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L a s  g r a m ic id in a s  y  I s a  t i r o c i d l n a s  a o n  a n t i b i ó t i c o s  p r o d u c id o s  

o s p s c if ic a m e n t s  p o r  « 1  B a d l l u a  b r e v l c ^  L a s  primaras s o n  p o l l p é p t i -  

d o s  l i n é a l a s  fo rm a d o s  p o r  1 5  a  1 7  a m in o á c id o s  c o n  e x c e p c ió n  d a  l a  

g r a m lo ld ln a  8  q u e  t i e n e  1 0  y  a s  c í c l i c a .  L a s  s e g u n d a s  e s t á n  fo r m a 

d a s  p o r  1 0  a m in o á c id o s  y t o d a s  a o n  d a  n a t u r a l  e s a  c i o l l c a .  lo b o s  t i p o s  

d a  a o ^ m a s t o s  c o n t ie n e n  a m in o á c id o s  q u e  n o  s e  e n c u e n t r a n  e n  a l  r e s t o  

d e  l a e  p r o t e ín a s  com o l a  L - a r n l t l n a ,  D - f s n i l a l a n i n a ,  D -t r ip t o f a n o ,  

D - l e u c in a  y  D - v a l i n a  ( 1 ) .

L a  d i l u c i d a c i ó n  d e  l a  b i o s í n t e s i s  d e  s e t o s  p é p t id o a , e s p e c i a l 

m e n te  l a  d a  l a  g r o s l c i d i n a  S, h a  d e s p e r t a d o  # 1  in t e r é a  d e  v a r io s  

g r u p o s  d e  in v e s t ig a d o r e s  ( ¿ - 6 ) ,  q u ie n e s  h a n  p u b lic a d o  r e s u lt a d a #'WL&u rv> -í.
c o n t r a d ic t o r io s .v id a a & e k  y  e o l .  ( 7 )  l ia É y r t h lt c a d C ^ e jq je r í o éh c e áJ q)»e 

i n d i c a r í a n  q u e  l a s  p ü t  l i d  I n e s  y  t i r o c l d l n a s  s a  s in t e t l s a s é o s  d e  

a c u e r d o  e l  s s q p s o o  g e n e r a l d a  M O lf a t e a r t e  d e  l a s  p r o t e ín a s *  B a t e e

a u t o r e s  h e n  a is l a d o  y  c e r a c t e r is e d o  u n  UNA* m e n s a je r o  e s p e c í f ic o
M. (Je

p e r a  l a  g r a m lc id ln a  3 »  a l  c u a l  e s  a s p a s  d a  p ro m o v e r e u v is in t e e ia v e n  

u n  s is t e m a  e u b a e lu la r  ( 8 ) *  L o e  r e s a lt a d o s  d e  L a la o d  y  c o l*  y  O t e n i  

y  e o l*  d i f i e r e n  fu n d a m e n ta ln m n te  d a  l o s  d a  t ü n o l c k .  S u  in t e r p r e t o  

c ió n  f a v o r e c e  l e  id e e  d e  q u e  l o  s í n t e s i s  d e  l o  ¿ r s m l c id l n a  s s e  

l i a r í a  p o r  u n  e ls t e m a  e n s l a á t l c o  s o l u b le  s i n  l a  p a r t ic ip a c ió n  d e  r l -
on ibosooss, UNA mensajero y  s&JIA*

*  RMA, á c id o  r ib o n u c le ic o s  aRPlA , RltA d e  t r a n s f e r e n c ia ;  D 0 ,  d e n s i
d a d  ó p t i c a ;  A T P , a d e n o s in t r if o a f e t o ;  T C A . á c id o  t r i c l o r o a c á t i c o ;  
PPO , 2,5  d l f s n l l o x a s o l ;  PO PO P, 1 , 4  b i s  2 (  5 - f e n i l o x e s o l i l  ) -b e n c o -  
n o ; 3 - 3 0 ,  s o b r e n a d a n t e  q u e  s e  o b t ie n e  a l  c e n t r if u g a r  l o s  bom ogo» 
n ls a d o s  e  3 0 * 0 0 0  g  p o r  3 0  m in u t o s : A T C C , A m e r ic a n  T y p e  C u lt u r e  
C o l l e c t i o n ;  T r i s ,  t r l( h id r o jd a e t il) a m 1 n o r a s t a p O t  De a t . c a a o <vm, ,
£>/C€>0o(L  ̂ _



En una publicación rae lenta (9) «1 grupo da Winnick aa ba re
tractado da aua raeultadoa y presenta nuavoa experimentos que mata
rían mAfl da aouardo con laa dal grupo da laland y Otan!.

Todos loa autoras 9 1a bao trabajado an síntesis ln vltro da 
granlcldlna S han alisado al nutanta da laail^ua h u r la ATCC 9999 
aislado por primara vas por Quisa y Braahnikova (10) al cual pro
ducá específicamente gramicldina S.

En asta trabajo aa praaantan experimentos aobra biotlrtaai a ln 
J t e  <*• tircfcrlcina* fas aa una mésela  da ̂ramiM i H n s  y 
tirocidlnaa producida por ol Bacillus bravia ATCC 8185 aislado por 
Dubos (11) • Esta capa no producá graodeidina S.

