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RESUMEN

La mimosina es un compuesto téxico presente en la legumino-
sa tropical Leucaena leucocephala que limita el uso nutricional
de esta planta en animales domésticos. Tanto animales mono-
géstricos como rumiantes pueden intoxicarse con su consumo,
pero algunos la toleran por poseer microorganismos ruminales
que pueden degradar la mimosina y sus piridinedioles deriva-
dos 3,4- y 2,3-Dihidroxipiridina (3,4- y 2,3-DHP). En el presen-
te trabajo se determind la presencia de actividad degradadora
del 2,3-DHP en cultivos bacterianos mixtos del rumen de ani-
males consumiendo L. leucocephala en Venezuela y se carac-
terizé la degradacion de este piridinediol por la bacteria rumi-
nal Synergistes jonesii. Experimentos in vitro usando cultivos
puros de S. jonesii indican gue la degradacién del 2,3-DHP
ocurre al final de la fase logaritmica del crecimiento y ademas
describe una cinética de degradacién con una marcada inhibi-
cién por sustrato a altas concentraciones del piridinediol, sugi-
riendo que debe existir un umbral de concentracién de enzi-
mas que permita la degradacion del 2,3-DHP del medio. S. jo-
nesii es incapaz de degradar la mimosina, pero mostré activi-
dad dagradadora contra los piridinedioles derivados 3,4-DHP y
su isomero 2,3-DHP. El 3,4-DHP induce una actividad isome-
rasa que no estd presente cuando el cultivo crece en presen-
cia del 2,3-DHP, esta actividad es la responsable de la isome-
rizacion del 3,4-DHP en 2,3-DHP. Se demostré también que el
sistema de degradacién es inducible por sustrato, aunque la
ausencia de sustrato puede causar la pérdida irreversible de la
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actividad degradadora. El 2,3-DHP se confirmé como sustrato
intermediario en la degradacién de piridinedioles pero también
induce la expresion de enzimas degradadoras en la bacteria S.
fonesii.

Palabras clave: Piridinediol, 2,3-Dihidroxipiridina, 3,4-Dihidro-
xipiridina, mimosina, Synergistes jonesii.

ABSTRACT

Mimosine is a toxic compound presents in the tropical legume
Leucaena leucocephala which restrict the nutritional use of this
plant in domestic animals. Both monogastrics and ruminants
could undergo toxicity consuming this plant. Some ruminants
can tolerate it because they have rumen microorganisms able
to degrade mimosine and its pyridinediols derivatives: 3,4- y
2,3-Dihidroxypyridine (3,4- and 2,3-DHP). In the present study
the existence of 2,3-DHP degrading-activity in mixed rumen
bacterial cultures from cattle consuming L. leucocephala in
Venezuela was determined, and the degradation of toxic pyri-
dinediols by the rumen bacterium Synergisies jonesii was char-
acterized. In vitro experiments using pure culture of S. jonesii
indicated that the 2,3-DHP degradation was carried out at the
end of the log-phase of bacterial growth and also the system
showed substrate inhibition at high concentration of pyridine-
diols suggesting that a threshold of enzymes that allows 2,3-
DHP-degradation from the medium is needed. S. jonesii is un-
able to degrade mimosine but it showed degrading activity
against the mimosine derivatives 3,4-DHP and its isomer 2,3-
DHP. 3,4-DHP induces an isomerase activity, which is lacking



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. X, N® 3, 222-232, 2000

when the culture grows in 2,3-DHP. This latest activity is the
responsible of the transformation of 3,4-DHP into 2,3-DHP. It
was also showed that the degradation is a substrate-induced
enzymatic system. However, the lack of substrate might cause
the irreversible lost of 2,3-DHP degrading-activity. 2,3-DHP
was found as intermediary substrate and also induced the ex-
pression of degrading enzymes in S. jonesi.

Key words: Pyridinediols, 2,3-Dihydroxypyridine, 3,4-Dihydro-
xypyridine, mimosine, Synergistes jonesii.

INTRODUCCION

La Leucaena leucocephala es una leguminosa arbustiva
actualmente difundida a lo largo de toda la faja tropical y algu-
nas regiones sub-tropicales [38]. La planta es utilizada en la
alimentacién animal debido a que posee un alto valor nutritivo
considerando su elevado contenido en proteina cruda (24-
37%), materia seca (54,7%) y es también una buena fuente de
sitaminas y micronutrientes [39]. La digestibilidad de la protei-
na alcanza el 63% medida in vivo [11], es resistente al pasto-
20 y a las enfermedades causadas por fitopatégenos [40]. El
uso de esta planta ha estado limitado debido a la presencia de
sintomas de toxicidad en animales domésticos en ciertas re-
giones geograficas. En Australia, Papua Nueva Guinea, algu-
nas partes de Africa y ciertas regiones de la India se han re-
sortado casos de toxicidad en el ganado atribuidas al consumo
de dietas con alta proporcion de L. Leucocephala [48].

