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AbREVIATURAS

ADP: Adenosina difosgato

AMP: Adenosina 5' - monogosgato

AMP ciclico: Adenosina 3' - 5' monofosgato clelico
ATP: Adenosina tnifosgato

BHK: British hamstern hidney

CAP: Catabolite - gene activator protein
cpm: Cuentas por minuto

Crp: Cyclic AMP necepton protein

DNFB: Dinitrhogluorobenceno

DNP: Dinitrofenol

D.0.: Densddad 6ptica

1PTG: 1sopropil /5 D-tiogalactbsido

NEM: N - etil maleinida

PCMB: P - cloromercuribenzoato

PPL: Pinogosgato inorgdnico

PRPP: Fosforribosil pirnofosgato

TCA: Acido tricloroacético

UMP: Unidina 5' monofosgato
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La moléeula de AMP ciclico

EL AMP clclico (adenosina 3' - 5' monofosfato ciclico)
fue descubiento en 1956 porn Eanl W. Sutherfand al observan el efecto
de un gactorn tewnoestable mediadon de £a accién de La adrenalina y el
glucagbn en La activacibn de La f§0sforilasa de glucbgeno en higado.

Sutherland formuls La hip6tesis de que el AMP ciclico
erna como un segundo mensajero que servia como thansmison de Los efec-
tos de una variedad de hormonas sobre £a actividad de ciertas enzi-
mas (7).

En genernal este nuckéotido ciclico eferce una multi-
tud de funciones negulatorias que digieren de 6rgano a 6rgano, de te
jido a tejido y de célula a célula (2).

Es una molécula verSA4Lil que actia regulando La guncidén
celulan en nespuesta a cambios en el medio externo. Su concentracibn
intracelulan es funcidn de estlmulos fi{sico- quimicos y honrmonales
que regulan fa actividad de £a enzima que cataliza su sintesis a par-
tin de ATP: La adenilato ciclasa y de fa que es capaz de degradarfo a
AMP - 5': fa §osfodiesterasa especlgica (ecuaciones 1 y 2 nespectiva-
mente) .

Mg
ATP e 3' - 5' AMP + PPL (1)

Mg
3" - 5" AMP —— 5' AMP (2)
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La estructura def AMP ciclico es una purina con sus dos
anillos heterociclicos, unida a una nibosa que forma un anillo furané-
84c0, a su vez Ligada a un grupo $0s4ato a thavés de su posicibn 5'.
Hasta aqul, es similarn al AMP - 5' y fa diferencia con éste consiste en
el cuanto anillo que se forma al completarnse La unibn fosgodiéstern con
La nibosa en £a posicibn 3'. Esta unidn §osfodi€ster implica que el re
s4duo de deido 0sf§6nico estd esterdificado porn condensacibn con dos
grupos hidroxilo en La misma moléeula.

EL AMP clclico no se desiruye a ebullicién durante 10 mi
nutos en un ampli0  rango de pH. En condiciones extremas deidas o alea

Linas, se produce pregerenciatmente La nuptura en La posicibn 5'.




EL AMP cfclico en bacterias

Desde el aio 1965 en que Makman y Sutherland encontra-
hon AMP cficlico en Escherichia coli, han sido descriptas hasta el presen-
Ze,una senie de propiedades def mismo en el control del metabolismo de bac
tenias a distintos niveles, entrne eflos el de transcripeibn genética y el
de traduccibén def RNA mensajero.

Aparentemente el AMP ciclico ejerceria un contrhol po-
s4tivo sobre La indiciacibn de La transcripeibn a nivel de promotor de Los
operones sensibles a La.g!;ucmsa (3), como porn ejemplo el operbn de Lacto
sa.

Existe una proteina especifica CAP (catabolite-gene
activator protein) o Crp (eyclic AMP neceptor protein) que se une al AMP
clelico y Luego al contactarnse con La zona del DNA correspondiente al gen
promoton, permite a La RNA polimerasa, fLa transciipeidn de ciertos genes
estrwetunales que dependen de este mecanismo para su expresidn (ver esque-

ma) . — Remuoq -\ 1PTG

\ L7

-]

AMP clclico ~ CAP oy RNA polimerasa

Il

CAP + AMP ciclico




En La figura se muestra un esquema de La aceibn def com_
pLejo CAP - AMP clelico en el operdn de La Lactosa.

Los genes neguladornes estdn representados pon 4£: 4nduc-
Zon; p: promotor y 0: operadorn. Los estructurales z; y; a codifican pa
ha ﬁ- galactosidasa, galactésido permeasa y tiogalactésido transaceti
Lasa nespectivamente. EL gen £ codifica para un nepresor que se une al
operadon e impide La transcnipeibn del RNA mensajero de Lactosa. EL
IPTG es el Ainductorn que reduce £a afinidad del represor por el gen o
estimubando La trhanscripeibn. EL gen promoton es el sitio donde se une
La RNA polimerasa para inician La transocndipeibn de Los genes estructu-
rales, A ese nivel actia el complejo CAP - AMP clclico.

De este modo, Los efectos del nuclebtido ciclico encon-
nados hasta al presente, a nivel de transcrnipeibn en bacterias estdn
mediados pon esta proteina CAP que fue aislada de E.coli en 1970, <inde
pendientemente por Los grupos de Emmerns (4) y Zubay (5).

Cientas evidencias indicaban La posible accién del AMP
clelico a nivel de traduccidn def RNA mensagero. Se encontnd que La sin
tesis de trhiptofanasa en E.coll era estimulada por ef AMP cflelico aiin
cuando se hubiera agregado proglavina al ensayo (6). Se supuso que el
AMP clelico actuaba a nivel de traduccidén descontando La inhibicipn de
La thanscnipeibn por el colorante. Sin embango, segin Pogell y colabo-
nradones Los colorantes tipo acnidina actudan intencaldndose en ef DNA a
nivel de promotorn impidiendo fa transcripeibn y el efecto del AMP cicli
co senfa una vez mds en transcripeibn al reducin fa aginidad def coloran



te pon e DNA (7).
Represibn catabblica y thansitonia

Tal vez merezea un pdwafo aparte La mencién del fenéme
no de fa nepresibn catabblica que ha sido objeto de estudio en varios
Laboratonios del mundo, a nalz del LLamade "efecto glucosa'.

De acuerdo a La economia de fa bacteria, 84 bien La mis
ma se adapta al crecimiento en distintas guentes de carbono, no es po-
s4ible que posea en &u cllula pequeiia, un "stock" de todas Las enzimas
necesanias para La utilizacién de Las mismas .

Existen una sernie de enzimas Lnducibles pon sustratos o
Anductornes andlogos. Por efjemplo La ~ - galactosidasa capaz de desdo-
blan Lactosa en glucosa y galactosa, es inducible por La misma Lactosa
y pon ot/co:s/zgalacto‘udo& (ej. IPTG).

EL AMP clclico unido al CAP es necesarnio para permitin
La transernipeidn del opendn de Lactosa que codifica para trnes enzimas,
a saben: ﬁ~ga£ac,toud¢ua, galactésido penmeasa y tiogalactdsido transa
cetdlasa.

La transcripeibn genética de €ste y oinos operones indu
cibles es muy pobre en bacterias cultivadas en glucosa como dnica guen
te de canbono, pues el nivel de AMP clclico es mlnimo en este caso.

Hasta ahora ha sido comin distinguin entre dos tipos de
egectos de La glucosa: La represibn tramsitoria y £a permanente de La



sintesdis de enzimas inducibles. La primera se produce al agregar gluco
sa a un cultivo de bacterias en medio salino con glicercl o suceinato

y 8¢ observa una ausencia casi Zotal de sintesis de ,3- galactosidasa du
nante 20 a 30 minutos. Luego de ese Lapso, se establece La nrepresidn
perunanente, aleanzando el nivel de sintesis de La enzima, un valor no

mayor al 56% del comrespondiente al crecimiento bacteriano en ausencia

de glucosa (8).

AMP Clclico
¢+ glucosa

glucosa

- galactosidasa

1gl;u.c:o,s a

Densidad Optica a 560 nm

Paralelamente el nivel intracelularn de AMP clclico alean
za en fa nepresibn trhansiforndia, valores aun menores que en La permanen
1e, Sin embango, en cultivos de Escherichia coli ambas son revertidas
por agregado de AMP clclico. S6Lo es diferente La cantidad necesaria en
cada caso para Logrhar el efecto esperado; La misma oscila entre 1 y 5
mM nespectivamente (9) y (10). '

Pendman y Pastan (6) aislaron mutantes de E.coli degi-
clentes en adenilato cileasa y observaron que no era posible cultivar-




Las en cientas fuentes de canbono, como Lactosa, maltosa, arabinosa,
glicenot, etc. cuyos operones son inducibles, a menos que se suplemen
tana el medio de cultivo con AMP ciclico.

Existen otnos tipos de mulantes de E.coll que tienen un
fenotipo sinilarn a Las degicientes en adenilato ciclasa pero que contie
nen cantidades nommales o mayores de esta enzima y de AMP ciclico.
Pastan aisld dos mutantes de fLa proteina CAP que tienen menon afinidad
de dicha proteina porn el AMP ciclico y sugierne que esta alteracién es
La que determina el genotipo pleiotnépico que condiciona La imposibili-

dad de La bacteria de crecen en una variedad de gfuentes de carnbono.

La nespuesta diduxica y otnos efectos del AMP ciclico

En cultivos de Escherichia coli en medio minimo salino
con fuente de canbono comstituida por una cantidad Limitante de gluco-
sa y otrho hidrato de carbono, pon ejemplo maltosa, se observa en La curn
va de crecimiento, un periddo de "Lag". En €L La bacteria fuego de con
sumin La glucosa detiene su duplicacién mienthas se adapta a £a nueva
guente de carnbono, habilitando el sistema enzimdtico para a.pn.ouechanl'a.
[s el gendmeno de diauxia (11).

EL "Lag"” o periodo de Latencia que presenta fLa curva de
creconiento se suprime por el agregado de AMP clclico.

En La §igura siguiente se nepresenmia una curva de crecd

miento {Lustrando el fenémeno de diauxia.



