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Resumen

Las cianobacterias constituyen una alternativa innovadora para ser utilizadas como factorias
celulares con el fin de producir grandes cantidades de metabolitos secundarios de interés
farmacoldgico. El acido pipecolico esta relacionado con el metabolismo de lisina en diversos
organismos y es un componente y precursor importante de la biosintesis de diversos compuestos
bioactivos tales como: inmunosupresores, péptidos no-ribosomales, poliquétidos y alcaloides en
microorganismos y plantas. En este sentido, diversos andlisis biogquimicos han demostrado la alta
capacidad de A. platensis de acumular lisina intracelularmente. En la naturaleza, la sintesis de
lisina tiene lugar por medio de dos rutas biosintéticas distintas; mientras que en hongos
filamentosos el acido pipecolico se sintetiza via acido a-aminoadipico, a través de la ruta del a-
aminoadipato para formar L-lisina, en plantas el acido pipecélico se sintetiza via sacaropina, a
través del catabolismo de L-lisina. Sin embargo, en ambos casos, el intermediario piperidein-6-
carboxilico (P6C) es el precursor inmediato del acido pipecolico. La presente revision tiene como
objetivo principal el estudio del metabolismo de acido pipecoélico en diversos organismos y sus
posibles aplicaciones biotecnoldgicas en la industria farmaceutica. Asimismo, se plantea el uso
de A. platensis como factoria celular para producir P6C, &cido pipec6lico u otros metabolitos de
interés farmacoldgico.

Palabras clave: L-lisina, a-aminoadipato, acido pipecolico, biosintesis, cianobacteria.

Abstract

The cyanobacteria are an innovative alternative to be used as cellular factories to produce large
amount of secondary metabolites of pharmacological interest. Pipecolic acid is related to lysine
metabolism in diverse organisms and is an important component and precursor for the
biosynthesis of several bioactive compounds such as immunosuppressants, non-ribosomal
peptides, polyketides and alkaloids in microorganisms and plants. In fact, several studies have
demonstrated the biochemical capacity of A. platensis to accumulate lysine intracellularly. In
nature, the synthesis of lysine occurs through two distinct biosynthetic pathways, whereas in
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filamentous fungi the pipecolic acid is synthesized via a-aminoadipic acid, through the o-
aminiadipate pathway to form L-lysine, in plants pipecolic acid is synthesized via saccharopine,
through the catabolism of L-lysine. However, in both cases, the piperidine-6-carboxylic acid
(P6C) metabolite is the immediate precursor of pipecolic acid. The present review is focused at
the study of the pipecolic acid metabolism in diverse organisms and their potential
biotechnological applications in the pharmaceutical industry. Likewise, the use of A. platensis as
a cell factory to produce P6C, pipecolic acid or other metabolites with pharmacological interest is

disscused.

Keywords: L-lysine, a-aminoadipate, pipecolic acid, biosynthesis, cyanobacteria.

1. Introduccidn

Arthrospira platensis es una cianobacteria
filamentosa fotosintética y alcalofila original
de ambientes bicarbonatados que pertenece a
la familia de las Oscillatoriaceae, Division
Cyanophyta (Ciferri, 1983). Desde épocas
ancestrales A. platensis ha sido estimada por
sus propiedades medicinales y nutricionales
(Ciferri, 1983; Belay et al. 1993, Belay et al.
1996; Subhashini et al. 2004; Thajuddin y
Subramanian, 2005; Ramirez-Moreno Yy
Olvera-Ramirez, 2006; Séanchez et al.
2006;). Actualmente A. platensis tiene un
alto interés biotecnoldgico y econémico
tanto para la industria alimentaria como
farmacologica. Desde el punto de vista
alimentario, ademéas de ser facilmente
digerible (Ciferri, 1983; Jaime et al. 1996;
Thajuddin y Subramanian, 2005; Ramirez-
Moreno y Olvera-Ramirez, 2006), A.
platensis constituye una fuente potencial de
pigmentos, proteinas, vitaminas, acidos
grasos, minerales, carbohidratos, acidos
nucleicos y aminoécidos (Ciferri y Tiboni,
1985, Henrikson, 1989, Mosulishvili et al.
2002; Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez,
2006; Colla et al. 2007). Mas recientemente,
el potencial biotecnolégico de A. platensis y
otras microalgas se ha demostrado en una
amplia gama de usos, tales como, en la
degradacion de herbicidas organofosforados
(Lipok et al. 2007), la fijacion de gases de
efecto invernadero (de Morais, 2007), como
bioacumuladoras de metales pesados
(Chojnacka, 2005, Gong, 2005, Pane et al.

2007, Lodi, 2007), como biocatalizadoras en
procesos de biotransformacion (Utsukihara
et al. 2007), para la produccion de hidrogeno
(Juantorena et al. 2007) y en la produccion
de biocombustibles (Chisti, 2007), entre
otros.

Desde el punto de vista farmacologico, las
cianobacterias constituyen una alternativa
innovadora para ser utilizadas como
factorias celulares para producir grandes
cantidades de metabolitos secundarios con
interesantes actividades farmacoldgicas tales
como antibioticos, vitaminas, aminoacidos,
enzimas, agentes antitumorales, proteinas
heter6logas, entre otros (Singh, 2005;
Spolaore, 2006). En este sentido, la
ingenieria metabolica surge como un campo
interdisciplinario que apunta a mejorar las
caracteristicas celulares de los organismos
usando la biologia molecular como
herramienta para modificar las rutas
metabdlicas y/o la regulacion de las mismas
(Stafford y Stephanopoulos, 2001). Esto, con
la finalidad de disminuir o incrementar la
biosintesis de algin metabolito o un
producto final en particular. En la naturaleza,
la sintesis de lisina, un aminoacido esencial
requerido en la dieta diaria de mamiferos,
tiene lugar por medio de dos rutas
biosintéticas completamente distintas: i) la
ruta del acido diaminopimélico vy, ii) la ruta
del o- aminoadipato (también denominada
ruta del &cido a-aminoadipico).
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Figura 1. Ruta biosintética del a-aminoadipato para la formacion de L-lisina descrita en hongos. Se muestra la ruta
de conversion de acido pipecolico en lisina descrita en P. chrysogenum via a-aminoadipato-6-semialdehido y
sacaropina. Asi mismo, se muestra la conversion de acido o-aminoadipico en &cido pipec6lico, componente y
precursor de numerosos metabolitos secundarios con interesantes actividades biolégicas. a-AA-3-SA: a-
aminoadipato-3-semialdehido; P6C: &cido piperidein-6-carboxilico. lys7: gen que codifica la sacaropina reductasa de
P. chrysogenum.
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Se ha descrito que los hongos y las
euglenofitas utilizan la ruta del «-
aminoadipato (Fig. 1) para la biosintesis de
lisina (Vogel, 1960; Rothstein y Saffran,
1963; Lejohn, 1971; Bhattacharjee, 1985;
Garrad y Bhattacharjee, 1992; Weidner et al.
1997; Casqueiro et al. 1999a, 2001,
Bafiuelos et al. 1999, 2000; Hijarrubia et al.
2001; Naranjo et al. 2001; 2002; 2004,
Teves et al. 2009). En este sentido, analisis
bioquimicos han puesto en clara evidencia la
alta capacidad de A. platensis de acumular
lisina intracelularmente (Ramirez-Moreno y
Olvera-Ramirez, 2006).

La ruta biosintética del o-aminoadipato
comienza con la condensacion de o-
cetoglutarato y acetil-CoA, y comprende
siete reacciones enzimaticas consecutivas
para formar lisina. Ademas, dicha ruta
provee diversos precursores para el
metabolismo secundario, tales como: el
acido o-aminoadipico y el piperidein-6-
carboxilico (P6C; en equilibrio quimico
constante con su cadena abierta el o-
aminoadipato-d-semialdehido). El  &cido
pipecolico es un importante metabolito
secundario que se forma a partir del
metabolismo de lisina en  diversos
organismos que incluye mamiferos, plantas,
bacterias, levaduras y hongos (Aspen y
Meister, 1962; Baginsky y Rodwell, 1967
Hartline y Rodwell, 1971; Kurtz vy
Bhattacharjee, 1975; Wickwire et al. 19903,
Wickwire et al. 1990b; Goncalves-Butruille
et al. 1996; Sim y Perry, 1997; Nlst et al.
2000; Dodt et al. 2000; Naranjo et al. 2001;
2004). Mientras que en hongos filamentosos
se ha descrito que el acido pipecélico se
sintetiza via acido a-aminoadipico, a través
de la ruta del a-aminoadipato (Aspen y
Meister, 1962; Naranjo et al. 2004), en
plantas, el acido pipecélico se sintetiza via
sacaropina, a través del catabolismo de L-
lisina (Goncalves-Butruille et al. 1996). No
obstante, es importante resaltar que, en
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ambos casos, el P6C es el precursor
inmediato del acido pipecdlico.

