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I. INTRODUCCION

Las poliaminas son un grupo de compuestos policatidnicos de naturaleza
organica que se encuentran en casl todos los seres vivos. Las poliaminas mas

estudiadas son:

Putrescina HoNCH,CHoCH,CHoNHp

Cadaverina HpNCH>CH,CH,CHoCHONHp

Espermidina HoNCHCHoCHoNHCHoCHoCHoCHoNHD

Espermina HoNCHoCHoCHoONHCHSCHoCHoCHoONHCHSCHoCHONH)

A. van Leeuwenhouek descubrid estas sustanclas hacla fines del siglo XVII
al encontrar cristales de espermina en el semen humano. Schreiner en 1878
caracterizd a estos cristales como una sal de una base organica, pero fue
necesario esperar hasta 1920 para que Rosenheim describliera la estructura y
la sintesis de la espermidina y la espermina (1). El estudio de estas sustan—
clas se incrementd considerablemente cuando se descubrld la capacidad de las
poliaminas para estimular el crecimiento de algunas especles bacterlanas (2)
y plantas (3). Las poliaminas también demostraron ser Iimportantes en la
fisiologia del sistema nervioso (4), en la proliferacién tumoral (5), en la
diferenciacidn (6) y en otros procesos celulares.

Estos resultados motivaron el estudio de las poliaminas en el campo de la
bilologia molecular. Se comprobd entonces que las poliaminas estaban implica-
das en una gran variedad de procesos biolégicos, tales como la sintesis de
DNA, RNA y proteinas (7), la estabilidad de biomembranas (8), la transgluta-
minacion (9) y la regulacidn de protein-kinasas (10,11).

Dado el gran conocimiento acumulado en la bacteria Escherichia coli, ésta




constituye un sistema apropiado para estudlos genéticos, metabdlicos y
enzimiticos de las pollaminas. Por esta razon las bacterias fueron los pri-

meros organismos donde se elucidd la blosintesis de estas sustanclas y donde

se obtuvo mutantes incapaces de sintetizar poliaminas.



1. Poliaminas en bacterias

Se han hallado poliaminas en casi todas las bacterias. La gran mayoria de
estos organismos contlenen putrescina y espermidina. En algunos pocos casos
se han descripto espermina y otras poliaminas..

Cuando se cultiva E. coli en medio minimo a 37°C se puede determinar que
la bacteria contlene aproximadamente 15 umoles de putrescina y 4 umoles de
espermidina por gramo de peso himedo. De acuerdo a la cantidad de agua intra-
celular, esto equivale a una concentracién de 20 mM para putrescina y de 6 mM
para espermidina.

Estas concentraciones son similares a las 1‘@2*' (12). S6lo en algunas con-
diclones es posible hallar cadaverina y su derivado, aminopropll cadaverina
(13,14). En ningin caso fue posible encontrar espermina en E. coll cultivada
en medio minimo.

Las condiciones de cultivo afectan 1la concentracidn intracelular de
poliaminas. Algunos de los factores importantes son la composicidn, el pH, la
osmolaridad del medio y la edad del cultivo (12).

La espermina que se encuentra junto con putrescina y espermidina en todas
las células eucariontes, s0lo se ha hallado en algunas bacterias camo

Lactobacillus casel (15) y Acetobacterlas (16).

En el pasado se habla descripto que la espermina se encontraba en
diferentes especies bacterianas, pero el mejoramiento de las técnicas para
analizar pollaminas permitid establecer que se trataba de campuestos simi-

lares y no de auténtica espermina (17). En otros casos se pudo establecer que



la espermina provenia del medio de cultivo.

En algunas especies de bacterlas se han encontrado poliaminas diferentes

a las ya mencionadas. Estas polliaminas que a wveces son llamadas "inusuales"

se muestran en la Tabla I.

1,3 diaminopropano

2 - hidroxiputrescina
Norespermidina (caldina)
Homoespermidina
Norespermina (termina)
Termoespermina
Caldopentamina

Homocaldopentamina

Tabla 1

HoN(CHz) 3NH>

HoN(CH,) 2CH(OH) CHoNHy

HoN(CHp) 3NH(CHy) 3NHyp

HoN(CHp) yNH(CHp) yNH
HoN(CHp) 3NH(CHp ) 3NH(CHp ) 3NHp
HoN(CHp ) 3NH(CHp) 3NH(CHp ) yNHp
HoN(CHp) 3NH(CHy ) sNH(CHy ) NH(CHo ) gNHy
HoN(CHp) 3NH(CHp) 3NH(CHy ) 3NH(CHyp) yNHp

Norespermidina o caldina ha sido hallada en eubacterias termofilas (18),

en arquibacterias termoaciddfilas (19) y en vibrios marinos (20).

La homoespermidina reviste especial importancia puesto que se la ha

encontrado en microorganismos que fijan Np como Rhizobium (21), bvacterias

fotosintéticas fijadoras de Np (22) y en algunas clanobacterias (23). Estos

hechos parecen 1indicar una relacidn entre homoespermidina y fijacidn

bioldgica de Np. También se ha encontrado esta poliamina en microorganismos

termdfilos (18) y en arquibacterias metanogénicas (24).

La norespermidina o termina ha sido detectada en termdfilas tanto eubac-



terlales {18) como arquibacteriales (19).

Las pentaminas caldopentamina y homocaldopentamina fueron halladas en
termofilas cubacterianas (18).

El compuesto 1,3 diaminopropano (DAP) fue encontrado en bajas con-
centraciones en arqulbacterias metanogénicas y en vibrios marinos (20,24).

Por dltimo, la 2-hidroxiputrescina fue descripta en clertas cepas de
Pseudomonas que no contienen espermidina (25).

Algunas de las poliaminas de "cadena larga" antes descriptas han sido
halladas en plantas, algas, hongos y artrdpodos (26-28). Ademids la homoesper-
midina fue encontrada en algunas células de vertebrados superiores (29).

La cantidad total de poliaminas varia mucho entre las distintas especles
bacterlanas. En general las bacterias gram negativas tlenen contenido
endogeno de poliaminas mayor que las gram positivas. En algunas de estas

Ultimas como Staphilococcus, la putrescina y espermidina son apenas detec-

tables (30).
También varia considerablemente la relacldn putrescina/espermidina; en

algunas especies como Xanthomonas campestris sdlo se encuentra espermidina

(31). Otras especies como Micrococcus contienen altos niveles de cadaverina

(22).



1.1. Distribucidn intracclular de poliaminas en bacterias

A pH fisiolégico las poliaminas exhiben una carga neta positiva que les
permite unirse a macromoléculas negativamente cargadas como DNA, RENA, pro-
teinas y fosfolipidos. Por esta razdn, las poliaminas ejercen "in vitro" un
profundo efecto sobre 1la estructura secundaria y terclarla de los acidos
nuclelicos (7,32). Las poliaminas también pueden asoclarse a diferentes
sustancias mediante uniones tipo puente de hidrdgeno.

El estudio de la localizacidn subcelular de las poliaminas se ha visto
dificultado durante largo tiempo, por su facll redistribucidén luego de la
ruptura celular.

Se ha comprobado que minicélulas que carecen de DNA contienen una can-
tidad normal de poliaminas (33).

Estudios recientes empleando resonancia magnética ruclear "in vivo"
demuestran que la putrescina se encuentra asociada a macromoléculas en E.
coli. Estas macromoléculas probablemente son ribosomas o fracclones que con-
tienen membranas (34).

Los (nicos casos descriptos en procariotes de unidn covalente de una
poliamina a una macromolécula lo constituyen la putrescina unida a las bases
de timina en el DNA del fago ¢W—lll de Pseudomonas sp (35) y el pép-

tidoglicano de Selenomonas que contiene cadaverina (36).



1.2. Bacterias que carecen de poliaminas en la naturaleza

Desde 1955, en que Herbst demostrd que Haemophillus parainfluenzae (2)

tenia un requerimiento absoluto de poliaminas para su crecimiento, hasta
reclentemente no se hablan descripto otros ejemplos de bacterias carentes de
poliaminas.

En los Gltimos arnos se ha determinado que la bacteria Veillonella alca-—

lescens carece de poliaminas endogenas detectables y requiere putrescina o
cadaverina para crecer; la espermidina no tlene efecto. Aparentemente esta
especle bacterlana sometida a un ayuno de poliaminas tlene un defecto en la
sintesis de protelnas (37). Asimismo, algunas especles patOgenas de
Clostridum también carecen de poliaminas detectables (31). Este resultado,

conjuntamente con aquéllos de Haemophillus parainfluenzae y Pasteurella

tularensis (2,8), indicarian una incapacidad de algunas bacterias patdgenas
para sintetizar poliaminas. También se ha descripto que Bdellovibrio, una
bacteria parasita obligada de otras, necesita pollaminas para crecer (38).

La arquibacteria halofilica extrema Halobacterium halobium también

carece de cantidades detectables de poliaminas. Ademis tampoco sintetiza
estas sustanclas a partir de 1los precursores conocldos en otras bacterias, ni
posee un sistema de transporte de poliaminas. Pero a diferenclia de las bac-
terias mecionadas mas arriba H. halobium puede crecer sin poliaminas (39).
Coincidentemente en E. coli se ha sugerldo una relacidon inversa entre la

osmolaridad del medio y el contenldo enddgeno de poliaminas (81,82).



*BSEUT)

SUOO ESETTX0QJaEBOID ruUT3aR OV CRATIN)TISU00
‘0q0 *TFT0O° ‘U Ue gutosaagrd 9P gysogulsolg 1 BB T

—wBe ‘HOY £ eaTiall
vSE] TXOQJBOSD wU4 TUJO

eUIdSaLINd
ZUN-"(HD)-NH

eaun
HNV

)
a0
fz-:fo.-:z-w-zf .
N 09

eunjewby

sav |02
HOOJ-(EHN) xu-:f%:z-_u_-zf?- <-- <=-HOOXHNIHI - {APHI)H INFH€-- <= <-HOO0J-*HNIHI-E(J*H)-J00H

HN
euiuibiy 'UI}IUIO

021We}n9 IV



2. Blosintesis de poliaminas en bacterias

2.1. Biosintesis de putrescina en Escherichia coli

El camino biosintético de putrescina en E. coll estad esquematizado en la
Fig. 1.

Los amincdcidos arginina y ornitina son los precursores de la putrescina
y esta, a su vez, 1lo es de la espermidina. En E. coll existen, entonces dos
caminos blosintétios de putrescina. Uno de ellos implica a la enzima ornitina
decarboxilasa y el otro a las enzimas arginina decarboxilasa y agmatinasa. La
bacteria E. coli posee una forma constitutiva y otra inducible de cada una de

las decarboxilasas menclonadas.

2.1.1. Ornitina decarboxilasa inducible (OD1)

Esta enzima forma parte de un grupo de aminoidcido decarboxilasas indu-
cibles a bajo pH en un medio con exceso de sustrato (en este caso, ornitina)
(40). En estas condiciones la erzima ODi puede llegar a representar un 7% de
las proteinas totales presentes en un extracto crudo de E. coll (41). Sin
embargo, esta enzima no se pudo encontrar en muchas de las cepas de E. coll
utilizadas en estudios de biloquimica y biologia molecular, como E. coli Kl2.
Aunque OD1 es inducida cuando el pH del medio de cultiwvo es 5, su pH Sptimo
en ensayos de actividad "in vitro" es de 6,5 (42).

La ornitina decarboxilasa inducible ha sido purificada hasta homoge-
neidad y se observd que se trata de una erzima de peso molecular relativo

160.000 formada por dos subunidades iguales y que necesita piridoxal fosfato



como cofactor (43).

Hasta el momento no se han podido obtener mutantes de esta enzima, ni

se logrd ublcar el gen en el genama de E. coli.

2.1.2. Ornitina decarboxilasa constitutiva (ODc)

Morris y Pardee caracterizaron esta enzima y observaron diferencias
importantes con la forma induclble. Su actividad es apreclable cuando la bac-
teria se cultiva a pH neutro; a pH 5 la actividad especifica que se obtiene
es de unas dlez veces menor (U4).

La enzima ODc se ha encontrado en todas las cepas estudiadas de E.
coll y no muestra reaccldn cruzada contra anticuerpos preparados contra 1la
enzima ODi.

La ornitina decarboxilasa constitutiva es un dimero formado por dos
subunidades iguales de peso molecular relativo 82.000. Es especifica para
ornitina como sustrato, su pH Sptimo es 8,2 y requiere piridoxal fosfato como
cofactor (42). Esta enzima es irhibida por poliaminas y activada por GTP y
UTP (44). Existen resultados contradictorios sobre el efecto de cAMP sobre la
sintesis de 1a enzima (45,46).

Estudios genéticos demostraron que el gen de la ornitina decarboxilasa
constitutiva estid ubicada en el miruto 63,4 del mapa genético corresporndiente

al cromosoma de E. coli (47).



2.1.3. Arginina decarboxilasa inducible (AD1)

Esta enzima, al igual que otras amincdcido decarboxilasas inducibles
se sintetiza cuando se cultiva E. coli en un medio rico a pH &cido y con
exceso de sustrato (en este caso arginina).

La enzima fue purificada hasta homogeneidad y cristalizada (48). Se
observd que puede existir como un dimero de peso rolecular relativo 160.000 o
como un decamero de peso molecular relativo 820.000. A pH 5,2, que es el pH
optimo de la enzima, la forma decamérica parece ser la especle activa de la
arginina decarboxilasa inducible.

Esta enzima también requiere piridoxal fosfato como cofactor. L~
canavanina también puede ser sustrato aunque se decarboxila a una velocldad 2
a 3 veces menor que la L-arginina (49).

2.1.4. Arginina decarboxilasa constitutiva (ADc)

Esta forma de 1la enzima arginina decarboxilasa se produce cuando la
bacteria E. coli se cultiva a pH neutro. La actividad especifica de esta
enzima resulta ser dos Ordenes de magnitud menor que la de arginina decar-
boxilasa inducible obtenida a pH A&cldo y 3 veces menor que la actividad
especifica de la ornitina decarboxilasa constitutiva (50).

La enzima arginina decarboxilasa constitutiva fue purificada hasta
homogeneidad y cristalizada (51,52); tiene un requerimiento absoluto de piri-

doxal fosfato y Mg2+. Esta enzima sd0lo puede utilizar L-arginina camo



sustrato. En presencla de ?4g2+ es un tetramero Jde peso molecular relativo
296.000, pero puede existir como dimero o como mondmero segin las con-
diciones.

Recientemente se ha demostrado que esta enzima se sintetiza a partir
de un precursor de mayor peso molecular y que una fraccidn importante de la
arginina decarboxilasa se encuentra en el espacio periplasmico de E. coli
(53); esto permite explicar por qué la arginina exdgena se convierte en
putrescina mis facilmente que la arginina producida intracelularmente (54).

El gen de 1a arginina decarboxilasa constitutiva se ha localizado en
el mruto 62,8 del cromosoma de E. coli (56).

El rucledtido ppGpp parece reprimir la sintesis de esta enzima (56).

2.1.5. Agmatinasa

Esta enzima también llamada agmatina ureo-hidrolasa cataliza la con-
versidn de agmatina en putrescina con desprerdimiento de urea.

Los métodos de dosaje de esta erzima se basan en la produccidn de
urea, dado que es la Unica enzima en E. coll que produce esta sustancia (50).
Tiene un peso molecular relativo de 38.000 (57), es reprimida por cAMP e
inducida por su sustrato, agmatina (58). Otros autores, sin embargo, han
encontrado induccién por cAMP (46).

El gen de esta enzlma se encuentra en el minuto 62,8 del genama de E.
coll (55).
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2.2. Sintesis de espermidina en E. coli

La Fig. 2 muestra el camino de biosintesis de espermidina en E. coli.

El grupo N-propilamina de la espermidina proviene del amincicido
metionina. La metionina primero se convierte en S-adenosilmetionina (SAM);
luego se decarboxlla y flnalmente transflere su grupo N-propilamina a 1la
putrescina para dar espermidina. En esta sintesis la S-adenosilmetionina no
actia como dador de metilos, como ocurre en mchas otras reacclones
bioquimicas.

En el metabolismo descripto intervienen las sigulentes enzimas:

2.2.1. Metionina adenosil transferasa: Esta enzima, también llamada S-~

adenosil metionina transferasa, usa metionina y ATP como sustratos para pro-
ducir S-adenosil metionina y tripolifosfato; este compuesto se convierte en
pirofosfato y fosfato inorgdnico por la accidn de una tripolifosfatasa aso-
ciada (59).

2.2.2. S-adenosilmetionina decarboxilasa: Esta enzima que ha sido purificada

hasta homogenelidad, difiere de otras decarboxilasas en que no requiere piri-
doxal fosfato; en cambio tiene un grupo prostético piruvilo unido covalen-
temente (60).

La S-adenosilmetionina decarboxilasa nativa tiene un peso molecular relativo
de 108.000, estd compuesta de sels subunidades idénticas, requiere cationes
divalentes (6l) y es especificamente inhibida por el compuesto metilglioxal
bisguanilhidrazona (MGBG) (62).



El gen de esta enzima esti localizado en el minuto 2,7 del mapa genético de
E. coll (63). Cuando este gen se expresa se forma una proteina de peso mole-
cular relativo 35.000, que luego se rompe dando lugar a la subunidad de

17.000 con un grupo piruvilo en su extremo N-terminal (64).

La enzima de E. coll difiere de sus simllares de eucariontes en que su

actividad depende de catliones y en que no se estimula por putrescina.

2.2.3. Espermidina sintetasa: Esta enzima cataliza la reaccidn

Putrescinat+S-adenosilmetionina decarboxilada —» espermidinatmetiltioadenosina
(MTA).

Ha sido purificada hasta homogeneidad. En estado nativo tiene un peso molecu-
lar relativo de 73.000 y contiene dos subunidades idénticas. Su pH Sptimo es
10,3. Puede usar cadaverina y espermidina como sustratos, aunque con menor

velocidad que con putrescina (65).

Recientemente se han obtenido mutantes y el gen correspordiente se ha podido
localizar en la posicidn 2,7 minutos del cramosoma de E. coli, en un lugar
adyacente al gen de la S-adenosllmetlonina decarboxilasa con el cual forma un

operdn (66).

En E. coll el compuesto metiltioadenosina, que es uno de los productos for-
mados por la espermidina sintetasa, se hidroliza a adenina y metiltioribosa

por la accidn de otra enzima que ha sido purificada (67).



2.3. Sintesis de cadaverina

La cadaverina no se encuentra normalmente en Z. coli cultivada en medio
nminimo; en camblo aparece cuando la bacteria se cultiva en un medio rico o
cuardo se bloquea la sintesis de putrescina (14). la cadaverina se forma a

partir de la lisina por decarboxilacidon. En E. coll existen dos tipos de

lisina decarboxlilasa.

2.3.1. Lisina decarboxilasa inducible: Se induce a pH 4cido en condiciones

semlanaerdbicas en un medio con lisina (40,68). La enzima ha sido purificada

hasta homogeneidad y su pH Optimo es 5,7. Estd compuesta por subunidades
iguales de peso molecular relativo 77.000 y existe camo dimero o camo

decamero. Requiere piridoxal fosfato como cofactor (68).

El gen de esta enzima esti localizado en el mirmto 92 del mapa genético de E.

colli. Se encontrd un gen regulatorio que mapea en el miruto 46, cuyo producto
parece reprimir la sintesis de la lisina decarboxilasa inducible (69).

2.3.2. Lisina decarboxilasa constitutiva: Se detecta en E. coll cultivada a

pH neutro y en ausencia de lisina (14). Esta forma de la enzima es termosen-
sible, se encuentra en cantidades muy reducidas y es inhibida por putrescina
y espermidina. Esta inhibicidén permitiria explicar la falta de cadaverina en
células que contienen putrescina o espermidina y su aparicidén cuardo se blo-

quea por mutacidn la sintesis de putrescina (70).



2.4, Sintesis de N—carbamil putrescina E. coli

Se ha demostrado que al menos en una cepa de E. coll existe una actividad

de citrulina decarboxilasa que convierte 1la citrulina en N-carbamil

putrescina (71). Los autores no describen que la N-carbamll putrescina pueda

convertirse en putrescina.
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3. Regulacion de la bilosintesis de poliaminas en E. coli

En la Fig. 3 se muestra el camino de sintesis de arginina en E. coli. La
putrescina se sintetiza a partir de uno de los intermediarios de este camino,
la ornitina, y también a partir del producto final, la arginina. Este aml-
nodcido regula su propia sintesls inhibiendo y reprimiendo la primera enzima
de la via metabdlica.

La regulacion de la sintesis de pollaminas en E. coll comparte las pro-
pledades regulatorlas de otros caminos metabdlicos ramificados. Es impor-
tante, ademids, conocer el uso relativo de ambas vias de sintesis de
putrescina.