" Log. Densidad Optica
Lucosa + maltosa

glusosa + maltosa
+ AMP ciclico

Ltiempo de cultivo

Porn otro Lado, se ha observado en Hemophilus influenzae,
que 44 se aiade AMP cf{clico al medio en que e cultiva, aumenta de 100
a 10000 veces La competencia para La Zransformacién por DNA. Nowmalmen
e, ésta es méxima en La fase estacionania temprana, cuando el nivel de

AMP cflelico intraceluwlan se eleva (12).
0tro efecto caracteristico del AMP ciclico es La estimu-

Lacion de La formacién de §lagelos, observado en Salmonella Ltyphimurnium
y en E.coll (13), Lo que nelaciona a este nucledtido regulatorio con Las

gunciones de motilidad.

Los niveles intracelularnes de AMP cfclico

EL nivel "natural" de AMP clclico varnia con Las distintas

especies bacterianas, con Las cepas de cada una de eflas, con el medio



en que 8¢ fLas cultiva y con La etapa del crecimiento def cultivo que
se analice.

Las distintas fuentes de carbono, permiten diferentes
niveles del nuclebtido en E. coli: es mayor en general para cultivos en
sucedinato, glicerol, malato que para fLos de glucosa y plwwvato en apro
ximadamente un ornden de magnitud. Estas dos detimas sustancias, son Las
que producen nepresdién catabblica.

EL nivel de AMP clclico se mantiene bajo mientras La bac
tenia crece exponenciadmente en glucosa y se eleva en gase estacionania
0 al consuminse el azdcar.

Se discute La eu'.étencj,g de un mecanismo eyecton de AMP
elelico accionado dinecta o indirectamente por fLa glucosa, dado que no
se observaron varniaciones en Las actividades de fa adenilato ciclasa,
ni de La gosgodiesterasa (enzimas sintetizante y degradativa def AMP
clelico nespectivamente) (14).

EL AMP clclico y el crecimiento celulan

En nuestrho Laboratornio hemos desarroflado un estudio del
efecto del AMP cilclico a nivel del crecimiento de cultivos bacterianos.

Se han Logrado nesultados que muestran una Lnhibicién del
nitmo de crecimiento de Escherichia coli cultivado en medio minimo sali
no con glucosa en presencia del nuclebtido ciclico, respecto del control

en ausencia de dicha sustancia. En tafes cirncunstancias se obiiene un
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aumento de alrededon del 56% er; el tiempo de dup&'caci&n, observable

86L0 en aquellas fuentes de carbono como glucosa y piruvato, para Las
que el contenido de AMP ciclico intracelulan es minimo y no en glice-
nol, malato o succinato (15). Estos d€timos compuesitos carnbonados son
ejemplo de Los que no producen represién catabélica y que a su vez de
Zerminan un nivel de AMP ciclico mayorn en £a ba cterda.

Las motivaciones que nos LLevaron al estudio del rof
de este nucledtido en el control def metabolismo bacteriano, estaban
gundadas en Los hallazgos necientes a nivel de organismos eucarnibiti-
cos.

Seria Lango detallan cada uno de elflos, por Lo que me
Limitané a La mencién de cientos casos de Lintenés.

Es sabido que Las cllfulas tumorales crecen en desor-
den y a mayon velocidad que Bas células nowmales. Las primeras, no po
seen inhibicibn pon contacto del creciniento en monocapa y pon Lo tan
Zo se apifan en varias capas a fa vez que adoptan caractenes monfols-
gicos irnegulanes. Estas caracternisticas se corresponden con valones
intrhacelulares de AMP ciclico menonres que en fLas células normales.

En cultivos de fibroblastos de sarcoma (16) el agregado
de N6 - 2" 0 - dibutinil AMP ciclico (acil dendivado del AMP ciclico que
es mds f{dcibmente absonbido pon fa célula) peumite recuperar ciertas ca
racternfsticas celularnes nonmales de crecimiento en monocapa y morgolo-
gda negulan.

Ademds es dable observar en culgivos de células normales

11



que se eleve fa concentracibn de AMP clclico al Llegan el mismo al es
fado de confluencia celfulan.

Pon otra parte, el agregado de suero o tripsina al cul
tivo de células 3T3 (17), estimula La sintesis de DNA y el crecimiento
a La vez que disminuye el nivel endfgeno de AMP clclico.

En §Libroblastos de nifién de hansten (&inea celulan
BHK 21/13) se observan caracteristicas de cepa thansgormada cuando se
cwltiva en presencia de {insulina. CL efecto de esta droga es reverti-
do pon el agregado de N‘5 butinil AMP ciclico y teofilina (una metil
xantina que inhibe fLa fosfodiesterasa) al medio; habiéndose demosina
do que fLa {nsulina inhibe La actividad de adenifato ciclasa de mem-
brana produciendo un descenso del nivel de AMP ciclico endbgeno.(18).

Exdisten evdidencias que indican que fas células tumora-
fes, que crecen en forma egulan y excesiva nespecto de £as nowmales,
poseen cientas alteraciones en fLas propiedades de sus membranas plas-
mfticas (19). Pon un Lado se sabe que fLa adenilato ciclasa Ligada a
dichas membranas posee una actividad neducida nespecto de Las células
nomnales (20); y porn otrno Lado se han detectado alteraciones a nivel
de fa penmeabilidad para ciertos precwrsones que ocasionarian un Lncre
mento de Las concentraciones internas de nutrientes que regulan el cre
cimiento celulan (21).

A nivel de pemmeabilidad cefulan se ha encontrado ade-

mds, que el transponte y La Linconporacibén de distintos precursornes de

12



La sfntesis de macromoléculas: nuclebsidos, aminodcidos, ete. disminuye
por el agregado de dibutinil AMP ciclico. Este hecho genera una nreduc-
cibn de La velocidad de sintesis de DNA y RNA (22) y (23).

Es de suponern, en cuanto a fLas células de crecimiento
maligno que dado el bajo nivel de AMP clclico existente en esos casos,
el contrnol del thansporie a thavés de fLa membrana celulan se torne Ln-

duficiente.

La intencién de este trhabajfo

AL habernse extendido tanto el conocimiento del &rea de
influencia de este nuclebtido ciclico como reguladon biolbgico, nues-
tnos estudios sobre el crecimiento de fa bacteria Escherichia cold en
presencia de AMP ciclico, nos LLevarnon a analizan £os mecanismos que
potencialmente se afectanfan a nivel de velocidad de sintesis de dci-
dos nucleicos y protelnas.

Los nesultados obtenidos en este aspecto LLevaron pos-
Lerniommente al andlisdis de La incorporacidén de algunos precunsores de
La sintesis de RNA por mediciones de transporte a través de fLa membra-
na de £a bacteria viviente.

EL objeto de este trhabajo de tes<is es trhatar de estudiar
el efecto del AMP clclico a nivel de £a <incorporacibn de wracilo en Es
chenichia coldl, discutin su relacibn con el fenémeno observado a nivel

del crecimiento bacteriano, caracterizar el mecanismo a thavés del
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-cual se agecta el trhansponte y obtener cientos pardmetros cinéticos

del mismo.
EL metabolismo del uracilo en bacterias

En La mayor pante de Las cepas de E.coll el wracilo se
Ancorporna a La bacteria a través de una enzima peripldsmica, La f0sg0-
nibosil thansferasa que cataliza su thansfommacibn a widina 5' mono-
gosgato (UMP) en presencia de fosgornrnibosil pinogosgato (PRPP) (24).

Existe ademds una via de sintesis de UMP a partin de
onotato que con el PRPP da orotidina 5'- fosfato que Luego se descarbo
xila para dan 5" UMP.

En E.cold K-12 se comprobd que el PRPP estimulaba La
inconporacién de uracilo (25), por La via de La fosg§ornibosil trhansfe
rasa.

EL paso metabélico en que snterviene el deido onbitico
i

se detalla en fas sdiguientes ecuaciones. i
¢

L
oH N p
i o 0
7 i
—P-O-Cf 0 = + PPL
H )g ) PRPP o
NN \C\”( ! ( olwad,cna
¢ (ﬁ{ OH
ornotado oH
N/C ‘iu
0 (\ + COZ

-0 -P-O-CHQ 0 \‘

14 5'- UMP




MATERIALES Y METODOS



A - CEPAS Dt ESCHERICHIA COLI K-12 UTILIZADAS (26)
Hgn 3000: cepa wild type Hin H; B  (obsequio del Dn.
!
Algranatd) .
Hgn 1100: PP6 (segin La denominacién de Pendman y Pastan),
cepa wild type, B  [(atencién de 1.Pastan).
!

Hén 5333 denivada de 1100: PP47 (Perdman y Pastan), B ,
Cap- (4) (27) obtenida por trataniento de La parental 1100 con nitnlbg
guanidina y sefeccionada como mutante pleloinbpica negativa en agar ie
thazolio con Lactosa y galactosa (1.Pastan).

CA 8000: Hgn 3000 (enviada por J.Scaige).

LA 8306: Hgn H, b- , Cga-; contiene una delecidén en el
gen de La adenilato ciclasa (28;. Es una mutante espontdnea obtenida y
seleccionada en el Laboratornio de Jonathan Beck@uxh, quién nos La obse
quid.

- R

3040: F , Uta , Mg , Sm , Rel , B (gentifeza de C.S.de
1

Rivas) .



B - DROGAS Y MEDIOS DE CULTIVO

Se wtilizanon drogas proandlisis de Las siguientes man-
cas reconocidas, en parnticulanr:

De Sigma: AMP, ADP, ATP, Adenosina, AMP ciclico, Unidi-
na y Uracilo.

De Mallinkrodt: Glucosa, Fosfatos de potasdio, Auseniato
de sodio, Sulfato de amonio, Sulgato de magnesio.

GLicerol: Analan, deido trhicloroacético: Hoechst, succd
nato: Aldnich; malato: Schuchardt; 2-4 dinitrofenol: Eastman; nifampd-
cina: Lepetit (obsequio); tianina (vitamina Bl): Hoffman - La Roche; to

Lueno: Sintongan.

3
De New England Nuclean: omnifluor, uracilo | H):
3
1 mCi/ml - 1000 mCL/mM y wracilo | H): 1 mCi/mE - 50 mCi/uM; Leucina
14 3

( C: 0,1 mCi/me - 0,4 ;d-i/ml; Wuidina 5 - [ H): Schwarntz, 24 CL{/mM -
0,5 mCL/mL.