El interés farmacologico sobre el estudio del
acido pipecdlico radica en el hecho de que
este inminoacido es un componente y
precursor de la biosintesis de diversos
compuestos  bioactivos, tales  como:
inmunosupresores, péptidos no-ribosomales,
poliquétidos y alcaloides.

La presente revision tiene como finalidad el
estudio del metabolismo de &cido pipecdlico
en diversos organismos Yy sus posibles
aplicaciones biotecnologicas en la industria
farmacoldgica. Asi mismo, se plantea el uso
de A. platensis como biofactoria y de
algunas estrategias de ingenieria biosintética
del metabolismo de L-lisina para
incrementar la sintesis de P6C, &cido
pipecolico y otros metabolitos de interés
farmacoldgico, tomando en cuenta sus
ventajas comparativas.

2. Metabolismo del &cido pipecolico

2.1. El &cido pipecdlico y su relacion con el
metabolismo de lisina en  diversos
organismos

El &cido pipecdlico es un iminoacido de seis
atomos de carbono que desemperia distintas
funciones  metabdlicas en  diversos
organismos. Ademas de ser un intermediario
del catabolismo de lisina en mamiferos,
plantas, bacterias, levaduras y hongos, el
acido pipecdlico es un componente y un
precursor  importante de  numerosos
metabolitos secundarios de microorganismos
y plantas. Desde el punto de vista
nutricional, el acido pipecdlico tiene una
gran importancia ya que es capaz de
complementar la auxotrofia de lisina en
cepas mutantes de levaduras y hongos, tales
como Penicillium chrysogenum, Aspergillus
nidulans y Rhodotorula glutinis. Esto se
debe a que en estos microorganismos el
acido pipecolico se convierte en L-lisina
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utilizando a-aminoadipato-3-semialdehido y
sacaropina como intermediarios. Con
relacién a la biosintesis de acido pipecdlico,
en la naturaleza existen dos vias principales
que son: i) la via sacaropina (a través del
catabolismo de L-lisina) y, ii) la via &cido a-
aminoadipico (a través de la ruta del o-
aminoadipato para la formacion de L-lisina).
A continuacion se describe el metabolismo
de este importante iminoacido en algunos
organismos.

Mamiferos

En mamiferos, la lisina puede ser
catabolizada por dos vias distintas: por la
ruta de la sacaropina o por la ruta del &cido
pipecolico (lJIst et al. 2000; Dodt et al.
2000). Aunque la lisina se cataboliza
principalmente a través de la ruta de la
sacaropina en la mayoria de los tejidos, en el
cerebro, la ruta del &cido pipecdlico es la
mas activa. En la ruta del catabolismo de
lisina via sacaropina, la lisina se transforma
en P6C a través de dos reacciones
consecutivas llevadas a cabo por la
sacaropina deshidrogenasa y la sacaropina
reductasa. Tal como sucede en plantas
(Goncalves-Butruille et al. 1996; Tang et al.
2000; Zhu et al. 2000a, Zhu et al. 2000Db),
estas dos reacciones son catalizadas por una
Unica enzima bifuncional. Sin embargo, en el
cerebro, la actividad de esta enzima
bifuncional es muy baja, por lo que la lisina
se cataboliza predominantemente via &cido
pipecélico a través de dos reacciones
enzimaticas usando acido piperidein-2-
carboxilico (P2C) y su cadena abierta 2-ceto-
6-aminocaproato como intermediarios (l1Jlst
et al. 2000; Dodt et al. 2000), tal como
muestra la Figura 2.
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La primera pipecolato oxidasa caracterizada
y purificada en mamiferos fue descrita en
primates por Mihalik et al. (1991). Dicha
proteina, un mondémero amarillo, posee un
peso molecular deducido de 46 kDa. En
primates y humanos, Mihalik et al. (1991),
demostraron que el acido pipecdlico se oxida
mediante dos reacciones consecutivas de
deshidrogenacién para formar 4&cido o-
aminoadipico (Mihalik y Rhead, 1989). Los
resultados obtenidos por este grupo de
investigacion sugerian que la oxidacion del
acido pipecdlico en primates y humanos se
llevaba a cabo a través de una ruta similar a
la encontrada en Pseudomonas putida
(Baginsky y Rodwell, 1967). En esta
bacteria, se habia descrito que el éacido
pipecolico se oxida inicialmente a P6C a
través de una pipecolato oxidasa (&cido
pipecolico + 02 — P6C + H,0,). El P6C se
encuentra en equilibrio quimico constante
con el a-aminoadipato-3-semialdehido, de
tal manera que el P6C se abre
espontaneamente al pH fisioldgico para
formar o-aminoadipato-3-semialdehido.
Posteriormente, la oxidacion del o-
aminoadipato-3-semialdehido produce acido
o-aminoadipico. Reuber et al. (1997),
aislaron y purificaron la pipecolato oxidasa
de conejos, la cual esta constituida por 390
aminoacidos. Dicha enzima se caracteriza
por tener en el extremo amino terminal un
dominio de unién a ADP formado por una
alternancia Paf, un motivo altamente
conservado en flavoproteinas. Ademas,
Reuber et al. (1997) establecieron que la
sarcosina, el &cido pipecdlico y la prolina
eran buenos sustratos para esta enzima.
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Figura 2. Representacion esquematica de las dos rutas catabdlicas de lisina presentes en mamiferos. (A) Ruta del
catabolismo de lisina via sacaropina y (B) Ruta del catabolismo de lisina via &cido pipecdlico. Aunque la lisina se
cataboliza principalmente a través de la ruta de la sacaropina en la mayoria de los tejidos, en el cerebro, la ruta del
acido pipecélico es la mas activa. a-AA-6-SA: a-aminoadipato-3-semialdehido; P6C: 4&cido piperidein-6-
carboxilico; P2C: acido piperidein-2-carboxilico.
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Mas adelante, 1JIst et al. (2000) describieron
la clonacion del gen que codifica la
pipecolato oxidasa en humanos a partir de
ADNCc usando la informacion de la secuencia
de nucledtidos de genes que codifican
pipecolato/sarcosina  oxidasas  descritas
previamente en conejos y ratones. La
hipotética pipecolato oxidasa de humanos
presentd una alta homologia con la sarcosina
oxidasa de ratones y algunas de las
sarcosinas oxidasas monomeéricas descritas
en bacterias. Ademas, la proteina deducida
también mostraba un dominio de union a
ADP-Baf similar a la pipecolato oxidasa de
conejos. En paralelo, Dodt et al. (2000)
describieron la clonacion del gen que
codifica la pipecolato oxidasa de humanos
por genética reversa usando la secuencia de
aminoacidos de la pipecolato oxidasa
purificada de primates. EI ADNc clonado
presentd un marco de lectura abierta de 1170
pares de bases que codifica una proteina de
390 aminoéacidos con una alta identidad con
todas las sarcosinas oxidasas y deshidro-
genasas descritas, especialmente, con la
sarcosina oxidasa monomeérica de Bacillus
sp. NS-129. Ademas, Dodt et al. (2000)
también demostraron que esta enzima
oxidaba tanto el &cido pipecélico como la
sarcosina, tal como lo habian descrito
previamente Reuber et al. (1997) con la
pipecolato oxidasa de conejos.