La toxicidad es producida por un compuesto secundario
denominado mimosina, el cual es un aminoacido no proteico,
una alanina B-sustituida con un anillo de 3-hidroxi-4 (1H)-pirid-
ona (3,4-DHP), FIG. 1. Este compuesto juega un papel impor-
tante en la resistencia de la planta a una gran variedad de
2gentes fitopatégenos [33, 40]. Los tipicos signos de toxicidad
=n rumiantes que consumen una dieta con alto contenido de L.
sucocephala incluyen: alopecia, anorexia, ganancia reducida
de peso, salivacion profusa, lesiones a nivel de eséfago, papi-
2s necréticas en rumen y reticulo, hiperplasia de la glandula ti-
-oides y bajos niveles de la hormona tiroxina Ty4 circulante. La
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toxicosis puede ser aguda o cronica y conllevar, incluso a la
muerte [1, 4, 14, 23, 30, 32, 37, 45]. Los efectos sobre la re-
produccién incluyen bajo indice reproductivo debido a la mor-
talidad embrionaria precoz y a la muerte perinatal [14].

Bajo condiciones metabdlicas, la mimosina puede ser
degradada, sin destruccion del anillo heterociclico aromatico, a
3,4-DHP el cual presenta menor toxicidad que la mimosina
[31] y es el responsable de la disfuncion de la glandula tiroides
en rumiantes siendo un potente agente bociégeno [17]. Se ha
aislado una enzima mimosinasa a partir de extractos de la hoja
de L. leucocephala que hidroliza la mimosina dando como pro-
ducto el 3,4-DHP [46]. También se ha reportado presencia de
actividad hidrolitica en el rumen de animales que consumen L.
Leucocephala [30, 44].

La variacién geogréafica de la toxicosis por L. leuco-
cephala ha sido atribuida a la presencia o ausencia de bacte-
rias ruminales capaces de degradar el 3,4-DHP [22, 23]. En
Australia, el problema de la intoxicacion por L. leucocephala
se logré subsanar gracias a la transferencia de la actividad
degradadora de 3,4-DHP a partir de un cultivo mixto de bac-
terias ruminales provenientes de animales tolerantes. Luego
de la inoculacién, la excrecion urinaria de 3,4-DHP declind y
los signos clinicos de toxicidad a la L. leucocephala desapa-
recieron [26]. La colonizacion de las bacterias con capacidad
degradadora de 3,4-DHP a otros animales del rebano ocurrié
en un tiempo relativamente répido. El mecanismo de la trans-
ferencia a través del ambiente no ha sido fielmente compro-
bado, pero se han podido aislar bacterias viables con capaci-
dad degradadora a partir de las heces de animales adapta-
dos, sugiriendo que este podria ser un mecanismo de disemi-
nacién de la bacteria [14].

Posteriormente, varios autores reportaron el aislamiento
de bacterias con capacidad degradadora provenientes de dife-
rentes nichos ecolégicos: Dominguez-Bello y Stewart [8] aisla-
ron por vez primera una bacteria perteneciente al género Clos-
tridium con capacidad degradadora de 3,4-DHP y mimosina a
partir de animales que consumian L. leucocephala en Vene-
zuela. Allison y col. [4] aislaron, identificaron y caracterizaron
un nuevo género de bacteria aislada del rumen capaz de de-
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FIGURA 1. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA MIMOSINA, 3,4-DHP Y 2,3-DHP.
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gradar 3,4-DHP que bautizaron bajo el nombre de Synergistes
jonessi. Tan y Wang [43] aislaron del rumen de animales que
consumian L. leucocephala bacterias pertenecientes a los gé-
neros Lactobacilos, Clostridium sporogenes y Streplococcus
bovis, todos ellos anaerobios estrictos, capaces de degradar
mimosina, 3,4-DHP y su isomero el 2,3-DHP. Soedarjo y col.
[42] encontraron cepas de Rhizobium aisladas de nddulos de
raices de la L. leucocephala capaces de utilizar el 3,4-DHP,
como fuente de carbono y nitrégeno.

Los propositos del presente trabajo fueron: a) estudiar la
presencia de actividad degradadora de piridinedioles téxicos
en animales rumiantes que consumian L. leucocephala en Ve-
nezuela y b) caracterizar la degradacion del 2,3- y 3,4-DHP in
vitro por parte de la bacteria ruminal S. jonesii

MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo

Para el aislamiento de bacterias con capacidad degrada-
dora y la determinacién de la degradacién de 2,3- y 3,4-DHP,
siguiendo las técnicas de preparacion de cultivos anaerobios
[21, 35], se utilizaron los siguientes medios de cultivos: Medio
M-10 [6]. Medio 98-5 modificado [3]; Medio YTR (Extracto de
levadura-tripticasa-licor ruminal) [35].

Cepas bacterianas y obtencién de cultivos mixtos

Muestras de contenido ruminal de novillas consumiendo
una dieta de pasto Digitaria decumbens suplementada con L.
leucocephala fueron extraidas usando una sonda buco-esofa-
gica. Las muestras fueron colocadas en viales estériles vy
0.2 mL del licor ruminal fue inoculado en medio 98-5 modifica-
do, M-10 6 YTR suplementados con mimosina, 3,4-DHP &
2,3-DHP. Los cultivos fueron incubados estaticamente a 38°C.