Medios de cultivo

Las bacterias se cultivaron en medio minimo (14) que con
tenfa 14 g de K #1PO; 6 g de KH PO ; 2 g de (NH ) SO ; y 0,2 g de MgSO

2 4 2 4 42 4 4
porn Litno, suplementado con 5 mg de tianina.

Las digerentes fuentes de carbono, osea: glucosa, succed
nato, malato ¢ piruvato se usaron a una concentracién de 25 mM y el g&i

cerol ak 0,5%.

16



C - PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO

Los 4inbculos grescos se obtuvieron a partin de cultivos
puimarios de Las distintas cepas en La fuente de carbono correspondien
te que se mantuvieron a 30°C durante toda una noche. Una allcuota de
dichos cultivos se utiliz6 en cada caso diluyendo con medio §nesco has
ta obtenen atrededon de 1,5 x 107 bacterias por me.

EL crecimiento de fas distintas cepas se nealizé a 37°C,
excepto en Los casos en que se {indique otrno dato, y con una agitacibn
de afrededon de 150 ciclos/min en bano termostdtico de agua. En Los ca
404 en que se {indica, 8¢ agnegé al cultivo desde su comienzo, una can-
tidad de AMP ciclico como para Logran una concentracibn §inal de 5 mi,
y /o Lo que se detallfa en cada caso.

la cwwa de crecinuiento fue seguida por Lectura de den
sddad bptica del cultivo a 560 nn en un espectrogotémetno Beclman D.U.
y nepresentada en gréfico semilogaritnico en funcibn del tiempo.

Se ha controtado La correspondencia Lineal entrne el nd-
meno de cllulas rneal y fLa densidad 6ptica Leida, por medio de un conteo
de bacterias en cémara Petnofg Hausser al microdcopio 6ptico. También
se demostné en varias ocasiones que La densidad 6ptica a 560 mm es di-
nectamente proporeional al ndmeno de bacterias viables tanto en Los cul
ivos s4n agregados como en Los que se desarroflan en presencia de AMP

clelico, coincidiendo en ambos el valon de fa pendiente de fLa necta. EL

ntmeno de bacterias viables se obtuvo haciendo recuento de colonias en
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cajas de Petni conteniendo 1,5 % de agar nutnitivo y sales y glucosa en
Las concentraciones detalladas para el medio Liquido. Las muestnas sem

bradas en cada caja fueron allcuotas de diversas diluciones del culti-

vo ondiginal.



D - METODOS EXPERIMENTALES

A partin de cultivos de E.coll en crecimiento Logaritni
co se tomanon allcuotas, se Leyd La densidad 6ptica y se mantuvieron en
hielo hasta el momento de su utilizacién con el objeto de detener el

crecimiento.
3 14
D1 - MEDICIONES DE INCORPORACION DE URACILO ( H), LEUCINA [ C) VY
3
URIDINA ( H)

La incorporacibn de precursonres de fLa sfntesis de RNA
y protelnas se nealizf incubando alfcuotas de 100 puf de cultivo bac,;‘,e—
niano con Las cantidades de precuwrson radioactivo, ya sea uracilo ( H},
wuidina (3H) 0 Leucina (”C) que se detalla en cada caso. EL volumen §4
nal ena varniable entrne 110 y 120 pl y estd indicado en cada experimen-
Zo.

Luego de tiempos variables de incubacién a 37°C, se de-
{uvo La neaccibn porn agregado de 4 m€ de dcido trhicloroacético 5% y e
$§Ltné a thavés de giltrnos de nitrocelulosa (Selectron, S 80; 0,45 u de
poro) tipo Millipore. Se Lavé dos veces mds con {guales porciones del
mismo dedido y se retind el §iLtro, donde quedaron netenidas fas bacte-
nias notas y Las sustancias que se hubieron insofubilizado por agrega-
do def deido.

Los "tiempos ceno" o blancos se nealizaron sin incubacibn
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agregando simultdneamente el radioactivo y ef TCA para detener fa reac
cién sobre La allcuota de cultivo.

Los §iltnos conteniendo el RNA y La proteinas que de tak
gorma han sido desnaturalizadas y precipitadas, se secaron bajo Lémpara
ingravoja.

Los ensayos nealizados en La forma descripia son nepro-
ducibles con un margen de enron no mayor del 5%, Lo que se ha comproba
do en experuimentos desarnrollados pon duplicado y thiplicado.

3
D2 - MEDICIONES DEL TRANSPORTE O CAPTACION TOTAL DE URACILO ( H) ©

3
URIDINA ( H)

La incorporacibn total de wracilo (3H) o wuidina (3H)

a bacterias enteras se midi6 en allcuotas de 100 ul de cultivos de
E.coll. Esta (incorporacién incluye no soflamente el material Ligado a
compuestos macromoleculanes precipitables porn deldo trhicloroacético 84
no ademds el conjunto de metabolitos def "pool" sofuble.

Donde no se <indique que se trata de material insoluble
en dcido trnicloroacético deberd suponerse que se mide La incorporacién
total.

La diferencia experimental con el procedimiento detalla
do en D1 consisti6 gundamentalmente en que aqul el giltrado por papel
de nitrocelulosa se nealizd Luego de diluin fLa mezela de neaccién con-
tendiendo £a suspensién de bacterias con 4 mt de medio de cultivo enfria
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do entrne 0° y 4° C, Lavando et tubo dos veces mds con igual cantidad
del mismo medio de cultivo §rio, Lo que perunite nemover La radioacti-
vidad no {ncorporada. Este procedimiento se hizo en §1io y con La ma-
yon celeridad posible a §in de no permitin mayormente el §Llujo de mate
nial mancado hacia ef exterion de fLa célula. Ademds el tiempo de §4&-
trado fue constante para todos Los tubos de ensayo Lincubados.

Los §4iLtrnos de nitrocelulosa conteniendo adheridos en
este caso fLas bacterias enteras con todo el material radioactivo Lin-

conporado en su Linterion, se secaron bajo Lémpara infravroja.
D3 - MEDIDA DE LA RADIOACTIVIDAD INCORPORADA

Los §4iLtrnos de nitrhocelulosa secos se colocaron en via-
Les pldsticos y se agregé Liquido de centelleo comstituido pon tolueno
y 4 g/L de Omnifluon. Se conté en un contodon de centelleo Liquido

Packard Tri-canb modelo L con una eficiencia del 30 al 50%.
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EFECTO DEL AMP CICLICO EN EL CRECIMIENTO DE ESCHERICHIA COLI

E£ poden inhibitornio def AMP c{clico sobre el crecimien
2o de varnias cepas de Escherichia cofi ha s{do objeto de estudio en
nues tho Labornatorio.

Frecuentemente se utilizé £a cepa Hfr 3000, que culti
vada en medio minimo con glucosa daba un tiempo de generacibn de alre-
dedon de 60 a 63 minutos. EL cultivo paralelo en que se hab{a agregado
AMP clelico en concentracidn 5 mM ginal se duplicaba en alrededon de
90 minutos (ven gigura 1).

Resultaba interesante detewminan Los mecanidmos que ae
afectaban a nivel molecularn, tratando de desglosar el efecto general

observado a nivel de crecimiento.
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Fig.{
Efecto del AMP clclico en el crecimiento de E.cold O sin AMP cfclico @ con
AMP clelico 5 mM. Las glechas indican Los tiempos a Los que se tomaron all-

cuotas de Los cultivos para determinan velocidad de sintesis de RNA y pro-
Leinas.
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LSTUVIO Ut LA VI LOCIVAD DL SINTESIS DL RNA Y PROTCINAS

A §in de estudian La velocidad de sintesdis de RNA y pro
Leinas comparativamente en Los cullivos realizados con y sin el agreya
do de AMP ciclico, se tomaron alicuoias de Los mismos a fLos Liempos in
dicados pon Las glechas (figura 1).

Lha gactible que al tratanse de bacterias que aparente
mente,poseian un aspecto nowmal al micrnoscopio 6ptico, Las cultivadas
en presencia de AP clelico tuv<ieran un contenido de RNA total pon bac
teria semefjante a Las no trhatadas. Sin embargo, era necesario medin La
veLocidad de sintesis de RNA, haciendo <incorporacién de precursones mar
cados a enpos corntos.

kn La figura 2 es dable observar que fa velocidad de in
corporacibn de uracilo (3H) a material insolubfe en TCA estd disminui-
da en fas alicuotas del cultivo crecido en presencia de AMP ciclico. De
be notanse que en el experimento correspondiente a Los 75 minutos de
cultivo, La diferencia es muy pequena, £o que a su vez coincide con un
efecto casi nulo en el creciniento hasta ese instante.

[ste nesultado hace suponer La necesdidad de £a penmanen
cla de cierto tiempo de contacto de fa bactenia con el nucléotido cicli
co para manifestarse La accibn del miamo.

Resultaba L6gico pensar, que 84 La velocidad de sintesis

de RNA, medida por La incorporacién de uracilo a material insofuble en
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F1G. 2: Eatudio de La velocidad de sintesis de RNA,

Ensayos de incorporacién de uracilo (3H) a material insoluble en
TCA en alicuotas de cultivos de Escherichia coli Hgn 3000 (ver 4
gura 1.). A: 75 min.; B: 105 min; C: 165 min. y D: 195 mun.. EL en
sayo contiene 100 ul de bacterias con uracilo (3H): 7 pht 27500 cpm/
nmol en un volumen ginal de 115 ul. @ s4in agregado de AMP ciclico.

O con AMP ciclico 5 mM en el cultivo.

FIG. 3: Medicdién de velocidad de Aintesdis de proteinas.
Experimentos de Lncorpornacibn de Leucina (”C) a material insolu-
bLe en TCA. Se tomanon alicuotas de cultivos de Escherichia coli
(f<gurna 1) a distintos tiempos, indicados en La figura 2. EL ensa
yo se nealizb con 100 pul de bacterias, Leucina (”C): 40 uM
248000 cpm/mmol en un volumen final de 115 ul. O Ain agregados de

AMP clclico. @ con AMP clclico 5 m! en el cultivo.
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TCA estaba agectada, Aenia probable que Lo estuviera en particularn, La
cornespondiente a La graccién de RNA mensajero cuyo "turnover” es alto.
En consecuencia era necesarnio analizan La velocidad de sintesis protel
ca en fas mismas condiciones en que se habia observado La Linhibicidén de
La captacion de wracilo.