RATERIAL

6)La luanta y la actividad o^oolíica da loa — inoácldoa san
las siguientes 1 New England Suelear Corporation, Hassaahussetts» 0*
S.A., valina» 210| croitina, 172» fenilalanina, J$6* Rlbonualaasa 
y creatlnaquinasa cristalinas da tforthiagton Bloohamiosl Corporation 
Has Jersey* Eosfocreatlaa da General Biochealcals» Ohio. Tirotrloina 
tirocidina» granlcldlna» aminoácidos-C12 y 2-msrcaptoetanol da Maon 
Research Laboratories Inc*, Has York* ATP da Signa Chemical Company» 
Saint Louis* Bactotriptcna y extracto da lavadura da Olfce Labora
tories» Michigan* n-Butanol» 2-propanol, piridina» alcohol lsoawf- 
Ileo» p-dimetilaminobensaldehido da Matheaon Colaman and Ball» Oblo* 
Sephadex-025» Fharoacia Fina Chemicals Dppsala*

METODOS

Cultivos* La mayor parta da los cultivos da Bacillua bravio aa rea
lisaron an medio enriquecida que contenía par litro bactotriptcna 
10 £» extracto da lavadura 5 g, glucosa 10 g y una masóla da mine
rales da acuerdo con deuda y col* (12)• Loa frascos inoculados aa



"B loslntesls d« Tirotricina^ 3

Agitaron a 37° en un agitador automático Raw Brunswick hasta aloaa- 
■ar la 0 0 deseada, la cual so determinó en el fotocolorímetro Klett- 
Sumerson utilizando el filtro 660* Cono inoculua se usó esporas ob
tenidas de cultivos estacionarlos da aAs de siete días» las esporas 
se controlaron por observación microscópica después de ser tapidas 
par el método de von tfirtz (13 )• Su concentración aa determinó di
rectamente en una cánara de conteo* Xa cantidad de inoculum empleada 
se ajustó para que en el medio inoculado las esporas quedaran a una 
concentración de $ x I por al*

Xa recolección de la bacteria se biso por centrifugación a 
7000 rpm durante 20 ®in* en una centrifuga refrigerada Sorvall con 
rotor 03A* Xas células sedimentadas se lavaron dos veces con una so
lución de MgCla 0,05 M ajustada a pR 7*5» y se utiliserón IfSMdlsta 
monte para preparar loa extractos subcelulares*
Extracción de la tirotrleiaa 4a aditivos da iMiUlftlttift*

tirotricina de loe cultivos se extrajo de acuerdo al aÉfcOda 
descrito per Okuda (12) que se basa en la alta solubilidad 91a tiene >i 
él p^ptldo- en etanol y en su insolubilidad en soluciones salina»»
Para esto, loa cultivos se ajustaron a pH 4* 5 con HC1 1 N y se oalen
taron a 6g *C durante 5 minutos* Luego se agregó 23 ni de una solución 
de etanol en HC1 0,02 R por cada 100 mi de medio de cultivo y ee dejó 
extrayendo durante toda la noche a temperatura ambienta, Al día si
guiente la suspensión ee centrifugó a 15*000 g durante 20 minutos# 
obteniéndose un sobrenadante etanólico que contenía la tirotricina* 
Esta se purificó evaporando el extracto etaiólico a un mínimo volu
men# precipitándola con 10 voldaanes de RaCl él 2% frió y redi sol
viéndola en m  volumen mínimo de la solución de etsnol-HCl* Bata 
operación se repitió dos veces 7 finalmente la tirotricina se di
solvió en etanol de 95* (hdbltualmante 2 tal) descartándose el resi
duo insoluble por centrifugación, tto litro de medio de cultivo de 
D 0 0,5 produjo entre 300 y tfi0 ng de tirotricina*
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^Todos las operaciones se realiseron a 4#* La® células lavadas 
aa resuependieron «n 4 volúmenes da una solución da MgGlg 0,005 H 
f »  contenía 2-»eroaptostanol 0,001 M ajustada a pH 7,5 (solución 

iono, e n l a a d o r a  at las aonstló a v i b r a c i ó n  UltiacdnlSS u¿. SÉ» 
nicador Raytheon da 10 Reídos durante dos minutos* 11 homocenlsado 
resultante se centrifugó a 3*000 x g en una centrífuga refrigerada 
para remover células intactas y membrana# 7 el sobrenadante se recen- 
trifucó a 30*000 g durante 30minutos« 1 1 nuevo sobrenadante consti
tuyó el &»30 que se utillsó en todos los experimentos de síntesis in 
yitro» La purificación parcial dal 3-30 aparees descrita en las ta
blas pertinentes* _