Con relacion a la localizacion subcelular, en
humanos, ratones y primates el éacido
pipecoélico se metaboliza en los peroxisomas
(1JIst et al. 2000; Dodt et al. 2000). En
conejos, perros, cerdos y ovejas la oxidacion
del acido pipecolico es predominantemente
mitocondrial (Singh et al. 1989; Mihalik y
Rhead, 1991) mientras que, en ratas, este
compuesto puede ser metabolizado tanto en
mitocondrias como en peroxisomas (Rao et
al. 1993).

La identificacion y caracterizacion de la
pipecolato oxidasa humana tiene una gran
importancia en el campo de la salud humana,
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ya que se ha descrito que la acumulacion de
acido pipecdlico es una de las principales
anormalidades biogquimicas asociada con
pacientes que sufren un  desorden
generalizado en la biogénesis de los
peroxisomas (peroxisome biogenesis
disorder o PBD), entre los que destacan: el
sindrome cerebro-hepato-renal de Zellweger,
una enfermedad genética que se caracteriza
por la ausencia de peroxisomas morfo-
I6gicamente distinguibles; la adrenoleuco-
distrofia neonatal y la hiperpipecdlico
acidaemia (Wanders et al. 1989, 1988;
Mihalik y Rhead, 1989; Mihalik et al. 1989;
Rao et al. 1993).

También, se ha descrito que pacientes con
enfermedades cronicas, especialmente, con
encefalopatia hepética, presentan niveles
altos de &cido pipecolico en plasma
sanguineo (Fujita et al. 1999). Los pacientes
con PBD se caracterizan por presentar un
profundo retraso mental, una migracion
neuronal anormal y una degeneracion
excesiva del sistema nervioso central. En los
pacientes con PBD los peroxisomas se
encuentran ausentes con la deficiencia
concomitante de todas las enzimas
peroxisomales. La acumulacion de acido
pipecdlico en estos pacientes se debe a una
actividad deficiente de la enzima pipecolato
oxidasa, lo que indica que esta enzima se
encuentra fuertemente implicada en la
degradacion del &cido pipecolico a acido a-
aminoadipico y que podria ser peroxisomal
al menos en humanos y monos (lJIst et al.
2000; Mihalik y Rhead, 1989; Wanders et al.
1988).

Aunque se ha caracterizado la pipecolato
oxidasa e identificado el producto de su
reaccion, el mecanismo exacto de oxidacion
del &cido pipecdlico no estd aun totalmente
claro. Sin embargo, se ha descrito que la
pipecolato oxidasa cataliza la conversion de
acido pipecolico en P6C el cual, de manera
espontanea, se encuentra en equilibrio con su
forma  lineal el  a-aminoadipato-5-
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semialdehido (Kramar et al. 1989; Mihalik y
Rhead, 1989; Wanders et al. 1989; Rao y
Chang, 1990a; Dodt et al. 2000; 1JiIst et al.
2000). Posteriormente, el a-aminoadipato-o-
semialdehido se convierte a su vez en acido
o-aminoadipico a través de una reaccion de
deshidrogenacion dependiente de NAD
(Chang et al. 1990; Rao y Chang, 1990b).
Plantas

Las plantas producen una inmensa cantidad
y variedad de compuestos organicos, de los
cuales, la gran mayoria parecen no estar
implicados directamente con los procesos de
crecimiento y desarrollo de las mismas, es
decir, son metabolitos secundarios (Croteau
et al. 2003). En plantas, el &cido pipecdlico
se considera un metabolito secundario
mientras que su analogo, el aminoacido
prolina, se considera como un metabolito
primario. En plantas, se ha descrito que el
acido pipecolico deriva del catabolismo de
lisina via a-aminoadipato-6-semialdehido
(Goncalves-Butruille et al. 1996).
Posteriormente, el P6C podria reducirse a
acido pipecolico mediante una reaccion
analoga a la catalizada por la pirrolina-5-
carboxilato (P5C) reductasa (EC 1.5.1.2)
(Stewart y Larher, 1980; Rosenthal, 1982;
Galili, 1995).

Momordica charantia (bitter melon), una
planta de la familia Cucurbitaceae de gran
interés en la medicina tradicional china y
africana contiene en sus frutos y semillas,
entre otros aminoacidos libres, acido
pipecolico (Salawu et al. 1999). Esta planta
presenta propiedades antibidticas,
antimutagenicas, antioxidantes, antivirales,
antitumorales, astringentes, depurativas,
afrodisiacas, inmunomodulares, citotoxi-cas,
asi como actividad inmunosupresora e
insecticida, entre otras (Leung et al. 1987,
Romeo, 1984). Tradicionalmente, se
recomienda para combatir problemas de la
piel (dermatosis, quemaduras, erupciones,
soriasis, etc.), la gonorrea, el reumatismo, la
artritis, el lupus, la diabetes, como
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estimulante del apetito, para la regulacion de
la fertilidad, para tratamientos
gastrointestinales y como insecticida. M.
charantia ha sido utilizada para el
tratamiento de ciertos tipos de cancer e
infecciones virales (Leung et al. 1987) y se
ha encontrado que el extracto hexanico de
esta planta posee actividad inhibitoria sobre
amastigotes y promastigotes de diversas
especies de Leishmania (Jaramillo, 2000).
Asi mismo, el é&cido pipec6lico es un
fitoquimico que se acumula en grandes
cantidades en algunos miembros de la
familia Fabaceae y se ha descrito que es el
principal constituyente de la reserva de
aminoacidos libres en el género Medicago
(Stewart y Larher, 1980; Rosenthal, 1982).
Ademas, el acido pipecolico, se ha detectado
en frutos inmaduros (pericarpio y semillas)
de Coffea arabica y Camellia sinensis
(Higuchi et al. 1995), mientras que en
Sophora secundiflora, Cycas circinalis y
Phaseolus vulgaris se ha identificado en
semillas (lzaddoost et al. 1976; Li et al.
1996).

Las plantas conviven con una comunidad
depredadora muy activa constituida por
bacterias, insectos, hongos y vertebrados
herbivoros, por lo cual han desarrollado
diversos mecanismos de defensa que le han
permitido su supervivencia en este medio tan
hostil (Norton, 2002). El estudio de factores
toxicos y anti-nutritivos en las leguminosas
Albizia lebbeck y Calliandra calothyrsus
permitio identificar la presencia de &cido
pipecolico en sus hojas (Marlier et al. 1979;
Romeo, 1984; Romeo, 1988). Es importante
destacar que el &cido pipecdlico y sus
derivados que han sido aislados de las hojas
de C. calothyrsus poseen propiedades
insecticidas y fitotoxicas (Romeo, 1984), por
lo cual, estos compuestos podrian tener un
gran interés comercial en el campo de la
industria agroalimentaria. Por otro lado, se
ha observado que pequefias concentraciones
de acido pipecélico inhiben el crecimiento
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de la radicula de semillas germinadas en
Astragalus sinicus y Morus alba, y se ha
demostrado que la conversién de lisina a
acido pipecolico induce floracién en Lemna
paucicostata 151 (Fujioka et al. 1987).
También, se ha descrito que el &cido
pipecélico es un soluto asociado con la
adaptacion osmética de Ptelea sp., una
planta xerdfita que se desarrolla en habitats
aridos y semiaridos (Steward y Larher, 1980;
Romeo, 1988).