Con La Lnconporacién de Leucina (’40) wtilizado en vin-
tud de su via directa de participacién en La bilosintesis de proteinas,
se siguleron cuwvas de tiempo en alicuotas de Los cultivos extraidos a
Los tiempos indicados (figura 3). Aqui ya no se observa efecto alguno
del AMP ciclico a este nivel.

En conclusidén, el resultado observado a nivel de Aincor-
poracidn de precurnsores al RNA no neglejarnia probablemente una sinte-
4458 de RNA afectada, Lo que habria influldo en fLa sintesis proteica, 44
no tal vez un efecto puimanio a nivel de captacién del uracilfo.

En este caso La sintesdis neal de RNA no puede medinse,
s4ino La que proviene del uracifo marcado incorporado y el efecto obser
vado en el segundo paso: sintesis de RNA, senia s6Lo consecuencia def

producido a nivel de La permeabilidad para el wracilo.



EXPERIMENTOS COMPARATIVOS DE INCORPORACION DE URACILO RADIOACTIVO POR
MEDICIONES DE TRANSPORTE

Con el g4in de determinan a4 Lo que Ae encuentra alterado
por el AMP ciclico es el trhansponte de uracilo a nivel de membrana o La
Lnconporacibn del precurson al RNA, se procedib a caleularn La captacién
de uracilo en La graceidn de metabolitos solubles en TCA. Haciendo medi=
ciones de trhansporte de uracilo a thavés de La membrana de La bacteria
viviente segin Ae indica en La seceidn D2 de materniales y métodos, fue
posible obtener fas curvas de Liempo correspondientes a La fraccibn 80
Luble pon diferencia entrne Las cpm totales incorporadas y Las comrespon
dientes a material insolubfe en TCA en cada momento (figura 4).

Puede apreciarnse que La velocidad de Lncorporacibn de u-
nacilo a La graccibn soluble estd también disminuida pon accién def AMP
clclico agnegado al cultivo.

En presencia def antibibftico rigampicina (29), (30), La
iniciacién de cadenas de RNA estd bloqueada pues se inhibe La unibn de
La RNA polimerasa a Los sitios promotornes del DNA. S{ el efecto def AMP
clelico guerna a nivel del transporte de uracilo y no sobre fa incorpora
cibn del precurson al RNA senia dable de esperarn que en bacterias thata
das con ef antibibtico Las digerencias continuanan aprecidndose.

A tal egecto se preincubaron a 37°C allcuotas de £os cul

Tivos en presencia del antibi6tico citado, a f4in de permitin que conclu



yan Las moléculas de RNA iniciadas. Luego se midid en dicias alicuotas
La inconporacibn total de unacilo (3H) y La insoluble en TCA (figura 5).
€L ejecto a nivel de permeabilidad es bien neto en condiciones en que
La sintesdis de RNA es prdeticamente nula.

Soone £a base del dLtimo experimento se puede {ntuin
que La disminucion de La incorporacién del precuwrwson al RNA en presencda
de AMP clclico (gigura 4) es sinplemente La consecuencia de £a menor in
corporacidn de uracilo en La gracceibn soluble. Esto sernia ciernto sien-
pre que fLa velocidad de marncacién def RNA fuera siempre proporcional a
La marcacibén de £a graccidn soluble, independientemente de La presencia

0 no de AMP cilclico en el cultivo.
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FIG. 4: Experimentos comparativos de incorponracién de wracilo radio
activo por mediciones de transponte.
Se toman alicuotas de cultivos de E.coll Hgn 3000 en glucosa 50 mhl.
EL ensayo contiene 100 ul de bacternias,se Lncuban con wracilo isH)=
9 uM 44000 cpm/vmol en un volumen final de 115uL. A. Se sigue La
téenica detallada en Las secciones VI - D3 de Materiales y Métodos.
B. Se nealizan segun D1 en fLugarn de DZ de Materiales y Métodos. C.
se obtiene pon diferencia entre Los valores de Las ondenadas corres
pondientes a A. y B. nespectivamente.

® sin AMP ciclico. O con AMP clclico 5 mM,

3

FIG. 5: Experdimentos de inconporacidén de wracilo ( H) en presencia
de nigampicina. B sin AMP ciclico. O con AMP ciclico 5 mM.
A. Tdem a La figurna 4.A. con el aghregado de nifampicina 10-3.‘.1 §4-
nal. B. Idem a La gigura 4.B. con el agregado de rifampicina 10-3.’1
ginal. En ambos casos el antibibtico se incluye antes del ensayo en

Lo que se denoiuna una pre-incubacibn de 10 min. (ven texto).

FIG. 6: Nivel en que actia el AMP ciclico

Con datos de Los experimentos detallados en figura 4 y g4igura 5 Ae

construye este grndgico segun se Lindica en el texto. Sim AMP ciclico:
O Anconporacién total, & fraceibn soluble, O Lncorporacién total

con Alfampicina, v fraceién soluble con rnigampicina. Con AMP clclico:
® {nconporacién total, a fraccibn sofuble, m Lncorporacién total

con niganpicina, v graccibn sofuble con nifampicina.
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NIVEL EN QUL ACTUA LL AMP CICLICO

Lxiste una forma concluyente de demostrar que el mecands
mo afectado pon el AMP ciclico es en este caso el de La perwmeabilidad
celuban y no el de La sintesis de RNA,

tn La gigura 6 se graficé La velocidad de sintesis de
RNA en guncién de La captacién total de wracifo nadioactive o en fun-
cibn de La cornespondiente al "pool” sofuble utilizando Los datos de
Las figurnas 4 y 5. De este grdfico se desprende que £os puntos corres
pondientes a Los cultivos realizados en ausencia o en presencia de AMP
ciclico no 86L0 muentran una dependencia Lineal de La sintesis de RNA
con La incorpornacibn del precunson marcado, sino que dicha dependencia
es La misma en presencia o en ausencia del nucléotido ciclico: Los va-
Lones son puntos de La msima necta en ambos casos.

Porn el conthanio, a4 existierna un efecto de AMP ciclico
a nivel de sintesis de RNA total se obtendrian valores de La vefccidad
de dicha sintesds que entrharian en una recta de pendiente menor en el
caso de Los cultivos con AMP ciclico.

En presencia de rnifampicina en el ensayo, Las nectas ason
casi coincdidentes dado que fa sintesis de PNA nesidual es mwir pequeria.

Las conclusiones obtenidas af comparar nesuliados de cul
t(uws con 0 sin el agregado de AP clclico en presencia de nigampdicina,

son equivalentes a fas explicadas anteriomwnente.
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ESTUDIO DE LAS DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

Como se comentd previamente el efecto def AMP ciclico 80
bre el crecimiento bacteriano estd condicionado pon el tipo de fuente
de carbono utilizada en el cultivo (15). Pon otra parte, el crecimiento
de Los cultivos de Escherichia coli en Las diferentes fuentes de carnbo
no estd caracterizado por un nivel intracelularn de AMP ciclico distinto
en cada caso.

Los hidratos de carbono que como £a glucosa producen re
presion catabblica de La sintesis de enzimas inducibfes proveen compa-
nativamente valones menores de fa concentracién de AMP ciclico. En g&L
cernol se tiene una concentracibén del nuclebtido ciclico de 5 mmoles/g
peso hfmedo; en glucoda 0,5 nmoles/g peso himedo y en piruvato alrededorn
de 1,3 mmoles/g peso hdmedo (8).

En concordancia con esio, solamente en condiciones de cul
Lvo que determinan un nivel intracelular bajo de AMP clclico es posible
observarn una disminucién del crecimiento porn el nucléotido agregado en
el cultivo. Tal es el caso que opera cuando se utiliza glucosa o piruva
Zo como §uente de canbono.

Sobre esta base fLos experimentos de incorporacibn de ura
cilo radioactivo con alicubtas de cultivos de E.coli Hfn 3000 crecidos
en medio minimo salino con glucosa, se desavwllaron comparativamente

con Las de otnos obtenidos de diversas fuentes de carbono a saber, gbi
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MINUTOS

F?g 7. AyB.

Estudio de Las digernentes fuentes de carbono.
Lxperuimentos de transponte de uracilo (3H) en bacterias cultivadas en: A. en
glucosa 25 mM, B. succinato 25 mii. Ensayo: 100 ul de bacterias # wracifo (3H)

7uM 27500 cpm/mmol en un volumen ginak de 115 ul. @ s4in adiciones. QO con AMP
cLelico 5 mM,
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Estudio de Las digérnentes guentes de canbono.
Experimentos de trasnponte de uracilo (3H)en bacterias cultivadas: D. en gli-
cernol 0,5% y C. en malato 25 mM. Ensayo idem al descripio en g4ig. 7A.-7B.

@ 44in adiciones. O con AMP ciclico 5 mM.
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cenol, succinato, malato. En estos trnes dltimos casos no se observa
efecto de AMP clcelico a nivel de 4incorporacién de uracilo como tampo-
co se evddencia aumento alguno del tiempo de duplicacidn (figura 7),

(15).



CONTROL DE POSIBLE INTERFERENCIA

Un contnol necesanio de destacan en este punto es el que
4e hizo en neiterados experimentos aghegando AMP cielico en concentra-
cién 5 mM final en Los ensayos de incorporacibn de urnacifo, en Lugan de
cuwltivan Las bacterias en su presencia.

Se tomanon allcuotas de cultivos de E.coldl Hen 3000 en
medio mi{ninio con glucosa que no contenian otno agregado y e procedid
a incluin el nucléolido ciclico en el momento de hacer Lo propio con el
wwacilo (3H).

En La gdgura 8, se observa que La velocidad de inconpora
cibn de La base pirnimidinica es idéntica en este dltimo caso, a La co-
mespondiente al cultivo crecido y ensayado sin AMP clelico.