HatffT da incubación para síntesis de tirotricine la vitre ,
^Las méselas da incubación contenían, sn mboIss por ni los sicuien

tes componentes (a menos fus as especifique de otra manara} t Aaorti- 
Cuador Tria-HCl pH 7*5. 100; XC1* 5| MgíCOOCHjJj, 35$ ATP, 2,5| foe- 
focreatina, 2,5; creatinaqulnasa, 20 *cf 2-msrcaptcetenol, 6 ;  aatlno- 
ácido-(p4, 1*0 pC; extracto bacteria», 4-5 mg de protelna* lata 
mécela ae incubó habitualmente durante 60 minutos a 37* con agitación 
suave sn un baño termo-regulado New Brunswick* La reacción aa detuve 
agregando 20 pools* dal aminoácido-correspondiente y 5 mi da eta- 
nol absoluto que contenía 0,2 mg da tlrotrielna comercial por al* Se 
dejó extrayendo toda la noche y  lusco se centrifugó a 5 * 0 0 0  x g  du
rante 20 minutos, obteniéndola un sobrenadante etanóllco con la tiro- 
tricina y un sedimento que contiene las proteínas totales* El primero 
se evaporó oon una corriente de aire hasta un volumen de 0*5 a 1 mi 
y se precipitó en frío con TCA al 10% * Sa lavó dos veces con TOA y 
se redisolvió en 2 mi de etanol da 95*. El ssdlmsnto que contenía 
las proteínas totales se lavó dos veces con TCA al 10JÍ y os redisdl- 
vid en 2 mi da NĤ Ofi 1 ,5 K, la radioactividad presente en la tiro-
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trlcina y en las protainas totales se midieron en alícuotas apropia
das»

La identificación de la tirotricina radioactiva presente en los 
extractos etandiloos se realiad per cromatografía en papel con tres 
sistemas diferentes y por eleetroforesis en el mi amo raterial fCer 
-figura a^del ̂ftnaxó).

* « * & *&& .  ,4 f  l p  r ^ l o p g t J ^ l ¿ | f l a  j

<¿L La radioactividad de las soluciones de tirotricina y proteínas 
provenientes de cultivos o de síntesis in vltro es midió en planche
tas utIHsando un contador de flujo continuo Nuclear Chics .o con un 
background de 1 cpm o un contador de la misma marea con un background 
de 25 cpm, ambos con una eficiencia de 4C£ para C^« Las muestras 
prasantes en croaatogramas y electroforetogramas en papel se corta
ron en trosos apropiados y sa Incluyeron directamente en una solu
ción centelleante y su radioactividad ss midió en un contador de cen
telleo Nualear Chicago con un background da >0 cpm y una aficionóla 
de 90£ para La solución centelleante contenía en $00 al de to
lueno 4 gramos de PFO y 50 mg de POPO? (fórmula equivalente a la dal 
Liqulfluor de Nuclear Chicago)»

Determinaciones coioriraótrlcaa)
La determinación colorlmétrica de la tirotricina se biso por 

el método de Kech (14) y la de las proteínas, por el método de Low- 
ry (15).

¿> La composición de los sistemas cromatográficos empleados y los 
Rf de las tlroddinas y pramlddlnas en cromatografía ascendente ten
los siguientes. Sisteme lt Ciclohexano-isoprepanol-afíua (2t2tl) ti- 
rocldinas 0,0S| granicldinao 0,94. Sistema 2t n-butanol, ácido acé
tico- agua (50tllt25)» tlroddinas 0,91» erarle id inas 0,94. Sistema
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3t piridina-alcohol isoaallico-agua (3t3l2), tlrocldlnas 0,84, grani- 
cidlnas 0,95. Las gramlcldinas ae revelaron con HNO3 7H 7 Ida ttrocí- 
dinas con azul da bromofeool*

<r̂  ~ T̂ qúC/.*) QAJlAaa-** ftfXJuto Ca Gsw\A- JLaa.
(/f ^

C^$m utilisó cii solución conductora una mezcla da netaaol, áci
do acético y agua an la proporción 3t3il. La fuente da podar fuá un
aparato construido an al Instituto da Química Fisiológica 7  Patoló
gica. Operando a 40 Vxctn durante 6 horas, las tirocidinas 7 gna&ici- 
dinas migran hacia el cátodo alrededor da 18 cb 7 4,5 respectlvmaan 
te. £1 revelado sa hizo en la forma descrita an cromatografía.

RESULTADOS

Síntesis da tlrotriclna in vivo \
.  »  ■ ■ 1 .ii 1 — — — — m J K Vm  5 r .̂ C3Bm

O p )  Détarmináción de tlrotriclna en un cultivo da Daclllua bravia an 
diferentes astados da desarrollo. )

^XJbB al objeto da conocer al curso de la síntesis de tlrotriclna 
an un cultivo an desarrollo 7 podar determinar asi el periodo da 
jor producción da los antibióticos, datas sa extrajeron da alícuotas 
da un mismo frasco da cultivo a diferentes densidades ópticas 7 sa 
determinaron colorlmétricamente. Loa resultados muestran que la ti-
rotricina comienza a detectarse después de una densidad óptica de

q ¿ 5  ?• kLuego* hasta una densidad óptica da C ^ 5, aumenta logarítmica»
manta 7 después an forma lineal. Las santidad da protsidas) determina
da aa las mismas alícuotas^ muestran un aumento que^zo di ra a t amante 
proporcional a la DO dal cultivo, tita* énem^.

M  R^ojact j^ldad sap_qiac!a_a la tlrotriclna jn. un. j^Slvp.JS&cíoi»qdo 
óJL a g in o á g id .O r C l4.

v U& resoltado entarimante similar aa obtiene ai al medio da culti
vo aa adiciona simultáneamente con el inoculum da esporas 2 mC de 
valina-C14 7 aa mida a diferentes DO la radioactividad asociada a



i
tirotricina y proteínas* La figura 0 indica que al eurao da la lacón- 
poración da la radioactividad aa «abas fracciones aa similar al que 
sig uen sus respectivos síntesis.

