chrysogenum con una baja produccién de
NADP-GDH), se ha visto limitada. Esto se debe a que
dicha mutante no produce antibiético cuando se crece
en presencia de diferentes concentraciones de amonio,
sino Unicamente cuando se cultiva en presencia de glu-
tamato. Por otro lado, debido a que el amonio interfie-
re con el transporte de dicho aminoécido al interior de
la célula, resulta imposible, bajo estas condiciones,
probar el efecto de concentraciones elevadas del ién
sobre la sintesis de penicilina en presencia de dicho

- aminodcido. De este modo, nuestro grupo de investiga-

cién no ha podido correlacionar el mecanismo de
represién por amonio con la presencia de esta enzima.

Otra enzima que con frecuencia se ha considerado
como determinante en la regulacién por amonio es la
GS. En P. chrysogenum esta actividad se reprime por
amonio de manera similar a la formacién de penicilina
(12). Asimismo, bajo condiciones de derrepresién de la
misma, se producen niveles altos del antibiético. Sin
embargo, alin es necesario obtener mayor evidencia
genética y bioquimica para formarse una idea clara de
su papel.

Puesto que una respuesta afirmativa concerniente a
la participacién de la GDH o de la GS no puede ser
obtenida con la informacién disponible, queda abierta
la posibilidad de que el amonio mismo o un producto
de su metabolismo, se encuentren involucrados en la
represién.

Que el amonio per se; sea el responsable directo de la
represién nitrogenada fue sugerido al observar que la
metilamina, un andlogo no metabolizable de este ién,
reprime la esporulacién en S.cerevisiae.

A su vez, la glutamina ha sido propuesta como corre-



presora de la nitrato reductasa en Neurospora crassa.
Se piensa que la glutamina interacta con el gene nit-2,
el cual parece codificar para la sintesis de una proteina
reguladora responsable de la activacién de varios
genes estructurales del metabolismo del nitrégeno
(15). Sin embargo, no ha sido definida la naturaleza
exacta de este mecanismo y no se sabe, si ademés de
nit-2, otros genes puedan jugar también un papel den-
tro del sistema, como elementos de control.

Es claro que para avanzar en el esclarecimiento del
mecanismo regulatorio de la represién por amonio de
los compuestos beta-lactdmicos, sera necesaric el
aislamiento de genes involucrados en su biosintesis
(estructurales y reguladores), de tal manera que sus
interacciones no puedan ser examinadas a nivel mole-
cular. ;

C. Estimulacién de la formacién de compuestos
beta-lactamicos '

1.Acido alfa-aminoadipico.

Ha sido establecido que la sintesis de productos fina-
les en una via metabolica dada (ademés de las enzimas
involucradas), ~ depende  directamente ~de la
diponibilidad de sus precursores. La formacién de
antibidticos beta-lactdmicos no es la excepcion a esta
regla. Se sabe por ejemplo que la biosintesis de
penicilina en P. chrysogenum, requiere de un abasteci-
miento apropiado de los aminoécidos de valina, cistei-

-pa y alfa-aminoadipato. Aunque sélo los dos primeros
aminoécidos forman parte del nticleo final de la penici-
lina, diversos estudios han demostrado la necesidad de
alfa-aminoadipato para la operacion de esta via de bio-
sintesis. Asimismo, se ha observado que el alfa-ami-
noadipato ejerce una accién estimuladora sobre la for-
macion del antibidtico y que este efecto es aiin mayor
en presencia de L-lisina, producto final de la via {13).