Se eLimina en esta gorma La posibilidad de una interge-
rencia competitiva o de otrna Lndole pon pante del AMP ciclico sobre La
caplacidn del wracilo a trhavés de La membrana bacteriana.

Pana obtenen un egecto final a nivel de perwmeabifidad
celulan es necesarnio que el nucllotido ciclico se agregue al medio de
cultivo y que La bacternia est€ en contacto con ef mismo durante cierto
tiempo (1 a 2 generacdones), como 84 gfuera necesaria La sintesis de al

guna proteina o gactor negulatornio.
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FIG. §: Contnol de posible intergerencia.

Inconporacién de wracilo (3H) en alicuotas de Escherichia coli cultis
vadas sin AMP ciclico: @ s4iny a con el agregado de AMP ciclico

5 mtl de concentracibn ginal en el ensayo. Bacterias: 100ul, uracifc
(3H) 7 wii 27500 cpm/mwmol en un volumen §inal de 115 ul.



CURVA DE CONCENTRACION DE AMP CICLICO

La concentracion intracelular de AHP ciclico para bac-
ternias crecidas en medio salino con glucosa es del onden de 10-7 My
afecanza un méxdio de 10-4 M en ausencia def azdcan (14) (31).

Ls dable observarn sin embarngo, que Los niveles nequeni-
dos def nucledtido ciclico para obtener efectos desde fuera de fLa bac
terda son mds efevados. Para nevertin fa nepresibn catab6lica en E.co
Li tan 3000 se debe agrnegan AHP clclico a una concentracibn del orden
de 5 mM (8). Esto es debido a La baja penmeabilidad bacteriana para
el nucledtido y a La presencia de fosgodiesternasa especifica que Lo de
ghada.

En La figura 9A se nepresentan  fLas cuwwas de tiempo
para La incorponacién total de uracilo | 3H) en cultivos crecidos en
presencia de distintas cantidades de AMP ciclico varniables entne 0 y 10
mM. La pendiente de La necta degine en cada caso fa velocidad de capia
cién de wracifo, que es menon a medida que aumenta el nivel de AMP of-
clico.

tstos valones volcados en un gréigico en cuyas abeisas se
nepresenta La concentracibn del nuclebtido dan ondigen a una hipérbola
que e hace asintdtica (gigura 9B). La mitad de La disminucién de La ve
Locidad de captacibén de uwracilo se obtiene con un valor de alrededon de
1,5 mM de AMP ciclico. Con 5 mM el AMP c{clico presenta ya su efecto

mdxino a nivel de permeabilidad de La célula.
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Curva de concentracidn de AMP clclico.

vrndgico de Lncorporacidn total de uwracilo (3i)en funcidn del tiempo

para cubtivos de Hin 3000 en glucosa con cantidades variables de AMP
clelico entne 0 y 10 mi. Ensayo: 100 ul de bacterias £levadas a Lguak
densiddad Gptica + uracilo (3H)7 ut! 27500 cpm/mnol en un volumen §inal

de 115 uk.
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Curva de concentracién de AMP ciclico.

Grdgico de velocidad incial de captacién de wracilo (3H) en funcién de La con-
centracibn de AMP ciclico. Las velocidades inciales se obtienen de La figura
9.A. (vern texto).
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CONTROL DE INCORPORACION DE URACTLO EN CULTIVOS DE ESCHERICHIA COLI
CRECIDOS A MENOR TEMPERATURA

Una de Las cuestiones mds impontantes a nesolven es 84
La inhibicién del transponte de uracilo por el AMP clclico es La conse
cuencia del menon crecimiento de fas bacterias en presencia de este il
Lino; o pon el contrarndio, 84 uno de Los factores que determinan fLa ve-
Locidad de crecimiento es La magnitud del thansponte de precursornes, en
este caso especifico det uracilo.

Una gorma de dilucidar esta alternativa de causa-egecto
senia alternan de algun modo el crecimiento de Los cultivos pon La va-
niacibn de algin facton distinto del AMP ciclico y observan que ocunre
a nivel del thansponte. Porn efemplo 84 Luego de disminwin La velocidad
de creciniento se observa que el transporte no disminuye, podria pensan
se que este dltimo pardmetro no es necesariamente una guncibn del pri-
meno.

Como se observa en La figura 10 el trhansporte de uracilo
es Lndependiente de fLa velocidad de crecimiento de La bacteria. S{ bien
a 35° y 33 ° C se obtienen tiempos de duplicacidn que se acercan a £os
corrnespondientes a cultivos crecidos a 37°C en presencia de AMP ciclico,
La inconporacién de uracilo | 3H) no varia en Los cultivos hechos a dife
hentes temperaturas.

En La tabla 1 se detallan Los tiempos de gen;jtacwn obte

46



ek
N

N\

A

{0

I
(«d2) (He) o) op a1 UoI120400102UT

Q

MINUT7TOS

F-'/'g. /0

47




nidos a difenentes temperaturas y ef conrespondiente al cultivo en pre

sencia de AMP ciclico a 37°C.

TABLA 1
TEMPERATURA AMP CICLICO TIEMPO DE DUPLIC (MIN)
37°C 64
37°C 90
35°C 75
33°C §2

Se puede deducirn pon Lo tanto, que el efecto def AMP
clelico a nivel de permeabilidad no es mera consecuencia de un nitmo
menon de creciniento en éste caso, s4no que es 4independiente def mis-

mo.

FI1G. 10: Experdnentos de Lncorporacién de uracilo (3H) en E.coldl Hgr 1100
cultivada en medio minimo con glucosa 20 mM a distintas temperaturas.

@ 37°C O 35°C & 333C s4n agregado de AMP clclico, y a 37°C O
con AMP ciclico 5 mM final. Alicuotas de 100 ul de bactenias fLLevadas a
igual densidad Sptica + urnacilo (3H) 7 ud 30000 con/rmol en un wolumen
final de 115 ul.
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ESPECIFICIDAD DEL EFECTO DEL AMP CICLICO

EL agnegado de ATP, ADP o AMP a cultivos de Eschernichia
cold Hin 1100 no altera ef nitmo de crecimiento de Los mismos (15).

Asimismo, dichas sustancias que estwuctuwralmente se ase
mejan al AMP ciclico no presentan actividad depresora de La permeabili
dad bacteriana (tabla 2).

TABLA 2
TIEMPO DE SIN AMP
ENSAYO AGREGADQ |CICLICO | AMP ADP ATP
(MIN) mmoles 4ncorporados/D.0 a 560 nwm
2 0,13 0,06 0,14 0,11 0,10
4 0,27 0,17 0,29 0,23 0,24
6 0,41 0,25 0,42 0,38
10 0,69 0,43 0,81 0,71

Tabla 2- Especificidad del efecto del AMP ciclico :Incorporacibn 1o
3
tal de wracilo ( H) en alicuotas de 100 uf de bacterias cultivadas en me-
3

dio con glucosa y Los agregados detalfados en cada caso. Uracilo ( H): 7 pM
27500 cpm/nmol en 115 pul de volumen f§inal.
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Esto demuesira que La inhibicibn de La penmeabilidad pon
pante del AMP ciclico no se debe a un fenbmeno téxico sobre La bacte-
nia; ya que Los andlogos estwuctunales del mismo en Lgual concentracibn
no tienen accibn alguna. Pon ende, se thata de una acelbn especifica
del nuclebtido ciclico no reemplazable porn sustancias de §énmula A4imi-
Lan.

Asimsimo debe necondanse que fa total viabilidad de fas
bactenias thatadas con AMP clelico gue controlada por nrecuento de co-
Lonias en agar y se comprobs La inexistencia de un posible efecto toxi

co del nucleéitido.



MECANISMO DE ACCION DEL AMP CICLICO

Com 0 se mencion§ anternionmente, en bacterias ef CAP
es La protelna neceptora del AMP C{cLico. EL complejo CAP - AMP cf{-
clico tiene La habilidad de uninse al DNA, con una aginidad mucho ma
yon que CAP Libne. Esta unibén de CAP - AMP clclico al DNA se efectia
a nivel del Locus promoton de Los operones nepresibles pon cataboli-
108 y es un nequisito fundamental para que se Lnicie el proceso de
s ulpeibn de Los citados operones pon parte de £a RNA polimerasa
(32) (33). Es porn eflo que todo efecto del AMP cfclico en que el CAP
Anterviene se vernigica a nivel de transcnipeibén genética y viceversa.

A g4in de {nvestigan el mecanismo de accién def AMP
clelico en el thansponte del wracifo, se utifizé una cepa mutante de
E.cold Hgn 1100 que Perdman y Pastan designaron como PP 47 (ver Mate
niakes y Metodos). Esta mutante es CAP- 0 Aea que no produce protel-
na neceptora det AMP cilclico.

Un estudio comparativo con La cepa parnental PPé (Hgn
1100) denuestra que en La mutante CAP- no tiefe fugar La neduccién de
La permeabilidad grente al uracilo pon accibn del AMP ciclicd (fLguras
11A-118B).

Esto indica que ef mecanismo de accibn del efecton AMP
clelico ocwwne probablemente también en este caso a thavés de La pro

telna neceptorna CAP, a nivel de trhanscripedién genética (34).
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Fig. 11.A
Mecandismo de accibn del AMP cfclico.
Thansponte de uracilo en E.cold Hgn 1100. Alfcuotas de 100 uk de bacternias

Ancubadas con uracilo (3H) 7 uM 30000 cpm/mmol en 115 ul de volumen 4inak
OSin AMP cfclico. @ con AMP cfelico 5 mM aghegado al cultivo.
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Meecanismo de accién del AMP ciclico.

Thansponte de wracilo en E.cold Hir 5333 CAP- cultivada en medio minimo con

glucosa y casaminodeidos 0,1%. Experimento {déntico al de fLa figura 11-A.
O s4n AMP cfclico. @ con AMP ciclico 5 mM.
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A diferencia de Lo que ocuwrre en el caso de La enzimas
inducibles cuya sfntesis es promovida pon ef AMP ciclico en presencia
de CAP (5), aqui La/s proteina/s encarngada/s de facilitar el transpor
te de wwacilo se sintetizania menos. Este sernia el caso de un control
negativo.