La bacteria Synergistes jonesii cepa 78-1 fue gentilmen-
te donada por el Dr. Milton Allison (Animal Desease Center-
US. Department of Agriculture, lowa) y cultivada en medio
98-5 modificado.

Aislamiento de cepas con actividad degradadora

Se prepararon tubos (Bellco 16 x 125 mm) con agar
M-10 (5 mL), a los cuales se adicioné 0,006% (p/v) FeCl; para
la determinacién de colonias sulfato-reductoras. Los tubos fue-
ron inoculados (1 mL) con una dilucién del cultivo (10'8) utili-
zando solucién buffer carbonato-salina a partir de cultivos mix-
tos con actividad degradadora. La preparaciéon de los tubos
enrolados se hizo de acuerdo a las especificaciones de Ogi-
moto e Imai [35]. Luego de un periodo de incubacidn, que os-
cilé entre 1 a 3 semanas, se tomaron colonias negras (sulfato-
reductoras) e inoculadas en medio M-10 con 2,3-DHP y se
evalud el crecimiento y la degradacion del 2,3-DHP.
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Inoculacion de medios bacterioldgicos y crecimiento
de la bacteria

Los medios de cultivo fueron inoculados con 0,2 mL de
un cultivo de S. jonesii en fase estacionaria de crecimiento y
luego de haber degradado todo el 2,3-DHP del medio
(4,5 mM). El crecimiento se realizé incubando los cultivos
anaerobicos estaticamente a 38°C (incubadora WTB binder
modelo 78532). Los cultivos fueron inoculados cada 7 dias en
medio fresco, para mantener la actividad degradadora de la
cepa. El crecimiento del cultivo se evalué diariamente midien-
do la densidad optica a 600 nm en un espectrofotémetro
(Spectronic 20D, Milton Roy). Debido a que el crecimiento de
la bacteria en cultivo fue relativamente bajo, la actividad es-
pecifica de la degradacién de piridinedioles y el crecimiento
de la bacteria se calculé tomando como parametros los valo-
res de piridinediol consumido en unidades de molaridad y
empleando datos de unidades de densidad dptica medida por
espectrofotometria a 600 nm de longitud de onda, corregida
por la lectura de fondo del medio, en vez de los valores de
peso seco de la masa bacteriana.

Determinacién espectrocolorimétrica de la degradacion
de mimosina, 3,4- y 2,3-DHP

La actividad degradadora en medios de cultivo se deter-
mind a través de la cuantificacion espectrofotométrica de la mi-
mosina, 2,3- 6 3,4-DHP. El método utilizado fue una modifica-
cién del método de Matsumoto y Sherman [34]. Una alicuota
de 50 pL del medio de cultivo se coloco en una microplaca de
96 hoyos de fondo plano (Nunc, TC microwell 96F). Se agregd
250 pL de la solucién 0,06% p/v FeClz (en HCI 0,1 N) y se mi-
dié la absorbancia a 600 nm en un lector de microplacas (Bio
kinetic Reader EL340, Bio-tek Instruments). Los medios con
3,4-DHP se analizaron de igual manera pero la longitud de
onda usada fue de 540 nm.

Determinacion de la induccion de actividad degradadora
de 2,3-DHP o 3,4-DHP en cultivo

Cultivos de S. jonesii en fase estacionaria fueron
transferidos (0,2 mL) a un medio con 2,3-DHP & 3,4-DHP. El
crecimiento de la bacteria y la degradacion de los piridine-
dioles fue monitoreada espectrofotometricamente de acuer-
do al método mencionado con anterioridad. Una vez que el
cultivo alcanzé la fase estacionaria y la degradacion del
2,3-DHP ¢ 3,4-DHP llegé a completitud, una nueva adicion
de 2,3-DHP ¢ 3,4-DHP fue adicionada como sigue: cultivos
que habian degradado el 2,3-DHP les fue adicionado nueva-
mente 3,4-DHP a cambio mientras que los cultivos que de-
gradaron el 3,4-DHP les fue adicionado 2,3-DHP. Los con-
troles fueron tomados como aquellos cultivos que habian
degradado el 2,3-DHP a los que se les agregd nuevamente
2,3-DHP y los cultivos con 3,4-DHP les fue adicionado igual-
mente 3,4-DHP.
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FIGURA 2. ACTIVIDAD DEGRADADORA DEL 2,3-DHP EN
CULTIVOS BACTERIANOS MIXTOS AISLADOS DEL RU-
MEN DE ANIMALES RESISTENTES AL CONSUMO DE LA
L. leucocephala.