E
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Figura 1. Radioactividad incorpo
rada an tirotricina (a— a) y pro
teínas (o— o) an un cultivo da Raclllua_ bravia adicionado da 2*C
d o  . ¿'.ir.z-í,1** d e
cifica 210

actividad aspa-

Utilisando omitina-C1/f loa resultados se repitan sólo para la 
tirotricina. En cambio, la radioactividad asociada a proteínas ss 
muy baja y sólo aumenta ligeramente despula qua al cultivo al cansa 
una DO da 0,2.

SI análisis cromat©gráfico ds la tirotricina radioactiva extra!-
Uaa#-'

da «TliO ds 0,5 con si sistema da solventas 1 (ver WMrtWW $ Méto
dos) ravala qua an asta etapa del desarrollo al 65$ da ella corres
ponde a tlroeldlnas y al 35$ a granó, cid inas.

«C

c > fUrtlimiMilÉil ■ ■ ■ !< ■  ■  i k i l r t i t m  «i 1 ht i i h u ,| m n n  1 pr 

Ugapot. gftrt9á a
c bivo da Bac

distintas fases da desarrollo con omitina~Ci4 por cortos periodos 
(pulso) y aa deterulne la radioactividad incorporada si tirotricina 
T proteínas se obtienen loa resultados que aparecen en la figura 
(Ver detallas experimentales an la leyenda).
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Figura 2. Radioactividad Incorporada por mr da tirotricina (a— a) 
y proteínas (o— o) an aiiouotaa da dlxarantaa DO da un cultivo dé 
á f i l a s  b r e v l a  expuestas a cortos rerí odos con omitina-C^* Da inocularon I7C mi da medio enriquecido con £.*» x 10' asporaa pro
venientes da un cultivo estacionario da más da 7 días. A las IX)

la al C - ' i 2t • - o in
cubaron durante 2C minutos a 37* con 3,0 pC da oraitina-c^ da ac
tividad específica 172# La incubación 3t detuvo con 2CC proles de 
omitina-C12 y las células sa lavaron dos vacas por centrifugación 
con 10 mi da una solución da RftCl al 2> que contan la 2 teñólas 4a 
omitiría fría por al* Luaro aa extrajo la tirotricina y aa midió 
su radioactividad da acuerdo con lo descrito en Métodos.

8a observa que la radioactividad an tirotricina ooedaaas a
® ,3aumentar bruscamente a una DO da 0*4# manteniéndose asta aumento 

hasta al final dal sxperimanto. Zas protalnss an cambio no sa marc
ean sino hasta una DO da 0*3». Sn asta punto la radioactividad aso
ciada a protaina comíanme a aumentar con un ritmo euds© menor que 
el de le tirotricina* AL c u a n d o  un máximo más bajo y establllsán» 
doae después da una DO da 0.4.

11 análisis croaatográfie© con al sietsma 1 da las distintas 
muestras ds tirotricina* marcada da asta manara* revele que a par-

cLí.
tir da una DO de 0.032 as posible detectar una pefuefia^radioacti- 
vidad que aa coaporta cromatográíicanente coco grande idina, la cual 
aumenta lsntamanta hasta al fin dal experimento. Le radioactividad 
asociada a tiro cid inaa sólo comíanse a detectarse después de que al 
cultivo ha alcansado una XX) da 0.174* 4 partir da asta punto sa
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producá un brusco aumento que sobrepasa la de graadcldlna a medida 
q o aumenta la DO $• 3

-  9  -

Finura 3. Radioactividad incorporada en tirocidina» (•— • J y graiai- 
cidina (o— o) en cultivos de beayis adicionados de orniti-
na-C-U. en condiciones exrerimentales iguales a las descritas en la 
leyenda de la Figura 2 • Los polipéptidoe se separaron por cromato- i-rafía en al sisteme de solventen 1 y su radioactividad se midió 
en un contador de centelleo de acuerdo e lo descrito en Métodos*

g f  n t f o l j ^ d . t J ^  J t t & g f l l u l a c i a

c >Con el fin de determinar las fracciones subcelulares respon aa 
bles de la síntesis de tirotrlclna y de loa factores necesarios para 
esta síntesis» se prepararon extractos de cultivo de lacUlua bravia 
da DO que variaron entre 0*35 y 0.45. .«etanrangor-de^SDO-oe^slisid-to- 
úisndo en-<atci^ axpex-tBanWg-prei imineree-qua indicaron qua^Los e*- 
. traetps Qbtenidoa «e j^ts e u ^  ̂ ie-^lesarrollor^ereirHcás-ac^, roe>ora 
si n i 3o í* p e i^ r _r a in í5ic id o e ^ p r i* 4r r o t r i e i ñ é l ,í:H '

La capacidad da síntesis de tirotrlclna ae determinó midiendo 
la radioactividad presente en este compuesto después de incubar el 
extracto en presencia de un aminoácido radioactivo* Paralelamente se 
estudió la incorporación de aminoácidos en proteínas* la tabla 1 
muestra uno de estos experimentos, en el cual ee usó valina-C y 
extractos de bravia tratados con distintos procedimientos*
La estimulación de la incorporación de valina-C^ en tirotrlclna por 
el extracto crudo ee de dos veces# en semblo en el 3*30 precipitado
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con sulfato de amonio es de catorce vocea* * SI efcctov dil sulfato de 
aaonio es mucho mayor en las proteínas donde la estimulación de la 
lACQXponeelón es de 170 vaeea* la filtración por aaphadax produce 
exactos similares pero las estimulaciones son menores* La diálisis 
leí 3»30 crudo produce una liiNt estimulación sólo «n laa proteínas*

