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I . INTRODUCCION

Las poliaminas son un ¿grupo de compuestos policatiónicos de naturaleza

orgánica que se encuentran en casi todos los seres vivos. Las poliaminas más

estudiadas son:

Putres cina H2NCH2CH2CH2CH2NH2

Cadaverina H2NCH20H20H2CH2CH2NH2

Espermidina H2NCH2CH20H2NHCH2CH2CH2CH2NH2

Espe rmina H2NC}l2CH20H2NHCH2CH2CHQCH2NHCH2CH20H2NH2

A. van Leeuwenhouekdescubrió estas sustancias hacia fines del siglo XVII

al encontrar cristales de espermina en el semen humano. Schreiner en 1878

caracterizó a estos cristales comouna sal de una base orgánica, pero fue

necesario esperar hasta 1920 para que Rosenheimdescribiera la estructura y

la síntesis de la espermidina y la espermina (l). El estudio de estas sustan­

cias se incrementó considerablemente cuando se descubrió la capacidad de las

poliaminas para estimular el crecimiento de algunas apecies bacterianas (2)

y plantas (3). Las poliaminas también demostraron ser importantes en la

fisiología del sistema nervioso (4), en la proliferación tumoral (5), en la

diferenciación (6) y en otros procesos celulares.

Estos resultados motivaron el estudio de las poliaminas en el campode la

biología molecular. Se comprobóentonces que las poliaminas estaban implica­

das en una gran variedad de procesos biológicos, tales como la síntesis de

DNA,RNAy proteínas (7), la estabilidad de biomembranas(8), la trarsgluta­

minación (9) y la regulación de protein-kinasas (10,11).

Dadoel gran conocimiento acumulado en 1a bacteria Escherichia coli, ésta



constituye un sistema apropiado para estudios genéticos, metabólicos y

enzimáticos de las poliaminas. Por esta razón las bacterias Eneron los pri­

meros organismos donde se elucidó la biosíntesis de estas sustancias y donde

se obtuvo rrutantes incapaces de sintetizar poliaminas.



1. Poliaminasg bacterias

Se han hallado poliaminas en casi todas las bacterias. La gran myoría de

estos organismos contienen putrescina y espermidina. En algunos pocos casos

se han descripto espermina y otras po]_iaminas..

Cuando se cultiva El c_ol¿ en medio mínimo a 37°C se puede determinar que

la bacteria contiene aproximadamente 15 pmoles de putrescina y ¿l umoles de

espermidina por gramo de peso húmedo. De acuerdo a la cantidad de agua intra­

celular, esto equivale a una concentración de 20 mMpara putrescina y de 6 mM

para espermidina.

Estas concentraciones son similares a las Mg2+(12). Sólo en algunas con­

diciones es posible hallar cadaverina y su derivado, aminopropil cadaverina

(13,113). Eh ningún caso fue posible encontrar espermina en E Ql_i cultivada

en medio mínimo.

Las condiciones de cultivo afectan la concentración intracelular de

poliaminas. Algunos de los factores importantes son 1a composición, el pH, 1a

osmolaridad del medio y la edad del cultivo (12).

La espermina que se encuentra Junto con putrescina y espermidina en todas

las células eucariontes, sólo se ha hallado en algunas bacterias cano

Lactobacillus casei (15) y Acetobacterias (16).

En el pasado se había descripto que 1a espermina se encontraba en

diferentes especies bacterianas, pero el mejoramiento de las técnicas para

analizar poliaminas permitió establecer que se trataba de canpuestos simi­

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



1a espermina provenía del medio de cultivo.

En especies de bacterias se han encontradopoliaminasdiferentes

a las ya mencionadas. Estas poliaminas que a veces son llanadas "inusuales"

se nuestran en 1a Tabla I.