Efecto de la aerobiosis en la degradacion de 2,3-DHP
en cultivo

Cultivos de S. jonessi en fase estacionaria y activos en
= degradacién del 2,3-DHP fueron transferidos (0,2 mL) a
10 mL de medio fresco. Un set de tubos fue inoculado en au-
sencia de CO, (aerdbicamente), mientras que otro se inoculd
=naerdbicamente para luego inyectarle por medio de una jerin-
22 estéril 4 mL de aire. Los tubos controles permanecieron en
=naerobiosis durante el curso de este ensayo.

Preparacion de las células resuspendidas

Medios de cultivo 98-5 moadificado (10 mL) fueron inocu-
=dos con 0,2 mL de un cultivo de S. jonesii en fase estaciona-
=z de crecimiento. Luego que el cultivo alcanzé la fase esta-
~onaria de crecimiento y demostré una degradacion total del
2.3-DHP (4,5 mM) fue centrifugado a 3000 x g 10 min (Sorvall
T 6000B, Du Pont Instruments). El sobrenadante se descarto y
=l pellet celular se resuspendi6 en 5 mL solucién buffer carbo-
nato-salina.

Andlisis de piridinedioles por Cromatografia liquida
(HPLC)

Células resuspendidas en solucién carbonato-salina fue-
ron ensayadas para determinar la conversion de 3,4-DHP ha-
cia 2,3-DHP. La reaccion se llevé a cabo en una tienda anae-
rdbica (Coy Instrument, aproximadamente 80% Na, 15% CO5y
5% Hy). Muestras de 0,45 mL fueron tomadas a intervalos ho-
rarios y se les adicioné 50 pL de &cido tricloroacético. Se cen-

trifugaron a 14000 x g por 20 min. (Eppendorf microcentrifuge).
El sobrenadante se neutralizé con Na,COj vy filtré en filtros de
membrana de nitrocelulosa de 0,22 p (Millipore). El andlisis del
3,4- y 2,3-DHP se realizé usando HPLC (Shimadzu LC-6A, in-
tegrador Shimadzu CR-3B) con una columna de fase reversa
Cyg (u-Bondapack 2,1 x 30 mm., Waters). Las condiciones del
analisis fueron: Solucién de HzPO,4 al 2% v/v con un flujo de
0,5 mL/min, detector uv-vis 280 nm.

Microscopia electrénica

Muestras de cultivo de S. jonesii en fase estacionaria
fueron centrifugadas a 5000 x g 5 min. El pellet celular fue re-
suspendido en un volumen de suero bovino y mezclado. Para
la fijacién del especimen, se adiciond un volumen de solucion
al 2% de glutaraldehido en 0,1 M buffer cacodilato, pH 7,3. La
fijacion se llevé a cabo por 4 horas a 4°C. Luego de la incuba-
cién, el especimen se lavo tres veces durante 30 min en una
solucion de 0,25 M sacarosa en 0,1 M buffer cacodilato. Una
nueva fijacion se llevé a cabo a temperatura ambiente por es-
pacio de 2 horas usando la solucion fijadora de Palade (12,5
mL 2% tetroxido de Osmio, 5 mL buffer Veronal-acetato, 5 mL
0,1 N acido clorhidrico y 2,5 mL agua destilada, pH 7,3). El es-
pécimen fue deshidratado en soluciones de concentracion cre-
ciente de acetona por 20 min y luego en acetona absoluta dos
veces por 20 min. Se embebié en la resina epoxica y cortada
en ultramicrotomo en secciones delgadas para luege tefirlas
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras fueron
observadas en microscopio electronico de transmision de la
Unidad de Microscopia Electrénica, Instituto Venezolano de In-
vestigaciones Cientificas (IVIC).

Analisis estadistico

Las diferencias entre las medias se evaluaron con el
analisis de la varianza (ANOVA) usando el programa Origin
version 4,0. Las diferencias fueron consideradas significativas
para P<0,05.

RESULTADOS

Bacterias degradadoras de mimosina, 3,4-DHP 6 2,3-DHP
en animales en Venezuela

Del muestreo de la actividad degradadora de piridinedio-
les en cultivos mixtos del rumen provenientes de 12 animales
que consumian L. leucocephala en Venezuela, sélo se encon-
tré actividad degradadora de 2,3-DHP en 3 animales luego de
120 dias en cultivo. No obstante la actividad degradadora del
2,3-DHP, FIG. 2, estos cultivos no tenian capacidad de degra-
dar tampoco la mimosina, ni el 3,4-DHP. De estos cultivos mix-
tos se aislaron colonias en cultivos puros, seleccionandose co-
lonias aisladas de tubos de agar, particularmente sulfato re-
ductoras, cuyas colonias son negras (algunos degradadores
tienen esta caracteristica [3, 8]), sin encontrarse actividad de-
gradadora del 2,3-DHP en ninguno de los cultivos puros.
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FIGURA 3. MICROSCO