Podnia ocwvuin sin embarngo que pon efecto del comple-
jo CAP - AMP ciclico se estimulara La sintesis de un factor prokel-
co que a su vez controlarna La penmeabilidad para cierntos precursones:

Esto ya implicarnia La exisiencia de un contrhol positivo.



ESTUDIO DE LA CEPA DEFICIENTE EN ADENTLATO CICLASA

EL nivel endbgeno de AMP ciclico en La bacternia esitd
negulado porn tnes mecanismos digerentes: a) contrnol de su sintesds;
b) contrnol de su degradacidn y c) expulsibn de fa célula.

Las enzimas que catalizan Los procesos a) y b) son La
adenilato ciclasa y La fosfodiesterasa respectivamente. Faltando cuakl
quiena de esas enzimas el metabolismo bacteriano se altera y La bac-
tenia muestha un comporntamiento muy distinto ante diversos gactones
nrespecto de Las cepas salvajes parentales.

En £a cepa CA 8306 (ver Materiales y Métodos) una mu-
tante ciclasa negativa (cya ) (28) existe una delecién en el gen co-
nmespondiente a £a adenilato ciclasa de modo que carece de AMP celcli
co por ausencia de fLa enzima que Lo sintetiza. EL crecimiento de es-
ta bacteria es imposible en fuentes de carbono cuyos operones son in
ducibles a menos que se suplemente el medio de cultivo con una peque
Aa cantidad de AMP clclico (0,1 a 0,5 mM),

Dada £a ausencia total de AMP cfclico, se esperaria en
esta mutante que fLa Lncorporacibn de precursonres fuera comparativa-
mente mayorque en La cepa parental que contiene una cierta cantidad
del nuclebtido. Es0 es Lo que efectivamente ocwnid en La captacibn

3
de wracilo ( H} (gdgurna 12).
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Estudio de La cepa deficiente en adenilato ciclasa.

tmayo de trhans adpo/ute de wracifo (3H) en cepas de E.coli CA 8000 y CA 8306
(cya- as en medio mlndmo con glucosa y ca/samcnoa'udoA 0,1%.
ALCcu.oi:aA de 100 # de bacternias se incubaron con wracilo ( H) 7/uM 30000
cpm/nmol en un volumen f4inal de 115 ul. A CA 8306, A CA 8306 con AMP clcli
co 5mM, O CA 8000, @ CA 8000 con AMP clclico 5 mM.,
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En consecuencia en La cepa CA 8306 (cya ) es obsen-
vable una mayon diferencia entre fas curvas de tienpo obtenidas con
cultivos en ausencia y en presencia de AMP ciclico con respecto a

Las covnespondientes a La cepa parental CA §000.



DETERMINACION DE LA INDUCIBILIDAD DEL SISTEMA DE TRANSPORTE

Es canactenistica de cierntos sistemas de thansponte La
de sen inducible pon el metabolito transpontado o andlogos def misnmo.
EL sustrato actda como inductorn de fLa expresibn genética de fas enzd
mas que catalizan su Lnconporacién.

Pon efemplo el sistema de Lncorporacibn de La facto-
sa en E.coli incluye La sintesis de thes enzimas inducibles que es-
1én codigicadas en el mismo operén; una de ellas es La galactésido
permeasa que cataliza La caplacién del sustrato. Este sistema se in-
duce por La presencia de Lactosa u otnos ﬁ-galac,wudo‘s. Porn otro
Lado existen precursones que son transportados pon un sistema de trans
ponte constitutivo, que se halla habilitado en fornma permanente s4in
necesdidad de sen inducido. Generalemente son sistemas enzimdticos no
muy especificos que 4inter vienen en fa pewneabilidad de varnios sus-
thatos.

EL caso del uracilo y otras bases pinimidinicas es po
co conocido en este aspecto. Con el 44in de detewninan 84 esita base es
transporntada por un sdistema inducible, se hicieron cultivos de fLa ce
pa salvaje Hgn 1100 de E. cold en medio salino m{nimo con glucosa con
0 84n el agregado de AMP ciclico y en dos de ellos 8¢ incluyd uracilo
0,1 mM, Lluego de favadas y §{Lthadas Las bacterias para remover el

wracilo, se resuspendieron en medio mininio sin agregado def mismo.
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3
Los experimentos de trhansporte con wracclo ( H) mos-

thados en fLa tabla 3 nevelan que el sistena de transporte de uraci-
Lo no es {inducible, dado que fas velocidades de captacidn del sustra
Zo son equivalentes independientemente de fLa presencia def uracilo en
el medio de cultivo.

Pon otrna pante, se nealizaron algunos experimentos
con £a cepa de E.coli 3040 (u/ta-) que no es capaz de sintetizan el
wracilo y depende de su aponte exbgeno para chrecern. Estas bactenias
Luego de cosechadas y nesuspendidas en un medio carente de wracito,
y ayunadas del precurson por 45 minutos, Lo Lnconporan con mayor avi
dez.

Es dablfe observan aqul tanbién el efeeto depresorn de
La pewmeabilidad celularn protagonizado por el AMP clclico agregado
al cultivo. Probablermente senia necesarnio agregan mayor cantidad de
AMP cfelico para obtenen un efecto comparable con Las otras cepas da

da La condicién de ayuno del precurson en esta cepa.



I
'CEPA DE E.COLI TIEMPO DE URACILO 0,Imi s4in adiciones con AMP clclico
i 5mM

' ENSAYO como

3
Anducton rmoles incorp.uracilo [ H)
(MINUTOS) dens{dad opZica
2 0,13 0,08
4 0,26 0,17
N
é 0 0,41 0,23
10 0,56 0,41
Hén 1100

2 0,14 0,08

4 st 0,24 0,19

6 0,33 0,26

10 0,54 0,40

como requers
miento
2 0,26 0,20
. 4 0,49 0,29
13040 SI

6 0,64 0,40

10 0,86 0,60

. 3
TABLA 3: Captacibn total de uracilo ( H) en alicuotas de cepas Hgn 1100
y 3040, Se cultivl en ausencia o en presencia de uracilo 0,1 mM segin se 4in-
dica. Ver detalles en el Zexto. Bacterias: 100 uk y wracilo (3H) 7 pl; 30000
cgm/mmol en 115 ul de volumen final.
* EL medio de cultivo de La cepa 3040 contiene uracilo 0,1 mM y arginina
20 #/mt que son nequerinientos esenciales.
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ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE TRANSPORTE

Existen dijerentes mecanismos de tnansponte de sustan
clas a través de membranas celulares. La distincién se basa en consd
deraciones einéticas y Lewmodindmicas. Sobre La base de Las caracte-
nisticas tenmodindmicas def proceso, pueden catalogarnse dos ghupos de
mecanismos: por un Lado, aquéllos que solamente proceden a favor de
un gradiente de concentracién, y por el otro aqufllos que pueden ope
nan en contra de dicho gradiente, concentrando el sofuto. Pon supues
to que el primenr ghupo no consume enengia mientnas que 8<4 Lo hace el
segundo.

Dentno del primern grupo se inclwyen Los mecanismos de
transpornte porn difusidn pasiva y por digusién gacilitada. EL sistema
de difusibn pasiva no requiere fLa existencia de s4istemas enzimbticos
y simplemente estd condicionado pon La naturaleza del sofuto. Por el
contharnio fLa digusién facilitada cuenta con un sistema enzimdtico de
transporntadones o "canniens" y cinéticamente se comporta como un S48
tema satunable pon La concentracibn del soluto. Tales "cannierns' po-
seen 84488 esterneoespecificos en Los cuales se produce una unifn re
versible de Las sustancias a trnansporntanr.

En el segundo grupo se incluyen dos mecanismos: el de
trhansponte activo y el de trhanslocacién de grupos (35). En ambos se

hequiene energia, pero mientras que en el transponte activo La misma
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se enplea para activarn al sistema thanspontadorn, en el segundo se La
utiliza para introducin una modificacién quinica en fa sustancia trans
portada. En este df&imo caso, el proceso de trhansponte es esencialmen-
Le {Juevensible y por ello La translocacibn de grupo también es deno-
minada como thamsporte vectornial.

La sensibilidad a inhibidores especlficos es una carac
teristica de Los sistemas de trhanspornte mediado,que incluyen a La di-
gusion facilitada y especialmente a Los del segundo grupo.

Los inhibidores pueden ser competitivos de fLa entrada
del sustrato a nivel de Los sitios en La protefna "ecamrier", bloquea
dones de grupos SH de dichas protelnas ef. NEM, PCMB o de grupos
anino ef. DNFB, efc.

A §4in de caractenizan el mecanismo de transporte de
wwacilo en E.cold se ha ensayado el efecto de diversos inhibidonres
(tabla 4). EL arseniato es capaz de competin con el fosfato en La
gos gornilacibn del ADP impidiendo La formacidn de ATP. EL 2; 4 dini-
trogenol es desacoplante de La foaforilacibn oxidativa mientras que
La oligomicina es un inhibidon de La trhansgerencia de enengla en el
sistema que sintetiza ATP en dicha f§osforilacién. La N-Etil maleimi-
da blLoquea grupos sulfhidiilo de Las proteinas.

En mayon o menor grado todos estos inhibidones nesul-
tarnon efectivos en Las concentraciones usadas, que no son extremas,
Lo que sugiere fa conclusibn de que estamos en presencia de un thans

porte mediado, probablemente activo.
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Sin adic | Mseniato| OLigomicd {2-4 DNP N-E-M
10°2 M {na 10-3 M| 10-3 0,5x10-3M
TIEMPO TE nmoles wracilo (3H) Lnconporados
ENSAYO
(MINUTOS)
2 0,07 0,04 0,06 0,05 0,005
4 0,14 0,09 0,10 0,08 0,004
6 0,21 0,12 0,15 0,11 0,004
10 0,29 0,20 0,20 0,07 0,005

Tabfa 4: Estudio de La accibn de inhibidornes
Se mide incorporacibn total de wracilo (3H) a 100 ul de Escherichia coll
cuwltivadas en medio AG con glucosa 20 mM.
Ensayo: wwacilo (3H) 7 uM; 30000 cpm/mmol y Los inhibidones que se indican
en cada caso. Voldmen ginal 120 ul.