TABLA 1

In co rp o ra ció n  de v a lin « K C ^  en t ir o t r ic in a  y p ro te ín a s  estim u lad a 
po r e x tra cto s de 3 j f i i l lu g  brqvl i *

c.p*®. Incorporadas

T ir o t r ic in a P ro te ín a s

Wmrtos de incubación 0 ÓO 0  60

S-30 Crudo 23 57 102 113
3-30  dialisado 13 46 20 134
S-30 seriadex 7 74 25 2432
3-30 60$ (HH4)2904 11 151 26 4916

* El sistema de ensayo está descrito on Métodos* El 3-30 dial i sedo 
se obtuvo después de 4 boraa de diálisis del 3-30 crudo contra 
dos cambios de 1 1 de solución homogenisadora* El 3-30 sephttiex 
se preparó filtrando el 3-30 crudo por una colmaría de sephadex 
0-25 de 0*9 x 1C en y eluyondo con solución homo f,eni ando ra. Tara 
el ensayo se utllisó una fracción que tenía una concentración de 
proteínas similar al 3-30 crudo* Para obtener el S-30 60% (Mi» JjSO^ 
se precipitó el 3-30 crudo con una solución saturada de sulfato da 
amonio en cantidad suficiente para que este quedara a una concen
tración final de 30% de saturación*

- IS J— --------------------------------------------

iRO-mgw.ia ia ai. u ; ’actgratt m  JBtoA«vjaa

d  > Be realizó un estudie de dependencia a diverso* factores con el 
objeto de determinar les condicionas Optimas de incorporación de ̂  

minoAcidos en tirotriclna y de conocer la probable participación de
•  1 ■  ■ *— A i-  i l « ,« 1 |0  0

algunos componentes*
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a) ^  tiempo* aoncc a 4t.g6rJMtPi *TPi tiltil—  f i m t -
gflter 4t.AT.EjL tetlj fl
SI se estudia la incorporación da fenilalaninm-G1^ en tlrotridna 

y proteínas an función dal ti aspo» aa obearva qua la primara al oansa
un máximo antra loa 55 y 40 minutos* Las proteínas* an cambio* Hagan 
a un máximo a los 20 minutos» ol cual sa mantiene hasta los 45 minu
tos* Luego subas disminuyen a una velocidad aproximad amante similar

! %Anexo Figura 4).
SI efecto da la concentración de extracto en la incorporación de

renilalanina-C*1̂  an tlrotridna y proteínas es del mismo orden* Ambas
uestran una relación directa entre radioactividad Incorporada y  corv

a d  \  j* a
csntrsción de extracto usado» siendo la pendiente de las proteínas 
mayor qua la da tlrotridna t^sm^lgisra^dedr^AitsmsU

La figura ̂ indica la incorporación de fenilalanina-C^^ en tiro-
¿ C  d -  C&-ATP

trlcina y en proteínas* La primara fuá directamente proporcional con 
las concentraciones de ATP usadas* No se observa un óptimo de ATP» 
sin embargo» experimentos posteriores revelaron que éste está a una 
concentración 0*01 M, Las proteínas tienen un óptimo que está aire» 
dador de loe 5 Msoles/ml* A concentraciones mayores la incorporación 
prácticamente no vería* La ausenela dal elatama regenerador da ATP» 
creatinaquinaea y fosfocrsatina no tlana ningún efecto en la incor
poración de aminoácidos en tlrotridna» an cambio produce una inhi
bición da alredsdor de un 25$ en las proteínas* 
q i p t m t f m m r  -

figura 4* Influencia da la ooncentradón de ATP en la incorpormdón de fenilalanina-C1* en tlrotridna (e— e) y an proteínas (o— o)*
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La_J^£lHeacia^da2r1fet5-dpareee^eBOa-£l£urfr'5* El óptimo da tog** 
para tlrooldlna y proteínas está alrededor de 40 «aoles/ml* Sin em
bargo, el rango de concentración del metal» para obtener incorpora
ciones cercanas a la máxima, aparece más estrecho para la tirotrici
ña que pera las proteínas*

El electo de le concentración de los Iones hidrógeno en la in
corporación de fenllalanlna-C^ en tlrotrlelne fue llgerenente dis
tinte e la incorporación en proteínas* Para la primara se obtuvo un £  
óptimo a pH ó,2 y para las sagundas» tato da 7»5.i*sr-Ane*oei$í=u«-á}.