Morris demostrd que las poliaminas putrescina y espermidina a con-
centraciones flsioldgicas irhiben las enzimas constitutivas ornitina decar-
boxilasa (ODe) y arginina decarboxilasa (ADc) (72). Otros estudlos indican
que ambas poliaminas también reprimen la sintesis de las dos decarboxilasas
(73).

Morris efectud una serle de estudlos sobre el uso metabdlico de los dos
caminos de sintesis de putrescina en diferentes condiciones. Para ello deter-
mind la sintesls total de pollaminas y la produccldn de urea como medida de
utilizacidn del camino de arginina a putrescina.

Al comparar la produccidn total de poliaminas y la utilizacidn de cada
ruta cuando las bacterias se cultivaban en un medio minimo y en un medio
suplementado con arginina, se observd que la formacldn total de putrescina

era igual en ambos casos. En condiclones normales 1la ruta de 1la ormitina



decarboxilasa es la ras utilizada. Esta relacidn se invierte cuardo se agrega
arglnina al medlo de cultlvo, pues cesa la produccién de ornitina por la
represidn e inhibicidén de 1la primera enzima de su camino biosintético (74).

El aumento de la sintesis de putrescina a partir de arginina se debe,
ademas, a la localizacidn periplismica de la arginina decarboxilasa (53), que
1a hace mas accesible a la arginina externa.

La sintesls total de poliaminas es considerable, ain cuando los niveles
intracelulares de ornitina y arginina estén miyy dismimidos. Cuando se sumi-
nistran cantidades de ornitina que sdlo permiten un crecimiento limitado de
una bacteria auxdtrofa para ornitina el nivel intracelular de poliaminas es
un 16% de los valores normales, y un 9% a 18% de la arginina u ornitina agre-
gadas se destinan a la sintesis de putrescina (73).

Un aspecto sorprendente del metabolismo de las poliaminas en E. coll lo
constituye el hecho de que esta bacterla en distintas cordiciones mantiene el
contenido enddgeno de espermidina mucho mis constante que el de putrescina.
De esta ranera células cultivadas en quimiostato con arginina limitante
muestran una reduccidn de su contenido en putrescina del 97%, pero el nivel
de espermidina sdlo dismimuye un 35% (73). Asimismo en mutantes bloqueadas en
la sintesis de poliaminas el contenido de espermidina sdlo se reduce par-
cialmente (75,76).

No hay resultados tan claros respecto a otros procesos regulatorios que
puedan afectar la sintesis de poliaminas. El1 cAMP ejerce un control negativo
sobre la sintesis de ornitina decarboxilasa, arginina decarboxilasa y agmati-

nasa, segin Boyle (45), aunque otro autor describid estimulacidn de 1la sin-



tesls de agmatinasa por el mismo compuesto (U6).

El nucledtido GTP activa "in vitro" a la ornitina decarboxilasa (7,77)
mlentras que ppGpp parece inhibir y reprimir dicha enzima (56). Otros estu-
dios indican una relacidn inversa entre la sintesis de poliaminas y la pro-
duccidn de ppiGpp durante la respuesta estricta (77,78).

De las tres enzimas involucradas directamente en la sintesis de putrescina
en E. coli, la agmatinasa parece ser la mids varlable, dependiemdo de las con-
diciones metabdlicas; es regulada por AMPc, inducida por agmatina y también

varia segin la fuente de carbono utilizada (46).

3.1, Control por antizima

Una manera distinta de regulacidn de la ornitina decarboxilasa ha sido
descripta en E. coli por Canellakis. Segin este autor esta bacteria posee dos
protelnas basicas y una proteina acidica que irhiben la ornitina decar-
boxllasa. Tamblén encontrd una proteina activadora. Estos efectores macromo-
leculares se unen covalentemente a la decarboxilasa formardo un camplejo que
es estable y puede ser alslado "in vitro". Las proteinas bisicas irhibitorias
o antizimas parecen ser las proteinas ribosomales S20/L26 y L34. Estas pro-
telnas también son capaces de irhibir a la arglnina decarboxilasa, pero no
afectan las formas inducibles de ambas decarboxilasas. Las antizimas descrip-
tas aumentan cuando la bacteria E. coll se cultiva en presencia de poliami-

nas, lo que indicaria un posible rol fisioldglco (79,80).
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3.2. Regulacidn por la osmolaridad del medio de cultivo

Existe una relacidn entre la osmolaridad del medio y el contenido en
pollaminas de E. coll. Cuando la osmolaridad del medlo baja a expensas del
potasio, aumenta la sintesis y el contenido de putrescina, mientras que la
sintesis de espermidina permanece inalterable. Dicha sintesis aumentada de
putrescina se lleva a cabo por la via de la ornitina decarboxilasa y ocurre
en forma inmedlata cuando las células se transfieren a un medio de baja osmo-
laridad. Este proceso parece deberse a una activacidén de la erzima
preexistente (81,82). No se conoce ain el fundamento mplecular de este meca-

nismo de regulacidn.
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4. Biosintesis de poliaminas en bacterias distintas a E. coli

S1 bien con ninguna otra bacteria se investigd tan intensamente 1la
blosintesis de poliaminas como en E. coli, se conocen varios aspectos de la
bioquimica de estas sustancias en diversos mlcroorganismos.

En enterobacterias, grupo taxondmico al cual pertenece la E. coli, se pudo
detectar actividad de ornitina decarboxilasa en todos los casos. Todos los

’

géneros examinados (Salmonella, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella,

Edwarsiella, Proteus, Serratia, Yersinia y Erwinia, con la excepcidon de 1la

especle E. coli K12) mostraron mayor actividad de ornitina decarboxilasa
inducible que constitutiva. Los géneros Proteus y Erwinia no contienen ODc
(83).

En Klebsiella pneumoniae también se encontrd actividad de agmatinasa indu-

cible por agmatina (84).

En Pseudomonas aeuroginosa, que no contlene agmatinasa, hay dos caminos

distintos para convertir arginina en putrescina (Fig. 4). Existe una arginina
decarboxilasa que forma agmatina; ésta se transforma por accidén de la enzima
agmtina delminasa en N—carbamll putrescina que se convierte finalmente en
putrescina por medio de la erzima N-carbamil putrescina hidrolasa (via A).
Por otro lado 1a enzima arginina deiminasa convierte arginina en citrulina y
este compuesto es transformado en ornitina mediante 1a ornitina carbdmll
transferasa. Finalmente la ornitina produce putrescina por la accidn G 1la
ornitina decarboxilasa (via B) (85,86). Ambos caminos biosintéticos existen

también en Streptococcus faecalis (87) y en plantas (3). Las enzimas arginina

decarboxilasa y agmtina deiminasa se inducen por sus respectivos sustratos.

La arginina decarboxilasa es estimilada por putrescina, contrariamente a lo
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que sucede en E. coli cuya enzima es inhibida por esta sustancia (85).
La ornitina decarboxilasa de P. aeruginosa tlene propledades distintas a
las de E. coli, ya que es inhibida por DL-—difluor-metilornitina (88).

La bacteria termofilica extrema Clostridium thermohydrosulfuricum con-

tiene una ornitina decarboxilasa que no se inhibe por putrescina (89).

f£n algunas otras bacterlas como Rhodopseudomonas spheroides y Micrococcus

denitrificans se comprobd que el grupo propllamino de la espermidina no pro-—

viene de metionina sino de acido aspartico (90). Este aminodcido se convierte
en —semialdehido aspartico que luego se condensa con putrescina para formar
una base de Schiff que es reducida al aminodcido basico carboxlespermidina;
este compuesto a su vez se decarboxila produciendo espermidina (Fig. 5)
Algunas de las enzimas menclonadas han sido caracterizadas; se pudo
comprobar que la decarboxilasa de carboxlespermidina requiere la presencla de

piridoxal fosfato. Existen enzimas similares en Agrobacterium tumefaclens

(91). Esta via metabdlica también se demostrd en plantas (92).

La biosintesis de poliaminas como homoespermidina y norespermidina ain no
se conoce con exactitud. Se ha propuesto el camino esquematizado en la Fig. 6
para la sintesis de las pollaminas del tipo (HpN(CHp)3NH)n(n=1 corresponde a
diamino propano; n=2 a norespermidina ¢ caldina; n=3 a norespermina o termina
y n=4 a caldopentamina).

Segin esta hipdtesis el compuesto 1,3 diaminopropano (DAP) se produciria
por la accidén de la enzima diamina oxidasa sobre la espermidina originamio
también A;-pirrolina que luego se metaboliza a COp. La adicidn a una molécula

de DAP de un grupo propilamino proveniente del SAM decarboxilado (Deca SAM)
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produciria norespermidina, y los sucesivos agregados de grupos propilamino
darian lugar a norespermina y caldopentamina (93).

La  arquibacterla termofila Caldariella aciddfila (Sulfolobus

acidocalcaricus) contiene norespermidina, norespermina y un alto nivel de SAM

* decarboxilado; se comprobd también que la radioactividad proveniernte del
grupo propilamino de la metionina se incorporaba a norespermina y noresper-

midina (3). En otra bacteria termdofila, el Clostridium termohidrosulfuricum,

se observd la incorporacidn de diaminopropano a norespermidina y se detectd
una actividad aminoproplltransferasa que utiliza SAM decarboxilado y diami-
nopropano como sustratos (94).

La sintesis de homoespermidina en Rhodopseudomonas viridis ocurre segin

las sigulentes reacciones:
NADH Putrescina
NAD ’ 0 \
HoN (CH2) 4NH2 > > C-( CH2 ) 3-NH2 H2N(CH2 ) )_;NH(CH2) yNHo

Putrescina H {-NHobutiral- Homoespermidina

dehido

Ambas reacclones son catalizadas por una (nica enzima que ha sido purificada
(91).



Tabla II: Genes de enzimas biosintéticas de poliaminas en E. coli

Enzima Gen Posicidn en el cromosoma
de E. coli (min)

Arginina decarboxilasa
constitutiva speA 62,8

Agmatinasa speB 62,8

Ornitina decarboxilasa
constitutiva speC 63,4

Metlonina adenosil
transferasa metK 63,0

S-adenosil metionina
decarboxilasa speD 2,7

Espermidina sintetasa speE 2,7



5. Orzanizacidn de los genes biosintéticos de poliaminas

Mediante experimentos de mapeo genético se pudo conocer la ubicacidn en el
cromosoma de E. coll de los genes correspondientes a las enzimas biosintétic-
as de putrescina, espermidina y cadaverina.

Como se ve en la Tabla II los genes de las emzimas de sintesis de
putrescina se encuentran muy cercanos en el cromosoma de E. coll. Pese a este
hecho estos tres genes no constituyen un operdn (95). En camblo los genes
speD y speE forman un operdn con un promotor comin (66).

Se han obtenido plasmidos que contienen los genes de las enzimas citadas y
que producen cantidades aumentadas de las mismas (57).

El gen metK es el (nico que ha sido secuenciado (96).

No se han obtenido ain mutantes correspondientes a las enzimas ornitina y
arginina decarboxilasa inducibles.

En cuanto a los genes de las enzimas involucradas en la sintesis de cada-
verina, sdlo se han obtenido mutantes del correspordiente a la lisina decar-
boxilasa inducible; este gen, cadA, mapea en el minuto 92 del cramosoma de E.
coli. Existe otro gen, cadR que es regulador y codifica para una proteina
represora de la 1lisina decarboxilasa. Estd localizado en el miruto 46 (69).
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6. Cepas rutantes de E. coll deficientes en la sintesis de poliaminas

Las primeras cepas de E. coll incapaces de sintetizar poliaminas fueron
mutantes de la enzima agmatinasa. Cuando estfas bacterias se desarrollan en un
medio con arginina no se produce ornitina debido a la represién e inhibicidn
de 1la primera enzima del camlno de sintesis de putrescina; ademds por 1la
falta de actlividad de agmatinasa estas cepas no pueden sintetizar putrescina
en presencla de arginina; este tipo de mutantes se denaminan condicionales,
ya que sOlo en presencla de arginina son auxdtrofas para poliaminas. Una de
estas mutantes, obtenida por el grupo de Maas y col. (97), tiene las sigulen-
tes caracteristicas: es capaz de desarrollarse en un medio minimo, (tlempo de
duplicacion ~ 65 min) pero su crecimiento se wvuelve mds lento en un medio
minimo con arginina (tiempo de duplicacidén ~ 200 min), este retraso en el
crecimiento se puede revertir por el agregado de putrescina o espermidina.
Una concentracidon de putrescina tan baja camo 0,1 pe/ml es suficlente para
estimular el crecimiento.

Otra mutante alslada por Morris y col. (75) tiene caracteristicas genera-
les de crecimiento similares a las senaladas amteriormente, aunque en presen—
cla de arginina el crecimlento no es tan lento (esta cepa muestra menor
necesidad de poliaminas para su crecimiento Optimo). Los contenidos

endogenos de putrescina y espermidina de esta mutante representan el 20 y
55% respectivamente de los niveles hallados en una cepa salvaje. Morris tam-
bién aisld una cepa mutante deficiente en arginina decarboxilasa (ADc) que

tenia, como era de esperar, las mismas caracteristicas de crecimlento que la



cepa carente de agmatinasa (75).

Las cepas rutartes mencionadas fueron obtenidas por tratamiento con
mutigenos quimicos; por ello presumiblemente tienen mutaciones puntuales
(98).

Posteriormente, Maas obtuvo una doble mutante en los genes de las enzimas
de ambos caminos blosintéticos de la putrescina. Para ello partid de una
mutante carente de agmatinasa y le introdujo una segunda mutacidn en el gen

de ornitina decarboxilasa, obteniendo una doble mutante AUH-ODc—- Esta cepa
crece myy lentamente (tiempo de duplicacidén ~ 250 min) en un medio sin

pollaminas. Cuando se agrega putrescina o espermidina se acorta con-
siderablemente el tlempo de duplicacidon que llega a ser simllar al d una
cepa salvaje (60-70 min). La doble mutante tiene niveles de ornitina decar-
boxilasa y agmatinasa del orden de 2 a 4% de los hallados en la cepa salvaje
progenitora. Como resultado de estas mutaciones la concentracidn endogena de
putrescina es muy baja, mlentras que la espermidina es equivalente a un ter-
clo de 1a encontrada en la cepa salvaje. En la doble mutante cultivada en
medio minimo sin putrescina aumenta marcadamente el contenido de cadaverina
(47,76).

Tabor empled la mutagénesis con el fago Mu para obtener mutantes auxdtrof-
as para poliaminas que no contenian ninguna de 1las cuatro emzimas
blosintéticas: ornitina decarboxilasa, argilnina decarboxilasa, agmatinasa y
adenosilmetionina decarboxilasa. El fago Mu se integra al azar en el gencama
de E. coli; al iInsertarse en un gen interrumpe su expresidn. En determlnadas

condiciones es poslble hacer que el fago se desprenda del gen provocando una



delecidn. Estas mutaclones son mucho mas eflcaces que las mutaciones pun-
tuales para eliminar la actividad de un producto genico. lLas mutantes
cuddruples obtenidas por Tabor carecen por completo de putrescina y
esperridina; se desarrollan con un tiempo de duplicacidn de 240 min en medio
minimo, y de 90 min en medio minimo con poliaminas (95).

Estudlos posteriores con las mutantes cuadruples permmitieron introducir
con el fago Mu una rueva mutacidn, ahora en el gen de la lisina decarboxilasa
(cadA) determinando que la actividad de esta enzima se redujera al 0,5% de
los valores normales en la cepa salvaje progenitora. La eliminacion de esta
enzima no provocd, sin embargo, un aumento adicional del tiempo de duplica-
cidn de esta cepa auxdtrofa para poliaminas; el agregado de cadaverina al
medio tampoco mejord el crecimiento (69).

También se han aislado mutantes que sdlo son deficlentes en la enzima S-
adenosll metionina decarboxilasa. Estas cepas carecen de espermidina y tienen
niveles algo aumentados de putrescina; sin embargo pueden multiplicarse a una
velocidad que es sdlo algo menor a la de una cepa salvaje con niveles nor-
males de espermidina (63). Este hecho sugeriria que la espermidina no es un
factor esencial en el crecimiento de E. coll, aunque puede pramover el creci-
miento de bacterlas mutantes que carecen tanto de putrescina como de esper-
midina, pese a que esta Ultima no se puede convertir en putrescina en E.
coll. Pareceria, entonces, que cualqulera de estas dos poliaminas es capaz

de curplir un rol fisioldglco en la proliferacidn de bacterias.



7. Posibles funciones de las poliaminas en E. coli

El aislamiento de mutantes carentes de poliaminas significd la aparicidn
de una herramlenta invalorable para el estudio de las funclones de estas
bases organicas en bacterias. Estas mutantes y el estudio de los efectos de
las poliaminas sobre algunos sistemas "in vitro" posibilitaron una mayor
comprension del significado fisioldgico de las poliaminas.

Es necesario distinguir que cuando se agregan poliaminas a sistemas "in
vitro", en general sdlo se observan los efectos que produce la presencia de
estas sustancias sobre el proceso en estudio (efectos similares a los que
produce el Mg2+). En camblo cuarndo se cultiva una bacteria mutante carente de
poliaminas en un medio suplementado con putresclna o espermidina, se observan
también los efectos de estas sustanclas sobre la expresién génica y sobre la

biosintesis de complejos subcelulares como los ribosomas, las membranas, etc.

7.1. Efectos sobre la sintesis de proteinas

Las bacterias mutantes sometidas a un ayuno de poliaminas muestran
defectos en la sintesis de DNA, RNA y protelnas (7); cuando se agrega
putrescina al medio la sintesis proteica es la primera en recuperarse (99).

En bacterias auxdtrofas para poliaminas la velocidad de sintesis pro-
telca es dos a tres veces mayor en presencla de putrescina, tanto "in vivo"
como en un sistema libre de células (100,101). Algranati demostrd que el
defecto en la sintesis de proteinas en las bacterias mutantes sometidas al

ayuno de pollaminas podria atribuirse a la presencia de subunidades ribosoma-



les 33S defectuosas (102). Igarashi encontrd que dichas subunidades contenian
una cantidad anormalmente baja de proteina ribosomal Sl y que el RNA rlboso-
mal 169 estaba submetilado (103).

Cuando se agrega poliaminas al medlo de cultivo de una bacteria mutante
carente de estas sustancias se observa que la primer proteina que comienza a
sintetizarse tiene un peso molecular relativo 62.000. Esta proteina llamada
PI, cuya funcidn fisioldogica se desconoce, estimula la sintesis proteica en
sistemas "in vitro" (104). Trabajando con las mismas mutantes se vio que los
ribosomas de las bacterlas sometidas a ayuno de poliaminas eran mas resisten-—
tes a la accldn de la estreptomicina, tanto "in vivo" como "in vitro" (101).
Posteriormente se comprobld que la afinidad de la estreptomicina por los ribo-
somas es menor cuando las particulas ribosomales provienen de bacterias
cultivadas en ausencia de poliaminas (105).

Estudios reallizados con sistemas libres de células indicaron que 1las
poliaminas eran capaces de reemplazar parclalmente el requerimiento de magne-
sio de 1a sintesis proteica y que estimilaban dicha sintesis hasta obtener
valores superiores a los producldos por M52+ solo, aln a concentraciones &p-
timas (106,107).

En otros sistemas bacterianos como los de Bacillus thuringlensis y de

arquibacterias termdfilas existe una necesidad absoluta de poliaminas para la
sintesis de proteinas (108,109).

Las poliaminas en determinadas concentraciones tienen un efecto esti-
mulatorio sobre casi todos los pasos de la sintesis proteica. Se unen al tRNA

promoviendo camblos conformacionales que lo hacen mas activo en su capacidad
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aceptora de aminodcidos (110,111); inducen la asociacidn de las subunidades
ribosomales (112,113) y la unidn del RNA mensajero (polilU) y del amincacil
tRNA a los ribosomas (114). Muchos de estos procesos pueden inhibirse por un
exceso en la concentracidn de pollaminas.

Un gran nimero de experimentos han indicado que las poliaminas también
pueden afectar la fidelidad de la sintesis de proteilnas tanto "in vivo" camo
"in vitro". Se denomina fidelidad a la capacidad de la maguinaria de sintesis
proteica de colocar en cada posicidn de una cadena peptidica el amincdcido
correcto correspondiente al coddn traducido.

En sistemas libres de células las polliaminas aumentan la fidelidad de la
sintesis proteica cuando se agregan en concentraciones fisioldgicas y a nive-
les subdptimos de Mg‘2+. Esto se comprobd tanto en sistemas de células
eucariontes (115,116) como bacterianos (101,108). Aln no se han publicado
trabajos sobre fidelidad de la traduccldn con sistemas libres de células pro-
venlentes de bacterias mutantes cultivadas en ausencla de poliaminas.