Téenica: segin D - D .,
2 3
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CINETICA Dt LA INCORPORACION VL URACTLO

Era necesanio caracterizan el sistema de transpornte de
wracilo desde el punto de vista cinético y ademds detemwninan cémo se
agecta dicho sistema pon el agregado de AMP cfclico a Los cultivos de
E.cobd.

Los datos de velocidades de Lncorporacibén de uracilo
(3H) s¢ obtuvieron haciendo curvas de tiempo de La captacibén del pre
cwsor mancado a diversas concentraciones del mismo y determinando en
cada caso fa pendiente de La misma extrapolada al onigen.

Considerando fLas velocidades iniciales (extrapolande a
tiompo {igual a cero) como exentas de efectos de saturacién, 4inhibi-
clén pon producto o consumo de susinato, se representanon Las mismas
versus Las concentraciones cornnespondientes de uwracilo (gigura 13).
Se obtuvo una cinética michaeliana de saturnacién Lo que caracteriza
a un sistema de trhansponte mediado.

En el grndgico de Lineweaven-Burk (39) que nepresenta
Las inversas de velocidades de {ncorporacibn nespecto de Las Lnven-
sas de concentraciones de wracilo [gigura 14), se observa el efecto
del AMP cfclico sobre La velocidad mdxima del sistema, que sufre una
disminuedibn, €L K (constante de lichaelis) pardmetro cinético cuya

n

Lnversa mide La ajinidad, no se altera, su valor es de 0,60 uM mien-

tras que La vetocdidad méxima desciende de 1,33 a 0,83 nnoles de ura-
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Fig 13.

Representacién de Michaelis de La cinética de inconporacién de uracilo (3H).
Ensayo: 100 ul de bacterias cultivadas O con o @ s4in ek agnegado de AMP ci
clico se incubaron con wracilo (3H) en concentracibn variable entre 0,03 ull
20000 cpm/pmol y 1,33 uM 400 cpm/pmol en un volumen finak de 115 ul.
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Grdgico de Lineweaven-Bunk.
Los valones gragicados son invernsas de Los cornrespondientes a La figura 13.
O cony @ 44in el agregado de AMP ciclico.
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cilo 4inconporados por minuto, porn unidad de densidad 6ptica a 560 nm

y por mf de cultivo bacteriano.
Estos nesultados demuestran que £a afinidad del precur

son porn su sitio especigico en La membrana no disminuye porn La presen
cia del AMP clelico, alterdndose sin embarngo, fa eficiencia del siste

ma de thansponte.



EFECTO DL LA URIVINA SOBRE LA INCORPORACION DE URACILO

LL thanspornte de nucledsidos en bacternias no ha sido
muy estudiado, y menos ain el de pirimidinas o sea wuidina, eitidi-
na y tinidina. txisten evidencias que demuestran que se trata de un
transponte activo (36) y que Los nisies nuclebsidos sirnven como juen
e de enenyia.

La wuidina en su mayon parte €8 incorporada como nu-
clebsido intacto y desdoblada a uracilo y nibosa 1P en el interion
de La célula. EL wacilo es excretado en parte y La nibosa 1P nete-
nida (37). 0tno mecanidmo alternativo para La unidina es La posibi-
Lidad de desdoblarse en uracilo y nibosa 1P en el espacio periplds-
mico: en este caso, el uracilo entra y La nibosa 1P no es trhanspon-
tada. A partin de este punto este proceso dendia comin con el de cap
tacibn de uracilo que se thansyonma direciamente en el nuclebsido
monogos gato 5' UMP a trav€s de La enzina uwracilo-§osgorrnibosil thans

perasa.
Antes de descr <bin La neaccibn antedicha es preciso

aclaran Lo que se entiende pon espacic persipldsmico.

Le espacio peripldsnice estd comprendido entrne La ca-
pa de Lipopolisacdnido de La pared bacteriana que Lo Limita exterion
nente y La menitrana plasmdiica. En esta negibn se hallan una senie de

enzimad cuyo contacto con La superyicie celularn es evidente pon cien-
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{as carnactenisticas (38): 1) son Liberadas de La bacteria al someten
a ésta a un shock osmbtico Luego de un tratamiento previo con EDTA,
tal que se mantenga fLa integrnidad de La membrana y fLa viabifidad de
La cllula al ginal def proceso. 2) su actividad es medible en células
Antactas aun con sustrhatos que no atraviesan La membrana bacteriana.
3) se pueden reconocen pon estudios histoquimicos.

Se thata en genenal de enzimas hidrnoliticas como nu-
cleasas y f§osfatasas o bien de proteinas que intervienen en el thans
porte de azlcanes,aninodcidos, ete. Se ha observado que fLuego del
shock osmético se neduce La captacién de metabolitos mediada pon es-
Zas proteinas.

Parece genernal La observacibn de que este grupo de
"enzimas de supergdele” en E. coli y otrhas bacterias gram-negativas,
4e convierte en exo-enzimas en fas gram-posiiivas, o sea en enzinas
que se excretan al medio.

La wacilo §0s foribosil trhansferasa estd presente en
el espacio pernipldsmico bacteriano en fa mayorfa de Las cepas de E.
coll; sin embarngo existen algunas como ef E.coldi B que no cuentan
con dicho sistena enzimdtico (24).

Volviendo al paso metabélico que comparten ambos pre-
cunsones de La sdntesis de RNA: el wiacilo y La urnidina en bacterias,

de tiene La sigulente secuencia de reacciones.
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En experimentos de incorporacién de uracilo ( H) en

presencia de wiidina se pudo detervminan ef efecto competitivo del

nuclebsido sobre La base cornrespondiente |(figura 16).

Se £ogn6 detewminan el K (constante del inhibidon)
L
wtilizando La ecuacibn :

K 2 =t (Dixon y Webb -
4 K /K 1 Enzymes pdg.328)
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tfecto de La unidina sobre La incorporacibn de uracilo.
Se 4incubaron 100 uk de bacterias con wracilo (3H)0,46 uM 1200 cpm/pmol y wii
dina en concentracién variable en un vofumen ginal de 115 ul.
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donde K es La constante de afinidad apanente de £a enzima para ef

p
wracilo en presencia de wiuidina y cuyo valor, asd como el de K se
m
obtiene del grdgico de Lineweavern-Burk (39).

O0tno m&todo que se emples parna obilener el valon de
K es et de Dixon que hepresenta 1/v versus £ (figura 17) a concen
tzulonu variables del inhibidon urnidina. Con ambos métodos el va-
Lon de K (unidina) fue sonilan: 0,75 ud. Este valon de K es prde
a'camen,tz coincidente con el obtenido para ef K de uﬂau‘zo, Lo
que significa que existen afinidades s.inilanes ';;'on. el sastnato y
el inhibidon en Los sitios de La proteina transportadora.

La §igura 15 muestra La Lnlubicién casi total de La
Ancornponacidn de wracifo (3H) pon cantidades crecientes de wiidina.

EL hecho de que La wiuidina modifique el K del s44-
Lena para el uracilo y no su velocidad mdxima, implica q':e se tha-
ta de una inhibicién competitiva y que ambos, sustrato e inhibidonr,
poseen al menos un mecanisimo comin de transponte. En este caso to-
dos Los sitios de thansponte utifizables pon el uracilo también pue

den sen utilizados porn La uridina.

FIG. 16: Efecto de La wudma sobnre La incorporacién de wracilo.
Tnconporacidn de uracilo (3H)en concentraciones variables entre 0,03

y 1,33 uM sin @ y con O §£ agregado de wiidina 5 uM. Ensayo: 100
,uJ. de actenias + uwnacilo (°H) entrne 400 y 2000 cpm/pmol en 115 ul
de volumen §inal.
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EFECTO DEL URACILO SOBRE LA INCORPORACION DE URIDINA

Si es ciento que el uwracilo posee un sistema de thans-
porte que es compartido por La wiidina, seria dtil demostran &4 La
inversa es clerta. Esto es, 84 el wracilo es capaz de utilizar todos
Los sitios que transportan uridina.

Como prnimera aproximacdién se han nealizado experimen-
tos de Anconporacibn de widina (3H) a una concentracibén fija, a tiem
pos muy contos y se Lo ha competido con cantidades variables de ura-
cilo. La cunva de incorpornacibn instantdnea de wiidina es decreciente
en funcibn de La concentracién de wracilo presente,pero no hay inhi-
bicidn total de La captacién de unidina (gigura 18).

Existe un nemanente de incorporacién de uridina (SH),
ain cuando La concentracién de uracilo agregada £Legue a 1000 veces
el valon cornespondiente de La uwnidina. EL valon de este nemanente es
significativo en cuanto a su aporte a La incorporacién total del nu-
clebsido, ya que constituye alrededor de un 30% de La misma.

De aqui surge que el mecanismo de transporte comparti
do pon el uracilo y La uridina es nesponsable del 70% de La incorpo-
nacibn del nuclebdsido, existiendo a La vez para La wiidina un siste-
ma {ndependiente que da cuenta del nesto.

Es posible dan un trhatamiento cinético mds completo a

este caso de Lnhibicion parcialmente competitiva, desarvrollando Los
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experimentos de {nhibicibn de La Lincorporacién de wiidina pon el unra-
cilo en condiciones de exceso de inhibidon, Lo que provee un dato dis

tinto de K aparente que Llamaremos K' .
m m
Segun Dixon (Enzymes pag 328), el valor de K toma La
4
goma siguiente:

K = £ (1 -K /K )

donde K y K son £os wtilizados en La seccién precedente.
m
EL t&numino que aparece como factorn de La expresién del

K pana un sistema competitivo, se hace unitarnio en dicho caso pues

4

K' Zdende a infinito, o0 sea que fa afinidad de £a enzima pon el sus
m

trato en presencia de un exceso de Linhibidon totalmente competitivo

es préeticamente nula.
En este caso (figura 19) el método de Lineweaven-Burk

provee Los tnes pandmetnos necesanios para el cdlculo del K ; a saber
yi

K wiidina = 0,66 p!

m

K wudina a bajo uracilo 2 il
p

K' wuidina a alto wracilo = 4 uM
m

(<) 2,5 uM

Se obtiene

K 0,62 pM
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Es de notan que el valor de K' LLega a un mdximo de
4 pM, con Lo que La afinidad caleufada como LTwma c.i(;, Los valones de
K y K' disminuye s6Lo seis veces: de 1,5 a 0,25 uM  y no es cero.
" " En conclusién, el uracilo rnesulla un inhibidon parcial
mente competitivo de fLa captacibn de waidina, mienthas que esta dlti-
ma es un Lnhibidon competitivo de La incorporacibn del primero.