Degradacion de 2,3-DHP y 3,4-DHP por cultivos
de S. jonesii

En vista de los resultados negativos en la obtencion de
una bacteria autoctona con actividad degradadora, se decidio
trabajar con la bacteria S. jonesii, caracterizada por Allison y
col. [4]. Esta bacteria es un bacilo Gram negativo de aproxima-
damente 1,5 x 5 pm, FIG. 3. La misma es capaz de degradar
el 2,3-DHP del medio, FIG. 4. A concentraciones de 4,5 mM
2,3-DHP, la actividad degradadora comenzdé a apreciarse des-
pués de 2 dias de incubacion, coincidiendo con la Ultima etapa
del crecimiento exponencial del cultivo. La degradacién com-
pleta del compuesto ocurrié entre los dias 4-5 de incubacién,
es decir, unas 72 horas. Sin embargo, luego de la readicion de
2,3-DHP al cultivo en fase estacionaria, la degradacién de
2,3-DHP ocurre entre 12-16 horas. En vista de la actividad de-
gradadora de S. jonesii sobre el 2,3-DHP, y de la disponibili-
dad comercial, este sustrato se usé para caracterizar la activi-
dad degradadora en cultivos de S. jonesii.

Notablemente, los cultivos con actividad degradadora de
3,4-DHP fueron capaces de degradar el 2,3-DHP con activida-
des especificas similares, TABLA 1. Sin embargo, cuando la
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FIGURA 4. CRECIMIENTO (m) DE LA BACTERIA Synergis-
tes jonesii Y DEGRADACION DEL 2,3-DHP EN CULTIVO
ANAEROBIO (#).

TABLA |
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA DEGRADACION DE 2,3DHP Y 3,4DHP EN CULTIVO DE Synergistes jonesii EN MEDIO 98-5
MODIFICADO. ACTIVIDAD CALCULADA EN NMOLES DE DHP DEGRADADO.MIN.D.Ogoonm™

Cultivo con 2,3DHP Cultivo con 3,4DHP

187 degradacion? 2,3DHP 90,8% + 5,2 -
3,4DHP = 97,3+ 12,0

202 degradacién® 2,3DHP 173,0Y+ 13,2 119,4%+ 19,7
3,4DHP 2,12+3,3 91,9+ 58

? Valores obtenidos en la degradacién del 2,3DHP y 3,4DHP en el medio de cultivo durante la fase exponencial del crecimiento. ° Valores obtenidos
en la degradacion del 2,3DHP o 3,4DHP tras ser afiadido al medio de cultivo en la fase estacionaria del crecimiento a las 130 horas. *¥* Valores

con letras diferentes con diferencia significativa, valores con letras iguales sin diferencia significativa (P<0,05).
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FIGURA 5. CINETICA DE LA DEGRADACION DEL 2,3-DHP
POR LA BACTERIA Synergistes jonesii EN CULTIVO
ANAEROBIO (LOS VALORES DE VELOCIDAD DE REAC-
CION FUERON MEDIDOS EN MOLES DE 2,3-DHP.
H.DOg00 M ™).
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FIGURA 6. PERDIDA DE LA ACTIVIDAD DEGRADADORA
DEL 2,3-DHP EN CULTIVOS ANAEROBIOS DE LA BACTE-
RIA Synergistes jonesii. EL CULTIVO SE MANTUVO EN
AUSENCIA DE LA TOXINA POR (#) 0 DIAS; (m) 2 DIAS;
A) 4 DIAS; (@) 6 DiAS; ((I) 8 DIAS Y (%) 10 DIAS. LAS
FLECHAS INDICAN EL MOMENTO EN QUE SE ADICIONO
EL 2,3-DHP (4,5 mM) AL CULTIVO.

~acteria fue cultivada en medio con 2,3-DHP, mostré menor
=ctividad degradadora sobre el isémero 3,4-DHP, TABLA I.

En la FIG. 5 se muestra la velocidad de la degradacion
21 2,3-DHP en cultivo a concentraciones crecientes del sus-
rato. La velocidad de degradacién se incrementa inicialmente
= manera lineal y luego se hace hiperbélica, tipico de una ci-

nética de Michaelis-Menten. No obstante, el sistema enzimati-
co se satura con el sustrato la velocidad de reaccion disminu-
ye, indicando una inhibicién por sustrato.

La actividad degradadora puede perderse irreversible-
mente si el cultivo es desprovisto de 2,3-DHP. A medida que
transcurre el tiempo de incubacidn de un cultivo en ausencia
del 2,3-DHP, la actividad degradadora tiende a perderse pau-
latinamente, FIG. 6. A partir del octavo dia de incubacion en
ausencia de 2,3-DHP, comienza a notarse una pérdida apre-
ciable de la capacidad degradadora del cultivo, reteniendo
solamente el 30% de dicha actividad inicial. Si el cultivo per-
manece 10 dias sin la toxina, la capacidad degradadora no
aparece.