Reclentemente se han disetfiado experimentos para medir "in vivo" el error
de la sintesis de proteinas en cepas de E. coli auxdtrofas para poliaminas y
cultivadas en presencia y ausencia de estas sustancias. Se concluyd que las
poliaminas disminuyen los errores que suceden "in vivo" a alta frecuencla,
mlentras parecen no tener efecto sobre los errores que ocurren a menor fre-
cuencla (118).

Tabor y col. han descripto que al introducir una mutacidn de resistencia
a estreptomicina en una cepa auxdtrofa para poliaminas aparece un requeri-

miento absoluto de estas sustanclas para el crecimiento de 1la bacteria (119).
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De esta cepa se pueden alslar mitantes capaces de proliferar en ausencla de
poliaminas, aun cuando no sintetizan estas sustanclas (120). Estas mutaciones
supresoras compensatorias se ubican en la zona de los genes de las proteinas
ribosomales. Segin los autores se trataria de un caso similar a la mutacidn
ribosomal r.a.m. de Gorinil (121). Todos estos resultados fueron interpretados
por Tabor considerando que las pollaminas disminuirian, de alguna manera, la
fidelidad de la sintesis protelca. Una mutacidn ribosomal de resistencia a la
estreptomicina, al contrario de una rutacidn r.a.m., dismiruye la ambigiedad.
Estos hechos explicaran porqué una cepa de E. coli que no contenga poliaminas
y ademds sea resistente a estreptomicina, no puede crecer y sdlo el agregado
de poliaminas o la aparicidn de una rutacidn de tipo r.a.m. restaura un grado
de ambiguedad necesario para el crecimiento.

Otros estudlos demuestran que las poliaminas son necesarlas para la tra-
duccidn de codones de terminacidn ambar por parte de los tRNA supresores
(122). Los resultados mencionados indican que todavia no hay acuerdo sobre la

accion de las poliaminas en la fidelidad de la traduccldn.

7.2. Efectos sobre la sintesls de RNA

Las poliaminas estimulan la sintesis de RNA catalizada "in vitro" por la
RNA polimerasa bacteriana (123,124). Esta estimulacidn se observa sd6lo cuando
se usa DNA doble cadena, lo que podria sugerir que las poliaminas actlan
sobre la conformacidn del DNA y no sobre la polimerasa misma.

La sintesis total de RNA "in vivo" en cepas de E. coll auxdtrofas para



polianinas es menor cuando las bacterlas se cultivan en ausencia de dichas
sustanclas (99, 127); cuando se agrega putrescina o espermidina a estas ovac-
terias la sintesis de RNA se recupera luego de la sintesis de proteinas (99).
Recientemente se demostrd que las subunidades (S y p' de 1a RNA polimerasa
estdn entre las primeras proteinas cuya sintesis aumenta en E. coli por agre-
gado de poliaminas (126) al medlo de cultivo. Estas sustanclas también afec-
tan el control de la sintesis de RNA dado que cepas mutantes sometidas a un
ayuno de poliaminas se comportan como relajadas cuando se cmite un amincdcido
esencial. En cambio las c€lulas suplementadas con poliaminas se comportan
como estrictas, es decir, su sintesls de RNA cesa cuando se detiene la sint-

esis de proteina por falta de un aminoacido (127).

7.3. Efecto sobre la sintesis de DNA

Kornberg demostrd que la espermidina es necesaria para la sintesis "in
vitro" del DNA del bacteridfago ¢ X 174 (128).
Trabajando con una mutante carente de poliaminas Morris comprobd que

estas sustancias estimulaban la elongacidn del DNA y no su iniclacidn (129).

7.4, Efecto sobre la multiplicacidn de bacteridfagos

Tabor demostrd que las pollaminas son esenclales para el crecimiento en
E. coll de varios bacteridfagos como T4 y T7. Por otra parte las poliaminas
parecen ser esenclales para el desarrollo del fago A afectando especialmente

una etapa temprana de la infeccidn de las bacterlas por el fago (130,95).



T.5. Efectos sobre las membranas bacterianas

Tanto las poliaminas como alzunas otras sustanclas pueden tener efectos
osmoprotectores. Se ha demostrado que las poliaminas protegen la integridad
de protoplastos y esferoplastos en medios hipotdnicos (8) y que asimismo son

capaces de promover el crecimiento de algunas bacterias halofilicas en medlios
fuertemente hipotdnicos (8,12).



OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

La obtencidn de bacterias mutantes incapaces de sintetizar poliaminas,
significd un gran adelanto en la comprension de las funclones fisioldgicas de
estos policationes. Para poder obtener estas mutantes fue necesario bloquear
los dos caminos metabdlicos conocidos de sintesis de pollaminas en enterobac-
terias.

En ruestro laboratorio se trabajo con una de estas cepas doble mutante
(E. coll BGA8) que carece de las enzimas ornitina decarboxilasa (ODc) y agma-
tinasa (AUH). Esta cepa necesita del agregado de putrescina o espermidina
vara alcanzar una velocidad de crecimiento normal, similar a la de una cepa
salvaje. Cuando se agregan cantidades wvariables de poliaminas al medio de
cultivo se pueden regular a wluntad las concentraciones intracelulares de
estas sustanclas, y de esta manera la misma bacteria cultivada en distintas
condiciones constituye un buen sistema para el estudio de las diversas fun-
clones de las pollaminas en la sintesis protelca "in vivo" (101) e "in vitro"
(102), la fidelidad de la traduccidn (118), la estructura ribosomal (102), el
control estricto de la sintesis de RNA (127), la respuesta a una elevacidn
brusca de la temperatura ("heat shock") (153), el efecto de antibidticos ami-
noglucdsidos (101) y la sintesis de cadaverina (14).

En rumerosos experimentos se habia observado que luego de periodos pro-
longados de crecimiento lento en un medio de cultivo sin pollaminas, la bac-
terla E. coli BGA8 comenzaba a crecer rapidamente perdiendo su requerimiento

de dichas sustanclas, y que ademis, la arginina podia reemplazar parcilalmerte
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a las nollaminas en el efecto estimulador del crecimlento.

Con el propdosito de explicar a nivel molecular las observaclones men-
clonadas se inicid el presente trabajo con los sigulentes objetivos:

1) Establecer si la aparicidn de las bacterlas que dejan de requerir poliami-
nas en cultivos de la cepa BGA8 se debe a una reversidn genética de los
genes mutados o a la aparicion de una via biosintética de poliaminas
distinta a las dos ya conocldas, y en caso de confirmarse esto Qltimo
intentar conocer los precursores de la putrescina.

2) Estudiar la causa del efecto estimulatorio de la arginina sobre el creci-
mlento de la cepa BGA8 y el posible rol regulatorio de las polliaminas

sobre la via biosintética de dicho amincdcido.



II. MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas usadas

£. coll: MRE600: cepa salvaje
MAL7 (thr~ leu~ ser his™ thi™)
MA255 (thr~ leu™ thi~ rpsL speB speC) cepa auxdtrofa para poliaminas
derivada de MAl17
BGA8 (thr~ leu™ thi~ speB speC) mutante auxotrdfica para poliaminas
derivada de MAZ255
BGA8bp revertante fenotipica de BGA8 que no requlere poliaminas
EWH319 (thr~ pro~ thi~ A (speAspeB) A(speCglc)lOspeD), cepa

auxdtrofa para poliaminas

Enterobacter aerdgenes: cepa salvaje

2. Medlos de cultivo

2.1. Medio minimo: Se usd el medlo minimo de Davis y Mingloli (131) que con-
tiene por litro: 9,2 g de POyHKy, 3 g de POyHoK, 0,47 g de cltrato de sodio,
0,1gde sulfato de magneslo y 1 g de SOy (NHy) >

Se suplementa con 0,5% de glucosa y 10 ug/ml de tiamina.

Los aminodcidos requeridos como asi también la putrescina se agregaron a
una concentracidén final de 1COug/ml.

Estos medios se designan de la sigulente manera:

MM: medio minimo descripto mas arriba

MMP:MM + putrescina
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MFA:MM + arginina

MMO:M1 + ornitina

2.2. Medio rico (TYE)

Este medio contiene 8 g de bactotriptona, 5 g de bactolevadura y 5 g de
ClNa por litro.

3. Crecimiento bacteriano

Los cultivos se realizaron normalmente a 37°C con agitacidn enérgica, para
asegurar una aereacidon abundante.

El crecimiento bacteriano se determind midiendo la absorbancia a 490 nm.

Un valor de Aygp = 1 corresponde a un cultivo que contiene aproximadamente
4 x 108 bacterlas/ml.

4. Agotamiento de poliaminas en la cepa E. coli BGA8

Los cultivos de BGA8 en medio TYE se diluyeron en un wolumen 200 veces
mayor de medio MM y se dejaron desarrollar durante toda la noche hasta alcan-
zar la fase estacionaria tardia. Estas células tienen muy bajo contenido

enddogeno de poliaminas y requieren el agregado de estas sustanclas al medio

para su crecimiento Sptimo.



5. Anilisis de las poliaminas enddgenas

Para analizar el contenido de poliaminas las bacterias se recogleron por

centrifugacidn y se lavaron con buffer A (Tris C1H pH 7,8 50 mM, CINHy go mM,

acetato de Mg 5 mM y mercaptoetanol 6 miM). Luego se sometleron a una extrac-
cidn a Y°C con &cldo perclérico 0,2 M, usando 0,1 ml de ClOyH para un peso
himedo de bacterias de 20 mg. Se centrifugd 10 min a 5.000 g y el sobrena-
dante resultante se dansild de acuerdo al método de Dion y Herbst (132), que
consiste en agregar 100 ul de solucidn saturada de CO3Nap y 200 pl de cloruro
de dansilo a 100 pl de muestra, dejando reaccionar toda la noche en la
oscuridad; la reaccion se detuvo con 50 ul de prolina 100 mg/ml. Finalmente
se realizd una extraccidn con 0,5 volumenes de tolueno. En estas condiciones
sOlo pasan a la fase organica las dansilaminas. Se procedid en la misma forma
con soluclones "standard" de distintas poliaminas.

Las fases toluénicas correspondientes a distintas muestras se analizaron
por cromatografia en capa delgada (TLC) usando placas recublertas con silica
gel (Merck Kkileselgel 60). Como solventes de desarrollo se usaron
cloroformo:trietilamina (10:1) o acetato de etilo:ciclohexano (1:1). Para
estabilizar la fluorescencia después de la cramatografia las placas se
roclaron con isopropanol:trietanolamina (U4:1) y finalmente se observaron bajo
luz ultravioleta para detectar las manchas fluorescentes.

Para cuantificar las poliaminas, las placas de TLC se secaron al vacio en

la oscuridad y se rasparon las zonas correspondientes a las distintas



manchas, extrayendo luego con benceno:trietilamina (95:5). La fluorescencia
de las soluclones resultantes se determind por fluorometrla comparando los
valores con curvas obtenidas con cantidades conocidas de poliaminas. Para las
mediciones de fluorescencla se empled un espectrofluordmetro Aminco usandose
longlitud de onda de excitacién (Aex) de 350 nm y de emisién (A em) de 49C

nm.

6. Anilisis de aminoicidos basicos

Se utilizaron extractos percloricos similares a los usados para analizar
poliaminas. Después de neutralizar con KOH se separd el precipitado de ClOyK
por centrifugacidén. Las distintas muestras y las soluclones con cantidades
conocidas de aminoicidos basicos se colocaron sobre papel Whatman 3 MM y se
realizd una electroforesis en &cldo sulfosalicilico 50 mM pH 3,2 a 600 V
durante 3 hs. Luego de la electroforesis las aminas y amincdcldos se reve-
laron con reactivo de ninhidrina-cadmio (133). Esta técnica permite detectar
hasta 5 nanamoles de aminas.

Se efectud un dosaje cuantitativo eluyendo las manchas coloreadas con
HpO:3cido acético:etanol (10:50:40) que contenia 2% de acetato de cadmio, y
se determind la absorbancla a 540 nm comparardo los valores con curvas
"standard".
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7. Precaracion je extractos celulares para medir enzimas

Porciones de 100 ml de cultivos en fase logaritmica media de crecimiento

se centrifugaron 10 min a 10.000 g y las bacterlas obtenidas se lavaron con
buffer A.

Las células se resuspendieron en 1 ml de Tris.ClH 50 mM pH 8,2,
ditiotreitol 1 mi y EDTA 2,4 mM y se rampleron por sonicacidn. Se centrifugd
10 min a 10.000 g y los sobrenadantes obtenidos (S;) se usaron camo fuente

de enzimas (en el caso de medir arginina decarboxilasa no se agrega EDTA a

las soluclones).

8. Medicidn de decarboxilasas

El método se basa en utilizar como sustrato aminodcido radicactivo marcado
en el carbono 1 y retener sobre un papel impregnado con alcall el
CO2 radioactivo liberado en la reaccidn.

En todos los casos se inicla la reaccidn por agregado de fosfato de pirl-
doxal. Una unidad de actividad de decarboxilasa se define como la cantidad de

enzima que libera 1 nanomol de CO por hora de incubacidn a 37°C.
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8.1. Ornitina decarboxilasa constitutiva

Se usaron las condiciones de Applebaum (42), con 0,5 ml de wolumen de
reaceidén que contenia Tris CIH 50 mM pH 8,2, ditiotreitol 1 mM EDTA 2,4 mM,

40 pM de fosfato de piridoxal y 5 mM de L(1-‘%C)ornitina (0,1 pci/ml).

8.2. Arginina decarboxilasa constitutiva

Se utilizaron las condiciones de Hirschfield (97) con buffer Tris C1H pH
7,5 100 mM, DIT lmd, CloMg2 mM, L(U-1%C)arginina 5 mit (0,1 pCi/ml) y 40 pM de

fosfato de piridoxal en un volumen de 0,5 ml.

8.3. Ornitina decarboxilasa inducible

Para medir esta enzima se usaron extractos celulares provenientes de 100
ml de cultivos en medio rico, con exceso de ornitina y a pH acido, segin el
método descripto por Applebaum (43).

Las bacterias se recogleron, lavaron con buffer A y resusperdieron en 1
ml de buffer MES pH 6,3 50 mM, ditiotreitol 1 mM y EDTA 2,4 mM. Después de la
sonicacldn se centrifugd a 10.000 g por 10 min y se usd el sobrenadante (S;g)
para medir la actividad enzimitica. lLa mezcla de reaccldn es similar a la
utilizada para la enzima constitutiva utilizando buffer MES pH 6,3 50 mM en
lugar de Tris.ClH.



9. dedicidn de agmatinasa

El método empleado mide la urea produclda. La reaccidn enzimitica se llevd
a cabo en un volumen de 0,5 ml que contenia buffer MES pH 6,3, 100 mM y agma-
tina 14,8 mM. Después de incubar 15 min a 37°C la reaccidn se detuvo calen-
tando a 100°C durante 3 min. Luego de centrifugar para eliminar las proteinas
coaguladas, la urea produclda se midid empleardo ureasa y el reactivo de
fenol-hipoclorito (134). La reaccldon se realizd en un volumen final de 0,2 ml
que contenia ureasa y la muestra, después de incubar 15 min a 37°C se agre-
garon 0,5 ml de reactivo A (fenol 10 g/l y nitroprusiato de sodio 0,05 g/1) y
0,5 ml de reactivo B (HONa 5 g/1 e hipoclorito de sodio 0,84% (v/v). Después
de 10 min se midid la absorbancia a 625 nm. Se procedid de la misma forma con
soluclones "standards" de urea.

En algunas ocasiones se determind la urea producida segin el método de
Hunnighake y Grisolia (135). Un volumen final de 1.5 ml con la muestra, 0.5%
de diacetilmonoxima, 0.4 mg/ml de semidina (N-p-fenil-p-fenilendiamina) y
SOyHp 20%, se calentd a 90°C por 10 min y se agregd luego 0,6 ml de ClzFe 0,1
M en SOyHo. Después de 10 min para desarrollar el color se midid la absorban—
cia a 545 nm usando una curva de calibracidon con cantidades conocidas de urea.

Una unidad de actividad de agmatinasa es la cantidad de enzima que produce

1 nanomol de urea por min de incubacidn a 37°C.
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10. Medicion de ornitina transcarbamilasa (OTC)

Para dosar esta enzim se empled el método de Legraln que mide
colorimétricamente la citrulina producida (136). La mezcla de reaccidn con-
tenla 5 mM de ornitina, 5 mM carbamilfosfato y 100 mM Tris.ClH en 0,3 ml de
volumen final.

El pH del buffer utilizado fue 8,2 o 6,8 segin las condiciones elegldas
para la reaccidn. Esta se detuvo por agregado de ClOyH y luego de centrifu-
gar, la cltrulina se dosdO en el sobrenadante de acuerdo al método de
Hunninghake y Grisolia (135).

Un procedimiento alternativo del mismo autor emplea (luC)car'bamilrosfato,
que en medio &cido y a 100°C se descompone liberando COp. La radiocactividad
estable remanente debida a la cltrulina formada da una medida de la actividad
enzimitica. La mezcla de reaccidon es la misma descripta anteriormente, pero
usando en este caso 0,05 uCi de ¢ _carbamt 1fosfato.

Una unidad de actividad de ornitina transcarbamllasa es la cantidad de

enzima que produce un micromol de citrulina por mimuto a 37°C.

11. Dosaje enzimatico de carbamilfosfato

Se utilizd el método de Wanders que emplea la enzima carbamatoquinasa de
Streptococcus sp. Esta enzima produce ATP a partir de carbamilfosfato y ADP.

El ATP formado se mide luego espectrofotométricamente usando las erzimas

hexoquinasa y glucosa 6 fosfato dehldrogenasa que producen la reduccidn de



NADPT mediante reacclones acopladas (139). El carbamil fosfato endbgeno se
midid en un extracto de ClOyd 0,2 M neutralizado que se prepard a partir de
60 mg (peso nimedo) de bacterias.

La mezcla de reaccidn (1,1 ml) contenla trietanolamina C1H 50 mM pH 7,4
SOyMg 10 m, EDTA 5 miM, C1K 75 mM, NADPY 0,4 mi, glucosa 2,5 mM, ADP 0,5 mM,
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa 5 ug/ml, carbamatoquinasa (BC 2.7.2.2.) 10
pg/ml y extracto perclérico bacteriano. Se preincubd 5 min a 37°C y se inicid
la reaccidén mediante el agregado de carbamatoquinasa; luego se siguld la
reduceidén del NADPY por el incremento de la absorbancia a 365 nm en un
espectrofotometro con cubeta termostatizada a 37°C y equipado con registra-
dor. Se realizaron curvas de calibracidon con cantldades conocidas de carbamil

fosfato.

12. Sintesis "in vivo" de poliaminas y aminoicidos

Para medir la sintesis de poliaminas y aminoicidos se incubd 10 ml de
cultivo bacteriano en las condiclones indicadas en cada caso con uno de los
sigulentes compuestos: L(U-luc)omitina(oﬂ uM; 0,1 uCi/ml); L(U—luC)ar'gini-
na(0,25 pM; 0,1 uCi/ml); L(U-1%C)acido glutdmico(1,9 uM;0,5 uCi/ml); L(2,3
3H)scido glutdmico(0,1 uM;2 uCi/ml); (U-14C)espermidina(8 yM; 0,1 uCi/ml y
D-(U-14C)glucosa(3,86 uM;1 uCi/ml). Cuando se utilizd glucosa radicactiva la
concentracion de este azlcar en el medio se redujo a 0,1%. Al final del
periodo de incubacidn las bacterias se trataron con ClOyH 0,2 M a U°C y

después de centrifugar se recogld el sobrenadante resultante.
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Para estudlar la sintesls de poliaminas, los extractos obtenidos se dan-
sllaron como se describid anteriormente. Los dansil derivados se separaron
oor TLC empleando como solvente de desarrollo C13CH:trietilamina (10:1) y se
detectd la radioactividad en cada mancha usando un radiocromatdgrafo Packard
7201; las zonas correspondientes a las poliaminas se rasparon de la placa y
se midid la radioactividad por centelleo liquido.

Para estudiar la sintesis de aminodcidos los sobrenadantes obtenidos por
extraceidon de las bacterlas con ClOyH se neutralizaron y se analizaron por
electroforesis en papel con el sistema descripto en "Anilisis de amincdcidos
basicos". Las zonas radioactivas se localizaron mediante el radiocro-
matdgrafo, se eluyeron y se midid la radiocactividad por centelleo liquido

usando el reactivo de Bray.

13. Captacidn de arginina y ornitina

Con el fin de medir la captacidn de estos aminodcidos, los cultivos bac-
terianos en fase logaritmica media de crecimiento se incubaron con 200 ug/ml
de cloranfenicol durante 30 min a 37°C. Una alicuota que contenia 3 x
106 bactertas en 1 ml de medio minimo fresco se incubd por el periodo indi-
cado en presencia del aminoidcido marcado (0,15 pM, 0,05 uCi); las bacterias
se recogieron por filtracidn a través de membrana ‘Millipor'e (tamanio de poro
0,45 uM) y se lavaron a temperatura ambiente con medio minimo que contenia
100 pg/ml del aminodcido no radioactivo. Los filtros se secaron y se midid la

radiocactividad por centelleo liquido.
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En algunos casos se agregd a la mezcla de captacidn acldo aminoxlacético

(AOA), que es un inhibidor de decarboxilasas.