Bacterias

En algunas especies de Pseudomonas se ha
descrito que el acido pipecolico proviene del
catabolismo de lisina (Baginsky y Rodwell,
1967; Hartline y Rodwell, 1971). En P.
putida, la L-lisina se convierte inicialmente
en D-lisina y P2C. Posteriormente, el P2C se
convierte en acido pipecolico por accion de
la P2C reductasa (Payton y Chang, 1982).
Por otro lado, en  Streptomyces
hygroscopicus, el acido pipecolico también
deriva del catabolismo de L-lisina. Esta
bacteria produce rapamicima, un
inmunosupresor que contiene en su
estructura una molécula de acido pipecélico
(Khaw et al. 1998). Ademaés, se ha descrito
que en el genoma de Escherichia coli existe
una “P6C reductasa” que cataliza la
reduccién de P6C en &cido pipecolico. Fuijii
et al. (2002) demostraron con experimentos
in vivo e in vitro que la actividad P6C
reductasa la lleva a cabo la pirrolina-5-
carboxilato (P5C) reductasa (EC 1.5.1.2)
codificada por el gen proC. La P5C
reductasa cataliza la reduccion de P5C en L-
prolina, una actividad enzimética encontrada
en una gran variedad de organismos
(Leisinger, 1987). Por otro lado, se ha
estudiado la capacidad osmoprotectora del
acido pipecolico en E. coli (Gouesbet et al.
1994) y Sinorhizobium meliloti (Gouffi et al.
2000), donde se ha demostrado que es un
compuesto efectivo capaz de optimizar el
crecimiento de estos microorganismos bajo
condiciones inhibitorias de osmolaridad.
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Hongos filamentosos y levaduras

Al igual que en otros organismos, en
levaduras y hongos filamentosos el &cido
pipecolico es un intermediario importante
gue se encuentra estrechamente relacionado
con el metabolismo de lisina. El &cido
pipecélico tiene un papel nutricional
importante en Aspergillus nidulans (Aspen y
Meister, 1962) y Rhodotorula glutinis (Kurtz
y Bhattacharjee, 1975), sin embargo, se ha
descrito que no posee ninguna funcion en la
ruta biosintética de lisina de Saccharomyces
cerevisiae (Glass y Bhattacharjee, 1971,
Kurtz y Bhattacharjee, 1975). A
continuacion se menciona el papel que
desempefia el acido pipecdlico en el
metabolismo de lisina en diferentes especies
de hongos y levaduras.

2.2. Conversion de acido pipecolico en L-
lisina

Rhodotorula glutinis

La biosintesis de lisina en R. glutinis, una
levadura roja aerobica obligada, se lleva a
cabo a través de la ruta del a-aminoadipico
como ocurre en levaduras y otros hongos
filamentosos  (Broquist, 1971). Kurtz vy
Bhattacharjee  (1975), demostraron que
algunos mutantes auxoétrofos de lisina de R.
glutinis podian crecer en medio minimo
suplementado con &cido pipecolico, sugiriendo
la importancia nutricional del acido pipecdlico
en este microorganismo. Ademas, demostraron
en la cepa silvestre de R. glutinis que el acido
pipecdlico se convierte en a-aminoadipato-o-
semialdehido. Por otro lado, Kurtz y
Bhattacharjee (1975) también demostraron que
en S. cerevisiae, a diferencia de los resultados
obtenidos en R. glutinis, el acido pipecolico no
jugaba ningun papel en la biosintesis de lisina.
Posteriormente, Kinzel y Bhattacharjee (1979)
presentaron por primera vez evidencias
genéticas y bioquimicas de los pasos
especificos implicados en la ruta de conversion
de acido pipecolico se convertia en lisina via
o-aminoadipato-3-semialdehido y sacaropina.
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Asi mismo, determinaron que, en presencia de
la pipecolato reductasa, el acido pipecolico se
convertia en o-aminoadipato-3-semialdehido
(en equilibrio con el P6C), un intermediario de
la ruta del &cido a-aminoadipico para la
formacién de lisina (Fig. 1). Ademas,
demostraron que la reaccion llevada a cabo por
la pipecolato oxidasa no requeria ningln
cofactor externo y el producto de su reaccion,
el o-aminoadipato-3-semialdehido, se
convertia enziméaticamente en sacaropina y
lisina. Por otro lado, Kinzel y Bhattacharjee
(1979), concluyeron que el &cido pipecolico
era un precursor circunstancial de lisina en R.
glutinis y que éste no era un intermediario de
la ruta biosintética de lisina. Posteriormente,
Kinzel y Bhattacharjee (1982), describieron
por primera vez la purificacion parcial y las
propiedades de la pipecolato oxidasa de R.
glutinis. La pipecolato oxidasa de R. glutinis
presenta un peso molecular aproximado de 43
kDa, se caracteriza por ser soluble y tener un
grupo sulfihidrilo esencial para su actividad.
La deteccion de peroxido de hidrégeno indicd
que la reaccién de oxidacion podia ser escrita
como se indica a continuacién: acido
pipecolico + O, — a-aminoadipato-6-
semialdehido + H,0O,. Ademas, la capacidad
que tiene la enzima purificada de oxidar el
acido pipecolico in vitro indicaba que, a
diferencia de la pipecolato oxidasa de
Pseudomonas, no requeria de aceptores de
electrones internos o0 de wuna cadena
transportadora de electrones. Aunque para ese
momento se habia descrito que el é&cido
pipecolico estaba implicado en la biosintesis
de lisina en A. nidulans y en el alga Euglena
gracilis, las bases bioquimicas, genéticas y
enzimaticas de la conversion de 4&cido
pipecolico en lisina solamente se habian
determinado en R. glutinis.

Penicillium chrysogenum

Naranjo et al. (2001) demostraron que P.
chrysogenum es capaz de utilizar acido
pipecolico para complementar los requeri-
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mientos nutricionales de varios mutantes
auxotrofos de lisina (lys). La clonacion del
gen que codifica la sacaropina reductasa en P.
chrysogenum (denominado gen lys7), asi como
la caracterizacion bioquimica y molecular de
mutantes auxodtrofos de lisina que eran
incapaces de utilizar acido pipecolico para
complementar dicha auxotrofia (lys/Pip),
permiti6 determinar que en este hongo
filamentoso el acido pipecdlico se convierte en
lisina a través de su conversion en acido
piperidin-6-carboxilico (P6C) por accion de la
pipecolato oxidasa, y el P6C se convierte en
sacaropina y lisina a través de dos reacciones
enziméticas consecutivas catalizadas por la
sacaropina reductasa y la sacaropina
deshidrogenasa respectivamente (Fig. 1).

2.3. Biosintesis de &cido pipecdlico via
sacaropina

Metarhizium anisopliae y Rhizoctonia
leguminicola

El interés de estudiar el metabolismo de lisina
y del &cido pipecolico en M. anisopliae y el
hongo parasito R. leguminicola, se basa en que
estos aminoacidos estan implicados en la
biosintesis  de  alcaloides  octahidro-
indolizinicos (Sim y Perry, 1997; Wickwire et
al. 1990a, Wickwire et al. 1990b). A
diferencia de N. crassa, donde la D-lisina es el
precursor del acido pipecolico (Fangmeier y
Leistner, 1980), se ha descrito que en M.
anisopliae y R. leguminicola la L-lisina es el
precursor en la biosintesis de acido pipecolico
(Wickwire et al. 1990a; Guengerich vy
Broquist, 1973; Sim y Perry, 1997). En estos
hongos filamentosos, el acido pipecolico es un
producto del catabolismo de lisina y un
precursor inmediato para la formacion de
alcaloides octahidroindolizinicos tales como:
la slaframina (1S,6S,8aS-1-acetoxi-6-
aminooctahidroindolizina) y la swainsonina
(1,2,8-trihidroxioctahidro indolizina), tal como
muestra la Figura 3.
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Figura 3. Representacion esquematica de la biosintesis de acido pipecolico via sacaropina en los hongos
filamentosos Metarhizium anisopliae y Rhizoctonia leguminicola. El &cido pipecdlico deriva del catabolismo de L-
lisina y es un precursor inmediato para la sintesis de alcaloides octahidroindolizinicos. Mientras que R. leguminicola
es capaz de sintetizar ambos alcaloides, M. anisopliae solamente es capaz de producir swainsonina, un metabolito
secundario que tiene una potente actividad antitumoral. o-AA-8-SA: a-aminoadipato-5-semialdehido; P6C: &cido

piperidein-6-carboxilico.