0. Inhibicién de la sintesis de antibiéticos
beta-lactamicos

1. El efecto de la lisina.

Hace més de 30 anios que se descubrié que la L-lisina
es un potente inhibidor de la sintesis de la penicilina
en el hongo P chrysogenum. Posteriormente
encontraron que el alfa-aminoadipato no solo revertia
este efecto, sino que también estimulaba la produccion
de penicilina. El hallazgo en hongos, de la participa-
cién del alfa-amincadipato como un intermediario de
1a biosintesis de la lisina, sugirié alguna forma de rela-
cién metabdlica entre estos dos compuestos (fig.2).
Bajo estas condiciones, se propuso que la inhibicion
que ejercia la lisina sobre la produccién de penicilina,
podria ser el resultado de una retrorregulacién de este
aminodcido sobre su propia biosintesis. Ello provoca-
ria una disminucién en la sintesis de alfa-aminoadipato
que podria destinarse para la formacion de penicilina.
Tvidencia en apoyo a dicha propuesta, fue obtenida en
una mutante de P. chrysogenum que presentaba un

‘blogueo en los pasos finales de la sintesis de la lisina.
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Con esta cepa se observé una relacion inversa entre la
acumulacién intracelular de alfa-aminoadipato y la
concentracién de lisina presente en el medio de culti-
vo. Posteriormente utilizando una mutante de P.
chrysogenum con un blogueo en la parte inicial de la
via de sintesis de lisina y capaz de incorporar
precursores radioactivos en la molécula del antibidti-
co, se demostré que la presencia de esie aminoécido
en el sistema de incorporacién, inhibe marcadamente
la biosintesis del antibiético. El sitio de accién de la
lisina fue establecido utilizando una ‘mutante de
Pchrysogenum parcialmente auxétrofa para este ami-
nodcido. Bajo estas condiciones, se observé que la lisi-
na inhibe tanto la acumulacién in vivo de homocitrato,
como la capacidad de las células para producir homo-
citrato a partir de acetato de sodio. Ademas, en virtud
de que el 4cido homocitrico revierte la inhibicién ejer-
cida porla lisina en un sistema de células en reposo, se
establecié a la homocitrato sintetasa como la enzima
clave en esta accién.

Los estudios recientes sobre este efecto, en cepas de
alta y baja produccién de peniciling, han demostrado
que la adicion de las altas concentraciones de lisina al
medio de fermentacién, reprimen la sintesis de la
homogitrato sintetasa (16).

En 1963 fue reportado un efecto similar sobre la
biosintesis de cefalosporina C en C. acremonium. Poco
después se observé que la accién inhibitoria de la lisi-
na se revertia con la adicién de alfa-aminoadipato.
Estos resultados apoyaron la hipétesis, de que en este
microorganismo, la lisina también reduce la formacion
de cefalosporina C, limitando la formacion alfa-ami-
noadipato, precursor comin a ambas vias de biosinte-
sis.

CONCLUSIONES

Finalmente, la via de biosintesis de los antibiéticos
penicilina y cefalosporina en lds hongos P. chrysoge-
num y C. acremonium, puede ser descrita con la con-
fianza de que sus principales pasos e intermediarios
han sido caracterizados. Este conocimiento nos abre
nuevas posibilidades de estudio y de aplicacion en
campos tales como la enzimologia del metabolismo
secundario, la ingenieria genética de la informacién
que codifica para la sintesis de las enzimas que las pro-
ducen, el empleo de estas enzimas para la manufactura
de nuevos antibidticos y el estudio de la regulacién del
metabolismo secundario. Este potencial de aplicacion
se presenta ahora en grupo de antibiéticos comercial-
mente importante ya que gran parte de los seis billo-
nes de délares del mercado de los beta-lactdmicos, tie-
ne que ver con la produccién de penicilinas y cefalos-
porinas a partir de la modificacién quimica de estos
mismos compuestos.

Adn y cuando todavia nos encontramos en la fase
descriptiva con respecto a nuestro conocimiento sobre
Jos mecanismos involucrados en la regulacién nitroge-
nada de la sintesis de antibiéticos beta-lactamicos,
creemos que el entrar al nivel molecular de este impor-



tante fenémeno, se traducird en un salto cuantioso en
nuestro conocimiento y aplicaciones derivadas del mis-
mo.
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INSTRUCCIONES PARA LOS
COLABORADORES DELBOLETIN

DE EDUCACION BIOQUIMICA

El BER es una revista dedicada a la divulgacién de
temas interesantes y relevantes en el campo de la bio-
quimica y en dreas afines. Estd dirigido a profesores y
estudiantes no especializados, por lo que se sugiere
que la presentacion de los trabajos se ajuste a sus lec-
tores y sea simple explicita y diddctica. Serdn bienve-
nidas las contribuciones en forma de articulos de revi-
sibn y otras comunicaciones, Solicitamos a los aurores
se ajusten a los sigulentes lineamientos para facilirar la
labor editorial.