Una sintesis de Los pardmetros cinéticos caleulados pa

na ambos precurnsores puede aprecianse en La tabla 5.



TABLA 5

EXPERIMENTO SUSTRATO INHIBIDOR AMP ciclico PARAMETRO VALOR
wiacilo Ky 0,60 uM
wracilo Ky 0,60 uM

1
wacilo Vy 1,33 nmok/
men.ml
uwracilo Vy 0,83 mot/
min.ml
wuacifo widina Vi 1,0 nmol/
min.ml
wracilo Vu 1,0 mmot/
min.ml
Z wracilo wiuidina K¢ 0,75 uM
wracilo wudina Kp 3,3 uM
wiacilo K 0,55
wiidina Ky 0,66 uM
wuidina bajo wracilo Kp 2 uM
wuidina  alto uracilo Ky 4 uil
3 wuidina wracilo K¢ 0,62 uM
wuidina Vy 0,4 nmot/
min.mf
wldina bajo wracilo Vy 0,5 mot/
nin.ml
wiidina alto uracilo Vy 0,5 nmol/
min.mf
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EFECTO VEL AMP CICLICO SOBRE LA PERMEABILIDAD PARA URIDINA

Una vez reconocida La identidad de uno de Los s4istemas
de trhansponte de unidina con el comespondiente al uracifo, era £6g4-
co pensarn que el AMP clelico eferncenia su acedbn depresora sobre La
caplacibn de wnidina porn este mecanismo.

Se hiciernon experimentos de tnansponte del nucleds{ido
en ausencia y en presencia de una cantidad en exceso de wracifo, con
0 s4in el agregado de AMP clclico.

De Los grdficos se desprende que el AMP clelico, no 46
Lo actiia sobre el mecanismo comin de trhanspornte de wiidina y wracilo
84no Zambién sobre el otno, que &e puede medin en presencia de un exce
s0 de uracilo (gigura 20).

En ambos casos nesulta evidente un efecto depreson del
AMP clelico sobre La velocidad indiéial de Lncorporacién de uridina,
en un 25%.

Ese segundo sisiema exclusivo de fLa urnidina implica su
pasaje a thavés de La membrana bacteriana como nuclebsido Lintacto, pa
ra su posternion trhansformacién en el interion de fa célula.

No se ha estudiado aqui en detalle La accibn del AMP
ciclico sobre este segundo mecanismo, pero es dabfe observar "a prio

" que no se hallania exento de La <influencia del AMP ciclico.
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Egecto del AMP clclico sobre La pe}zmeabd,cdad para wridina.
Curvas de inconporacibn de wiidina (3H) en funcibn del tiempo en alicuotas
de E.coll Hgn 1100 de 100 ul con: O AMP ciclico 5 mM, A AMP c,{c,ago 5 mM

y wracilo 250 uM. @ s4in adiciones, A con uwracilo 250 ,uM. Widina (°H) 4,5

MM 100 cpm/pmol en un volumen ginal de 110 ul en todos Los casos.
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A Lo Largo de este thabajo se ha podido ejempligican
una vez mds La impontancia def AMP 3' - 5' c{clico como reguladorn bio
Légdco.

Desde el aio 1965 en que Mabman y Suthenfand dieron
cuenta de su existencia en Las bacterias, el AMP ciclico adquinib es
pecial significacibn en el conocimiento def contrnol metabblico de £os
procarniotes.

ts estionubadon de La sintesis de enzimas induccbles,
como £a‘/£iga£aczo¢idaAa nevertiendo La nepresién catabdlica y fLa
diauxia. ts capaz de 4incremen tan La competencia para La trhansforma-
cién por DNA en Hemophilus y es un reguladon del nitmo de crecimiento
en E.cold.

A parntin de Los neswltados obtenidos en este estudio,
el nucléotido ciclico debe verse ademds como una sustancia vers§dtil,
cuyos niveles controlan el transpornte de metabolitos a través de fLa
membrana bacteriana.

Se han podido caracterizan en este estudio pante de
Los fendmenvs que desencadena el agregado de AMP ciclico en el meta-
bolismo de tsciierndichia coll.

Se ha partido de una obscrvacién de fLa disminucidén de
La velocidad de crecimiento de Los cultivos de E.coli en glucosa en
presencia de AP clelico.

Se ha constatado que fa sintesis de RNA toial y de pro

telnas no se azecta en este caso, y que La disminucién de Lincorporacién
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de precursones de RNA a material insolubfe en TCA observada, es conse
cuencia de un efecto Linhibitornio primarnio a nivel de permeabilidad ce
Lulan.

La incorporacién total de uracilo (3H) es menon en bac
tenias cultivadas en presencia de AMP ciclico, ain cuando se nealiza
el ensayo en presencia de un {nhibidorn de La sintesis de RNA como es
“fa nigampicina.

Se comprobb que el efecto observado a nivel de permea
bitidad celulan,se produce cuando se cultiva a La bacteria en una
guente de carbono que coexiste con bajo nivel de AMP ciclico, como es
el caso de La glucosa.

EL mecanismo de thansporte de uracilo no es afectable,
porn ulterion agnegado def nuclediido, en bacterias cultivadas en gli
cenol, malato o succinato, para Las que se tienen niveles de AMP cf-
clico nonmalmente mayonres .

Adembs se vio que La accibn del AMP ciclico sobre el
transponte a thavés de La membrana nequiere un tiempo de contacto def
mismo con La bacteria dunante el cultivo, hecho comparable a Lo que o
cwue en el Hemophilus (12} para La competencia para La thansfouwmacién
porn DNA. Ademds La presencia de AMP ciclico en ef ensayo no intenfie-
ne en La incorponacibn del precurson.

La concentracién def nucledtido capaz de producin el
50% del efecte (nhibitoriv mdximo sobre La veloeidad de incorporacibn

del uhacifo radioactivo es del orden de 1,5 mM, Con 5 mM se consigue
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La inhibicibn widxima de este proceso que aleanza a un 60% nespecto det
contnol sin AMP ciclico.

La disminueién de La permeabilidad observada no es cau
sa nd epgecto de fa producida en ef nitmo de crecimiento. No es causa,
pues La bacternia es protétroga y se cultiva en un medic salino miinimo
con un excedo de glucosa como dnica fuente de carbono; de medo que aun
que hubiera un contrnof de 4incorporacibn de otrnos precursones en este
meddio, el mismo no dania cuenta def menon crecimiento. No es efecto,
pues fLogrando tiempos de generacién mayores al culbtivar La bacterdia
a menores temperaturas, el thansporte de wracilo no disminuye, de modo
que resulta Lndependiente def nitmo de crecindento.

Se ha podido establecern ademés el mecanismo moleculan
de La accibn def AMP clclico. La imposibilidad de manifestarse el efec
to inhibitorndic en una cepa mutante de E.cold: CAP- que no posee La
proteina hneceptora del AP ciclico, suycerne La necesdidad de La exis-
tencia del complefo CAP - AMP cflclice como sistema modulador de este
proceso a nved de trhanschipedibn genética.

Junto con CAP, e nucledtido cfclico promoveria La ex-
presibn genética de una proteina o enzima que controlara el thanspon-
te de cientos precunsones, ¢ bien 4mpedinia que se transeniba el gen
de La fosgorribosil trhansferasa y/c otnas proteinas involucradas en
el thansponte.

tn cuanto al mecanismo de tramsponte del uracilo e ha

verigicadc: que no es inducible, y que se trata de un transponte media
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do activo, sensible a inhibidones especificos como el 2,4 - dinitrofe-
nol, La N-etil maleimida, el arseniato y La oligomicina.

Posee una cinética de saturacién tipo michaeliana y el
vafon de K para ef uracifo es de alrededor de 0,60 pM.

" En este proceso, e AMP clclico modifica como resultan
te La velocidad mdxima del sistema, Lo que haria pensar en una canti
dad menon de sitios enzimdticos o de moléculas de enzimas disponibles
en este caso. '

Este mecaniamo de incorporacibn de uracilo es comdn con
uno de Los dos que posee La urnidina, dado que el nuclebsido puede in=
conporarse. Luego de su trhansfornmacién a uwracilo por La nuclebsido §os
gornilasa, o bien como nuclebsido intacto para Luego trhams formarse en
el internion de La célula.

Se ha determinado ef valon de K para urndidina como in-
hibidon competitivo de La incorporacién de unaziﬁo. Inversamente, se
vio que este dltimo es 86Lo un inhibidon parcialmente competitivo
del thansporte de fLa unidina, calculdndose Los pardmetros cinéticos del
caso.

Finalmente, el AMP clclico es capaz de disminuin en La
misma magnitud, el segundo mecanismo de transporte de La wiidina, medi
do en presencia de un exceso de uracilo.

Pon estudios nealizados en otros fLaboratorios, se ha de

tewminado La participacién del AMP clclico en una variedad de procesos
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en bacterias, como fa determinacién de La nelacién estrwctural de Los
componentes de La supenficie cefulan (40}, el transponte de La gluco-
sa 6 - fosfato (41), La produccion de glagebos (13), etc.. Estos fené
menos junto con el que aqui nos ocupa, poseen una caracteristica co-

min, que es £a de estarn asociados fisica y funcionalmente con fLos 848
lemas de membranas de microonganismos (42),

Lo mismo que en eucariotes, el AMP ciclico sernia capaz
de negular el metabolismo bacteriano a nivel de permeabilidad pana
Los distintos nutrnientes (19), penmitiendo una entrada selectiva en
calidad y cantidad de Los mismos de acuerdo a Las necesidades celu-
Lanes . Esto dmplicania La posibilidad de extenden fos nesultados obsen
vados a nivel de trnansponte de wracilo, hacia otros precwwsores de La
sintesis de machomoléculas o metabolitos .intermedios cuya Lncorpora-
cibn estarlfa también nregulada.

NORBERTO U. J Z Dn HECTOR N. TORRES
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