1,3 diaminopropano

2 —hidroxiputrescina

Norespermidina (caldina)

Homoespemidina

Norespermina (termina)

Termoespennina

Caldopentamina

Homocaldopentamina

Tabla l

H2N( CH2) 3NH2

H2N(CH2)2CH(OH)CH2NH2

H2N(CH2)3NH(CH2)3NH2

H2N(CH2)MNH(CH2)MNH2

H2N(CH2)3NI-I(CI-12)3NH(CH2)3NH2

H2N(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)¿¿NH2

H2N(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH2

H2N(CH2)3NH(CH2) 3NH(CH2)3NH(CH2)¿¡NH2

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

en arquibacterias termoacidóf‘ilas (19) y en vibrios marinos (20).

La homespermidina reviste especial importancia puesto que se 1a ha

encontrado en microorganismos que fijan N2 como Rhizobium (21), bacterias

fotosintéticas fijadoras de N2 (22) y en algunas cianobacterias (23). Estos

hechos parecen indicar una relación entre homoespermidina y fijación

biológica de N2. También se ha encontrado esta poliamina en ¡microorganismos

termófilos (18) y en arquibacterias metanogénicas (2M).

La norespermidina o termina ha sido detectada en tennófilas tanto eubac­



teriales (18) comoarquibactcriales (19).

Las pentaminas caldopentamina y homocaldopentamina fueron halladas en

termófilas eubacterianas (18).

El compuesto 1,3 diaminopropano (DAP) fue encontrado en bajas con­

centraciones en arquibacterias metanogénicas y en vibrios marinos (20,24).

Por último, la 2-hidroxiputrescina fue descripta en ciertas cepas de

Pseudomonasque no contienen espermidina (25).

Algunas de las poliaminas de "cadena larga" antes descriptas han sido

halladas en plantas, algas, hongos y artrópodos (26-28). Además1a homoesper­

midina fue encontrada en algunas células de vertebrados superiores (29).

La cantidad total de poliaminas varía ¡mohoentre las distintas especies

bacterianas. En general las bacterias gram negativas tienen contenido

endógeno de poliaminas mayor que las gram positivas. En algunas de estas

últimas como Staphilococcus, 1a putrescina y espermidina son apenas detec­

tables (30).

También varía considerablemente la relación putrescina/espermidina; en

algunas especies como Xanthomonas camEstris sólo se encuentra espermidina

(31). Otras especies comoMicrococcus contienen altos niveles de cadaverina

(22).



1.1. Distribución intracelular d_emliaminas gg bacterias

A pH fisiológico las poliaminas exhiben una carga neta positiva que les

permite unirse a nacromolécuhs negativamente cargadas como DNA,RNA, pro­

teínas y fosfolípidos. Por esta razón, las poliaminas ejercen "in vitro" un

profundo efecto sobre la estructura secundaria y terciaria de los ácidos

nucleicos (7,32). Las poliaminas también pueden asociarse a diferentes

sustancias mediante uniones tipo puente de hidrógeno.

El estudio de 1a localización subcelular de las poliaminas se ha visto

dificultado durante largo tiempo, por su fácil redistribución luego de 1a

ruptura celular.

Se ha comprobado que minicélulas que carecen de DNAcontienen una can­

tidad normal de poliaminas (33)­

Estudios recientes empleando resonancia magnética nuclear "in vivo"

demuestran que 1a putrescina se encuentra asociada a nacromoléculas en E_.

coli. Estas mcromoléculas probablemente son ribosomas o fracciones que con­

tienen n‘enbranas (314)­

Los únicos casos descriptos en procariotes de unión covalente de una

poliamina a una nacromolécula lo constituyen la putrescina unida a las bases

de timina en el DNAdel fago ¿Wan de Pseudomonas sp (35) y el pép­

tidoglicano de Selenomonas que contiene cadaverina (36).