La estricta anaerobiosis permite un crecimiento y degra-
dacién 6ptima del 2,3-DHP. La aireacién parcial de los cultivos
(inyeccion de 4 mL de aire o la inoculacion abriendo la tapa del
tubo al aire libre), causé una disminucién del crecimiento,
FIG. 7A, y de la actividad degradadora del 2,3-DHP, FIG. 7B,
pero que representd una disminucion de las actividades espe-
cificas (7,0 uM 2,3-DHP.min™".D.Ogognm ' €n el cultivo anaero-
bio, 2,1 en el cultivo con inyeccidén de 4 mL de aire, y 1,3 en el
cultivo inoculado al aire)

La bacteria emprende una reaccion de isomerizacion del
3,4-DHP para convertirlo en 2,3-DHP, tal como se aprecia en
el analisis cromatogréfico realizado, FIG. 8. El 3,4-DHP es
convertido en 2,3-DHP en el transcurso de la reaccién y luego
este ultimo comienza a ser degradado. Dicha reaccién también
puede apreciarse en los ensayos de registro de la degradacion
del 3,4-DHP mediante el andlisis espectrofotométrico del com-
plejo 3,4-DHP- Fe®*. Este complejo revela una co]oramon rojo-
violdceo, mientras que el complejo 2,3-DHP- Fe®* exhibe una

coloracién azul intenso. A medida que transcurre la degrada-
cién, hay un viraje del color rojo-violaceo hacia el azul, indican-
do la presencia de 2,3-DHP en la mezcla de reaccion.

DISCUSION

En Venezuela existe carencia de reportes en la literatura
sobre casos de intoxicacién por consumo de la planta L. leuco-
cephala en animales rumiantes. El presente trabajo demuestra
la presencia de actividad degradadora de los piridinedioles t6-
xicos derivados de la mimosina en el rumen, lo que podria ex-
plicar la tolerancia al consumo de L. lecocephala y por ende, la
ausencia de sintomas de toxicidad en el ganado, como ha sido
sefialado por otros autores [2, 24, 26]. A partir de tres de los
doce animales estudiados, los cuales estaban consumiendo la
planta, se obtuvieron cultivos mixtos de bacterias ruminales
capaces de degradar el 2,3-DHP.

Detoxificar la mimosina requiere tanto de actividad mi-
mosinasa como degradadora del piridinediol, derivado por par-
te de diferentes grupos bacterianos especializados en la de-
gradacién de estos compuestos. En la degradacion de la mi-
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mosina se han sefalado la participacion de actividad hidrolitica
no enzimatica del compuesto, para dar origen al 3,4-DHP [31]
y la catalizada por enzimas presentes en la planta que son li-
beradas tras la masticacién [46], y quizas alguna actividad hi-
drolitica inespecifica de la poblacién microbiana del rumen.

Sorpresivamente, ninguno de los cultivos bacterianos de
animales venezolanas fue capaz de degradar mimosina ¢ 3,4-
DHP. Existen bacterias del rumen capaces de degradar selec-
tivamente uno de los dos piridinedioles isomeros [2, 14], y éste
podria ser el caso en el grupo de animales estudiados. No
obstante, estd claro que existen otras bacterias (como el S. jo-
nesii) capaces de degradar ambos isémeros de estos piridine-
dioles. En la degradacién de 3,4- y 2,3-DHP sélo participa una
bacteria, por lo que es muy probable que en el metabolismo de
los piridinedioles tdxicos de la L. leucocephala no se requiera
de un consorcio de bacterias, como ocurre con la degradacion
bacteriana de otros compuestos aromaticos [5, 9, 10, 12].

La degradacién del 2,3-DHP en cultivo anaerobico, co-
mienza a notarse cuando el cultivo se encuentra en el dltimo
tercio de la fase exponencial del crecimiento a concentracio-
nes de 4,5 mM de 2,3-DHP. Es posible que se requiera de una
biomasa critica que produzca una concentracion umbral de en-
zima(s), a partir de la cual ocurre la degradacién del piridine-
diol. A altas concentraciones, los substratos comunmente ac-
tian como inhibidores, particularmente en las reacciones enzi-
maticas en las que participan dos o mas substratos. La inhibi-
cién competitiva de substrato es caracteristica del mecanismo
de ping-péng clasico. Este tipo de inhibicién resulta cuando
uno de los substratos interactia con dos o mas formas de la
enzima, compitiendo con el segundo substrato por el mismo si-
tio de union. Cuando alguno de los substratos se encuentra en
concentraciones mayores que el segundo substrato, tiene lu-
gar la inhibicién [7]. La bacteria en cultivo necesita alcanzar
una biomasa critica para vencer los mecanismos de inhibicién
que se presentan. Esta inhibicién de la degradacién del 2,3-
DHP en cultivo pudiera tener consecuencias en el animal in
vivo. Por una parte, si el animal ingiere grandes cantidades de
la mimosina, 3,4-DHP ¢ 2,3-DHP podrian verse comprometi-
dos los mecanismos de detoxificacién, y por la otra, estos re-
sultados indican la presencia de un segundo sustrato en la de-
gradacién del 2,3-DHP, lo que hace pensar posiblemente, en
la participaciéon de un compuesto intermediario reductor que
facilite los electrones necesarios para llevar a cabo una reduc-
cién del anillo aromatico.