La slaframina es un alcaloide con actividad
parasimpatomimética, mientras que la
swainsonina es un potente inhibidor de -
manosidasas que tiene una importante
actividad antitumoral y es usado como
agente quimioterapéutico en pacientes con
cancer (Sim y Perry, 1997; Goss et al. 1995;
Dennis et al. 1990; Dennis, 1986;
Humphries et al. 1986). Mientras que R.
leguminicola es capaz de sintetizar ambos
alcaloides, M. anisopliae solamente es capaz
de producir swainsonina. Los resultados
obtenidos por Wickwire et al. (1990a),
Wickwire et al. (1990b) demostraron que en
R. leguminicola el P6C se forma a partir del
catabolismo de L-lisina; ademas, el P6C es
el precursor inmediato del &cido pipecdlico.
Experimentos bioldgicos, bioquimicos y la
identificacion de los productos de las
reacciones por espectrometria de masas o
RMN, permitieron determinar inequivoca-

mente que el P6C, y no el P2C, se encuentra
implicado en la conversion de L-lisina en
acido pipecdlico en R. leguminicola. Por otro
lado, Wickwire et al. (1990a), Wickwire et
al. (1990b) también demostraron en R.
leguminicola que la conversion de
sacaropina en P6C no era catalizada por la
accion de una sacaropina reductasa
dependiente de NADP como se esperaba,
sino que se llevaba a cabo por accion de una
flavoenzima no descrita anteriormente a la
que denominaron sacaropina oxidasa. La
reaccion llevada a cabo por la sacaropina
oxidasa se resume a continuacion:
Sacaropina + O, — P6C + Glutamato +
H.0..

2.4. Biosintesis de &cido pipecdlico via
acido a-aminoadipico
Hongos filamentosos
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Se ha descrito en varios organismos que el
acido pipecolico se forma a través del
catabolismo de lisina. Sin embargo, Aspen y
Meister (1962) demostraron en A. nidulans
que el acido pipecolico deriva de la ruta
biosintética de lisina (via anabdlica) y no de
su catabolismo (Fig. 1). Estos autores,
identificaron algunas mutantes auxotrofas de
lisina de A. nidulans que eran capaces de
acumular acido pipecolico cuando crecian
sobre medio minimo con cantidades
limitantes de lisina y que este procedia
mayoritariamente del acido a-aminoadipico.
Es interesante resaltar, que esta fue la
primera evidencia descrita en hongos
filamentosos de que el acido pipecélico
deriva de la ruta biosintética de lisina.

Mas recientemente, Naranjo et al. (2004)
demostraron que P. chrysogenum es capaz
de sintetizar &cido pipecdlico a partir del
acido oa-aminoadipico. El gen lys7 que
codifica la sacaropina reductasa en P.
chrysogenum fue interrumpido de manera
dirigida por la técnica de la doble
recombinacion  homologa. La  cepa
interrumpida (denominada P. chrysogenum
SR1) carece de actividad sacaropina
reductasa, la cual, se recupera después de la
transformacion de dicha mutante con el gen
lys7 intacto presente en un plasmido de
replicacion  autonébma. La cepa P.
chrysogenum SR1™ es auxoétrofa de lisina y
acumula P6C. Cuando el mutante P.
chrysogenum SR1" se crece con L-lisina
como unica fuente de nitrogeno y se afiade
acido D, L-a-aminoadipico al medio de
cultivo, se acumulan intracelularmente
niveles altos de é&cido pipecélico. La
comparacion de la cepa SR1 con una cepa
interrumpida en el gen lys2 que codifica la
o-aminoadipato reductasa, demostro que P.
chrysogenum sintetiza &cido pipecélico a
partir del &cido a-aminoadipico y no a partir
del catabolismo de lisina (Fig. 1). En P.
chrysogenum la ruta de biosintesis de acido
o-aminoadipico es muy activa, por lo tanto,
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este mutante podria ser utilizado para
producir  metabolitos  secundarios  de
importancia farmacoldgica que contengan
acido pipecolico.

3. Algunas aplicaciones
biotecnologicas del acido pipecdlico
en la industria farmacolégica

3.1. Obtencion de acido pipecdlico y sus
derivados por biotransformacion

La industria quimica fina (Fine Chemicals
Industry) ha tenido un gran auge durante los
altimos afios, sobre todo en el area
biofarmacéutica y de la agricultura (Stinson,
2000; Thayer, 2008). Mercian y Lonza, entre
otras, son dos compafiias farmacéuticas que
se dedican a manufacturar quimicos finos,
entre ellos &cido pipecolico. El proceso de
obtencion de acido pipecolico que emplea la
compafiia Mercian es un claro ejemplo del
poder enantioselectivo de las bacterias. Este
proceso se basa en utilizar una cepa
recombinante de E. coli y L-lisina como
iniciador para llevar a cabo la
biotransformacion de L-lisina a &cido
pipecélico. Para lo cual, Fujii et al. (2002),
insertaron en E. coli JM109 el gen lat de
Flavobacterium lutescens que codifica la L-
lisina-6-aminotransferasa (LAT) descrito
previamente por Fujii et al. (2000). En este
sistema, la LAT convierte L-lisina en P6C y
éste se reduce a acido pipecolico por accion
de la P5C reductasa presente en el genoma
de la bacteria. Los resultados obtenidos por
Fujii et al. (2002), demostraron que ambas
enzimas son necesarias para llevar a cabo la
bioconversion de L-lisina a acido pipecolico
en E. coli. Por otro lado, el proceso de
obtencion de acido pipecolico que emplea la
compaiia “Lonza” consiste en utilizar
picolinonitrilo  como iniciador de la
biotransformacion, el cual se convierte
sucesivamente en picolinamida,
pipecolamida racémico y finalmente en
acido pipecélico. EI método usado en el
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Gltimo paso de la conversion es la
fermentacion con especies de Pseudomonas.
Un aspecto que se debe considerar se refiere
al desarrollo del denominado “P6C World”
usando biotransformacion (Asano y Ito,
2002). Aunque la actividad enzimatica
implicada en la reduccién de P6C a acido
pipecolico ha sido encontrada en varios
microorganismos, no se ha podido
caracterizar la enzima que cataliza dicha
conversion, ya que su sustrato, el P6C, es un
compuesto quimicamente inestable (Fujii et
al. 2002). No obstante, la compaiiia
farmacologica “Mercian” (Fujii et al. 2002;
Asano y Ito, 2002) actualmente esta
explorando el “P6C World” y obteniendo
una coleccion de productos quimicos Utiles
para la farmacologia derivados del P6C
usando biotransformacion, entre dichos
productos se encuentran: el acido o-
aminoadipico y el acido pipecdlico.

La ruta del a-aminodipato para la biosintesis
de lisina de P. chrysogenum es muy activa
ya que el &acido a-aminoadipico, un
intermediario de la ruta, es un precursor
esencial para la biosintesis de penicilina.
Ademas, se conoce que cepas de P.
chrysogenum interrumpidas en el gen lys2
que codifica la a-aminoadipato reductasa
acumulan niveles altos de acido o-
aminoadipico (Casqueiro et al. 1998; 2001;
2002). Por otro lado, se ha descrito que la
cepa de P. chrysogenum SR1, interrumpida
en el gen lys7 que codifica la sacaropina
reductasa, acumula niveles altos de P6C y de
acido pipecolico, por lo que podria utilizarse
para producir metabolitos secundarios de
importancia farmacoldgica que contengan
acido pipecolico (Naranjo et al. 2004).

3.2. El écido
osmoprotector

Osmoprotectores son aquellos compuestos
que son capaces de optimizar el crecimiento
celular bajo condiciones inhibitorias de
osmolaridad. Los mecanismos de

pipecolico  como
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osmoregulacién son muy similares en todos
los organismos vivos, incluyendo plantas,
animales y bacterias. En respuesta a la
elevada osmolaridad del ambiente, ellos
acumulan  concentraciones intracelulares
relativamente altas de iones inorganicos y
solutos compatibles. Los solutos compatibles
son moléculas organicas de bajo peso
molecular recién sintetizadas, entre los se
encuentra el &cido pipecdlico. Luego de
haber disminuido la osmolaridad ambiental,
los compuestos compatibles pueden ser
liberados al ambiente y subsecuentemente
ser utilizados como osmoprotectores por
otros organismos que se encuentren bajo
estres hiperosmotico (Gouffi et al. 2000;
Bayles y Wilkinson, 2000). En bacterias, la
capacidad  osmoprotectora de  acido
pipecdlico ha sido solamente estudiada en E.
coli (Gouesbet et al. 1994) y Sinorhizobium
meliloti (Gouffi et al. 2000), donde se ha
demostrado que la osmoproteccion de las
células al estrés salino solamente es efectivo
cuando estan presentes los dos isomeros del
acido pipecolico, mientras, que otros
estudios sefialan que es preferible usar un
solo enantiomero de la molécula como
osmoprotector. En plantas, se ha descrito que
el &cido pipecdlico y sus derivados estan
relacionados con la adaptacion osmotica en
algunas leguminosas y especies xerdéfitas que
se desarrollan en hébitats secos y alcalinos,
sometidas a altas temperaturas y a severas y
prolongadas épocas de sequia (Stewart y
Larher, 1980; Romeo, 1988).