1.2. Bacterias E carecen d_eEliaminas ü l_a_naturaleza

Desde 1955, en que Herbst demostró que Haemophillus Eainfluenzae (2)

tenía un requerimiento absoluto de poliaminas para su crecimiento, hasta

recientemente no se habían descripto otros ejemplos de bacterias carentes de

poliaminas.

En los últimos años se ha determinado que 1a bacteria Veillonella al_ca­

lescens carece de poliaminas endógenas detectables y requiere putrescina o

cadaverina para crecer; la espermidina no tiene efecto. Aparentementeesta

especie bacteriana sometida a un ayuno de poliaminas tiene un defecto en 1a

síntesis de proteínas (37). Asimismo, algunas especies patógenas de

Clostridum también carecen de poliaminas detectables (31). Este resultado,

conjuntamente con aquéllos de Haemophillus Eralnf‘luenzae y Pasteurella

tularensis (2,8), indicarían una incapacidad de algunas bacterias patógenas

para sintetizar poliaminas. También se ha descripto que Bdellovibrio, una

bacteria parásita'obligada de otras, necesita poliaminas para crecer (38).

La arquibacteria halofílica extren'a Halobacterium halobium tanbien

carece de cantidades detectables de poliaminas. Además tampoco sintetiza

estas sustancias a partir de los precursores conocidosen otras bacterias, ni

posee un sistema de transporte de poliaminas. Pero a diferencia de las bac­

terias mecionadas más arriba H_.halobium puede crecer sin poliaminas (39)­

Coincidentemente en E_. ¿ii se ha sugerido una relación inversa entre 1a

osmolaridad del medio y el contenido endógeno de poliaminas (81,82).
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2. Biosíntesis d_epgliaminas a bacterias

2.1. Biosíntesis d_eputrescina gg Escherichia coli

El caminobiosintético de putrescina en E1 M está esquematizadoen la

Fig. 1.

Los aminoácidos arginina y ornitina son los precursores de la putrescina

y esta, a su vez, lo es de la espermidina. En _E_.gi existen, entonces dos

caminosbiosintétios de putrescina. Unode ellos implica a la enzimaornitina

decarboxilasa y el otro a las enzimas arginina decarboxilasa y agmatinasa. La

bacteria E_.gli posee una form constitutiva y otra inducible de cada una de

las decarboxilasas mencionadas.

2.1.1. Ornitina decarboxilasa inducible (O )

Esta enzima forma parte de un grupo de aminoácido decarboxilasas indu­

cibles a bajo pHen un medio con exceso de sustrato (en este caso, ornitina)

(¿60). E‘nestas condiciones la enzima ODi puede llegar a representar un 7%de

las proteínas totales presentes en un extracto crudo de El gg (41). Sin

embargo, esta enzima no se pudo encontrar en truchas de las cepas de EL ¿og

utilizadas en estudios de bioquímica y biología molecular, comoE_.É K_l2.

Aunque ODi es inducida cuando el pH del medio de cultivo es 5, su pH óptimo

en ensayos de actividad "in vitro" es de 6,5 (H2).

La ornitina decarboxilasa inducible ha sido purificada hasta homoge­

neidad y se observó que se trata de una enzima de peso molecular relativo

160.000 formada por dos subunidades iguales y que necesita piridoxal fosfato
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como cofactor (U3).

Hasta el momentono se han podido obtener rrutantes de esta enzima, ni

se logró ubicar el gen en el genomade E_.coli.

2.1.2. Ornitina decarboxilasa constitutiva (O )

Morris y Pardee caracterizaron esta enzima y observaron diferencias

importantes con 1a form inducible. Su actividad es apreciable cuando 1a bac­

teria se cultiva a pHneutro; a pH 5 la actividad específica que se obtiene

es de unas diez veces menor (1M).

La enzima ODc se ha encontrado en todas las cepas esmdiadas de L

fi y no nuestra reacción cruzada contra anticuerpos preparados contra 1a

enzima ODi.