I. ARTICULOS DE REVISION

1) El manuscrito no debe exceder de 12 cuartillas es-
critas a mdquina a doble espacio (27 renglones por
cuartilla y. 70 golpes por renglon).

2) Se aceptardn como mdximo G figuras o tablas. Las
cuales se entregaran por separado en papel albane-
ne con tinta o como fotografias brilluntes a blanco
y negro. La limitacidn en el numero de figuras, ra-
blas y referencias obliga a los autores a que selec-
cionen aquellas realmente importantes e informati-
vas. Numere las figuras con miimeros ardhigos y las
tablas con numeros romanos. Adicione las leyen-
das y pies de figura en una hoja apartc. Counsidere
que las figuras y tablas serdn reducidas de tamaiio,
aproximadamente a 1/2 0 1 /4 de la hoja cartu, las
lefras o nimeros mds pequeffos no deben ser me-
nores a los 2 mm.

3) Sugerimos un mdximo ‘de 10 referencias tanto
especificas como lecturas recomendudas numera-
das en el texto en forma progresiva conforme va-
yan apareciendo. Cada referencia debe contener:
nombre(s) del autor(es), aito entre paréntesis, titu-
lo del articulo, nombre de la revista, volumen @
cursiva y el nitmero de la primera y ultima pdginas.
Ejemplos:

a) Miller, C.0. (1982). Cytokinin Modification of
Mitochondrial Function. Plan  Phusiol, 69,
1274-1277.
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b) Larkins, B.A., Pearlmutter, N.L. y Hurkman, W.
J. (1979). The mechanism of zein synathesis and
deposition in prorein bodles of maize endes-
perm. En The Plant Seed. Development, Preser-
vation, and Germination, Editores: Rubenstein,
I, Phillips. R.L., Green, C.E. y Gengenbach,
B.G. Academic Press. New York. pp. 49-55.

4) Evite hasta donde sea posible los pies de pdginas.
Las abreviaturas poco comunes utilizadas en el rex-
to deberdn, enlistarse en la primera pdgina.

II. OTRAS COMUNICACIONES

1) El tema de las ofras comunicaciones puede ser
muy variado; desde resimenes de articulos intere-
santes, relevantes o significativos, informacién de
tipo general, bolsa de trabajo, etc.

2) Ei contenido deberd ser desarrollado en forma re-
sumida y de una manera muy explicita,

3) El manuscrito debe ser de una o cuatro cuartillas
de longitud, escritas en mdquina a doble espaclo
(27 renglones por cuartilla y 70 golpes por linea).

4) Se aceptardn un mdximo de dos referencias inclui-
das enire paréntesis en el rexto. En casos en que se
juzgue necesario se podrd incluir una figura o tabla,

Los manuscritos serdn leidos por dos revisores,
uno de ellos familiarizado con el tema y el otro afeno
al misimo. Las correcciones y sugerencias se comunica-
rdn el primer autor.

Envie el original y dos copias de los manuscritos a
la Dra. Yolanda Saldafia de Delgadillo. Departamento
de Bioquimica, Fucultad de Medicina, Apdo. Pastal
70-159, Delegacién Coyoacdn, 04510 México, D.F,,
o al Dr. Alberto Hamabata, Departamento de Bioqui-
mica, Centro de Investigacion y de Estudios Avanza-
dos del IPN, Apdo. Postal 14-740, 07000 México,
D.F., o bien a través del corresponsal BEB.
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