3.3. El acido pipecodlico como precursor de
alcaloides octahidroindolizinicos

En R. leguminicola y M. anisopliae se ha
descrito que el é&cido pipecélico es un
intermediario del catabolismo de lisina y un
precursor inmediato en la sintesis de
alcaloides octahidroindolizinicos (Sim y
Perry, 1997; W.ickwire et al. 1990a;
Wickwire et al. 1990b). Estos alcaloides
tienen interesantes aplicaciones en el campo
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de la salud humana, como la swainsonina,
que tiene una potente actividad antitumoral.
En este sentido, se ha demostrado
experimentalmente que inhibe la tasa de
crecimiento de melanomas y metéastasis
humanos produciendo una minima toxicidad
cuando es administrada en pacientes con
cancer (Sim y Perry, 1997; Goss et al. 1995;
Dennis et al. 1990; Dennis, 1986;
Humphries et al. 1986). En estos hongos
filamentosos, el catabolismo de lisina
procede via sacaropina (Fig. 3). Se ha
observado que la adicién de L-lisina a los
caldos de cultivo de M. anisopliae
incrementa significativamente la produccion
de swainsonina, lo cual indica que
modificaciones genéticas en la ruta
biosintética de lisina podrian inducir un
aumento de la sintesis de dicho alcaloide en
este microorganismo. Con el objetivo de
monitorizar el efecto que producen los
cambios en las condiciones de cultivo o las
provocadas por modificaciones genéticas
sobre la produccion del metabolito
secundario swainsonina, Sim y Perry (1997)
desarrollaron métodos analiticos mediante
HPLC con los que es posible estudiar los
niveles intracelulares de cada uno de los
metabolitos precursores de la swainsonina:
lisina, sacaropina, acido a-aminoadipico y
acido pipecodlico.

3.4. El é&cido pipecdlico como sustrato de
péptidos sintetasas no-ribosomales (NRPS)
Los péptidos sintetasas no ribosomales son
proteinas que estan organizadas en unidades
funcionales interactivas denominadas
modulos, los cuales catalizan un conjunto de
reacciones cataliticas que llevan a la
formacion de un péptido (Doekel vy
Marahiel, 2001). La arquitectura modular
entre los péptidos sintetasas no ribosomales
(NRPS) y los poliquétidos sintasas (PKS)
presenta una fuerte analogia. De hecho,
ambos sistemas se han encontrado
combinados de manera natural (NRPS-PKS),
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representando biofactorias que permiten
obtener  una  diversidad  estructural
ampliamente  extendida de productos
naturales (Cane y Walsh, 1999). La primera
mezcla NRPS-PKS fue identificada en la
agrupacion de genes biosintéticos de
rapamicina en Streptomyces hydroscopius
(Schwecke et al. 1995; Molnar et al. 1996).
Esta mezcla NRPS-PKS consiste en un
modulo de NRPS para la incorporacion de
acido pipecolico integrada en un PKS. Una
organizacion analoga ha sido encontrada en
la agrupacion de genes biosintéticos de
FK506 en Streptomyces sp. MAG548
(Motamedi y Shafiee, 1998). Se ha descrito
que S. hydroscopius es capaz de sintetizar
acido pipecolico a partir de L-lisina (Paiva et
al. 1993). Ademas, se ha descrito en este
microorganismo que el &cido pipecdlico es
un precursor de la rapamicina (Molnar et al.
1996; Cheng y Demain, 1995). La adicion de
L-lisina a los caldos de cultivo de S.
hydroscopius incrementa la produccion de
rapamicina en un 150 %, lo cual, puede ser
debido a su conversion en &cido pipecdlico.
En la actualidad, el &cido pipecélico se
utiliza como sustrato de algunas PKS en S.
hydroscopius con los que se obtienen
metabolitos secundarios (analogos de la
rapamicina) con nuevas 0 incrementadas
actividades farmacoldgicas, tales como:
inmunosupresores, antitumorales y
antifungicos (Reynolds y Demain, 1997).
Por otro lado, Nielsen et al. (1991), han
descrito en S.  hydroscopius  var.
ascomyceticus una enzima que activa acido
pipecolico que se encuentra implicada en la
biosintesis de la inmunomicina, un
inmunosupresor relacionado con FK506 en
este microorganismo. En los ultimos afios se
ha incrementado el nimero de secuencias
descritas de NRPS. Basados en estos datos y
en estudios bioguimicos avanzados, se puede
obtener una solida interpretacién sobre los
principios béasicos de organizacion y
arquitectura de los NRPS. El potencial de la
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maquinaria  biosintética se ha visto
desarrollado por la reciente identificacion de
dominios enzimaticos integrados (Doekel y
Marahiel, 2001). El estudio del principio de
los mecanismos que integran los NRPS
podria permitir la modificacion racional de
sus multi-dominios, lo cual, abriria un
camino lleno de posibilidades para
“redisenar” productos naturales existentes y
ampliar la complejidad quimica que nos
ofrece la naturaleza (Doekel y Marahiel,
2001). Todo ello, permitiria enriquecer las
alternativas terapéuticas actuales en la lucha
contra las enfermedades en general.

4. A. platensis como biofactoria para
producir P6C, &cido pipecdlico y
otros metabolitos secundarios de
interés farmacologico

Uno de los principales problemas con el
desarrollo de compuestos bioactivos a partir
de fuentes naturales es el hecho de que estas
proveen un suministro limitado. A pesar de
que las microalgas ofrecen ventajas
comparativas en la denominada “fase de
descubrimiento” de nuevos compuestos de
interés bioldgico, la disponibilidad de
procesos estandarizados se ve restringida
(Olaizola, 2003). Se han investigado vy
propuesto diferentes aproximaciones
fisiolégicas y tecnologicas para maximizar la
productividad del cultivo masivo de
microalgas (Chaumont, 1993; Grobbelaar,
2000; Richmond 1996; 2000). En este
sentido, los sistemas de produccion de
microalgas han sido clasificados en dos
grandes grupos, i) los sistemas abiertos, los
cuales, son principalmente canales de poca
profundidad tipo “pista de carreras” en los
que el cultivo esta expuesto a la atmdsfera y,
ii) los sistemas cerrados (fotobiorreactores y
biorreactores del tipo fermentadores), en los
cuales el contacto con la atmosfera es
limitado o nulo (Contreras-Flores et al.
2003). En el primer caso, biotecndlogos de
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microalgas coinciden en el hecho de que el
perfeccionamiento de la tecnologia asociada
a los sistemas de cultivo a cielo abierto lleg6
a su limite. La baja densidad celular obtenida
en estos sistemas  origina  varios
inconvenientes que incluyen: la baja
productividad, facil contaminacion, costosa
recuperacion del producto de medios
diluidos y la dificultad en el control de la
temperatura. Ademas de los inconvenientes
asociados a los sistemas de cultivo a cielo
abierto, los fotobiorreactores cerrados
presentan una serie de ventajas que incluyen:
el cultivo en altas densidades, mayor control
de las condiciones y mantenimiento de un
cultivo puro, facilidad para la cosecha y un
menor costo de inversién (Contreras-Flores
et al. 2003). Sin embargo, y a pesar del
consenso entre los biotecndlogos de
microalgas de que la  produccion
fotoautotrofica de metabolitos secundarios
de alto valor industrial requiere del uso de
fotobiorreactores cerrados y de su operacion
exitosa a nivel experimental, su utilizacion a
nivel comercial es escasa y limitada a unas
pocas especies (Olaizola, 2003).