La ornitina decarboxilasa constitutiva es un dïmero formado por dos

subunidades iguales de peso molecular relativo 82.000. Es específica para

ornitina comosustrato, su ¡il óptimo es 8,2 y requiere piridoxal fosfato cano

cofactor (H2). Esta enzima es inhibida por poliaminas y activada por GTP y

UTP(¿U-l).Existen resultados contradictorios sobre el efecto de CAMPsobre 1a

síntesis de la enzima (45,1%)­

Estudios genéticos demostraron que el gen de 1a ornitina decarboxilasa

constitutiva está ubicada en el minuto 63,4 del napa genético correspondiente

al cromosoma de EL coli (147).
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2.1.3. Arginina decarboxilasa inducible (ADi)

Esta enzima, al igual que otras aminoácido decarboxilasas inducibles

se sintetiza cuando se cultiva E_. (fi en un medio rico a pH ácido y con

exceso de sustrato (en este caso arginina).

La enzima fue purificada hasta homogeneidady cristalizada (48). Se

observó que puede existir comoun dímero de peso molecular relativo 160.000 o

como un decámero de peso mnlecular relativo 820.000. A pH 5,2, que es el pH

óptimo de la enzima, la forma decamérica parece ser 1a especie activa de la

arginina decarboxilasa inducible.

Esta enzima también requiere piridoxal fosfato cano cofactor. L­

canavanina también puede ser sustrato aunque se decarboxila a una velocidad 2

a 3 veces menor que 1a L-arginina (149).

2.1.4. gsm decarboxilasaconstitutiva (ADc)

Esta forma de la enzima arginina decarboxilasa se produce cuando la

bacteria E_.fl se cultiva a pH neutro. La actividad específica de esta

enzima resulta ser dos órdenes de magnitud menor que 1a de arginina decar­

boxilasa inducible obtenida a pH ácido y 3 veces menor que 1a actividad

específica de 1a ornitina decarboxilasa constitutiva (50).

La enzima arginina decarboxilasa constitutiva me purificada hasta

homogeneidady cristalizada (51,52); tiene un requerimiento absoluto de piri­

doxal fosfato y Mg2+. Esta enzima sólo puede utilizar L-arginina ccmo
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sustrato. En presencia de Mg2+es un tetrámero de peso molecular relativo

296.000, pero puede existir como dinero o como monómero según las con­

diciones.

Recientemente se ha demostrado que esta enzima.se sintetiza a partir

de un precursor de mayor peso molecular y que una fracción importante de la

arginina decarboxilasa se encuentra en el espacio periplásmico de E_.gg

(53); esto permite explicar por qué la arginina exógena se convierte en

putrescina másfacilmente que 1a arginina producida intracelulamente (5“)­

El gen de 1a arginina decarboxilasa constitutiva se ha localizado en

el minuto 62,8 del cromosomade E_.É (56).

El mcleótido ppGppparece reprimir la síntesis de esta enzima (56)­

2.1.5. mtinasa

Esta enzima también llamada agmatina. ureo-hidrolasa cataliza 1a con­

versión de agmatina en putrescina con desprendimiento de urea.

Los métodos de dosaJe de esta enzima se basan en la producción de

urea, dado que es la única enzima en E_.fl que produce esta sustancia (50).

Tiene un peso molecular relativo de 38.000 (57), es reprimida por CAMPe

inducida por su sustrato, agnatina (58). Otros autores, sin amargo, han

encontrado inducción por CAMP(146).

El gen de esta enzima se encuentra en el minuto 62,8 del genomade E_.

coli (55).
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2.2. Síntesis de esgermidina en E_.coli

La Fig. 2 muestra el caminode biosíntesis de espennidina en L fl.

E1 grupo N-propilamina de la espermidina proviene del aminoácido

metionina. La n‘etionina primero se convierte en S-adenosilmetionina (SAM);

luego se decarboxila y finalmente transfiere su grupo N-propilamina a 1a

putrescina para dar espermidina. En esta síntesis 1a S-adenosilmetionina no

actúa como dador de metilos, como ocurre en muchas otras reacciones

bioquímicas.