Los resultados obtenidos indican que existe una pérdida
de la actividad degradadora en cultivos in vitro cuando la bacte-
ria S. jonesii crece en un medio carente de 2,3-DHP. La pérdida
de la actividad se hace més evidente a partir del octavo dia de
cultivo, FIG. 6. Por el contrario, si la bacteria crece en un medio
en presencia del 2,3-DHP a lo largo del ensayo, la actividad de-
gradadora persiste en el tiempo (datos no mostrados). Este re-
sultado es importante en el mantenimiento de cultivos activos
en el laboratorio. Los cultivos, incluso para ser almacenados en
refrigeracion, deben ser colectados al momento de exhibir acti-
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FIGURA 7. EFECTO DE LA AIREACION PARCIAL DEL
CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO (A) Y LA DEGRADA-
CION DEL 2,3-DHP (B) DE LA BACTERIA Synergistes jone-
sii EN CULTIVO. (@) CULTIVO MANTENIDO EN ANAERO-
BIOSIS; (®) ADICION DE 4 mL DE AIRE AL CULTIVO AL
MOMENTO DE LA INOCULACION DE LA BACTERIA Y (4A)
CULTIVO INOCULADO EN AEROBIOSIS Y LUEGO INCU-
BADO EN ANAEROBIOSIS.

vidad degradadora y no permanecer por mucho tiempo en au-
sencia del compuesto. Experiencias previas han demostrado
que si los cultivos permanecen, aln en refrigeracion, en au-
sencia de |a toxina pierden la capacidad degradadora.

Los mecanismos de control genético de la actividad de-
gradadora de 2,3-DHP que operan en el S jonesii son desco-
nocidos, pero, de acuerdo a los resultados anteriores, la per-
sistencia y pérdida de la actividad degradadora pudieran expli-
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FIGURA 8. ISOMERIZACION DEL 3,4-DHP (2) HACIA EL 2,3-DHP (1). SOBRENADANTE DE CELULAS DE Synergistes
jonesii, PREVIAMENTE SENSIBILIZADAS A LA DEGRADACION DEL 3,4-DHP, FUERON RESUSPENDIDAS
EN BUFFER CARBONATO EN PRESENCIA DE 3,4-DHP. MUESTRAS A INTERVALOS HORARIOS FUERON
TOMADAS Y ANALIZADAS EN HPLC.

carse tomando en consideracion los siguientes argumentos:
=) El sistema enzimatico de degradacion es inducible. La ex-
oresién de las enzimas responsables de la degradacion de pi-
-dinedioles en la bacteria se encuentran reprimidas en ausen-
~a de la toxina e inducidas en presencia de la misma; b) Exis-
t=n bacterias degradadoras en conjuncion con bacterias no de-
aradadoras en la poblacion de S jonesii. La presencia de la to-
xina favorece la prevalencia de las bacterias degradadoras,
mientras que su ausencia favorece la poblacion de bacterias
-zrentes de actividad degradadora; c) La actividad degradado-
-2 puede residir en plasmidos. Las bacterias pueden perder o
ganar el pldsmido de acuerdo a la presencia de la toxina en el
medio. Experiencias previas en el laboratorio fallaron en deter-
minar la presencia de plasmidos en la bacteria. Kolenbrander y
Weinberger [29] investigando la localizacion de los genes de la
sransformacion de 2-hidroxipiridina en Anthrobacter crystallo-
noietes, encontraron que los genes de las enzimas degradado-
-as residian en plasmidos; consecuentemente, la bacteria pier-
se la habilidad de degradar la 2-hidroxipiridina debido a que el
olasmido no siempre se transfiere durante la propagacion. Sin
embargo, en A. pyridinolis y A. viridescens, los genes respon-
sables de la degradacién de 2-hidroxipiridina se encuentran lo-
calizados en el cromosoma bacteriano [27]. d) Las baclerias
degradadoras pierden actividad por mutacion cromosomal, sin
alterar la poblacién de las mismas. Mutaciones reversas pudie-
ran tener ventajas sobre bacterias no degradadoras en pre-
sencia de la toxina.

La persistencia y pérdida de la actividad degradadora en
cultivos tiene también implicaciones al considerar los sistemas
de degradacion in vivo. Hammond [14] fue capaz de demostrar
la persistencia de bacterias degradadoras de 3,4-DHP por va-

rios meses en el rumen sobre substratos diferentes al 3,4- o
2 3-DHP. Jones y col. [25] reportaron que bacterias degrada-
doras de 2,3 y 3,4-DHP podian persistir en el rumen por nueve
meses luego de remover la Leucaena de la dieta, pero
después de 12 meses, solamente se observa actividad degra-
dadora sobre el 2,3-DHP. Es posible que existan diferentes
géneros de bacterias como de hecho se han reportado [4, 8,
42, 43, con diferencias substanciales en el control genético de
la induccion de las enzimas responsables de la degradacion
de piridinedioles en el rumen.