14. Captacidn de estreptomicina

Los cultivos bacterianos en fase exponencial media se incubaron durante
45 min con 20 ug/ml de estreptomicina. Luego se agregd 3H-dmidr'oestreptomi-
cina (3 uCi/ml) y a distintos tiempos se tomaron muestras que se filtraron a
través de membrana Millpore (0,45 nm); los filtros se lavaron con 3 ml de
estreptomicina 10 ug/ml, se secaron y se midid la radicactividad por cen-

telleo liquido.

15. Andlisis de perfiles ribosomales

Los cultivos en fase de crecimiento exponencial media se enfriaron len-
tamente con el fin de transformar los polisomas en mondmercs y subunidades
(138).

Después de centrifugar, las bacterias se resuspendieron en buffer A y se
rompieron por sonlcacidn. El extracto celular se centrifugd primero por 10
min a 10.000 g y luego a 30.000 g por 30 min, obteniéndose el sobrenadante
que contiene los ribosomas (S3q).

Una alicuota de la fraccidn S3g con 0.5 unidades de Apgp se depositd
sobre un gradiente linear de sacarosa (15 - 40%) preparado en buffer A y se
centrifugd durante 135 min a 45,000 rpm en un rotor SW 50.1 (Spinco). La

absorcidn Optica se midid en forma continua a 254 nm con un analizador ISCO.
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16. Sintesis "in vivo" de proteinas

La wvelocidad de sintesis de proteinas "in vivo" se determind en cultivos
en fase exponencial media. Se agregd 0,5 uCi de 14 _ferilalanina
(concentracion final 20 uM) a 5 ml de cultivo bacteriano, se contirmd 1la
incubacidn y a distintos tlempos se tomaron muestras de 0,5 ml que se recl-
bieron en 0,5 ml de HONa 1 N que contenia albimina y fenilalanina no radiocac-
tiva. Luego de 30 min a 37°C, las proteinas se precipitaron a 4°C con acido
tricloroacético (concentracién final: 10%). Se filtrd a través de papel ce
vidrio Whatman GF/C, los filltros se secaron y se midid la radiocactividad en

un contador de centelleo liquido.

13. Procedimientos genéticos

a) Obtencidn de la cepa BGA8 bp thyA: Para obtener mutantes thyA se empled el

método de Miller (140).

La cepa BGA8 bp se cultivd en medio minimo con 200 yg/ml de timina y can—
tidades crecientes del antibidtico trimetoprima. Por encima de 60 ug/ml de
antibidtico se 1nhibid el crecimiento, pero desoués de 48 hs de incubacidn
se observd el desarrollo de bacterias resistentes. Se prepararon dilu-
ciones de estos cultlvos en cajas de Petrl con medio rico y 100 yg/ml de
timina de manera de obtener 50-100 colonias, algunas de las colonias for-
madas se replcaron en medio minimo sin y con timina. Se observd que 49 de

las 50 colonias ensayadas eran auxdtrofas para timina. Se hicieron culti-
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vos en medio liquido a partir de una de estas colonlas para contimar el

procedimiente.

cultivd la cepa MAU4 (argA) en medio rico L con Cl1Ca 2,5 mM hasta obtener 5
X 105 células/ml de cultivo; 1,9 ml de este cultivo se mezclaron con 0,1
ml de suspensidon de fagos Pl (7.107 PFU/ml) y se dejo a 37°C durante 20
min; luego de ese periodo se tomaron sels alicuotas de 0,2 ml que se agre—
garon a sendos tubos que contenian 4 ml de agar blardo L con ClpCa 2,5 mM.
Las mezclas obtenldas se virtieron en sels cajas de Petrl con agar L y
CloCa 2,5 mil y se incubaron a 37°C durante 8 hs. Luego a cada placa se
agregd 2 ml de medio L con 2,5 mM ClyCa, se recogid la parte liquida y
después de centrifugar se tomd el sobrenadante que es el lisado producido

por el fago Pl.

Transduccidn con fago Pl a la cepa BGA8 bp thyA: 5 ml de un cultiwo fresco

de la cepa BGA8 bp thyA en medio L con ClpCa 2,5 mM se centrifugaron y las
bacterias se resuspendieron en 5 ml de SOyMg 1 mM y CaCly 5 mM. A esta
suspensidn se agregaron distintas diluciones del lisado que contenia fago
Pl desarrollado en la cepa MA4. Se incubd 20' a 37°C y la adsorcidn del
fago se interrumpid con citrato de sodio 0,33 M. Las mezclas se pasaron a
cajas de Petri que contenian medio minimo con arginina (MMArg). En este
medio no puede crecer la cepa BGA8 bp thyA, dado que no contiene timina, y
sOlo pueden multiplicarse las bacterias que han recibido el gen thyA por

transduccion. Todas 1las colonlas obtenidas se probaron también para
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auxotrofia de arginina. El 20% de las colonias requerian arginina por lo
que se ouede concluir jue se produjo un 20% de cotrasduccidn de los sgenes
argh y thyA. Una de estas colonias se purificd y se usd posteriormente

(cepa BGA8 bp argA-1).
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Figura 7: Curva de crecimiento de las cepas E. coli BGA8(A) y BGA8 bp(B)

Cultivos en ausencia (@) y presencia (O) de putrescina.
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III. RESULTADOS

1. Caracteristicas del crecimiento de la cepa E. ccli BGA8

La cepa E. coll BGA8 no opuede sintetizar poliaminas debido a que posee
mutaciones en los genes de las enzimas ornitina decarboxilasa y agmatinasa.
La velocidad de crecimiento de esta cepa aumenta considerablemente cuando se
agrega putrescina o espermidina al medio de cultivo (Fig. 7A).

En medio minimo el tiemoo de duplicacidn es de 200 a 300 min en ausencia
de pollaminas y de 75 min en presencia de 100 ,ug/ml de putrescina. La esper-
midina acelera el crecimiento en forma similar.

La Figura 8 muestra el crecimiento de E. coll BGA8 en funcidn de la con-
centracion de putrescina en el medio de cultivo. Se puede observar que con
niveles tan bajos camo 3 pg/ml ya se produce una neta estimulacidn del creci-

miento.

2. Cultivos de E. coli BGA8 que se vuelven independientes del agregado de

poliaminas para su crecimlento

Después de repetidos cultivos de E. coli BGA8 en ausencia de poliaminas
observamos que esta cepa perdia su requerimiento de poliaminas y camenzaba a
crecer rapidamente ain en ausencla de estas sustanclas.

En cada periodo de ayuno de poliaminas un cultivo plenamente desarrollado
hasta la fase estacionaria tardia se dilufa 200 veces en wn medio minimo

fresco sin poliaminas (MM). Luego de repetir de tres a sels veces con-
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Fieura 8: Crecimiento de la cepa E. coli BGA8 en funcidn de la concentracién
de putrescina

(a) Crecimiento de E. coli BGAB en cultivos con diferentes concentraciones de
E\;trescina (0,0;9,0,1;4,1,0;0,5,0;9,20 y ©,100 ug/ml).

s datos obtenidos a partir de (A) se utilizaron para calcular las velocida-
des de crecimiento (en duplicaciones/hora) representadas en (B) en funcidn de
1la concentracidn de putrescina en el medio de cultiwo.
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secutivas este procedimiento (lo que representa 20 a 45 generaclones) los
cultivos comenzaban a crecer a la misma velocidad en ausencla o presencia de
poliaminas (Fig. 7B).

Cuando se incubd por 48 ns a 37°C la cepa BGA8 en cajas de Petri en medio
solido minimo sin poliaminas, aparecleron algunas colonias grandes sobre un
fondo de colonias pequenas. Los cultivos obtenidos a partir de las colonias
grandes demostraron también ser independientes de las poliaminas; en cambio,
los cultivos desarrollados a partir de las colonias mis pequefias crecian len-
tamente sin poliaminas, en la forma caracteristica de la cepa BGAS.

El canblo de alguna de las condiciones de cultivo de E. coli BGA8 camo la
temperatura, la fuente de carbono o la intensidad de aereacidn no impidieron
la aparicidn de organismos independientes de poliaminas. Este resultado tam-
bién se reprodujo trabajando con E. coli MA255 que es la cepa parental de la
cual se obtuvo E. coli BGA8. Ambas difieren en que la primera es resistente y
la segunda es sensible al antibidtico estreptomicina. Con E. colli MA255 sin
embargo, fue mayor el nimero de generaciones requeridas para llegar a un cre-—
clmiento independiente de poliaminas, tanto en ausencia como en presencia de

50 ug/ml de estreptomicina.

2.1. Aislamiento de colonias

Se seleccionaron colonias alsladas de varlos de los cultivos de BGAS8 que
habilan perdido el requerimiento de poliaminas y se trabajé con una de ellas

denominada E. coli BGA8 bp (por "by pass").
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Figura 9: Contenido enddgeno de poliaminas de E. colil BGA8, BGA8 bp y MRE600

Cromatografia en capa delgada de los extractos dansilados que se obtuvieron
de bacterias cultivadas en ausencia de putrescina. Se analizaron también un
"planco" de reactivos (B) y '"standards" de poliaminas puras (st). Como
solvente de desarrollo se usd cloroformo:trietilamina (10:1, wv/v). Se
muestran las posiciones de putrescina (P), cadaverina (C) y espermidina (S).
Se usaron diferentes wvolimenes de muestras correspondientes a un nimero
constante de bacterias. La fotografia se tomd bajo luz ultravioleta.
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2.2. Contenlio de poliaminas en las bacterias E. coll BGAS bo

Para investigar si los microorganismos que hablan perdido el requeri-
miento de poliaminas como la cepa BGA8 bp, hablan recuperado la capacidad de
sintetizar estas sustancias, o sl podian crecer ain en ausencia de las
mismas, se analizd el contenido enddgeno de poliaminas. Para ellc se utilizd
el método de dansilacidén de extractos acidos bacterlanos y separacidn por
T.L.C. que se describe en "Materiales y i%etodos".

Se utilizaron como controles la cepa salvaje MRE600, E. coll MAl7 (que
dio crigen a la cepa MA255) y la cepa BGA8; ésta Gltima sirvid camo contrcl
negativo, dado que carece de poliaminas (101).

En 1la Fig. 9 se muestra un anilisis por cromatografia en capa delgada de
los derivados dansilados de las pollaminas presentes en las cepas menclonadas
anteriormente y en la Tabla III se dan los valores normalizados para igual
nimero de células.

Se puede observar que mientras la cepa BGA8 contiene sdlo trazas de
putrescina y un tercio de la concentracién normal de espermidina, E. coli
BGA8 bp posee concentraciones de putrescina y espermidina similares a las de
la cepa salvaje MRE60O.

Los niveles de putrescina y espermidina hallados en la cepa MRE600 son
semejantes a los encontrados en otras cepas salvajes cultivadas en medio
minimo (41,76).

El contenido relativamente alto de espermidina remanente en la cepa BGA8



Tabla III: Contenido enddgeno de poliaminas en E. ccli BGA8, BGA8 bp, MRE600

y MALT
Bacteria Putrescina Espermidina
(nmol/ml AL490)
E. coll BGAS8 0,38 0,55
E. coll BGA bp 7,47 1,85
E. coli MRE600 10,08 1,67
E. coll MAL7 6,00 1,22

Las bacterias se cultivaron en ausencia de putrescina y los extractos se dan-
silaron y analizaron como se describe en la Figura 9 y en "Materiales y
Métodos". Los valores representan promedios de, por lo menos, dos deter-
minaciones en cada caso y estan normalizados para 1 ml de cultivo con una

absorbancia de 1 a 490 rm.
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puede deberse a que la escasa cantidad de putrescina formada por la actividad
residual de las enzlmas blosintéticas, se convierte en espermidina que se
acumula como producto final.

La mancha fluorescente que se observa delante de dansil-espermidina en
la muestra correspondiente a la cepa BGA8 fue identificado previamente camo
el derivado dansilado de ¥ -aminobutiraldehido (76) formado a partir de orni-
tina durante 1a reaccidn de dansilacidn (141).

Las manchas fluorescentes en el frente del cromatograma se deben a pro-
ductos formados por los reactivos, ya que también estan presentes en el
ensayo "blanco" de la reaccidn.

Las manchas que aparecen cerca del origen son de naturaleza desconocida
y no se deben a los derivados dansilados de poliaminas acetiladas, pues no
modifican su movilidad luego de hidrolizar las muestras con C1H 1ON a 110°C
durante 1 hora.

La presencia de putrescina y espermidina en E. coll BGA8 bp fue confir-
mada utilizando otro solvente (clclohexano:acetato de etilo (1:1)) en 1los
andlisis cramatograficos de los extractos dansilados.

Aunque la presencia en la cepa BGA8 bp de una poliamina desconocida que
se comporte como putrescina en las cromatografias con varios solventes no se
puede descartar totalmente, los resultados sugleren que E. coli BGA8 bp recu-

perd la capacidad de sintetizar putrescina.



Tabla IV: Actividades especificas de las enzimas bilosintéticas de poliaminas
en varias cepas de k. coli

Ornitina Arginina
decarboxllasa decarboxilasa
constitutiva constitutiva Agmatinasa
Bacteria Unidades/ Unidades/ Unidades/

mg.proteina % mg.proteina % | mg.proteina %

E. coll MRE600 | 414,00 100 728 100 15,10 100

E. coll BGA8 0,38 0,09 666 91 0,33 2,1

E. coli BGAB bp 1,10 0,26 666 91 0,62 4,0

E. coll MA17 288,0 69 473 65 3,20 22,0

E. coll BGAS 4mM| 89,0 21 nd nd 0,25 1,26 l
E. coli BGA8 61 0,8 0,19 nd nd 6,00 40,0 I

Los ensayos enzimiticos se realizaron camo se describe en "Materiales y .
Métodos". Los valores representan promedios de, por lo menos, dos deter-
minaciones en cada caso. Los resultados también se expresan camo porcentajes I

de los respectivos valores hallados en E. coli MRE600.
nd: no dosado.
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2.3. Medicidn de las enzimas biosintéticas de poliaminas

Con el propdsito de investigar si la cepa BGA8 bp habia recuperado la
capacidad de sintetizar poliaminas por reversion genética o por la induccidn
de un camino biosintético desconocido, se midieron las actividades enzimati-
cas de ornitina decarboxilasa, agmatinasa y arginina decarboxilasa.

Los valores hallados se muestran en la Tabla IV.

Los resultados indicaron que las cepas BGA8 y BGA8 bp contienen muy baja
cantidad de ornitina decarboxilasa y agmatinasa. La actividad residual de
esta Gltima es un orden de magnitud mayor que la actividad remanente de orni-
tina decarboxilasa. Sin embargo, los métodos de dosaje utilizados en ambos
casos son de muy diferente sensibilidad, ya que se empled un método
radioisotdpico para la ornitina decarboxilasa y un método fotocolorimétrico
para dosar agmtlnasa. La actividad de arglnina decarboxllasa constltutiva
fue similar en las cepas BGA8, BGA8 bp y MRE600 camo se podia prever, dado
que el gen de esta emzlma no se encuentra mtado en ninguna de las tres
cepas.

En el caso de la cepa salvaje MALT las actividades especificas de las
tres enzimas fueron menores que en la cepa MRE600. La causa de estos resulta-
dos es desconoclda, pero es Interesante sefialar que E. coll MALT crecid len-
tamente aiin en un medio minimo con todos sus requerimientos rutritivos, por
lo que se sospecha que tiene alguna deficiencia adicional.

De los resultados descriptos se puede concluir que el crecimiento ace-



Tabla V: Actividad especifica de ornitina decarboxilasa inducible en E. coll
BGAB y BGAB bp y Entercbacter aerogenes .

Bacteria Unidades/mg.proteina %
E. aerogenes 1046 100
E. coll BGAS 11,8 1,1
E. colli BGA8 bp 3,4 0,3

Los cultivos se ei‘ectuar'on a pH 5,0 y con exceso de ornitina. lLa actividad
enzimitica se ensayd a pH 6,3 como se detalla en 1la seccldn experimental. Los
valores representan promedios de determinaciones por duplicado. Los resulta-
dos también se expresan como porcentajes de los valores obtenidos en E. aero-

genes.
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lerado de E. coli BGA8 bp en ausencla de poliaminas no se debe a una rever—
s16n genética de los genes de ornitina decarboxilasa ni de agmatinasa.

Algunos cultivos obtenldos a partir de colonlas alsladas resultaron ser
verdaderos revertantes como se ve en la Tabla IV, (BGA8YMM y Gl) ya que
poseen niveles considerables de actividad de ornitina decarboxilasa o agmati-
nasa. Pese a que no se reallzd un estudlo estadistico, estas reversiones
"verdaderas" aparecieron mids frecuentemente que las formas '"by pass" que no
poseen ninguna de las dos enzimas. En este trabajo de tesis sdlo se utilizd
la cepa E. coli BGA8 bp.

2.3.1. Medicidn de ornitina decarboxilasa inducible

Algunas cepas de E. coli poseen una forma inducible de la ornitina
decarboxilasa ademis de la forma constitutiva. Por esta razdn, la capacidad
de 1a cepa BGA8 bp para sintetizar putrescina podria deberse a la aparicidn
de wna ornitina decarboxilasa inducible. Para dosar esta actividad se usd

como control positivo un extracto de Enterobacter aerogenes, pues se conoce

que esta bacteria posee niveles muy altos de dicha enzima (83).

La actividad de la ornitina decarboxilasa inducible también resultd
ser muy baja en 1la cepa BGA8 bp (Tabla V). Este resultado estd de acuerdo con
los de otros autores que no encontraron actividad ornltina decarboxilasa

inducible en E. coll K12 ni en las cepas derivadas de ella.
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Figura 10: TLC de los extractos dansilados obtenldos de bacterias E. coli

BGA8 (A), BGAB bp (B) y MRE 600 (C) cultivadas en presencia de
l“C-arginina

Lg.s 3 cepas se cultivaron sin poliaminas. Luego de 1la incubacidn con
C-arginina por 1 h, los extractos celulares se trataron y analizaron por
TLC como se de'scr'ibe en '"Materiales y Métodos" empleando como solvente de
desarrollo cloroformo:trietilamina (10:1).

Se muestra la distribucidn de la radiocactividad -en los cromatogramas y las
posiciones del origen de slembra (O ), de putrescina ( P) y espermidina (5).




Tabla VI: Conversidn de 4G_arginina en poliaminas en E. coll BGA8, BGA8 bp y
MREGOO

Putrescina
Bacteria cpm/A490.ml %
E. coli MRE600 3860 100
E. coll BGAS 48 1,2
E. coli BGA8 bp 58 1,5

Espermidina

cpm/A490.m1 %

1660 100
22 1,3
12 0,7

Los pilcos radicactivos correspondientes a los cramatogramas en capa delgada
(TLC) (Fig. 10) fuercn eluidos y se determind su radicactividad. Los valores
estan normalizados para 1 ml de cultivo con una absorbancia de 1 a 490 rm.
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2.4, Conversidn de arginina y ornitina en putrescina

Para confirmar que la ornitina y la arginina no se convierten en
putrescina en E. coll BGA bp, se llevaron a cabo varios experimentos "in
vivo" en los cuales los cultivos bacterlanos se incubaron con luC-ar'g:LnanaL 0
Mc_ornitina durante 1 hora analizando luego por T.L.C. los extractos acidos
dansilados. Las zonas correspondientes a poliaminas se localizaron en las
placas con un radiocromatdgrafo, se rasparon, eluyeron y se determind su

radiocactividad mediante centelleo liquido.

2.4.1. Incubacién con 14C arginina

La Figura 10 muestra la distribucidn de radiocactividad de cramatogra-—
mas correspordlentes a extractos de distintas cepas bacterlanas incubadas con
1”C-arg1n1na.

En la Tabla VI se dan los valores normalizados para igual numero de
células.

Se puede observar que la conversidn de 1“C—ar'ginj.na en putrescina en
las cepas BGA8 y BGA8 bp es practicamente despreciable comparada con la que
ocurre en la cepa salvaje MRE600. Por lo tanto se puede concluir que en E.
coli BGA8 bp no ocurre sintesis de putrescina a partir de arginina. Este
resultado descarta ademds una posible conversién a través de N-carbamil

putrescina (71,85,86 y Fig. 4).
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Figura 11: TIC de los extractos dansilados obtenidos de bacterias E. coll
BGA8 (A), BGA8 bp (B) y MRE600 (C) cultivadas en presencia de
T8Cornitina

Los detalles son simiilrar'es a los descriptos en la Fig. 10, excepto que en
este caso se utilizd *"C-ornitina.