En el ¡metabolismodescripto intervienen las siguientes enzimas:

2.2.1. Metionina adenosil transferasa: Esta enzima, tanbien llamada S­

adenosil netionina transferasa, usa rretionina y PII‘Pcomosustratos para pro­

ducir S-adenosil metionina y tripolif‘osfato; este compuestose convierte en

pirofosfato y fosfato inorgánico por 1a acción de una tripoLLf‘osfatasa aso­

ciada (59).

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

hasta homogeneidad,difiere de otras decarboxilasas en que no requiere piri­

doxal fosfato; en cambio tiene un grupo prostático piruvilo unido covalen­

temente (60).

La S-adenosilmetionina decarboxilasa nativa tiene un peso molecular relativo

de 108.000, está compuesta de seis subunidades idénticas, requiere cationes

divalentes (61) y es específicamente inhibida por el compuestometilglioxal

bisguanilhidrazona (mas) (62).
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El gen de esta enzima está localizado en el minuto 2,7 del mapa genético de

5 coli (63). Cuandoeste gen se expresa se forma una proteína de peso male­

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 (614).

La enzima de a coli difiere de sus similares de eucariontes en que su

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

2.2.3. Esgnnidina sintetasa: Esta enzima cataliza la reacción

Putrescina+S-adenosi]metionina decarboxilada -> espemidinaw‘metiltioadenosina

(MI‘A).

Ha sido purificada hasta homogeneidad. En estado nativo tiene un peso molecu­

lar relativo de 73.000 y contiene dos subunidades idénticas. Su pHóptimo es

10,3. Puede usar cadaverina y espermidina como sustratos, aunque con menor

velocidad que con putrescina (65).

Recientemente se han obtenido mtantes y el gen correspondiente se ha podido

localizar en la posición 2,7 minutos del cromosomade E_. coli, en un lugr

adyacente al gen de la S-adenosilmetionina decarboxilasa con el cual form un

operón (66).

Eh E_. coli el compuesto metiltioadenosina, que es uno de los productos for­

madospor la espermidina sintetasa, se hidroliza a adenina y metiltioribosa

por la acción de otra enzima que ha sido purificada (67).
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2.3. Síntesis d_ecadaverina

La cadaverina no se encuentra normalmenteen E_.fl cultivada en medio

mírmro; en cambio aparece cuando la bacteria se cultiva en un n'edio rico o

cuando se bloquea la síntesis de putrescina (lll). La cadaverina se forma a

partir de la lisina por decarboxilación. En E. fl existen dos tipos de

lisina decarboxilasa.

2.3.1. M decarboxilasa inducible: Se induce a pHácido en condiciones

semianaeróbicas en un n'edio con lisina (40,68). La enzina ha sido purificada

hasta homogeneidad y su pH óptimo es 5,7. Está ccmpuesta por subunidades

iguales de peso mlecular relativo 77.000 y existe cano dïmero o cano

decámero. Requiere piridoxal fosfato comocofactor (68).

El gen de esta enzima está localizado en el mirmto 92 del napa genético de 5

coli. Se encontró un gen regulatorio que mapea en el minuto H6, cuyo producto

parece reprimir 1a síntesis de la lisina decarboxilasa inducible (69).