En loa experimentos de purificación del sistema se vió que la pre
cipitación con sulfate da amonio producía una estimulación Baronía 
de le incorporación de aminoácido» tanto en tlrotrlelne como en pro
teínas* Esta estimulación podría deberse e la remoción de algún in
hibidor o de aminoácidos libres que estuvieren diluyendo la activi
dad específica dal Isótopo usado o bien a la activación del sistema 
responsable de le síntesis* Con el objeto de esclarecer el problema 
se comparó le actividad de un 5-30 de precipitado
con 60% da sulfato da «nonio con un 3-30 al cual ea agregó 200 fenoles 
de este compuesto por mi da másele de lncubeoión* Los resultados apa
recen en le Tabla 2*
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2  ¿

Incorporación da FSnilalanino-C^ en tlrotriclna y protainas coti- 
onlada por axtractoe da Bacillua bravia

—  ............................. .........................— r! 1 c*p*m« incorporadas

Tlrotriclna Proteínas

Minutos da incubación o 3© 0 30

S-30 crudo 144 se©
3 4  v  o

366 664
S-30 60* (NH4)2S04 140 570 156 7506
3-30 ♦ 200 (OOlM da 170 950 366 6rat

Se observa que la adición da sulfato da amonio as más afielante 
que la precipitación con asta compuesto en estimular la incorpora
ción de fenllalsnina en tlrotriclna* La incorporación en protaínaa 
se estimula en ambos casos en aproximad arcante la misma magnitud*

Tomando en cuenta estos resultados sa hito un estudio da depen
dencia del sistema a diferentes concentraciones da sulfato da aoo- 
nlo, encontrándose que para tlrotriclna exista un óptimo a 0,3 M* 
Concentraciones mayores o menores disminuyen la incorporación* Las 
proteínas muestran un aámimo da Incorporación a una concentración 
0,2 M que se mantiene hasta una concentración 0*4 M frftr̂ insmcrft-

c) Efecto da la tlrotriclna iría en Ja extracción da Ja tlrotriclna 
slntetliada In vltro (carrier). )
— ii — J — — i—  ■ ■ ■ ■»  — ^

Si aa adiciona tlrotriclna fría a la mésela da imitación, con
juntamente con el etanol que sirve para detenar la reacción y extraer 
la tlrotricina-C^, se observa un aumento de la radioactividad e ^  
traída como tlretrielna* El afecto de le cantidad da tlrotriclna 
fría a  recada en la radioactividad da la tlrotriclna y 4a las pro
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teínas, aparece en la figura^* Se re que la prlaera aumenta propor
cional raen te hasta un máximo de 3 rae de tlrotrlolna fría agregato*
■1 entras que en las proteínas no se observa nineün efecto*

, Ítofceb/^W "Bioaíntosis da Tirotrlcina"

?i-ura 6. Efecto de la tlrotrlolna fría en la extracción de la tiro- tricin*-cl4 alntetlearta in vitro (e— e) tlrotrieinaj (o— o) prote£-

^-SLa omitiría forma parta 4a laa tiro oid Inaa y 4a Xa gnartatdiaa S«
Cuándo esta aminoácido se usa como precursor radioactivo en el aleta» 
na da eíntesla, sa observa qia la tirotrleina no aa marca* Loa resol
tatos aparecen en la Tabla 3* donde sa coscara la incorporación de 
VrtLina-C1̂  y oraitina»C^ en, tirotrleina* &  ^  )r̂ D Lju? ctt / u ^ U M 1
\dL̂ hXxJ\rK)/!i --u Gt*. \ÂJUaĴV) íJy(jLAsJ+~ O/L
[¡a) ^  (¡¿Át ní-wv. M---
U V  TABLA $ 1(1
Incorporación de Qmitina-C^ y vallna-C^ en tlrotrlolna ostloulada

por extractos de Bacillua brevia»

Aminoácido- c p*m in

0 aln 60 sdn

Valina-C1* 10 115
Omltlna-C^ 4 5

• Loo componentes ds la maacla ds reacción aparecen aa Mátodoa* El extracto utlliaado fue un 3-3G precipitado a un 80# de saturación 
de sulfato de amonio resuepondldo en el volumen Inicial con solu
ción homogenlsadora*
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•) Kt&o, A* Ai p^^rtPA.jr.ritaauyitaai }
^Varios autora» (9,16,17) han presentado resultados qu» Indican qua 

la puromicina y la ribonudeaaa no Inhiban la aintasia in vltro do 
¿rasBicidina 3 reallaaia con extracto» do BaaUlaa bravia capa AICC 
9999* la adición do oato» caapnoatos al ai ataña do alntooio do tiro» 
trielna utiliaado on asta trabajo obtenido do mollino l u l o  copa 
1TCC *1*5 produce una marcada inhibición da la incorparadlón do asi» 
noócidoa an tirotrleina y an proteínas. Sota afacta aa obaanró an to
dos loa experimento» realisadoa con 5 extracto» diferentes. Uno do 
ello» a» muestra an la Tabla 4*

TABU 4  Tí/
Efecto da la Puromicina y Ribonueleaaa'on la Incorporación da Talina- 

C1* an tirotrleina y an proteínas estimulada por extractes da
StclU m  frrtyig*

Adiciones c.p*m. incorporadaii

Tlrotri ciña Prot<aínas
___ 60 rain 0 min 60 saín

Ninruna 12 152 56 9076
Puromiclna 12 47 r 56 960
Mbonucloaaa 10 5 44 40

* Loa componentes do lo meada do incubación aparecen en Mótcxloa. 
El extracto utiliaado fuá un S-30 similar al daacrlto an lo T*>
bla 3. u *  (¿¿X îÁAscJ-JL-eO--, <ÁX, u. y  fL* ¡ 5 ^i U í i i ' .

2 0 0 tj i 0 O yLj M.