El 2,3-DHP ha sido reportado como un isémero del 3,4-
DHP que aparece durante el metabolismo de la mimosina en
rumiantes [1, 25). Los resultados obtenidos en el presente tra-
bajo confirman que esta isomerizacion ocurre durante la de-
gradacién del 3,4-DHP por S. jonesii. No obstante, S. jonesii
no es capaz de degradar mimosina, lo que si ocurre in vivo por
intermedio de enzimas presentes en la hoja de la planta [31,
46] o bien, por la actividad microbiana del rumen [14, 16, 17,
37, 41, 44, 45]. S. jonesii solo exhibe capacidad degradadora
para el 2,3-DHP y 3,4-DHP sélo cuando es cultivado en pre-
sencia del 3,4-DHP. La presencia del 3,4-DHP induce la ex-
presién de enzimas degradadoras, e implica la presencia del
intermediario 2,3-DHP. Sin embargo, si la bacteria es crecida
en presencia Unicamente de 2,3-DHP se inducen las enzimas
degradadoras de éste, mientras que la actividad sobre el 3,4-
DHP permanece marginal.

Por otra parte, la actividad responsable de la isomeriza-
cion del 3,4-DHP, sblo se expresa cuando el cultivo crece en
presencia del 3,4-DHP, permaneciendo inhibida cuando el cul-
tivo crece en presencia de 2,3-DHP. De acuerdo a estos ha-
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llazgos, se presume que la actividad degradadora sobre los pi-
ridinedioles es expresada mediante una induccién metabdlica
estando presente el compuesto en el medio.

Existen varios reportes en la literatura [15, 18, 19, 20,
28, 36, 47], que remarcan la conversién de anillos aromaticos
mediante reacciones de isomerizacién o hidroxilacién durante
la biodegradacién de estos. Houghton y Cain [20] reportaron
que la bacteria Achromobacter spp. puede transformar piridi-
nas monohidroxiladas. 2- y 3-hidroxipiridinas fueron transfor-
madas a 2,5-dihidroxipiridina, mientras que 4-hidroxipiridina
lo hizo a 3,4-dihidroxipiridina. La 2,5-dihidroxipiridina se acu-
mulé durante la transformacién de 3-hidroxipiridina en una
bacteria gram negativa aislada del suelo [28]. Durante el me-
tabolismo del acido nicotinico por parte de un Clostridium sp.
existe una reaccion de hidroxilacion que convierte el &cide ni-
cotinico en &cido 6-hidroxi-nicotinico, una reaccién que pre-
para la ruptura en el enlace 1-6 del anillo [15, 18, 19, 36, 47].

La isomerizacion del 3,4-DHP hasta 2,3-DHP parece ser
un requisito necesario para preparar el anillo a la subsecuente
reaccién de reduccion. El anillo de piridina, desde el punto de
vista quimico, presenta ciertas propiedades especiales al ser
una estructura aromatica que tiene una estabilidad por reso-
nancia similar al benceno. Sin embargo, en términos de reacti-
vidad, se ha encontrado que la posicion 3 o  posee propieda-
des tipicas de los compuestos aromaticos, en cambio, las po-
siciones 2, 4 y 6 tienen conductas anémalas debido a la atrac-
cion electrénica que posee el atomo de nitrégeno. La densidad
electrénica en las posiciones 2, 4 y 6 se encuentra reducida, lo
que hace al sistema susceptible de sufrir reacciones de susti-
tucién nucleofilica [13, 15]. Los sustituyentes hidroxilos en las
posiciones 2, 4 ¢ 6 afectan la estabilidad por resonancia del
sistema de electrones ©t desapareados del anillo, favoreciendo
la energética de la degradacion [5].

CONCLUSIONES

Existe una actividad microbiana de degradacién de piri-
dinedioles toxicos en animales rumiantes que consumen la
planta Leucacena leucocephala en Venezuela.

La bacteria ruminal S. jonesii es capaz de metabolizar el
3,4-DHP y su isémero el 2,3-DHP, pero incapaz de metaboli-
zar la mimosina. La actividad degradadora sobre el 2,3-DHP
exhibe una inhibicion por substrato.

La actividad degradadora sobre los piridinedioles es in-
ducible metabdlicamente, aunque los mecanismos de control
genético no se conozcan aun. La actividad degradadora puede
perderse irreversiblemente, si el cultivo es desprovisto de la
toxina.

En el metabolismo del 3,4-DHP existe una reaccién de
isomerizacién para convertirlo en 2,3-DHP, previo a la degra-
dacién catabdlica.
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RECOMENDACIONES

Nuevos estudios son necesarios para determinar y cla-
sificar bacterias con actividad degradadora de piridinedioles
téxicos en el ganado venezolano. Asi mismo, precisar las
vias de propagacion de este tipo de microorganismos en el
ambiente. Es importante también, ahondar en estudios que
permitan una mejor caracterizaciéon bioguimica del sistema
enzimatico de degradacién con miras a explotar el uso poten-
cial de éste, por métodos biotecndlogicos, en la detoxificacién
de la Leucaena leucocephala y asi poder hacer un uso mas
extenso de las bondades de esta planta, especialmente en la
nutricién de animales monogéastricos carentes de bacterias
detoxificadoras.
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