2.3.2. Lis_inadecarboxilasa constitutiva: Se detecta en E_.¿cg cultivada a

pHneutro y en ausencia de lisina (lll). Esta foma de 1a enzima es termosen­

sible, se encuentra en cantidades miy reducidas y es inhibida por putrescina

y espermidina. Esta inhibición permitiría explicar la falta de cadaverina en

células que contienen putrescina o espermidina y su aparición cuanlo se blo­

quea por rrutación 1a síntesis de putrescina (70).
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2.4. Síntesis d_eN-carbamil Qutrescina E_.coli

Se ha demostrado que al menos en una cepa de E_.coli existe una actividad

de citrulina decarboxilasa que convierte la citrulina en N-carbamil

putrescina (71). Los autores no describen que 1a N-carbamil putrescina pueda

convertirse en putrescii .
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3. Regglación _d_e_l_abiosíntesis de pgliaminas 2 E: coli

En la Fig. 3 se nuestra el camino de síntesis de arginina en E_.(Log. La

putrescina se sintetiza a partir de uno de los intermediarios de este camino,

la ornitina, y también a partir del producto final, 1a arginina. Este ami­

noácido regula su propia síntesis inhibiendo y reprimiendo la primera enzina

de 1a vía metabólica.

La regulación de 1a síntesis de poliaminas en E_.gg comparte Las pro­

piedades regulatorias de otros caminos metabólicos ramificados. E‘s impor­

tante, además, conocer el uso relativo de anbas vías de síntesis de

putrescina.

Morris demostró que las poliaminas putrescina y espermidina a con­

centraciones fisiológicas inhiben las enzimas constitutivas ornitina decar­

boxilasa (ODc) y arginina decarboxilasa (ADC)(72). Otros estudios indican

que ambas poliaminas también reprimen 1a síntesis de las dos decarboxilasas

(73).

Morris efectuó una serie de estudios sobre el uso metabólico de los dos

caminosde síntesis de putrescina en diferentes condiciones. Para ello deter­

minó 1a síntesis total de pollaminas y 1a producción de urea comomedida de

utilización del caminode arginina a putrescina.

Al comparar la producción total de poliaminas y 1a utilización de cada

ruta cuando las bacterias se cultivaban en un medio mínimo y en un medio

suplementado con arginina, se observó que la formación total de putrescina

era igual en ambos casos. En condiciones normales 1a ruta de la ornitina
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decarboxilasa es la más utilizada. Esta relación se invierte cuardo se agrega

arginina al medio de cultivo, pues cesa la producción de omitina por 1a

represión e inhibición de la primera enzirra de su camino biosintético (71%).

El aumento de la síntesis de putrescina a partir de arginina se debe,

además, a 1a localización periplásmica de 1a arginina decarboxilasa (53), que

la hace nás accesible a la arginina externa.

La síntesis total de poliaminas es considerable, aún cuando los niveles

intracelulares de ornitina y arginina estén muydismimidos. Cuandose sumi­

nistran cantidades de ornitina que sólo permiten un crecimiento limitado de

una bacteria auxótrofa para ornitina el nivel intracelular de poliaminas es

un 16%de los valores nor-nales, y un 9%a 18%de la arginina u ornitina agre­

gadas se destinan a la síntesis de putrescina (73).

Un aspecto sorprendente del metabolismo de las poliaminas en E_.fi lo

constituye el hecho de que esta bacteria en distintas condiciones mantiene el

contenido endógeno de espermidina moho más constante que el de putrescina.

De esta manera células cultivadas en quimiostato con arginina limitante

muestran una reducción de su contenido en putrescina del 97%, pero el nivel

de espermidina sólo disminuye un 35%(73). Asimismo en mutantes bloqueadas en

la síntesis de poliaminas el contenido de espermidina sólo se reduce par­

cialmente (75,76).

No hay resultados tan claros respecto a otros procesos regulatorios que

puedan afectar la síntesis de poliaminas. El CAMPejerce un control negativo

sobre 1a síntesis de ornitina decarboxilasa, arginina decarboxilasa y aguati­

nasa, según Boyle (¿55), aunque otro autor describió estimulación de la sín­
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tesis de agratinasa por el mismocompuesto (Hb).

El nucleótido GT? activa "in vitro" a la ornitina decarboxilasa (7,77)

mientras que ppGppparece inhibir y reprimir dicha enzima (56). Otros estu­

dios indican una relación inversa entre 1a síntesis de poliaminas y la pro­

ducción de ppGppdurante la respuesta estricta (77,78).