Tabla VII: Conversion de Lc—ornitina en poliaminas en E. coli BGA8, BGA8 bp

y MREOQO
Putrescina Espermidina
Bacteria com/A490.ml % cpm/A490.ml %
E. coll MRE600 11155 100 2220 100
E. coli BGA8 130 1,1 117 5,2
E. coli BGA8 bp 387 3,5 82 3,6

Los detalles son simllares a los de la Tabla VI; los picos radicactivos
fueron eluidos del cromatograma correspondiente a la Fig. 1ll.
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2.4.2. Incubacidn con 13C—ornitina

En 1la Figura 11 y en la Tabla VII se muestran los resultados
correspondientes a la incubacidn con l“C—or*nit:inam.

En este caso tamblén se observa que en la cepa BGA8 bp la conversidn
de ornitina en putrescina fue considerablemente menor a la que ocurrid en la
cepa salvaje MRE600. En estos experimentos los resultados fueron mis
variables que los obtenidos cuando se usd 1uC-ar'g1nina COmO precursor.

El plco radiocactivo en el origen fue ldentificado como correspondiente
al dansil derivado de agmatina por elucidn de la zona y recromatografiado en
T.L.C. usando benceno:metanol(9:1) como solvente. En dicho sistema se obser-
varon dos plcos radioactivos con Rf de 0,00 y 0,19 que corresponden de

acuerdo a Seiler a los derivados monodansilados de agmatina (142).

2.4,3. Captacion de arginina y ornitina

Los resultados de la formacidn de putrescina a partir de 1L'C-ar'ginina
o 4c—ormitina no permitian descartar l1la posibilidad de que en la cepa BGA8
bp existiera un defecto en el transporte de dichos aminocicidos, en vez de un
verdadero bloqueo metabdlico entre arginina u ornitina y putrescina. Por 1lo
tanto, se midié la captacién de ambos aminoicidos en E. coll BGA8 bp y en
ambas cepas control. En la Figura 12 se muestran las curvas de wvelocidad de
captacidén de ornitina y arginina.

La captacidn de arginina fue similar en las cepas BGA8 bp y MRE600,
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Figura 12: CaEtacién de ornitina y arginina por E. coll BGA8, BGA8 bp y
00 en presencia de cloramfenicol

Las bacterias se incubaron con 1uC—ea,r'ginina (A) o 1uC—or"nj.thna (B) y se
tomaron muestras a los tiempos indicados. las curvas corresponden a E. coli
MRE600 (@), BGA8 bp (A) y BGA8 cultivada sin (0) y con (@) poliaminas.
Los valores estin normalizados para 1 ml de cultivo con una absorbancia a 490
m de 1.
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pero menor en E. coll BGA8 cultivada sin poliaminas. Por otro lado la velocl-
dad Iniclal de captacidn de ornitina fue igual en las cepas MRE600 y BGA8 bp
llegando esta ultima a un nivel final del orden de la mitad del alcamzado en
la cepa salvaje. A su vez la cepa BGA8 mostrd mayor captacidén de ornitina
cuando los cultlvos se reallzaron en presencla de putrescina.

En otro experimento de captacidn de ornitina se agregd el campuesto
dcido aminooxiacético (AOA), que es inhibidor de las decarboxilasas. Los
resultados obtenidos fueron simllares. Se puede concluir que 1la incapacidad
de la cepa BGA8 bp para formar putrescina a partir de 1l‘C-ar'ginina no se debe
a un defecto en la captacidn del aminoidcido. Respecto de la formacidn de
putrescina a partir de lL'C-or'nitin::l se llega a la misma conclusidon ya que la
captacidon de ornitina (50% menor en la cepa BGA8 bp respecto de la cepa
salvaje), no permite explicar la radiocactividad en putrescina que resultd 20

veces menor en la cepa BGAS8 bp.

2.4.4, Contenido enddgeno de arginina y ornitina

En los experimentos descriptos de formacidn de putrescina a partir de
ornitina o arginina radiocactivas, un elevado contenido enddgeno de estos ami-—
noiacidos en la cepa BGA8 bp podria producir una gran dilucidn isotdpica de
estos compuestos e impedir la deteccidn de putrescina radiocactiva. Esta posi-
bilidad fue descartada, ya que las concentraclones de ornitina y arginina
medidas con un analizador automitico de aminocidcidos indicaron que no habia

diferenclas significativas entre las cepas BGA8 bp y MRE600 cuando se cam-
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Figura 13: de los extractos dansilados obtenidos de bacterias E. coli
E}IB—(M BGAE bp (B) y MRE6O0 (C) cultivadas en presencia de

J-‘*C:glucosa

Iﬁs 3 cepas se cultivaron sin poliaminas. Luego de la incubacidén con

C-glucosa durante 2 h, los extractos celulares se trataron y anallzaron por
TILC camo se describe en '"Materiales y Métodos", empleardo camo solvente de
desarrollo cloroformo:trietilamina (10:1). Se muestra la distribucidn de
radiocactividad en los cramatogramas y las posiciones del origen de siembra
(0), putrescina (P) y espermidina (S).



Tabla VILI: Conversién de 1YC-glucosa en poliaminas en E. coll BGA8, BGA8 bp
— T~ y FRE6OO

M
Putrescina Espermidina
Agregado

de
Bacteria ornitina cpm/A490.ml % cpm/A490.ml1 %
E. coli BGA8 - 22 100 42 100
+ 431 186 76 181
E. coli BGA8 bp - 300 100 276 100
+ 147 49 176 o4
E. coli MRE600 - 610 100 230 100
+ 2 0,3 40 17

Los cultivos bacterlanos se incubaron con 1”0 lucosa durante 2 hs en medios
sin poliaminas sin ningin agregado (-) o con 100 ug/ml de ornitina (+), se
prepararon los extractos percléricos que se dansilaron y analizaron por TLC.
Las zonas correspondientes a las poliaminas se rasparon, eluyeron y se deter-
mind su radioactividad. Los valores estan normalizados para 1 ml de cultivo
con una absorbancia de 1 a 490 rm.
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paraba los niveles endogenos de cada una de estas sustancias. Pese a esto en
la ceva BGA8 bp no se detectd oputrescina radicactiva, mientras en MRE600 se

formdé una cantidad considerable de esta sustancia (Figs. 10 y 11).

2.5. Conversidn de glucosa en putrescina

También se estudid la sintesis de putrescina a partir de l“C—glucosa
uniformemente marcada. Los cultivos bacterianos se incubaron con el azlcar
radicactivo durante 120 min y se analizaron luego por T.L.C. los extractos
acidos dansilados.

La Figura 13 muestra uno de los radlocramatogramas obtenidos y en 1la
Tabla VIII se dan los resultados normalizados para igual mimero de células.

Los resultados mostraron que se formd putrescina radioactiva en las
cepas BGA8 bp y MRE600, siendo negativo el resultado en la cepa BGA8. La con-
versién de glucosa en putrescina en E. coli BGA8 bp fue aproximadamente la
mitad de la observada en la cepa MRE600.

En otro experimento 1los cultivos bacterlanos se 1incubaron con
1l‘C—glucosa y un exceso de ornitina. Si el camino metabdlico desde glucosa a
putrescina involucrara a la ornitina como intermediario, el agregado de esta
sustancia al medio provocaria una disminuciéon mrcada en la actividad
especifica del "pool" enddgeno de ornitina y por consigulente una drastica
reduccidén de la radioactividad de putrescina.

La Tabla VIII muestra que la disminucidon de 1la radioactividad en

putrescina fue mucho mayor en la cepa salvaje que en la cepa BGA8 bp; en cam-
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Figura 14: Cinética de la conversidn de luCgllxcosa en putrescina

bacterias E. coli BGA8 bp (A) y ME600 (B) fueron incubadas con
C—glucosa a diferentes tiempos y los extractos solubles obtenlidos fueron
analizados por TLC. Las zonas correspondientes a putrescina (@) y esper-
midina (O ) se rasparon y fueron extraidas, determinindose la radioactividad
por centelleo liguido.
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bio, la radicactividad en la espermidina se redujo poco en ambas cepas. Estos
resultados parecen Indicar que en E. coli BGA8 bp el camino blosintético de
putrescina a partir de glucosa, no involucra a la ornitina camno Iinter-
mediario.

Experimentos similares a los anteriores realizados con 1L‘C-glucosa y
arginina provocaron una gran caida en la radioactividad de la putrescina en
las cepas BGA8 bp y MRE600. En este caso, sin embargo, no es valida la
interpretacion mencionada mis- arriba, pues se conoce que la arginina irhibe
la acetilacidn del 4cido glutdmico (74), que podria ser un paso intermedio de

la sintesis de putrescina.

2.5.1. Cinética de la sintesis de poliaminas a partir de glucosa

La Figura 14 muestra la cinética de conversion de luC-glucosa en
putrescina y espermidina en las cepas MRE600 y BGAS bp.

En E. coli MRE600 se llegd a un miximo de putrescina radiocactiva en el
tiempo mis corto de marcacidn estudiado, y en los tiempos mas largos se pro-
dujo una disminucidén continua. En la cepa BGA8 bp se observd un aumento
constante de la radioactividad en putrescina hasta las dos horas de incuba-
cidn. En ambas cepas la marcacion en espermidina fue apreciablemente menor

que en putrescina.
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Figura 15: TLC de los extractos dansilados obtenidos de bacterias E. coll
BGA8 (A), BGAS bp (B) y MREGOO (C) cultivadas en presencia de
C-acido glutamico

Los detalles son similares a los descriptos en la Figura 13.



Tabla IX: Conversién de l"C-dcido glutdmico en poliaminas en E. coli BGA8
FOAS bp y MREG00 - =

Putrescina Espermidina
Agregado

de
Bacteria ornitina cpm/A490.ml % cpm/A490.ml %
E. colil BGA8 - 32 100 54 100
+ 22 67 50 92
E. coll BGA8 bp - 1052 100 477 100
+ 410 39 192 40
E. coli MRE600 - 695 100 309 100
+ 62 9 222 36

Lﬁs cultivos bacterianos se incubaron sin o con ornitina en presencla de
14C-4cido glutdmico por 2 hs. Todos los otros detales son similares a los de
la Tabla VIII.
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2.6. Conversidn de acido glutdmico en putrescina

Cultivos de E. coli BGA8 bp, BGA8 y MRE600 se incubaron durante 2 horas
con Mc-de1do glutdmico (uniformemente marcado) con el fin de investigar su
posible conversidn en poliaminas. En forma similar a los experimentos reali-
zados con luC—glucosa se observd que en las cepas BGA8 bp y MRE600 hay sin-
tesis de putrescina y espermidina a partir de &cido glutdmido (Fig. 15). En
cambio en E. coll BGA8 no se detectd esta conversidn.

En la Tabla IX se dan los resultados normalizados para igual rnimero de
células.

En otro experimento los cultivos bacterlanos se incubaron
simultaneamente con ornitina y con 14¢_5c1do glutdmico. Si el camino
metabdlico desde acido glutdmico a putrescina involucrara a la ornitina camo
intermediario se deberia esperar que la radicactividad en putrescina dismi-
nuyera drasticamente. La Tabla IX muestra que la reduccidn de la radioac-
tividad en putrescina fue mayor en la cepa salvaje que en la cepa E. coll EGA
bp aunque dicha diferencia fue menor que la observada en la marcacldn a par-
tir de 1L‘C-glucosa. Por otra parte, la disminucidn en la radioactividad en
espermidina fue lgual en ambas cepas.

S1 se toman en conjunto los experimentos de sintesis de putrescina a
partir de glucosa y de dcldo glutimico, se puede concluir que la dismirucidn
de radioactividad en putrescina provocada por el agregado de ornitina a los

cultivos fue mayor en la cepa salvaje que en E. coll BGA8 bp. Estos resulta-
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Figura 16: TLC de los extractos dansilados obtenidos de bagterias E. coli
BGA8 TA), BGAB bp (B) y MREBOO (C) Incubadas con + C—espermidina

Las 3 ce se cultivaron sin poliaminas. Luego de egar 146 _es rmidina
durante 1 h los extractos celulares se trataron y anallzaron por TLC camo se

describe en '"Materiales y  Métodos" empleardo camo solverte
cloroformo:trietilamina (10:1). Se muestra la distribucidon d& 1la radloac-
tividad en los cromatogramas y las posiciones correspondientes al origen de
slembra (0 ), putrescina (P) y espermidina (S).
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dos apoyan la hipdtesis de que la ornitina no es un intermediario de 1la sin-
tesls de putrescina en la cepa BGA8 bp.

También se estudid la sintesis de putrescina a partir de (2,3-3H)éc1do
glutamico y se detectd putrescina radicactiva en las cepas BGA8 bp y MRE60O,

vero no en E. coll BGAS.

2.7. Conversidn de espermidina en putrescina

La posible conversién de espermidina en putrescina tambilén se investigd
en E. coli BGA8 bp, BGA8 y MRE600. Los cultivos se incubaron con
lL‘C—esper'midina durante 1 hora y los extractos obtenldos con acido percldrico
se dansilaron y analizaron por T.L.C. camo ya se ha descripto. En la Figura
16 se puede observar que no hubo conversién significativa de espermidina en
putrescina en ningin caso, en camblo se detectd un pico radiocactivo impor-
tante entre el origen y la putrescina, que presumlblemente corresponde a N-
acetllespermidina, pues no se movid del origen de la cromatografia cuando se
desarrolld con acetato de etilo:ciclohexano(l:1) como ocurre con el compuesto

mencionado (142).



Tabla X: Contenido enddégeno de poliaminas en las distintas fases de creci-

=" mlento de E. coll BGAB 5p
Cultivo recogido Putrescina Espermidina
en: (n.rmol/A490.ml1) (n.rmo1/A490.ml1)
Fase lenta 0,55 0,91
Fase exponencial 8,88 1,40
Fase estacionaria 0,46 0,91

Las bacterlas se cultlvaron en ausencla de pollaminas y se recogleron en
distintas fases de crecimiento, determinindose el contenido enddgeno de
poliaminas como se describe en la Tabla III y en "Materiales y Métodos".
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2.8. Caracteristicas de la cepa E. coli BGA8 bp

2.8.1. Fases de crecimiento: La cepa BGA8 bp presenta una etapa de creci-

miento lento antes de alcanzar su velocidad maxima de desarrollo (Fig. 7B).

Este efecto sdGlo se observa si el cultivo se inicia con células prove-
nientes de un indculo en fase estacionaria. Por otra parte si se diluyen bac-
terias BGA8 bp en crecimiento exponencial estas continian desarrollindose
rapldamente sin pasar por ninguna fase lenta.

Al medir el contenido endogeno de poliaminas en bacterias BGA bp
provenientes de la fase estacionarla y de la etapa de creclmliento lento se
comprobd que éstas tenian una cantidad de putresclna 15 veces menor que las
bacterlas en crecimiento exponencial. En cambio el nivel de espermidina
disminuyd sdlo a la mitad (Tabla X).

El contenido de poliaminas de la cepa MRE600 no cambia significativamente

en las distintas fases de creclimiento.

2.8.2. Crecimiento prolongado de E. coli BGA8 bp en putrescina: Con el

propdsito de investigar sli las bacterias BGA8 bp perdian su capacidad de
crecer rapldamente en ausencia de poliaminas cuando se las mantenia por
varlas generaclones en presencia de 100 ,ug,/ml de putrescina o en el medilo
rico TYE, se las sometid a tales tratamlentos. La cepa BGA8 bp mantuvo su
caracteristico crecimiento rapido sin el agregado de poliaminas exdgenas,
luego de haber sido cultivada en medlo rico o en presencia de poliaminas y

sometida rmevamente a un ayuno de estas sustanclas.
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Fipura 17: Curvas de crecimiento de E. coll BGA8 bp a diferentes temperaturas l

Crecimiento de E. coll BGA8 bp en cultivo realizados a 24°C ( 0,8 ), 30°C
(a,s), 37°C (@,a) y 42°C (v,v), en ausencla (0,A,0,¥) o presencia
(e,A,B,V¥) de putrescina.




Tabla XI: Tiemgg de duplicacidén de E. coll BGA8, BGA8 bp y MRE600 cultivadas
~ a diferentes Temperaturas

Tiempo de duplicacidn (min)

24°C 30°C 37°C 42°c
-P +P -P +P -P +P -P +P
BGAS 435 135 [ 350 115 | 240 80 | 320 120
BGA8 bp | 350 155 [ 160 95 % 75| % 75
MRE600 | 120 - 70 - 55 - 60 -

Los valores se obtuvieron en la fase logaritmica media de crecimiento de
cultivos sin (-P) y con (+P) putrescina.
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2.8.3. Crecimiento de la cepa BGA8 a diferentes temperaturas: En la Figura 17

se muestran las curvas de crecimiento de 1la cepa BGA8 bp a diferentes tem-
peraturas en medlos con o sin putrescina y en la Tabla XI se dan los tlempos
de duplicacién de las cepas BGA8, BGA8 bp y MRE60O en las diferentes con-
diclones menclonadas.

Se puede observar que en la cepa BGA8 bp la etapa de crecimiento lento
se hace mas corta a medida que aumenta la temperatura. Este hecho determina
que a 42°C no se observe el crecimiento bifdsico, caracteristico de estas
bacterias que se desarrollan rapldamente desde la iniclacidn del cultivo.

La diferencla de crecimiento de 1la cepa BGA8 en medios con y sin
putrescina se mantiene a todas las temperaturas dentro del rango estudiado.

A 37°C la cepa salvaje MRE600 crece con el mismo tiempo de duplicacidn en

medios con y sin poliaminas.

2.8.4. Crecimiento de la cepa BGA8 bp en diferentes fuentes de carbono: Se

emplearon cuatro fuentes de carbono diferentes para el crecimiento de E. coll
BGA8 bp y las cepas controles. Las sustanclas utilizadas fueron glucosa,
manosa, succinato de sodio y glicerol, todas a una concentracidon final de 1%.
La eleccién de las fuentes de carbono se realizd por las sigulentes razones:
manosa, por ser una hexosa diferente de glucosa; succlnato de sodio, camo una
fuente de carbono poco utilizada por E. coll y glicerol, por ser un car-
bohidrato que no causa represidon catabdlica.

En la Tabla XII se indican los tiempos de duplicacidén de las cepas
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Figura 18: Curvas de crecimiento de E. coli BGA8 bp en diferentes fuentes de
carbono

Crecimiento de E. coll BGAB bp en cultivos en que se empled glucosa (0, @),
manosa (&, &), succinato (9,"¥) o glicerol (O, @) como fuentes de carbono,
en ausencia (0,48,9,0) o presencia (@,4A,V,@) de putrescina.




Tabla XII: Tiempo de duplicacidn de E. coli BGA8, BGA8 bp y MRE600 cultivadas

en diferentes fuentes de carbono

Tiempo de duplicacidn (min)

Glucosa Manosa Succinato Glicerol

-P +P -P +P -p +P -P +P
BGA8 240 80 200 105 | 245 110 360 120
BGA8 bp 85 75 80 60 | 110 90 120 110
MRE600 55 - 85 - 90 - 115 -

Los valores se obtuvieron en la fase logaritmica media de crecimiento de

cultivos sin (-P) y con (+P) putrescina.
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Figura 19: Curvas de crecimiento de E. coli BGA8 bp en distintas condiciones
de aereacion

Crecimiento de E. coli BGA8 bp en cultivo con alta (8,4), media (O,®) y
baja (O,@) aereacion realizadas en ausencia (A,0,0) o presencla
(A,0,R) de putrescina.



Tabla XIII: Tiempo de duplicacion de E. coli BGA8, BGA8 bp y MRE600 culti-
vadas en distintas condiclones de aereacion

Tiempo de duplicacidn (min)

Aereacidn Aereacidn Aereacidn
Intensa mediana reduclda
-P +P -P +P -P +P
BGAS 230 75 230 75 270 125
BGAS bp 85 80 90 80 120 120
MRE600 55 - 60 - 120 -

Los valores se obtuvieron en la fase logaritmlica media de crecimlento de
cultivos sin (-P) y con (+P) putrescina.
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BGA8, BGA8 bp y MRE60O en las diversas fuentes de carbono mencionadas. La
Figura 18 muestra las correspondientes curvas de crecimiento de la cepa BGAS
bp en ausencia y presencia de putrescina.

Los resultados Indicaron que al utilizar manosa como fuente de carbono
desaparecia la fase lenta en el creclmiento de la cepa BGA8 bp. Ademis se
mantuvo la diferencia de velocidad de crecimiento de E. coli BGA8 en medios

con y sin poliaminas, independientemente de la fuente de carbono utilizada.