Un aspecto que debe ser considerado en la
produccién microalgal masiva es la
existencia de “restricciones” en el sistema
“costo-productividad de biomasa”. En este
sentido, el factor “costo de la tierra” es
determinante tanto para el establecimiento
de un sistema de produccion microalgal
abierto o cerrado. El costo por este recurso
debe ser bajo por lo que generalmente se
escogen sitios de bajo valor comercial,
econdmico y agronémico, tales como: zonas
desérticas, con baja fertilidad natural, tierras
impactadas por la actividad antropica o
tierras baldias. Por lo tanto,
independientemente  del  sistema  de
produccidn, el costo por este recurso debera
ser bajo. Por otro lado, se conoce que en los
sistemas abiertos existen costos asociados al
establecimiento y operacion (transferencia
de masa y agitacion) que suelen ser mas
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altos, mientras, que los sistemas cerrados
poseen costos menores “aguas abajo”, por
alcanzar mayores densidades de cultivo. En
cualquier caso, la consecuencia logica es que
la productividad volumétrica de biomasa
tanto en los sistemas cerrados como abiertos
debe ser lo suficientemente alta como para
compensar estos costos. Mas alla, los
fotobiorreactores parecen ser la via mas
prometedora para el futuro de la produccion
de microalgas a gran escala (para una
revision ver Olaizola, 2003).

Otros investigadores, por lo contrario,
afirman que las cantidades producidas por
unidad de érea, tanto en fotobiorreactores
como en sistemas abiertos, son comparables.
Lee (2001) reporta que la principal
limitacién del crecimiento de microalgas a
cielo abierto podria no estar en la captura de
la energia luminica, sino en los pasos para la
conversion del carbono fotosintéticamente
fijado en biomasa estructural. Por tanto, el
disefio de fotobiorreactores podria estar
alcanzando su limite en lo que se refiere a la
reduccion de los costos de produccion. Una
aproximacion propuesta para lograr el
aumento de la productividad es la
combinacion de sistemas de cultivo que
combinen distintas formas de nutricion
(fototrdfica, heterotrofica, mixotrofica) de
forma ciclica, dependiendo de los productos
especificos que se requieran y de la duracién
de los ciclos de luz y oscuridad. Por altimo,
Lee (1990; 2001) afirma que el sistema
fotosintético y el metabolismo post-
fotosintético  requiere  ser  modificado
genéticamente para vencer la limitacion en la
utilizacién de la energia luminica para el
crecimiento y formacion de productos.

La utilizacion de las cianobacterias como
factorias celulares para producir metabolitos
secundarios con importantes actividades
biolégicas tales como  antibidticos,
vitaminas, aminoacidos, enzimas, agentes
antitumorales, osmoprotectores, proteinas
heter6logas, entre otros, representa un
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especial  interés para la  industria
farmacoldgica. En este sentido, Olaizola
(2003) describe que el proceso para la
produccion de compuestos bioactivos
contempla al menos dos etapas: 1) la
identificacion de nuevos compuestos, asi
como el mejoramiento de los ya
identificados y; 2) desarrollo de sistemas de
produccién adecuados que permitan el
escalamiento a nivel industrial. No obstante,
el autor advierte que aunque las microalgas
poseen una alta productividad primaria,
muchos compuestos quimicos de interés son
producto del metabolismo secundario, este
altimo  activado en condiciones no
conducentes al crecimiento rapido. Este
hecho ha sido corroborado en la obtencién
de pigmentos de interés a partir de A.
platensis (Rojas, comunicacién personal).
Aunado al aumento de la productividad
volumétrica a nivel de fotobiorreactores, el
incremento de la produccion de compuestos
quimicos a partir de microalgas requiere de
la obtencibn de nuevas cepas con
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas
mejoradas orientadas a incrementar: la
velocidad de crecimiento, la tolerancia al
estrés abidtico y el flujo metabdlico de
productos bioquimicos. Mas all, la ruta
biosintética asociada a un determinado
compuesto podria ser transferida a un
organismo mas facilmente cultivable. La
superproduccién de metabolitos secundarios
ha sido abordada habitualmente por
mutagénesis clasica de las cepas de
produccién. Este método, aunque es muy
laborioso, ha sido generalmente muy
efectivo sobre todo para incrementar la
produccion de antibioticos en diversos
hongos filamentosos (Gutiérrez et al. 2000).
No obstante, los adelantos biotecnoldgicos
proporcionan una via mucho mas racional y
vanguardista para incrementar la eficiencia
de los programas de mejora de cepas a través
del uso de la ingenieria metabolica. Las
tendencias de investigacion mas recientes
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consideran que para mejorar la produccién
de un determinado compuesto hay que
actuar, no sélo sobre la ruta de biosintesis de
dicho compuesto, sino adicionalmente sobre
otras rutas que indirectamente pudieran
afectar la primera, tales como rutas de
secrecion, transporte, regulacion génica, etc.
(Gutiérrez et al. 2000). Unas de las
estrategias mas utilizadas en ingenieria
metabolica son: i) el incremento del nimero
de copias de los genes de la ruta biosintética
de interés y, ii) el incremento de la expresion
de genes mediante el cambio de sus regiones
promotoras por promotores de genes
constitutivos o de genes de expresion fuerte
del metabolismo secundario. Por otro lado, si
se requiere modificar el flujo metabdlico en
alguna ruta biosintética con la finalidad de
inducir la acumulacion de algun metabolito
de interés, se procede a la interrupcion
dirigida del gen asociado a su conversion
enzimatica mediante diversas técnicas
moleculares tales como de recombinacion
simple o doble recombinacion homologa
(Casqueiro et al. 1999b; Liu et al. 2001;
Naranjo et al. 2004; 2005).

En este caso, para incrementar el flujo
metabolico hacia la acumulacion de P6C y
biosintesis de acido pipecdlico en A.
platensis, se propone la utilizacion de la
tecnologia del ADN recombinante. Se ha
reportado que el acido pipecolico se forma a
partir del metabolismo de lisina en diversos
organismos incluyendo mamiferos, plantas,
hongos, levaduras y bacterias. En hongos, el
acido pipecolico se sintetiza via acido o-
aminoadipico a través de la ruta del a-
aminoadipato (Aspen y Meister, 1962;
Naranjo et al. 2004), mientras que en plantas
el acido pipecolico se sintetiza via
sacaropina, a través del catabolismo de L-
lisina (Goncalves-Butruille et al. 1996).
Partiendo del caso de que A. platensis posea
una ruta similar a la del a-aminoadipato para
biosintetizar lisina y de que el acido
pipecolico se sintetice via 4&cido a-
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aminoadipico (Fig. 1), la desviacion del flujo
metabolico para la biosintesis de lisina hacia
la acumulacién intracelular de P6C y acido
pipecolico podria llevarse a cabo mediante la
interrupcion dirigida del gen que codifica la
sacaropina reductasa; enzima dependiente de
NADPH que cataliza la conversion de P6C y
glutamato a sacaropina en la ruta del o-
aminoadipato (Johansson et al. 2000a;
2000b; Bhattacharjee, 1985; Naranjo et al.
2001; 2004). Dicha interrupcién génica
provocaria la acumulacion de P6C,
intermediario  inmediato anterior a la
sacaropina y precursor directo del acido
pipecolico (Fig. 1). Asi mismo, el suministro
ajustado de acido a-aminoadipico a los
caldos de cultivo podria incrementar la
acumulacion de P6C y de &cido pipecolico.
Por otro lado, partiendo del caso de que A.
platensis posea una ruta similar a la del
acido diaminopimélico para biosintetizar
lisina y de que el &cido pipecolico se
sintetice via sacaropina, a través del
catabolismo de L-lisina (Fig. 3), seria
aconsejable incrementar el numero de copias
de los genes estructurales que codifican la
sacaropina deshidrogenasa, la sacaropina
reductasa o ambos, a la vez que se
suministre concentraciones ajustadas de L-
lisina 0 sacaropina a los caldos de cultivo.
Esto se debe a que dichos genes son
responsables de las dos primeras reacciones
enzimaticas de la ruta catabolica de L-lisina
descrita tanto en plantas como en hongos
filamentosos, donde la L-lisina se cataboliza
en sacaropina 'y P6C mediante dos
reacciones consecutivas llevadas a cabo por
la sacaropina deshidrogenasa y sacaropina
reductasa, respectivamente. Posteriormente,
el P6C podria reducirse a &cido pipecolico
mediante la accién de la pipecolato reductasa
(Fig.1).