DISCUSION

Loa resultados da los experimentos con cultivos de 
Via revelan que la capacidad paro sintetlaar tirotrleina no esté pre
sente an los primaros astados da desarrollo da la bacteria. Solamente 
después da una DO da aproxlmad&’nente 0.5 as posible detectar directa
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mente o per medio de marcación isotópico une ciarte cantidad de tiro- 
tricine que aumenta luego loreriteiolente en relación con le DO. El 
enAlieie croaatográfico de le tirotricine obtenida en diferentes fa
ses del desarrollo demuestran que la cepa empleada en este trebejo 
produce preferenoialaente tirocidinas. ftl experimento de peleo reali
sado son oraitina-C^ muestra que lea grfeüeidinaa se marean sesees 
■ente en relación a las tirocidinas* Sata resultado era de esperar* 
ya que lee gresdeidinae ae contienen omitina en su estructura* ese 
oueapción de le tipa » que contiene des residuos por molécula* paro 
esta última no es producida por la oepa Ó165* la probable qua la es
casa marcación observada en las gronleldlnas so deba a la ineeepera- 
eión de otro aminoácido originado a partir de la omitina agregada 
el cultivo* Estas- resultadas estés de acuerdo eoa loa publicados por 
Gkuda y col. <12U  - - *

Loe experimentos real 1 sedea son sistemas subcelulares mostraron 
qua ea posible obtener síntesis ln vitro de tirotricine útilloando 
al sobrenadante de un iMMcaniBedo da Baclllus bravie obtenido per 
eentrifesacidm a 30.000 g* Beta síntesis es dependiente de ATP y

aa estimulada por iones amonio y fuertemente inhibida por rJU 
bonucleeee y puro mi cine. le^ineorporeeión^xÍe~-emlnoAoidoe-^^^nH’ro-> 
toáoaa_jsedlde~el»ttltáneemantaHPegtró^carecterísticaa ¡aiadjlnree^ei 
^ienLl^ concentraci<xpves ÓT^l^ae d« ^Tg y *^t  ̂y el curs« úet¿e lt>. 
corporaciÚKK^vseív^idóaticasv^Kstos experimeftto»--su<'eririsB^querxla 
ttrotriclná^ao^dietótiBeui^uleKde^olMwdelo^iteneraúr^de-dlsitooi^^ro- 

beiea, lo dual estaría en franca contradicción con lo encontrado por
£rs{os di

Otani y eel* (5)* duáenes bon obtenido síntesis in vltro de graniei- 
dina 3 en sistemes exentos de-ribosomas y RKA. Es poeible^quo ia vía 
do síntesis de la framloldlna 3 producida por la eepa 9999 sea di* 
Gerente a le da la tirotricine producida por la eepa 81n em
W p e ,  la estrecha relación estructural existente entre graraieidina 
i y tirocidinas haca muy difícil aceptar esta idas.
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Un hecho que llama la atención es le incapacidad de la omitiría, 
aminoácido que está presente en todas las' tirocidinae para incorpo
rarse en ellas. Beto implica necesariamente que no es utilisada al 
estado libre y que debe derivar da otro aminoácido en alcana etapa 
de la biosíntesis. Por similitud estructural la arginina podría ser
un precursor adecuado ai en alcuna etapa intermedia, o una ves incor
porada en el pollpdptidSf perdiera au grupoguanidínico. Resultados 
preliminares indican que cuando se utilisa arginina-C1̂  en el aleta» 
ma de síntesis ee obtiene tlrotriclna maroada. Sin embargo, no se ha 
comprobado que la radioactividad de seta última se deba a la proa es 
d a  de-ernitlna-C1^, Si la aleteáis de tirotricins se hiciera magia 
el modele general de síntesis proteica, la oraltina debería temar 
una aminoacyl-RHA eintetaea, por le manos un sRNA y un codon especí
ficos para su activación e incorporación* Los experimentos realisa
dos para detectar estos componentes han sido negativos (19)* Sata 
observación está de acuerdo oon la universalidad y no ambigüedad del
código genético. Loe 64 codones posibles han sido ya asignados a los

■ - s "i, -í . . ; W -diferentes aminoácidos y, per lo tanto, no habría posibilidad para
asignar nuevos codones* Por otro lado, si la omitins derivara ds la

- •*.

arginina a nivel del SUMA e del pollpéptido, ee eetsrís introducien-
y # 1 55^ a ¿ svüŝ jL - l ü  ,do ambigüedad en el código, ya que la oraltina ae incorporarla con 

loe codones de la arginina* La no ambigüedad del código genético es-
1 £ ,¡Uf¿ v 1 ;• r- ’ 1 • v

tá sustentada por un número elevado de evidencias experimentales (20,
2 1 ) .
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XI mi sao tipo ds Interpretación valdría para loa D-aminoácldos 
que forman parto do loo péptldoe. A este roopocto os interesanto se
ñalar que on la síntesis do gramicidina S la L-fenllalanlna os mejor

dJLprecursor pava la D-fonllalanlna prosonto on ol piptldo que la D-fe- 
nllalanina (5# 22) •

La sensibilidad del sistema a la rlbonucleasa sugiero fuortemen
to la participación do algún tipo do RNA on la síntesis do la tirotri
el na. Stromlngor (23) ha demostrado que el glicil-aRNA es un interne» 
diario obligado on la incorporación del aminoácido en los polipópti- 
doo de la pared del Estafilococo dorado» Sotos pollpéptldoo oe sin- 
totlaan sin la intervención do ribososas ni RNA mensajero* Rssulta- 
dos símil aros han sido descritos por Lonnars (24) en relación con 
la Incorporación do Usina on C-I~liollfoofatldilgllcerel» On mecanis

mo similar podría estar operando en la síntesis de tirotrlnlan»
Por otro ledo» la sensibilidad a la puromloina implicarla la par

ticipación do los ribosomas» Es posible» ola embarco» que oote inhi
bidor do la síntesis proteica pueda t®or un efecto a otro nivel y 
que eu acción no signifique necesariamente participación ribo social.