2.8.5. Crecimiento de la cepa E. coll BGA8 pb en distintas condiciones de

aereacion: En estos experimentos se varid la disponibilidad de aire de los

cultivos de BGA8 bp. Para obtener un alto grado de aereacldén se colocaron 5
ml de cultivo en frascos Erlenmeyer de 125 ml y se incubd con agltacidn (200
revoluclones/min); una aereacidn mediana correspodia a 5 ml de cultivo en un
frasco de 25 ml incubdndose también con agltacidn y para una aereacidn redu-
cida se incubd 10 ml de cultivo en un frasco del mismo wolumen, que se man-—
tuvo en reposo.

La Tabla XIII y la Figura 19 muestran los resultados obtenidos.

Se pudo observar una relacidn inversa entre el grado de aereacidn y la
duracidén de la fase de crecimiento lento de la cepa BGA8 bp. Por otro lado,
con baja aereacidn dismiruye la velocidad de crecimiento tanto en E. coll BGA
8 bp como en la cepa BGA8 cuyo desarrollo en condiclones de escasa disponibi-
lidad de aire se afecta mis en presencla de poliaminas que en ausencla de

dichas sustanclas.
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Figura 20: Efecto de la estreptomicina sobre la cinética de la sintesis pro-
telca "In vivo" T

.
Las cepas E. coll BGA8 (A y B) y BGA8 bp (C y D) se cultivaron en medios sin
(A y C) ¥y con (B y B putrescina. Las bacterias se 1incubaron con
14c_fenilalanina en ausencia (O) o presencia de 40 ug/ml de estreptomicina
(@) y se tomaron muestras a los tiempos indicados. Los valores estan nor-
malizados para 1 ml de cultivo con una absorbancia a 490 nm de 1.
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2.8.6. Sensibilidad a la estreptomicina de la cepa E. coll BGA8 bp: Para

caracterizar mejor a la cepa BGA8 bp se estudld su sensibilidad al anti-
bidtico aminoglicdsido estreptomicina. Trabajos anteriores habian demostrado

que esta droga ejerce su maximo efecto inhibitorio sobre la sintesis proteica

cuando la cepa BGA8 se cultiva en presencia de poliaminas.

2.8.6.1. Efecto de la estreptomicina sobre el crecimlento de la cepa BGA8 bp:

El agregado de diferentes cantidades de estreptomicina a cultivos de la cepa
BGA8 bp produjo el cese del crecimlento en ausencia de poliaminas cuarndo la
concentracién de estreptomicina era de 4 ug/ml, en cambio, en los cultivos
con putrescina aumentd algo la sensibilidad, ya que el desarrollo bacteriano
se detuvo a niveles de 1,5 ug del antibidtico por ml.

La cepa BGA8 bp presentd una sensibilidad a la estreptomicina siml-
lar a la de E. coli BGA8 en condiciones de ayuno de poliaminas, pues el cre-
cimiento de estas Gltimas bacterlas se detuvo a 4 o 5 ug de antibidtico por

ml de cultivo.

2.8.6.2. Efecto sobre la sintesis "in vivo" de proteinas: la Figura 20

muestra el efecto de la estreptomiclina sobre la cinética de sintesis proteica
en las cepas BGA8 y BGA8 bp cultivadas con y sin putrescina. El antibidtico
se agregd durante la fase logaritmica media de crecimiento y 15 mirutos
después se adiciond el amincdcido radiocactivo.

Se observd que todas las bacterias que contienen poliaminas (los
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Figura 21: Inhibicidn de la sintesis proteica "in vivo" en funcidn de la con-
centracion de estreptomicina en E. coll BGAB (O, @) y BGAS bp

(a,8)

Las bacterias se cultivaron en ausencla (0,8) o presencia (@,a) G
gﬂtrescina con distintas cantidades de estr'eptomicina, y después de agregar

C-fenilalanina durante 20 min se midid la radioactividad incorporada a pro—
teinas. Los resultados estan expresados en porcentajes de 1os respectivos

valores obtenidos en ausencia de antibidtico.
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Figura 22: Perfiles ribosomales en gradientes de sacarosa correspondientes a
E. coll BGAB (A y B) y BGABbp (C y D)

Los extractos celulares provenientes de bacterias cultivadas sin (A y C) y
con poliaminas (B y D) se prepararon y analizaron por centrifugacion en gra-
dientes de sacarosa como se detalla en "Materiales y Métodos". Se indican las
posiciones de las partlculas 30S, 50S y 70S en los gradientes.
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cultivos de la cepa BGA8 bp y el de BGA8 realizado en presencia de
putrescina) fueron mis sensibles al efecto del antibidtico que los cultivos
de E. coll BGA8 sometidos a un ayuno en poliaminas.

Por lo tanto la sintesis de proteinas de la cepa BGA8 bp muestra una
sensibilidad a estreptomlicina caracteristica de las bacterlas con una con-
centracion enddgena normal de putrescina.

La Figura 21 muestra la inhibicidn de la sintesis de proteinas en
funcidn de la concentracidn de antibidtico. En el caso de las bacterias BGAS
hay un efecto miximo de la estreptomlicina en presencia de poliaminas; en cam-
blo con la cepa BGA8 bp el antibidtico ejerce inhibicidn méxima con o sin
agregado de poliaminas al medlo, como se deberia esperar por el hecho de que
estas bacterias tienen niveles enddgenos normales de los policationes.

Las diferencias en el grado de inhibicidn producido por la estrep-—
tanicina en las condiciones estudiadas no se pueden atribuir a captaciones
diferentes del antibidtico, ya que la entrada de la droga a la bacteria fue

similar en cultivos con y sin poliaminas.

2.8.7. Analisis de distribucidn ribosomal en la cepa BGA8 bp

El estudio de los perfiles ribosomales después de centrifugar los
extractos bacterianos en gradlentes de sacarosa indicd que en E. coli BGA8 bp
el equilibrio entre subunidades y particulas 70S se encuentra desplazado
hacia los mondmeros 70S como ocurre en la cepa BGA8 cultivada en presencia de

poliaminas (Fig. 22).
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2.9. Obtencidn de una mutante auxotrofa para arginina a partir de la cepa

BGAS bp

Con el propdsito de investigar si el posible camino alternativo de
blosintesis de putrescina en la cepa BGA8 bp involucra a la enzima ace-
tilglutdmico sintetasa se intentd eliminar dicha actividad mediante una muta-—
cidon. El1 procedimiento seguldo fue el sigulente: en un primer paso se
transformd la cepa BGA8 bp en auxdtrofa que requiere timina (thyA). Este mar-
cador estd ubicado en el minuto 61 del mapa genético de E. coli, muy cerca
del gen argA correspondiente a la N-acetilglutamico sintetasa. Por otro lado,
se prepard un lisado de E. coli MAY que es una mutante (argA) deficiente en
la enzima N-acetilglutamico sintetasa, por infeccidn con bacteriofagos Pl
virulentos que se dejaron desarrollar en dicha cepa.

Al infectar E. coll BGA8 bp thyA con el lisado anterlor se obtuvieron
por transduccidn algunas colonlas que eran BGA8 bp argA.

Probablemente el evento genético ocurrido sea el esquematizado en la

Figura 23.
Figura 23
fago Pl desarrollado en E. coli MAY
L. COLL TAR e .
argh~  thyA'
transduccidn
+
> ¢ ——
argA~ thyA"
E. coli BGA8 bp thyA | BGA8 bp argA
argAt  thyA™
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Figura 24: Contenido enddgeno de poliaminas de E. coli BGA8 (calles 3 a 5
BGA8 bp (calles 0 a §), BGAS bp argA-l (calles 9 a 11) y MRE
(calles 12 a 1B)
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Cramatograf'ia en capa delgada de los extractos dansilados obtenidos de bac- l
terias cultivadas sin ningin agregado (calles 3, 6, 9 y 12), con ornitina
(calles 4, 7, 10 y 13) y con arginina (calles 5, 8, 11 y 14). Se analizaron
también un "blanco" de reactivos (calle 1) y los "standards" de poliaminas
puras (calles 2 y45). Se usd cloroformo:trietilamina (10:1), como solvente de
desarrollo y se indican las posiciones de los "standards" de putrescina (P), I
cadaverina (C) y espermidina (S).
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Se alsld una de estas colonias, que se denomind BGA8 bp arg A-l1 y se

estudld su capacldad de desarrollo en distintos medios.

2.9.1, Caracteristicas de la cepa BGA8 bp arghA-1

Esta mtante tiene requerimiento de arginina y sdlo puede
desarrollarse en medios minimos que contienen por 1lo menos 10 ug/ml de este
aminoidcido. En estas condiciones crece a la misma velocldad en medios con y

sin poliaminas.

2.9.2. Contenido enddgeno de poliaminas

La Figura 24 muestra una cramtografia en capa delgada de los extrac-
tos 4&cidos dansilados provenlientes de las cepas BGA8 cultivada sin
putrescina, BGA8 bp, BGA8 bp argA-l y MREGOO (cepa salvaje).

Los resultados indicaron que la cepa BGA8 bp argA-1 no contiene
poliaminas pese a que se multiplica rapidamente. Como se menciond anterior-
mente requiere arginina, a diferencia de lo que ocurre con las cepas BGAS,
BGA8 bp y MRE600. Es interesante sefialar que el agregado de arginina a E.
coli BGA8 bp también produce la desaparicidn de la putrescina enddgena sin
alterar su velocidad de crecimiento normal. En cambio si las cepas BGA8 bp y
BGA8 bp argA-l son cultivadas en presencla de ornitina, se recupera el con-
tenido de putrescina. Este resultado se podria explicar si la arginina repri-
mlera la sintesls de putrescina en la cepa BGA8 bp y la ornitina no tuviera

ese efecto. Otros resultados apoyan la 1dea de que la arginina reprime la
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Figura 25: TIC de los extractos dansilados obtenidos de bacterias E. coli

BGA8 bp (A y B) y BGA8 bp argh-1 (C y D) incubadas con lL'C_-acido

glutamico

Los cultivos se efectuaron en medio minimo sin ningin agr'eﬁ?do (A), con orni-
tina (B y D) o con arginina (C). Luego de incubar corl C acido g,lutamico
durante 2 hs, los extractos celulares se trataron con L*C-acido glutamico y
analizaron por TLC como se describe en 'Materlales y Metodos" empleardo
cloroformo:trietilamina (10:1) como solvente de desarrollo. Se miestra 1la
distribucidon de 1la radioactividad en los cramatogramas y las posiciones
correspondientes al origen de siembra (0 ), putrescina (P) y espermidina (S).



Tabla XIV: Conversién de lYC-dcido glutémico en poliaminas en E. coli BGA8 bp

¥ EGAB bp argA-l

Putrescina Espermidina

Bacteria Medio de cultivo | cpm/A490.ml % cpm/A490.m1 %

E. coli BGA8 bp MM Ly76 100 973 100
MMO 1685 35 326 33

E. coli BGA8 bp argA-1 MMA 8. 0,1 0 0
MMO 294 6,1 240 25

Cultivos de E. coli BGA8 bp y BGA8 bp argA-l en el medio minimo correspon-
dﬁente a cada cepa, con o sin 100 ug/ml de ornitina, se incubaron con
18_4cido glutdmico durante 2 hs. La radioactividad en las dansil poliaminas
obtenldas se determind como se describe en 'Materlales y Métodos". Los
valores estidn normalizados para 1 ml de cultivo con una absorbancla de 1 a
490 rm.
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sintesis de putrescina en BGA8 bp; por ejemplo cuando se agregd un exceso de
arginina a cultivos de esta cepa incubados con ll'C—gl\.u:.zfmﬁ.co, desaparecié la
putrescina radicactiva, tal como ocurrid con la cepa salvaje MRE600. En este
ultimo caso la sintesis neta de putrescina ocurrid a partir de arginina, via
metabdlica que se encuentra bloqueada en la cepa BGAS8 bp.

Posteriormente se pudo establecer que cuardo la cepa BGA8 bp arghA-l se

cultiva con citrulina también desaparece la putrescina intracelular.

2.9.3. Enzimas blosintéticas de poliaminas en la cepa BGA8 bp argA-1

No se pudieron detectar las actividades de ornitina decarboxilasa y
agmatinasa en la cepa BGA8 bp argA-l. Los niveles residuales de estas enzimas

son aln mis bajas en esta cepa que en E. coli BGA8 bp de la cual proviene.

2.9.4, Conversidn de dcido glutdmico en putrescina en la cepa BGA8 bp argA-1

Cultivos en medio minimo con y sin ornitina de cada una de las cepas
BGA8 bp argA-l1 y BGA8 bp, se incubaron durante 2 horas con ll‘C-gluta’\m:Lco
(uniformemente marcado). Los extractos acldos bacteriancs se analizaron camo
se describid anteriormente. La Figura 25 muestra los radiocranatogramas
resultantes y en la Tabla XIV se dan los valores de radioactividad nor-
malizados para igual nimero de células.

Se puede observar que la cepa BGA8 bp argA-l1 no sintetizd putrescina
cuando fue cultivada en presencla de arginina y en cambio se detectd cierta

cantidad de putrescina radioactiva al reemplazar la arginina por ornitina,



_70_

aunque dicha cantidad era reduclda sl se la campara con la que contiene la
cepa BGA8 bp. En este experimento no fue posible dilucidar sl la putrescina
se formaba por un camino blosintético que no involucra a la emzima N-
acetilglutimico sintetasa o si 1la mutacidn de dicha enzima no era campleta

permitiendo la sintesis de la poliamina.



Tabla XV: %?mtg_e' duplicacion de E. coll BGA8 cultivadas en presencia de
erentes ﬁ%oaciaos -

Medio de cultivo Tiempo de duplicacidn (min)
MM 240
MMP .75
MMA 90
MMC1it 0
MMASA 100
MO 270

Tiempos de duplicacidn en la fase logaritmica media de E. coli BGA8 cultivada
en medio minimo (MM), con el agregado de arginina (MMR), cIfrulina (MMCit),
dcido argininosuccinico (MMASA), ornitina (MMO) o putrescina (MMP) a con-
centraciones finales de 100 ug/ml de cada campuesto.
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Tabla XVI: Contenido enddgeno de poliaminas en E. coll BGAS

Medio de cultivo Putrescina Espermidina
(nmo1/A490.m1)
M1 0,38 0,55
MMP 11,0 1,98
MMA 0,11 0,42

E. coll BGA8 se cultivd en medio minimo con 100 ug/ml de arginina (MMA) y el
contenido enddgeno de poliaminas se determind camo se describe en la Tabla
IIT y en "Materiales y Métodos".

Se utilizaron como controles cultivos sin (MM) o con (MMP) putrescina.
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3. Crecimlento de E. coll BGA8 en presencia de diferentes aminodcidos

La Tabla XV muestra las velocidades de crecimlento de E. coli BGA8 en
medio minimo al cual se agregd diferentes aminodcldos que forman parte del
camino metabdlico de sintesis de arginina.

Sorprendentemente se observd que la arginina y la citrulina estimulan el
crecimiento, aunque de manera menos pronunciada que la producida por la
putrescina. Otra cepa auxdtrofa para poliaminas, E. coll MA255, mostrd una
estimilacidén similar del crecimlento.

Un andlisis de la arginina utilizada en estos experimentos demostrd que no
contenia niveles detectables de putrescina.

La Figura 26 indica la velocldad de crecimiento de 1la cepa BGA8 en funcidn
de la concentracién de arginina agregada al medio de cultivo. Se llega a un
miximo de velocidad de crecimiento (tiempo de generacidn de 90 min) con nive-

les de 20 ug de amincdcido por ml de cultivo.

3.1. Contenido endégeno de poliaminas de la cepa BGA8 cultivada en presencla
de arginina

Tenlendo en cuenta el resultado anterior se decidid investigar si el
nivel enddgeno de poliaminas de la cepa BGA8 cultivada en presencia de argi-
nina permitia explicar su velocidad de crecimiento.

El dosaje de poliaminas se realizd mediante la técnica de dansilacidn de
extractos bacterlanos descripta en "Materiales y Métodos".

Los valores de la Tabla XVI indican que el contenido de putrescina de la
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Figura 27: Actividad de agmatinasa en extractos celulares de E. coli, MRE 600
(O) y BGAB (&) en funcidn de la concentracidn de arginina

Los valores de actividad de agmatinasa en extractos celulares de E. coli
MRE600 y BGA8 cultivados sin poliaminas se expresaron como porcentaje de la
actividad enzimitica en el extracto de E. coli MRE600 cultivada en ausencia
de arginina.
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cepa E. coll BGA8 cultivada con arginina no puede explicar su welocidad de
crecimiento, ya que dicho nivel es similar al de la bacteria no suplementada

(medio MM).

3.2. Medicidn de las enzimas arginina decarboxilasa (ADc) y agmatinasa (AUH)

Para confirmar el resultado anterior se determinaron las actividades de
las enzimas del camlno blosintético de putrescina a partir de arginina. Camo
ya se sabia, la cepa BGA8 tilene niveles normales de ADc y sdlo actividad
residual de agmatinasa (ver Tabla IV).

Dado que ambas enzimas fueron medidas en extractos de bacterias cultiva-
das en medio minimo, también se dosd la actlvidad de agmatinasa en bacterlas
cultivadas con diferentes cantidades de arginina. En la Figura 27 se observa
que la cepa BGA8 contiene muy baja actividad de agmatinasa a todas las con-
centraciones estudiadas de arginina. Por su parte E. coll MRE600 muestra una
leve induccidn de agmatinasa a 100 ug de arginina por ml de medio de cultivo.

No se pudo realizar un experimento simlilar empleardo agmatina, dado que
la preparacidon comercial de esta sustancla estd contaminada con putrescina.

En otro experimento se determind la actividad de agmatinasa de 1los
extractos bacterianos agregando cantidades creclentes de agmatina a la mezcla
de reaccidn. En ninguna de estas condiciones se pudo observar cantidades
significativas de actlvidad de agmatinasa en los extractos de E. coli BGAS.

Los resultados descriptos Indican que no se pudo detectar actividad de
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Figura 28: Anilisis del contenido enddgeno de aminoicidos en E. coli BGA8

Los extractos percldoricos de bacterias E. coll BGA8 cultivadas sin (A) y_con
(B) putrescina se neutralizaron con KOH'y se mldid el contenido de amincacl-
os medlante un analizador automatico que los separa por cramatografia en

columas de intercambio idnico y los dosa por coloracidn con ninhidrina. l



Tabla XVII: Contenido endégeno de aminodcidos basicos en E. coli BGA8

(rmo1/A490.m1)
amincdcido -P +P
lisina 0,18 0,32
arginina nd 0,30
ornitina 15,6 0,35
histidina nd nd

Los valores se calcularon a partir de los plcos de la Figura 28 y estan nor-
mallizados para 1 ml de cultivo con una absorbancia de 1 a 490 nm.
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agmatinasa en la cepa BGAS en ninguna de las condiclones estudiadas.

3.3. Contenido enddgeno de aminodcidos bidsicos

El dosajJe de aminodcidos baslcos en extractos acldos bacteriancs
mediante la utilizacidn de un analizador automitico de amincdcidos permitid
comprobar que el nivel enddgeno de ornitina en la cepa BGA8 cultivada en
medio minimo es 50 veces mayor que el correspondiente a la bacteria cultivada
en el mlsmo medio con agregado de putrescina (Fig. 28 y Tabla XVII). Cuando
E. coli BGA8 se cultiva en presenclia de arginina aparecen niveles reducidos
de ornitina. La cepa salvaje MRE600 tiene bajas concentraciones intracelu-
lares de este aminodcido.

Los datos menclonados indican que la bacteria E. coll BGA8 cultivada sin
putrescina contlene una cantidad excepclonalmente alta de ornitina. Este
resultado se pudo confirmar analizando los aminocidcldos basicos por electro-
foresis en papel, como se detalla en "Materiales y Métodos". Esta técnica se
empled en los estudios posteriores para investigar el efecto de diversos cam-
puestos sobre el contenido enddgeno de ornitina de la cepa BGAS.

Para conocer si el alto nivel de ornitina se debia a la falta de
poliaminas o a un efecto secundarlo producido por el crecimiento lento de la
bacteria sometida al ayuno de poliaminas, se cultivd E. coli BGA8 en un medio
con putresclna, pero utlilizando acetato en lugar de glucosa como fuente de
carbono. Fn estas condiciones la cepa BGA8 crece lentamente pese a que el

medio contlene poliaminas y se observd que el nivel intracelular de ornitina
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Figura 29: TILC de los extractos dansilados ob%nidos de bacterlas E.
BGA8 (A) y MREBOO (B) incubadas con i-C-arginina

Los cultivos se efectuari%n en medios sin poliaminas y con 40 ug/ml de ar‘gi—l
nina. Luego de agregar " C-arginina durante 1 h, los extractos celulares se
trataron y analizaron por TLC como se describe en '"Materiales y Metodos". l




Tabla XVIII: Conversién de luC-argmina en poliaminas en E. coli BGA8 y

MREGO0 cultivadas en presencia de altas concentraclones de argl-
nina
Putrescina Espermidina
Bacteria cpm/A490.m1 % cpm/A490.m1 %
E. coll MRE600 8292 100 765 100
E. coli BGAS8 25 0,3 217 28

Cultivos d?u_E_ coll BGA8 y MRE600 en medios con 40 ug/ml de arginina se incu-
baron con “"C-arginina durante 4 hs. Posterlormente los extractos percléricos

obtenidos se dansilaron, analizaron por TLC y la radloactividad en putrescina
y espermldina se determind como se describe en "Materlales y Métodos". Los

valores estan normalizados para 1 ml de cultivo con una absorbanclia de 1 a
490 nm.
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era ruevamente reducldo.