De las tres enzimas involucradas directamente en la síntesis de putrescina

en E_.fi, la agratinasa parece ser la trás variable, dependierüode las con­

diciones metabólicas; es regulada por AMPc,inducida por agmatina y tanbien

varía según la fuente de carbono utilizada (46).

3.1. Controla antizima

Una manera distinta de regulación de 1a ornitina decarboxilasa ha sido

descripta en L M por Canellakis. Segúneste autor esta bacteria posee dos

proteínas básicas y una proteína acídica que inhiben 1a ornitina decar­

boxilasa. Tambiénencontró una proteína activadora. Estos efectores macrano­

leculares se unen covalentemente a 1a decarboxilasa fomarfio un canpleJo que

es estable y puede ser aislado "in vitro". Las proteínas básicas irhibitorias

o antizimas parecen ser las proteínas ribosomales S20/L26 y L3ll. Estas pro­

teínas también son capaces de inhibir a la arginina decarboxilasa, pero no

afectan las formas inducibles de ambasdecarboxilasas. Las antizimas descrip­

tas aumentancuando 1a bacteria É fl se cultiva en presencia de poliami­

nas, lo que indicaría un posible rol fisiológico (79,80).
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3.2. Regglación po_rl_a osmolaridad fi medio d_ecultivo

Existe una relación entre la osmolaridad del medio y el contenido en

poliaminas de E_. É. Cuando la osmolaridad del medio baJa a expensas del

potasio, aumenta 1a síntesis y el contenido de putrescina, mientras que 1a

síntesis de espermidina permanece inalterable. Dicha síntesis aurentada de

putrescina se lleva a cabo por la vía de la ornitina decarboxilasa y ocurre

en foma nmdiata cuando las células se transfieren a un mediode baja osmo­

laridad. Este proceso parece deberse a una activación de la enzima

preexistente (81,82). No se conoce aún el fundamento n'olecular cb este maca­

nismo de regulación.
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ll. Biosíntesis g; mliaminas g bacterias distintas a E_.coli

Si bien con ninguna otra bacteria se investigó tan intensamente 1a

biosíntesis de poliaminas comoen E_.fi, se conocen varios aspectos de 1a

bioquímica de estas sustancias en diversos microorganismos.

En enterobacterias, grupo taxonómicoal cual pertenece la E_.fl, 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 excepción de la

especie _E‘¿._fl Kl2) mostraron mayor actividad de ornitina decarboxilasa

inducible que constitutiva. Los géneros Proteus y Erwinia no contienen ODc

(83).

En Klebsiella pneumoniaetanbien se encontró actividad de agnatinasa indu­

cible por agratina (84).

En Pseudomonasaeuroüosa, que no contiene agnntinasa, hay dos caminos

distintos para convertir arginina en putrescina (Fig. 4). Existe una arginina

decarboxilasa que form aguatina; ésta se transforma. por acción de la enzima

agustina deiminasa en N-carbamil putrescina que se convierte finalmente en

putrescina por medio de la enzima N-carbamil putrescina hidrolasa (vía A).

Por otro lado la enzima arginina deiminasa convierte arginina en citrulina y

este compuestoes transformado en ornitina mediante la ornitina carle

transferasa. Finalmente la ornitina produce putrescina por la acción de la

ornitina decarboxilasa (vía B) (85,86). Amboscaminos biosintéticos existen

tanbien en Streptococcus faecaiis (87) y en plantas (3). Las enzimas arginina

decarboxilasa y agmatina deiminasa se inducen por sus respectivos sustratos.

La arginina decarboxilasa es estimulada por putrescina, contrariamente a lo
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que sucede en E_._É cuya enzima es inhibida por esta sustancia (85).