Aun cuando so posible hacerlo» es considera prematuro elaborar 
una vía de síntesis de la tirotricina que satis faga lee datos acumu
lados hasta el momento» Antes ee necesario resolver varios asmaste» 
céntralos del problema» Sin oofearcoMis posible afirmar que la síntesis 
do tirotricina -no es* idéntico a la de las proteínas•

1» La tirotricina producida por ol flHfíUJi”! bravia ATOO 6185 so ain- 
tetisa después que los cultivos ̂ al cansan una 00 do 0»J»

2» XI 6$£ do la tirotricina alptétlsada ln vive corresponda a tiro- 
c i dinas y al 35Í a ¿ra^icidlnas» c'dLnoe #

3» XI sobrenadante de un homogeuisado centrifugado a 30.000 x g ea 
capas de eintetlsar tirotricina y de incorporar aminoácidos en pro
teínas.



, "Blosíntesia d« Tirotricina -  19 -

RB3UMSN

Sa estudia la blosinteais de tirotrlelna y proteínas en culti
vos y en sistemas subcelular os obtenidos de Bacillus hl"TTttl jaWf! 8185 
La tirotrlelna se sintética después que los cultivos sicansan una 00 
do Ó.|7 El 65Á de la tirotrioina sintetizada corresponde a tírocidi- 
nas y el 35jt a gramlcidinaa* Extractos da actos cultivos incorporan 
aminoácidos en tirotrlelna y proteínas* Estas incorporaciones depen
den de ATE y con inhibidas por puromicina y ribonueleasa y
son estimuladas por iones «nonio* la omitlna no se incorpora en tl-

&'*'>■ 4 % VArotriclna cuando se le usa como precursor radioactivo.
Estos resultados sugieren que en la blosfntesls de tirotrlelna 

participa algún tipo de UNA -/ r ¡rr.MhLemonto los rifrosor’aa» pero que 
esta participación puede diferir de la descrita para la vía gane ral 
ds síntesis protaios*

aqMKABT

Tyrothricln and protsin blosynthssis has besn studisd in cultu
res and in cell-free systens obtained fron Bacillus brevie ATCC 6I65. 
Tyrothricln la formad sfter ths culturas reach an 00 of 0*/* 65$ of 
thls tyrothricln was shown to be tyrocidinoí and 35/t to be gramici-
dlne* Cell-free extracte of these cultures are able to incorpórate

Qjf tX9517 . 3*^
a ino acide into tyrothricln and into proteins. These incorporations 
are dependent on ATP, are lnhlblted by rlbonuclease and puro-
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raycin and ara stlanlatad by m a l n a  ion*. Ornithina la not incorpo-
Of\. y) ñ UA

rotad luto tyrothricinvhoa usad os a radioactiva praeuraor.
Thaaa rasulta r m t f t  tfcat H A  ma&ym üéolT t)i# i \ \ i i nao.O H  ^

involvad la tyrothrleln biosynthosls. Howover, tliaCr >.echanlam of
^ ; ■ s*¡-action ciay dlffar from the ona daacrtbed for tha ¿anoral panhaay of
r ** - • 

protain biosynthaais.
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Finirá 1. Curra de desarrollo dal Baclllua bravie en medio enrique
cido. (e— e) con afitacidnj (o—o) *lri arltaclón. Condiciones de cultivo de acuerdo a lo descrito en Hit odo a.

Figura 2» Movilidad crooatográTica y alectroforética da la tirotri 
ciña (Ver Mdtodoa)*
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Figura 3. Producción da 
tirotricina (a— a) y pro- 
taínaa (o— o) en un culti
vo da Pacilla? bravia en 
roedlo enriquecido* Condi
ciones da cultivo da a- 
cuerdo a lo descrito an 
Kótodoa•

Figura 4. Incorporación de fanilalanina-en tirotri
cina ¡a— a) y proteínas 
(o— o) en extractos aubeelu- 
1aras de B a c illu a  brav ia  en función del tiempo da incu- 
bacita*

/ t- ' • , i

Firu ra  5« Efecto  da la  con- 
c a n tra c ita  da e xtra cta  da 
P a c illu a  ter»ylA m  * •  incor
poración de íen ila lan in a-C -1** 
an t i r o t r ic in a  (a— a) y an 
proteínas (o—o í*



Pigura 6* Rfacto dol oH « i l a  in cor
poración da fen ila Ian in a-C xi* an t i r o -  
t r ic in a  (a— a) 7 en proteínas (o— ©). 
Cono amortiguador aa u t i l ia ó  Tria-HCl 
0 .1  M

P ira ra  7.  In flu a n c ia  da l a  eoncantra-
ción da su lfa te  do aramio an la  in 
corporación da fa n ila la n in a -C ^  an t i -  
ro tr ic in a  (a— a) 7  an protaínas (0—0).