En este sentido, Naranjo y Moret (2008),
llevaron a cabo el primer reporte sobre la
identificacion parcial de genes biosintéticos
de lisina en cianobacterias. Para ello, se
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amplific6 por PCR un fragmento de ADN
interno del gen que codifica hipotéticamente
la sacaropina reductasa de la cepa A.
platensis Lefevre 1963/M-132-1 (No.
Acceso GenBank FJ798612) empleando los

oligonucleotidos SR-F (5°-
GACTTGGTGAT(C/T)TCGCTGAT(C/T)-
3) y SR-R (5°-

CTCGAACTTGTGCTGGAGCAT-3).
Dichos oligonucledtidos se  disefiaron
tomando en cuenta las secuencias
aminoacidicas de hongos vy levaduras
depositadas en el GeneBank, tales como:
Penicillium chrysogenum (NCBI
CAC87475; 449 aa); Neurospora crassa
(NCBI CAC28679; 448 aa); Magnaporthe
grissa (NCBI AAF91081; 450 aa);
Saccharomyces cerevisiae (NCBI P38999;
446 aa); y Schizosaccharomyces pombe
(NCBI Q09694; 450 aa), y el uso de codones
reportado para A. platensis
(http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-
bin/showcodon.cgi?species=118562).

Los resultados obtenidos revelaron la
existencia de una secuencia nucleotidica de
653 pb (No. Acceso GenBank FJ798613) en
el genoma de A. platensis cepa Lefevre que
muestra un 40% de identidad con los genes
lys7 y lys3 que codifican la sacaropina
reductasa de los hongos Ascomycetes P.
chrysogenum y M. grisea, respectivamente.
Asi mismo, la basqueda de secuencias de
ADN homdlogas a la clonada en A. platensis
contra genomas de diferentes hongos
depositados en Bases de Datos de acceso
publico, mostré la existencia de un marco
abierto de lectura con una identidad de 40%
en el genoma de Neurospora crassa (Broad
Institute; ORF; No. Acceso XM_956002)
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que codifica una hipotética sacaropina
reductasa. La figura 4 muestra un arbol
filogenético obtenido por MEGA 3.1
(método Neighbour-Joining con Bootstrap
de 2.000 repeticiones y el modelo Jukes
Cantor) basado en el alineamiento multiple
de secuencias nucleotidicas parciales de los
genes que codifican la sacaropina reductasa
de:  Aspergillus  flavus,  Aspergillus
fumigatus, P. chrysogenum, M. grisea,
Gibberella zea, N. crassa,
Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces cerevisiae y la secuencia
obtenida a partir del ADN gendmico de la
cepa A. platensis Lefevre. El arbol obtenido
muestra dos grupos claramente definidos
constituidos por las 6 especies de hongos
filamentosos y las 2 especies de levaduras,
los cuales de separan visiblemente entre si y
de A. platensis Lefevre. Tomando en cuenta
que las secuencias de ADN estudiadas
pertenecen a dos tipos celulares radicalmente
diferentes, los hongos y levaduras
(Eucariota) y la cyanobacteria en estudio
(Procariota), es de  esperarse la
discriminacion de estos debido a su evidente
distancia evolutiva. Sin embargo, el
porcentaje de identidad obtenido con los
genes que codifican la sacaropina reductasa
reportada en hongos y levaduras podrian
sugerir que: i) el fragmento de ADN clonado
corresponde a una regién interna del gen que
codifica la sacaropina reductasa de A.
platensis y; ii) la existencia de una ruta
similar a la del a-aminoadipato descrita en
hongos presente en el genoma de esta
cianobacteria.
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Figura 4. Arbol filogenético de fragmento de ADN clonado de A. platensis Lefevre y secuencias nucleotidicas
internas de los genes que codifican sacaropinas reductasas en diversos hongos y levaduras. Notese la presencia de 2
grupos bien diferenciados correspondientes a los hongos y las levaduras, separados entre si y de la cianobacteria.
Aspfl: A. flavus, Aspfu: A. fumigatus, Penic: P. chrysogenum, Magna: M. grisea, Gibbe: G. zea, Neuro: N. crassa,
Schiz: S. pombe, Sacch: S. cerevisiae, Arthr: A. platensis Lefevre.

No obstante, se debe tomar en cuenta que en
plantas y animales se ha descrito que el
catabolismo de L-lisina tiene lugar via
sacaropina a través de dos reacciones
enzimaticas consecutivas llevadas a cabo por
la sacaropina deshidrogenasa (SDH) y la
sacaropina reductasa (SR), las cuales son
sintetizadas a partir de un Unico gen que
codifica un  polipéptido  bifuncional
(Epelbaum et al. 1997; Tang et al. 2000; Zhu
et al. 2000a, b). Asi mismo, se ha descrito
que existe una gran similitud entre las
proteinas bifuncionales SR/SDH vy las
proteinas mofuncionales SR y SDH; y que
en las proteinas bifuncionales SR/SDH los
dominios SR y SDH se encuentran
localizados en el extremo carboxilo terminal
y en el extremo amino terminal de la
proteina, respectivamente (Kemper et al.
1999). En este sentido, el alineamiento de la
proteina  monofuncional SR de P.
chrysogenum con proteinas bifuncionales
SR/SDH de plantas (Zea mays y Arabidopsis
thaliana) y animales (Homo sapiens y Mus
musculus), reveld un porcentaje de identidad

considerable con la region carboxilo
terminal de las proteinas bifuncionales
estudiadas (28, 26, 31 'y 31%,
respectivamente) (Naranjo, 2003). Por lo
tanto, los resultados obtenidos
preliminarmente deberdn confirmarse a
través de solidos experimentos moleculares
y bioquimicos para determinar si el
fragmento de ADN clonado en A. platensis
corresponde realmente al gen que codifica la
SR monofuncional en la ruta del o-
aminoadipico para la biosintesis de lisina o,
por el contrario, se trata de un gen que
codifica una proteina bifuncional SR/SDH
asociada al catabolismo de la lisina, tal como
ocurre en las plantas y animales (Goncalves-
Butruille et al. 1996).

Por otra parte, desde el punto de vista
productivo, existen ventajas comparativas de
la utilizacion de A. platensis como posible
factoria celular para producir P6C, &cido
pipecélico u otros metabolitos secundarios
de interés farmacoldgico, las cuales se
resumen a continuacion (Olguin, 2003;
Olaizola, 2003; Hallmann, 2007):
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» Facilmente cultivable y cosechable a
niveles industriales, tanto en sistemas
abiertos como en cerrados,

« Ciclo de vida corto, con posibilidad de ser
cultivada axénicamente,

 Cultivable en medios de bajo costo
(inclusive aguas residuales),

« Alta productividad volumeétrica,

+ Capacidad de acumular compuestos de alto
valor agregado y la facil extraccion de los
mismos,

 Capacidad de crecer a valores de pH
elevados, lo cual aumenta la probabilidad de
mantener los cultivos monoalgales,

+ Capacidad de algunas cepas de crecer bajo
condiciones heterotréficas y mixotréficas,

+ Capacidad de soportar altas temperaturas,

« Sumidero de gases que acomparian al CO,
en los sistemas tipicos de combustion (en
caso de que sean usados para el cultivo y el
secuestro de carbono), tales como los del
tipo SOx y NOX,

« Presenta multiples usos para la biomasa
una vez extraidos los compuestos de interes.

« Ha sido ampliamente investigada desde
maltiples puntos de vista (molecular,
bioguimica, fisioldgica y ecoldgica).

5. Conclusiones

El interés farmacoldgico sobre el estudio del
acido pipecdlico radica en el hecho de que
este inminoacido es un componente y
precursor de la biosintesis de una amplia
diversidad de compuestos biolégicamente
activos. En la presente revision se propone la
utilizacion de A. platensis como posible
factoria celular para producir P6C, &cido
pipecolico u otros metabolitos secundarios
con interesantes actividades farmacoldgicas,
tales como  antibidticos,  vitaminas,
aminoéacidos, enzimas, agentes
antitumorales, proteinas heter6logas, entre
otros, los cuales tendrian una aplicacién
importante en el campo de la salud humana y
animal.
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