De esta manera se pudo concluir que la concentracidon muy alta de orni-
tina en E. colil BBGA8 cultivada sin poliaminas se debe especificamente a la
falta de estas sustancias. La acumlacidén de ornitina no sucede en presencia

de putrescina, espermidina o arglnina.

3.4. Conversidn de arginina en putrescina

Para investigar la formacion de putrescina a partir de arginina se agregd
este aminodcido radioactivo a cultivos de E. coll BGA8 sin poliaminas y de E.
coli MRE600. Ambas cepas fueron cultivadas por 4 horas en un medlo con 40
ug/ml de arginina, se recogieron las cflulas y posteriormente se dansilaron
los extractos acldos. lLas dansil pollaminas resultantes se separaron por
T.L.C. La Figura 29 muestra el radiocromatograma obtenido y en la Tabla XVIII
se dan los resultados normalizados para un nimero igual de células.

Se pudo comprobar que mientras en la cepa salvaje hay transformacidn de
arginina en putrescina esto no ocurre en BGA8; en cambio no se obtuvo un
resultado tan claro en el caso de la espermldina. La radloactividad en ‘el
origen del cromatograma puede atrlbulrse a agmatina que se acumla en E. coll
BGA8 por la ausencla de agmatinasa. Los resultados fueron similares cuando

las bacterias se cultivaron en un medio sin arginina.



Tabla XIX: Actividad especifica de ornitina transcarbamilasa en E. coli BGAS

Ornitina transcarbamilasa (0TC)

Medio de cultivo (unidades/mg proteina)
MM 3,40
MVYP 2,07
MMA 0,32 i

E. coll BGA8 se cultivd en medio minimo (MM), con 100 ug/ml
de putrescina
Sth c?iécoria 100 % c;rle dzrginina (MMA); se pr’epar'ar'on extractos cIe)lular'es y
ac a ornitina transcarbamilas
"Materiales y Métodos". % como. se describe en

Tabla XX: Contenido enddgeno de carbamil fosfato en E. coli BGA8

Carbamil fosfato
Medio de cultivo (pico moles/A490.ml)

MM 230 I
MMP 130 l
E. coli BGA8 se cultivd en medio minimo (MM) y en medio minimo con 100 ug/ml
de putrescina; se prepararon los extractos celulares y se determind el con-
tenldo ernddgeno de carbamil fosfato camo se describe en "Materiales yl

Métodos". Los valores estan normalizados para 1 ml de cultivo con una absor-
bancia de 1 a 490 rm.
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3.5. Medicidn de ornitina transcarbamilasa (OTC)

El alto contenido en ornitina de la bacteria BGA8 cultivada sin poliami-
nas puede deberse a una deficlencia en la conversién de ornitina en cltrulina
0 a un aumento considerable de la formacidén de ornitina. Para investigar
estas posibilidades se midid la actividad de la enzima OTC en los extractos
bacterianos usando el procedimiento descripto en Materiales y Metodos. Los
resultados se dan en la Tabla XIX.

Se observa que —contrarlamente a lo esperado- la actividad OIC es mayor
en la bacteria cultivada sin poliaminas. Dicha diferencia se mantuvo a pH 7,0
pese a que ambas actividades disminuyeron dlez veces. Los dosajes reallzados
correspondian a una auténtica actividad OTC, pues se alsld uno de los produc-
tos (citrulina) por electroforesis en papel. En este caso la arginina también
reprime la actividad OTC como ocurre con todas las enzimas del camino de

blosintesis de arginina (143).

3.6. Contenido enddgeno de carbamil fosfato

Como una manera de dlilucidar la aparente paradoja entre la acumulacidn
de ornitina (que es substrato de la enzima OTC) en la cepa BGA8 cultivada sin
pollaminas y la activlidad relativamente alta de esta enzilma medida "in
vitro", se estudid la concentracidn intracelular del otro substrato, carbamil
fosfato que podria estar marcadamente disminuido.

Para medir el contenldo enddgeno de carbamil fosfato se usd la enzima



Tabla XXI: Conversién de lYC—ornitina en arginina en E. coli BGAS

Aminoacido Insoluble en PCA Soluble en PCA
cpm/AL90.ml cpm/A490.m1

-P +P -P +P
arginina 5059 120809 6545 6204

Cultivos E. coli BGA8 en medios con y sin putrescina se incubaron durante
1 h con 1%C—ornitina. Luego se trataron las bacterias con PCA y se obtuwvo una
fraceidn soluble y otra insoluble. Esta Ultima fraccidén se sometid a
hidrdlisis en C1H 10 N a 111°C durante 16 hs y el hidrolizado fue neutrali-
zado por evaporacion. Los compuestos radiocactivos presentes en ambas frac-
cilones se analizaron por electroforesis en papel camo se describe en
"Materiales y Métodos". Los valores estan normalizados para 1 ml de cultivo a
una absorbancia de 1 a 490 rm.
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carbamato quinasa como se describe en Materlales y Métodos. La Tabla XX
muestra el resultado obtenldo.

La concentracion endogena de carbamll fosfato en bacterias cultivadas
sin poliaminas resultd ser mayor que la correspondiente a bacterias suplemen-
tadas con putrescina. Tenlendo en cuenta estos resultados no se puede expli-
car la acumlacion de ornitina en condiciones de ayuno de poliaminas por la

falta de ningin sustrato de la enzima ornitina carbamil transferasa.

3.7. Conversidén de ornitina en arginina en bacterias con y sin poliaminas

En este experimento se estudld 1la conversidn de ornitina en arginina
mediante el agregado de Mo ornitina a cultivos de E. coll BGA8 realizados en
ausencla y presencia de poliaminas. Se utilizaron extractos acldos de ambos
tipos de bacterias para separar los distintos amincdcidos basicos mediante
electroforesis en papel. En la Tabla XXI se presentan los resultados obteni-
dos normalizados para un mimero constante de células.

En ambos casos la r-adioactividad en arginina soluble es my baja, pero
si se considera la radicactividad en arginina total (soluble e incorporada a
proteinas) se comprueba que es del orden de 10 veces menor en las bacterlas
cultivadas sin putrescina. Este resultado se puede é.xp].ica.r por una fuerte
dilucidn isotdpica de la ornitina radioactiva por el "pool" endégeno muy
aumentado de este amincdcldo en las bacterias sin poliaminas (ver Tabla
XVII).

Cuando se realizd un experimento similar pero usando luC-citrulina, 1a
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Ficura 30: Electroforesis en papel de extractos obtenidos de bacterias E.
coll BGAB incubadas con 1%C-acido glutamico
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Cultivos con (A) y sin (B) poliaminas de E. coll BGA8 se incubaron e sc1do
glutdmico durante 1 h; luego se prepararon extractos percléricos que se
neutralizaron y sometier'on a electroforesis en papel Whatman 3 MM con acido
sulfosalicilico 50 mM pH 3,2 durante 3 hs a 600 V. Los picos radioactivos se
localizaron empleando un radiocromatdgrafo. Se muestra la distribucidén de

radloactividad en los cramatogramas y las posiclones del origen de siembra'
(0), acido glutamico (glu), prolina (pro), arginina (arg), ornitina (orn),
putrescina (put) y espermidina (esp).




Tabla XXII: Conversién de 1YC-dcido glutémico en ornitina en E. coll BGA8

) Ornitina (cpm/A490.ml)
Tiempo de 1Incubacidon (min) -P +P

10 11030 282
30 15230 783
60 12569 839

Cultivos de E. coll BGA8 con y sin putrescina se incubaron con e _5e1do
glutdmico y Se tomaron muestras a los tiempos indicados. Los plcos radioac-
tivos de ornitina correspondlentes a los cramatogramas en capa delgada (TLC)
(Fig. 30) se detectaron y eluyeron midiendo su radlocactividad camo se
describe en "Materiales y Métodos". Los valores estan normalizados para 1 ml
de cultivo con una absorbancia de 1 a 490 rm.
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radiocactividad en arginina de proteinas es solo tres veces mayor en bacterias
cultivadas con poliaminas.

La diferencla observada con cltrulina radloactiva en los preclpltados
acidos correspondlentes a ambos tlpos de cultivos puede explicarse por la
mayor sintesis proteica que ocurre en E. coll BGA8 suplementada con

putrescina (101).

3.8. Sintesls de ornitina a partir de acido glutamico

Como ya se ha menclonado, la sintesls aumentada de ornitina en las bac-
terlas sin poliaminas podria explicar los datos obtenidos. Para estudiar 1la
sintesis de ornitina se incubaron cultivos de E. coli BGA8 con 14c_4c1do
glutdmico en medios con y sin pollaminas. Los diferentes campuestos marcados
se separaron mediante electroforesis en papel. Los resultados normalizados
para igual nimero de células se dan en la Tabla XXII y la Figura 30 muestra
uno de los radiocramatogramas obtenidos.

La radiocactividad encontrada en ornitina fue 20 veces mayor en las bac-
terias cultivadas sin poliaminas. Este resultado indica una sintesis aumen-
tada de ornitina en las bacterlas carentes de poliaminas. En el precipitado
de proteinas se encontrd, en camblo, una radicactividad 2 veces superior en
las bacterias que se cultivaron en presencia de poliaminas. En otro experi-
mento en que se bloqued la sintesis de proteinas con cloramfenicol también se
detectd una sintesis muy aumentada de ornitina en las bacterias sometidas al

ayuno de poliaminas.
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Figura 31: Crecimiento de la cepa E. coll BGA8 en funcidn de la concentracion
de ornitina en el medio de de cultivo

E. coli BGA8 se cultivd en presencia de putr'escina y diferentes con-
centraciones de ornitina (0,0; 0, 0,2; 4, 1,0; @, 3,0y @, 5,0 mg/ml).
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Figura 32: Contenido enddgeno de ornitina en E. coll BGA8 cultivada con

distintas concentraciones de ornitina “exbgena

Se prepararon extractos percloricos de E. coll BGA8 cultivada con diferertes
cantidades de ornitina mediante electroforesis en papel como se describe en
"Materiales y Métodos". Tamblén se dosd el contenido enddgeno de ornitina en
E. coli BGA8 cultivada en ausencia de putrescilna y omitina (0). Los valores
estan normalizados para 1 ml de cultivo con una absorbancia de 1 a 490 nm.
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3.9. Toxicidad por ornitina

Teniendo en cuenta los resultados descriptos podria explicarse el com-
portamiento de la cepa E. coll BGA8, sl una concentracidn enddgena alta de
ornitina fuera tdxica para las células bacterlanas. Cuando se agrega poliami-
nas o arginina al medio de cultivo disminuye la sintesis de ornitina y 1la
célula podria adquirir un estado fisioldgico normal, con el consigulente
aumento de la welocidad de crecimiento. Para comprobar esta hipdtesis se
cultivd E. coli BGA8 en un medio minimo con 100 ug/ml de putrescina y con
cantidades creclentes de ornitina (Figura 31). A bajas concentraciones de
ornitina no se observd ningin efecto, pero a partir de 0,5 mg/ml de ornitina
el crecimiento comenzd a hacerse mas lento y llegd a detenerse entre 4 y 6
mg/ml de ornitina. Se pudo comprobar que este efecto no se debla a una inter-
ferencia con la entrada de putrescina a la célula, porque el crecimiento de
una cepa salvaje también se inhibid de igual manera por la presencia de orni-
tina. Posteriormente se determind que cuando se alcanza una concentracidn
externa de ornitina entre 3 y 4 mg/ml de cultivo, el nivel interno del ami-
nodcido es similar al que se encuentra en las células cultivadas sin poliami-
nas (Fig. 32). Esto permite explicar el crecimiento lento de los cultivos de

E. coli BGA8 en ausencia de poliaminas.
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Figura 33: Andlisis en gradientes de sacarosa de los perfiles ribosomales ﬂ
E. coli BGAB cultivada en presencia Ge arginina

Los extractos celulares provenientes de bacterias cultivadas en medio mini
(MM), medio minimo con putrescina (MMP) y medio minimo con arginina (MMArg)
se prepararon y analizaron por centrifugacién en gradientes de sacarcs
(15%-45%), como se describe en "Materiales y Métodos". Se indican las posi
clones de las particulas 30s, 50s y 70s en los gradientes.
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3.10. Anilisis de la distribucidn ribosomal

En anteriores trabajos de Algranati y col. (113) se demostrd que el
equilibrio entre las particulas ribosomales varia en la cepa BGA8 dependiendo
de la presencla o ausencla de poliaminas en el medio de cultivo. Dicho
equilibrio se desplaza hacla las subunidades en bacterias sometidas a un
ayuno en poliaminas. En camblo, cuando se agrega putrescina al medio aumenta
la proporcion de mondmeros y 1la velocidad de crecimiento.

El perfil ribosomal en E. coli BGA8 desarrollada en un medio con argi-
nina es my similar al de las bacterias cultivadas sin putrescina. Este
resultado indica que 1la arginina no puede reemplazar a la putrescina en la
normalizacién del equilibrio entre las particulas ribosomales pero en camblo
puede substitulrla parclalmente en el aumento de la wvelocidad de crecimliento
(Figura 33).



-80-

DISCUSION

Las poliaminas desempefian roles esenciales en la sintesis de DNA, RNA y
proteinas como asl también en la proliferacidén de células procariontes y
eucariontes. Tenlendo en cuenta la 1importancia de las miltiples funciones
menclonadas, se decldid investigar distintos aspectos aln no aclarados de la
biosintesls de poliaminas y de su regulacidn. Con este propdsito se utilizd
la bacteria E. coll, que es un microorganismo de ficll obtencidn en el cual
se ha logrado acumular un gran conocimiento biloquimico y genético. El aisla-
miento de cepas bacterianas mutantes incapaces de sintetizar poliaminas per-
mitid regular a wluntad el nivel enddogeno de estas sustancias e investigar
en detalle los efectos producidos en diferentes cordiciones.

En la primera parte del presente trabajo se estudid el mecanism de
aparicion de bacterlas que no requieren poliaminas en cultiwvos de E. coli
BGA8, que es una cepa mutante que no sintetiza estas sustanclas y necesita
del agregado de las mismas al medio para su crecimiento Optimo.

En la segunda parte se investigd el rol de las poliaminas en la regula-

cién de 1a blosintesis de arginina.

En estudios preliminares realizados en mestro laboratorio se habia
observado repetidamente que los cultivos de la cepa E. coll BGA8 luego de
varios periodos consecutivos y prolongados de crecimiento lento en medlos que
no contenian poliaminas, comenzaban a crecer rapidamente. La welocidad de
proliferacion de estos cultivos que hablan perdido su auxotrofia para

poliaminas era similar a la de la cepa BGA8 desarrollada en presencla de
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poliaminas. E. coli MA255, otra cepa auxdtrofa para poliaminas, mostrd un
comportamiento anilogo.

Como primer paso para conocer el mecanismo de esta reversidn fenotipica,
se estudld el contenido enddgeno de poliaminas en estas bacterlas que
designamos con la abreviatura bp (por 'by pass").

Se pudo comprobar que las células bp tienen concentraciones de putrescina
y espermidina parecidas a la de la cepa salvaje MRE600 (Tabla III). Si bien
no se efectud un anilisis quimico estructural de las poliaminas encontradas
en las bacterlas bp, el hecho de que se comporten en varios sistemas crama-
tograficos como putrescina y espermidina suglere firmemente que se trata de
estas sustancias.

Los hechos descriptos permiten concluir que las células bp recuperaron la
capacidad de sintetlzar poliaminas y se desarrollan normalmente sin necesidad
del agregado de estas sustanclas. Estos cultivos bp son diferentes a los
descriptos por Tabor y col. para otra cepa auxdtrofa para poliaminas (E. coli
EWH319) que también dejJa de requerir los policationes y crece a wvelocidad
normal en condiclones en que no contlene putrescina ni esper'midiné erdogenas .

Los experimentos descriptos en el presente trabajJo se realizaron con

cultlvos preparados a partir de una colonla alslada que llamamos E. coli

BGA8bp.

En ruestros estudios no slempre se pudo utllizar como control la cepa
salvaje MAl7, ya que ésta mostrd un crecimiento defectuoso. Esto se debe
posiblemente a alguna mutacidn adicional de 1a cepa disponible en el labora-

torio.
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La recuperacidén de la sintesis de putrescina en la cepa BGA8bp se puede
explicar por la apariclon de una via metabdlica desconocida o por una rever-
si6n genética en alguno de los genes mutados de las enzimas ornitina decar-
boxilasa (ODc) o agmatinasa (AUH). Esta QOltima posibilidad también debe
considerarse debido a que las mutaclones en los genes menclonados de la cepa
E. colil BGA8 posiblemente son puntuales, ya que se obtuvieron con mutagenos
quimicos (47).

La medida de las actividades de ambas enzimas permitid establecer que E.
coll BGABbp no es una cepa revertante pues tiene niveles muy reducidos de las
enzimas ODc y AUH, tan bajas como los de la cepa BGAS.

Tampoco se pudo detectar actividad de ornitina decarboxilasa inducible en
la cepa BGASbp, nl en ninguna de las cepas usadas, lo que confirma que E.
coll K12 y las bacterias derivadas de ella no poseen esta forma enzimitica.

Es interesante sefialar que aunque la cepa BGA8bp no resultd ser una
revertante de BGA8, si lo eran otras de las colonias _aisladas de cultivos que
habian perdido el requerimiento de poliaminas, ya que mostraron haber recu-
perado la actividad ornitina decarboxilasa o de agmatinasa. Pese a que no se
efectud un estudlo estadistico se puede afirmar que la reversidén fue el
evento mas frecuente en la aparicidn de cultivos indeperdientes de la presen-
cia de poliaminas. Sin embargo debe tenerse en cuenta que basta que revierta
uno solo de los genes mutados de cualquiera de las dos enzimas para que se
recupere la capacldad de sintetizar putrescina.

Para confirmar los resultados anterlores se estudid sl las bacterias E.

coli BGABbp pueden sintetizar putrescina "in vivo" a partir de ornitina o
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arginina y se observd que en esta cepa ninguno de los dos compuestos son uti-
lizados para sintetizar putrescina (Tablas VI y VII). Este resultado no se
puede atribulr a una captacidn dismirnuida de los aminodcidos, ni a un incre-
mento en el contenido enddgeno de los mismos (2.4.4. y Fig. 12) que podria
diluir los compuestos radiocactivos. Estudlos preliminares demostraron que en
la cepa BGA8bp tampoco hay una excrecidn aumentada de poliaminas al medio de
cultivo.

Aunque los experimentos con luC-or'nitina. son algo menos concluyentes,
todos los datos obtenidos sugleren que la arginina y la ormitina no pueden
ser precursores de la putrescina en la cepa BGA8bp. La citrulina que se forma
a partir de ormitina tampoco puede dar origen a la putrescina detectada en
estas bacterias.

Cuando los experimentos "in vivo" se reallzaron con glucosa o acido
glutdmico radiocactivos se demostrd que estos compuestos son precursores de la
putrescina tanto en E. coll BGA8bp como en la cepa salvaje MRE600. La orni-
tina no parece ser un intermediario en estas conversiones en bacterias BGA8bp
ya que el agregado de un exceso de esta sustancia no provocd una caida
drastica en la radioactividad de 1la putrescina, camo ocurrld en la cepa
salvaje MRE600. Sin embargo, la radloactividad en la putrescina de 1a cepa
BGABbp deberia permanecer constante luego de agregar un exceso de ornitina, y
en realidad este valor dlsminuyd a un 50% (Tabla VIII), posiblemente debido a
que gran parte del exceso de ornitina se convierte en arginina y ésta a su
vez podria inhibir la sintesis de putrescina.

Cuando se usdO un exceso de arginina en experimentos andlogos a los
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anteriores, la radloactividad en putrescina practicamente desaparecid, tanto
en la cepa BGABbp como en la cepa MREG00. Estos resultados se pueden explicar
suponiendo que la arginina también reprime la sintesis de putrescina en la
cepa BGABbp, como ya se sabe que ocurre en una cepa salvaje (74). En con-
secuencia, el camino metabdlico de sintesis de poliaminas a partir de acldo
glutdmico en las bacterias BGABbp podria ser una via enteramente distinta a
las conocidas, pero con enzimas también reprimibles o inhibibles por argi-
nina.

De todos los datos menclonados se concluye qué la cepa BGA8bp sintetiza
putrescina pese a que no posee las enzimas agmatinasa y ormitina decar-
boxilasa. Dicha sintesls se lleva a cabo a partir de acido glutamico sin
involucrar ornitina nl arginina como intermediarios.

La cinética de aparicidn de radioactividad en putrescina a partir de
e glucosa también fue diferente en E. coli BGABop y MRE600 (Fig. 14).

Una caracteristica peculiar de la cepa BGABbp es la fase lenta de creci-
miento que aparece antes de alcanzar la welocidad mixima de desarrollo
durante la fase logaritmica. Este periodo de multiplicacidén lenta se debe a
que las bacterias plerden gran parte de las pollaminas al llegar a la fase
estacionaria, y son bacterias de esta fase las utilizadas como indculo.

Al estudlar distintas propiedades de 1la cepa E. coli BGABop se observd
que a medida que aumenta la temperatura de cultivo la fase de crecimiento
lenta se hace mas corta, desapareciendo a U42°C. De esta manera la fase de
crecimiento exponenclal sdlo aparecid netamente en el rango de 37° a 42°C.

Este resultado se puede deber a que las enzilmas que sintetizan putrescina en
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E. coli BGA8Bbp podrian inducirse mds eficazmente a esas temperaturas; por
esta razon, seria importante medir el contenido erndogeno de poliaminas a
diferentes temperaturas de cultivo.

Por otro lado se observd que existia una relacidon inversa entre el grado
de aereacidn de los cultivos y la duracidn de la fase de crecimlento lenta.
Ademds cuando se usd manosa como fuente de carbono en lugar de glucosa los
cultivos de 1a cepa BGA8bp se desarrollaron rapidamente desde el comiernzo sin
atravesar la fase lenta de crecimlento.

Otros experimentos mostraron que de acuerdo a algunos parametros experi-
mentales el aparato de sintesis proteica de E. coll BGA8bp es mis parecido al
de 1la cepa BGA8 cultivada con poliaminas que al correspondiente a bacterias
sametidas a un ayuno de dichas sustanclas, camo se podia esperar ya que E.
coll BGABpbp tiene un contenido emddgeno normal de pollaminas. Asi, por
ejemplo, la velocidad de sintesis de proteinas "in vivo" fue superior en la
cepa BGA8Bop que en E. coli BGA8 cultivada sin poliaminas. También dlcha sin-
tesis mostrd una sensibilidad a estreptomicina caracteristica de las bac-
terlas con niveles intracelulares normales de putrescina (Figs. 20 y 21). En
cambio la cepa BGA8 desarrollada sin poliaminas fue menos sensible, coin-
cidiendo con resultados anteriores que mostraron que el antibidtico men-
cionado sblo ejerce su efecto mAximo en presencia de poliaminas. El estudio
de los perfilles rilbosomales en gradientes de sacarosa indicd que en E. coli
BGABbp el equilibrio entre subunidades y mondmeros 70s se encuentra despla-
zado hacla las particulas 70s, camo ocurre en la cepa BGA8 cultivada con

poliaminas (Fig. 22). Todos estos resultados demuestran que segin diferentes
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criterios E. coll BGABbp se comporta camo una cepa con niveles normales de
poliaminas.

;Cudles pueden ser los compuestos Intermediarios entre el acido glutimico
y la putrescina en la cepa BGA8Bbp? En E. coli, el dcido glutdmico es precur-
sor de arginina, prolina (144) y acido ¥§ -aminobutirico (GABA) (145). Sin
embargo, hasta el presente no se ha descripto que estos dos Gltimos cam-
puestos puedan convertirse en putrescina en E. coll y datos preliminares de
rnuestros experimentos también sugleren que en las cepas BGASbp y MRE600 la
prolina no es un precursor de putrescina. Los intermediarios de la via
biosintética de esta poliamina en E. coll BGA8bp podrian se.r canpues tos
distintos a los mencionados mis arriba.

Tanmbién se investigd si la espermidina puede convertirse en putrescina, y
se pudo descartar tal posibilidad en todas las cepas estudladas (Fig. 16),
coincidiéndose con resultados de otros autores.

Con el propdsito de profundizar ruestros estudios se obtuvo una bacteria
mutante derivada de la cepa BGABbp que carece de la enzima N-acetilglutdmico
sintetasa que cataliza 1la primera reaccién en la biosintesis de arginina
(Fig. 3). Esta cepa auxdtrofa para arginina (BGA8bp argh-1) que sdlo crece en
presencia de este amlnodcido o alguno de sus precursores se utilizd para
conocer si la enzima mencionada interviene en la sintesis de putrescina en la
cepa BGABbp. Cuando las bacterias E. coll BGA8bp y BGASbp argA-l se culti-
varon en un medlo con arginina desaparecid la putrescina enddgena; en cambio,
cuando los cultivos se realizaron en un medio con ormitina, las bacterlas

contenian rnuevamente una cantidad normal de putrescina. Esto podria deberse a
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que la arginina reprime la sintesis de putrescina y la ornitina no ejerce
este efecto. La cepa BGA8 bp argA-l sintetizd "in viwo" putrescina radicac-
tiva a partir de e 5c1do glutdmico cuando el cultivo se efectud en presen-
cia de ornitina en lugar de arginina. Este resultado parece indicar que en
estas bacterias la putrescina se forma sin la intervencidén de N-acetil
glutdmico sintetasa. Sin embargo, no se puede descartar totalmente que la
mutacién de dicha enzima no sea completa, permitiendo la sintesis reducida de
putrescina. Debido a la inestabiidad de la N-acetil glutamico sintetasa no
fue posible dosarla, pero se pudo comprobar que la cepa BGABbp argA-l no se
desarrolla en medio minimo con acido glutamico lo que suglere que el nivel de
la enzima debe ser practicamente rulo.

Con el fin de establecer si la transformacién de E. coli BGA8 en bac-
terias que no requieren poliaminas involucraba un cambio fenotipico o eventos
mutacionales que otorgan a estos organismos un caracter genéticamente
estable, se cultivdo E. coll BGA8pbp durante varias generaciones en un medio
con putrescina o en un medio rico. Luego se sometid las bacterias a un ruevo
ayuno de poliaminas y se demostrd que mantenian su crecimiento normal en
ausencla de estas sustanclas. Este resultado permitiria calificar a E. coli
BGA8bp como una cepa rnueva.

¢Cuiles pueden ser los eventos moleculares que provocan la aparicidn de
una rueva via de sintesis de poliaminas en la cepa BGA8bp? Una de las posibi-
lidades es que exlstan genes de enzimas blosintéticas de poliaminas diferen-
tes a las enzimas ya conocidas cuya expresidén en una cepa salvaje esté

reprimida permanentemente. Estos genes silenciosos o cripticos sdlo se expre-
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sarlan en condiciones de ayuno de poliaminas. Es interesante sefialar que se
han descripto genes superreprimidos en E. coli para varias funclones
metabdlicas distintas a la sintesis de poliaminas (146). Si en el caso de E.
coli BGA8 el corepresor fuera putrescina o espermidina, al suplementar la
cepa BGABbp con poliaminas y luego someterla a un ruevo ayuno de estas
sustancias, el cultivo deberia crecer lentamente en una primera etapa a causa
de la represidn ejercida por las poliaminas remanentes sobre su propla sin-
tesls, como eventualmente podria suceder en E. coli BGA8. Sin embargo como ya
se menciond, la sintesis de putrescina en E. coll BGA8bp no se detuwo luego
de un clclo de suplementacidn y ayuno de poliaminas, indicando que esta sin-
tesis posiblemente no se produce por la induccidén de un gen superreprimido.
También se podria pensar que los genes sllenclosos sdlo se activan si
ocurre un cambio mutacional en el material genético. Entre los evertos a
nivel del DNA que podrian activar estos genes se pueden menclonar mutaciones
que den origen a un promotor en la regldn 5' de un gen u operin carentes de
una zona pramotora, o la insercidn de un transposdn portador de una regldn
promotora. También podria exitir una ernzima capaz de catalizar una escasa
conversion en putrescina de algin sustrato diferente a ornitina o arginina.
En este caso las condiciones de ayuno prolongado de poliaminas selecclonarian
las células capaces de sobreproducir dicha enzima; esta misma presién selec—
tiva llevaria a la seleccidon de cé€lulas en las cuales alguna enzima hubiera
sufrido sucesivos cambios mutacionales hasta poder catalizar la sintesis de
putrescina. Cada una de las posibllidades mencionadas corresponden a casos ya

descriptos para otros procesos metabdlicos (146-148).
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La segunda parte del presente trabajo abarca distintos aspectos del rol
de las poliaminas en la regulacidén de la sintesis de arginina en E. coli.

Al investigar el efecto del agregado de diferentes aminoicidos bdsicos a
cultivos en medio minimo sin poliaminas de 1la cepa BGA8 se observd que
mientras arginina y citrulina estimulaban la wvelocldad de crecimiento, 1la
ornitina producia el efecto opuesto. El acido arginino-succinico también
mostrd una accldn estimulatoria aunque menor que la observada con arginina.
Es interesante destacar que el efecto de la arginina no se observé en células
suplementadas con putrescina. El anilisis del contenido enddgeno de poliami-
nas en E. coli BGA8 cultivada en medio minimo con arginina indicd que dicha
concentraciéon era tan baja camo en las bacterias sometidas al ayuno de
poliaminas; por lo tanto el crecimiento acelerado parecia no deberse a la
presencia de poliaminas. Para corroborar esta hipdtesis se intentd detectar
actividad de agmatinasa en extractos celulares de la cepa BGA8 cultivada en
presencla de varias concentraciones de arginina, tenlemdo en cuenta que
podria inducirse dicha enzima por la presencia del amincdcido (Fig. 27). Los
resultados fueron negativos confirmando los hallazgos de Boyle (58), quien
describid la existencia de una sola forma de agmatinasa codificada por el gen
speB, que se encuentra mutado en la cepa E. coll BGAS.

Los ensayos de incubacion "in vivo" con 1”C-argin1na demostraron que este
compuesto no se convierte en putrescina (Tabla XVIII).

Estos experimentos en conjunto permiten afirmar que el efecto de la argl-
nina sobre el crecimiento de 1la cepa BGA8 no se debe a que este aminocdcido

basico se transforme en putrescina.
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El hecho de que la ornitina disminuye la velocldad de crecimiento de E.
coli BGA8 mientras la citrulina y la arginina la aumentan parecia indicar que
existia un bloqueo metabdlico entre ornitina y cltrulina. Por ello se
midieron las concentraclones intracelulares de estos amincdcidos y se
encontrd que en cultivos sin poliaminas de la cepa BGA8 los niveles de orni-
tina eran aproximadamente 50 veces mayores que los de las bacterias cultiva-
das en presencla de poliaminas, y estos Ultimos a su vez eran similares a los
de una cepa salvaje (Tabla XVII). Ya existian evidencias anteriores del
incremento del contenido intracelular de ornitina en bacterias E. coli BGA8
sometidas a ayuno de poliaminas (76). Al agregar arginina al medio de cultivo
el nivel de ornitina enddgena disminuye, presumiblemente por la accidn regu-—
ladora del producto final sobre las emnzimas de este camino metabdlico
(74,143),

Se pudo establecer que el incremento extraordinario del nivel de ornitina
en la cepa BGA8 se debe especificamente a la ausencia de poliaminas y no a un
efecto secundario debldo al crecimlento lento, ya que bacterlias cultivadas en
presencla de putrescina, pero que crecen lentamente por utilizar acetato como
fuente de carbono, contienen cantidades normales de ornitina ( 3.3. ).

Es interesante destacar que los niveles enddgenos de arginina hallados en
los diferentes cultivos apenas superaron el nivel de deteccldn del método
empleado, indlcando que la concentracién del amincdcido libre es muy redu-
cida.

Cuando se determind el nivel de la emzima ornitina transcarbamilasa

(0IC), que cataliza la transformacidén de ornitina en cltrulina, se pudo
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comprobar que, contrariamente a lo esperado, 1la actividad "in vitro" de esta
enzima era mayor en los cultlvos sometidos a ayuno de poliaminas. Varios cri-
terios indicaron que se estaba midiendo una actividad OTC auténtica, ya que
era reprimlble por arginina e inhibible por fosfato y ornitina, slemlo estas
conocldas propledades de la enzima (136); también se aisld citrulina, que es
uno de los productos de reaccldon. En ensayos erzimiticos en los que se
mezclaron extractos de bacterlas cultivadas en presencla y ausencla de
poliaminas o se Intercambiaron sobrenadantes de lisados celulares calentados
a 100°C, no se pudieron detectar factores activadores o inhibitorios de 1la
actividad de OTC.

En otra serie de experimentos, se mldid el contenido intracelular de car-
bamil fosfato, pues una disminucidon de este sustrato de la enzima OTC, podria
explicar la aparente contradiccldn entre los resultados que indicaban la gran
acumulacidén de ornitina y la actividad relativamente alta de ornitina car-
bamil transferasa en la cepa BGA8 cultivada sin poliaminas. En este caso,
también contrariamente a lo esperado, el contenido de carbamil fosfato fue
mayor en las bacterias sometidas al ayuno de pollaminas que en las
desarrolladas en presencla de putrescina. En consecuencla, los resultados
sugleren firmemente que la acumlacidn de ornitina en cultivos carentes de
poliaminas no se debe a un bloqueo metabdlico de la enzima OTC, sino posible-
mente a una sintesis aumentada de ornitina. Por esta razdn se estudid la
sintesils de ornitina a partir de e ge1do glutamico en cultivos con y sin
poliaminas de la cepa BGA8. la ornitina radiocactiva formada en bacterias

sometidas al ayuno de poliaminas fue miy superior a la encontrada en bac-
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terlas cultivadas en presencia de putrescina (Tabla XXII). La dferencia no
se puede atribuir a que en los cultivos suplementados la mayor sintesis pro-
teica incremente la conversion de ornitina en arginina, ya que con bacterlas
en presenncla de cloranfenicol se obtuvo un resultado similar. Se puede
concluir entonces, que la ausencia de poliaminas provoca una sobreproduccidn
de ornitina.

En otro experimento se agregd 1“C—or'nitina a cultivos con y sin poliami-
nas de la cepa BGA8 y s0lo se detectd una pequefia cantidad de arginina
radioactiva libre; sumando a estos niveles la a.r'gihina marcada incorporada en
cada caso a proteinas, se observd que en las bacterias cultivadas con
putrescina la radloactividad total en arginina era muy superior a la de las
bacterias sometidas a ayuno de poliaminas. Ya que en estas bacterias no
exlste un bloqueo entre ornitina y cltrulina, el resultado anterlor se puede
explicar por la dllucidn isotdpica que sufre la ornitina radloactiva en el
"pool" enddogeno muy aumentado de este amlnodcido en 1las bacterias sin
poliaminas. Cuando el precursor radiocactivo utilizado fue citrulina, cuyo
nivel endogeno es similar en ambos tipos de bacterias, la radiocactividad
encontrada en arginina fue sdlo tres veces superior en las bacterias cultiva-
das en presencla de putrescina, como se podia esperar por la mayor sintesis
de proteinas que ocurre en estas bacterias (100,101).

Para investigar si el contenido aumentado de ornitina puede tener un
efecto "per se'" sobre el desarrollo celular, se agregaron cantidades crecien-
tes de ornitina a cultivos con poliaminas de la cepa BGA8. Se pudo observar

que la ornitina a concentraciones del orden de U4 mg/ml es toxica para las
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células, causando el cese del crecimiento. Este aminoicido a las con-
centraciones mencionadas también resultd tdxico para la cepa salvaje MRE60O.
Es preciso destacar que con una concentracién externa de ornitina de 3 a 5
mg/ml se alcanzan niveles Intracelulares similares a los encontrados en E.
coll BGA8 sometida a un ayuno de poliaminas (Fig. 32). Esto puede indicar que
el contenido anormalmente elevado de ornitina que posee 1a cepa BGA8 en
cultivos carentes de poliaminas resulta tdxico para el desarrollo celular. El
agregado de putrescina o espermidina como tamblén de cltrulina o arginina,
impide la acumlacidén de ornitina y por ende acelera el creclmiento. El
tiempo de duplicacidn de las bacterias cultivadas con arginina (9 min) es
mayor al que se logra con poliaminas (75 min). Esta diferencia probablemente
se deba a que la arginina sea capaz de reemplazar a las poliaminas sdlo en el
control del nivel de ornitina, pero no en otras funciones, camo lo suglere el
hecho de que el agregado de arginina a los cultivos no produce un desplaza-
miento del equillibrio existente entre particulas ribosomales hacla los
mondmeros 70s como ocurre en bacterias suplementadas con poliaminas (Fig.
33).

Queda por dilucidar cuil es el paso metabdllico que las poliaminas contro—
lan para regular la concentracidén enddgena de ornitina. Las ernzimas ornitina
transcarbamilasa (OIC) y ornitina decarboxilasa (ODc) convierten la ornitina
en cltrulina y putrescina, respectivamente. Como ya se menclond anterlor-
mente, los resultados obtenidos demuestran que la enzima OTC no es regulada
por poliaminas, ademds en rnuestro caso la actividad de ODc no existe por

mutacion del gen correspondiente en la cepa E. coll BGAS.
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La sintesis de arginina y por lo tanto de sus precursores, entre 1los que
se cuenta la ornitina, estd regulada principalmente por la primera erzima de
la via metabdlica, que es la N-acetilglutdmico sintetasa. En E. coll esta
enzlma es 1inhiblda por arginina que es el producto final del camino
metabolico (1l49). A su wvez todos los genes correspondientes a esta via
biosintética pueden ser reprimidos por un complejo formado por el producto
proteico del gen argR y el correpresor, que es la arginina (143,150).

Pese a que en E. coli se ha descripto que contrariamente a lo que ocurre

en Pseudomonas aeruginosa (151) 1las poliaminas no 1irhiben 1la N-

acetllglutamico sintetasa (149), hemos intentado dosar esta enzima en extrac-
tos celulares de la cepa BGA8 cultivada con y sin poliaminas, para investigar
sl en ruestro caso estas sustanclas podrian inhibir o reprimir la enzima. Sin
embargo no se tuvo éxito debido posiblemente a la gran inestabilidad de esta
enzima, que sdlo pudo ser purificada cuando se extrajo de una cepa superpro-
ductora (149). Tampoco se pudo identificar el producto de la reaccidn (dcido
N-acetilglutamico) luego de efectuar incubaciones "in vivo" con 46 5c1do

glutamico.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En este trabajo se describe una serie de experlmentos que permiten postu-
lar un nuevo camino de blosintesis de putrescina que involucra &cido
glutamico pero que no tendria camo intermediarios ornitina ni arginina camo
sucede en los procesos blosintéticos conocldos. Esta rueva via metabdlica se
ha detectado en una cepa doble mutante auxdtrofa para poliaminas (E. coli
BGA8) que se wuelve independiente de este requerimiento después de ser some-
tida a repetidos periodos de ayuno de putrescina (cepa E. coll BGA8pbp).
Aunque hasta el presente no se ha podido detectar los intermediarios de este
camino blosintético al incubar bacterias E. coli BGA8bp con dcido glutdmico
radioactivo, esto se podria lograr utilizando el amincdcido marcado con 13¢C y
analizando las células "in vivo" por resonancia magnética ruclear.

Por cotra parte se ha podido demostrar que 1las poliaminas regulan la
biosintesis de ornitina cuyo nivel intracelular aumenta en forma muy con-
slderable en ausencla de putrescina o espermidina. La arglinina, que es capaz
de reprimir 1la blosintesis de ornitina, puede reemplazar (aunque no
totalmente) el efecto estimulatorio de las poliaminas sobre la welocidad de
crecimiento.

Para desentranar el mecanismo de control de las poliaminas sobre la con-
centracion intracelular de ornitina serid importante en el futuro dosar la
enzima N-acetil glutamico sintetasa y su producto N-acetilglutdmico en bac-
terias E. coli BGA8 cultivadas con y sin poliaminas, como asimismo medir los

niveles de ornitina transaminasa en ambos tipos de células. Esta Gltima
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enzima también usa ornitina camo sustrato y 1la transforma en acido
5-pirrolidin carboxilico (5-PCA) (152) como parte de la via de utilizacldn de
ornitina como fuente de carbono en E. coli (137).

Serd tamblén importante dilucidar cuil es el proceso metabdlico afectado
por el exceso de ornitina. Para ello habra que investigar el efecto de altas
concentraciones de esta sustancia sobre las welocldades de sintesis de DMNA,
RNA y proteinas en cultivos realizados en presencla de poliaminas. El aisla-
miento de cepas mutantes resistentes a un exceso de ornltina puede constituir

una herramienta importante para comprerder el mecanismo de su toxicidad.

(7 222 7
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