La ornitina decarboxilasa de í: aeruggosa tiene propiedades distintas a

las de É fl, ya que es inhibida por DL-d-difluor-metilornitina (88).

La bacteria termofílica extrema Clostridium thermo drosulfuricum con­

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

En algunas otras bacterias comoRhodopseudomonasspheroides y Micrococcus

denitrii‘icans se comprobóque el grupo propilamino de la espermidina no pro­

viene de metionina sino de ácido aspártico (90). Este aminoácido se convierte

en -semialdehido aspártico que luego se condensa con putrescina para formar

una base de Schiff‘ que es reducida al aminoácido básico carboxiespermidina;

este compuesto a su vez se decarboxila produciendo espermidina (Fig. 5)

Algunas de las enzimas mencionadas han sido caracterizadas; se pudo

comprobar que 1a decarboxilasa de carboxiespermidina requiere 1a presencia de

piridoxal fosfato. Existen enzimas similares en ¿gobacterium tumefaciens

(91). Esta vía metabólica también se demostró en plantas (92).

La biosíntesis de poliaminas comohomoespermidina y norespermidina aún no

se conoce con exactitud. Se ha propuesto el camino esquematizado en 1a F15. 6

para la síntesis de las poliaminas del tipo (H2N(CH2)3NH)n(n=1corresponde a

diamino propano; n=2 a norespermidina o caldina; n=3 a norespermina o termina

y n=¡4a caldopentamina).

Según esta hipótesis el compuesto 1,3 diaminopropano (DAP)se produciría

por la acción de la enzirra diamina oxidasa sobre 1a espermidina originardo

también A.—pirro]_ina que luego se metaboliza a 002. La adición a una molécula

de DAP de un grupo propilamino proveniente del SAMdecarboxilado (Deca SAM)
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produciría norespermidina, y los sucesivos agregados de grupos propilamino

darían lugar a norespennina y caldopentamina (93).

La arquibacteria termófila Caldariella acidófila (Sulfolobus

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

' decarboxilado; se comprobó también que la radioactividad proveniente del

grupo propilamino de la rretionina se incorporaba a norespermina y noresper­

midina (3). En otra bacteria termófila, el Clostridium temnhidrosulinricum,

se observó la incorporación de diaminopropano a norespermidina y se detectó

una actividad aminopropiltransferasa que utiliza SAMdecarboxilado y diami­

nopropano comosustratos (9“)­

La síntesis de homoespermidina en Rhodogseudomonasviridis ocurre según

las siguientes reacciones:

NADH Putrescina

H2N(CH2)4NH2 —> \C-(CH2)3-NH2 H2N(CH2)4NH(CH2)4NH2

Putrescina H/‘G -NH2butira1- Homoespermidina

dehido

Ambasreacciones son catalizadas por una única enzima que ha sido purificada

(91).



Tabla ll; Genes gg_enzimas biosintéticas gg_2911am1nasgg_g¿ coli

Arginina decarboxilasa
constitutiva

Agmatinasa

Ornitina decarboxilasa
constitutiva

Metionina adenosil
transferasa

S-adenosil metionina
decarboxilasa

Espermidinasintetasa

Gen

speA

speB

soeC
a.

netK

speD

speE

Posición en el cromosoma
de EL coli (min)

62,8

62,8

63,4

63,0

2,7

2,7
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5. Orgïi' zación d_elo_s genes biosintéticos d_eooliaminas

Mediante experimentos de mapeogenético se pudo conocer la ubicación en el

crormosom'ade a g; de los genes correspondientes a las enzimasbiosintétic­

as de putrescina, espermidina y cadaverina.

Como se ve en la Tabla II los genes de las enzimas de síntesis de

putrescina se encuentran muycercanos en el cromosomade E_.fl. Pese a este

hecho estos tres genes no constituyen un operón (95). Eh mmbio los genes

speD y speE forman un operón con un promotor corm'm(66).

Se han obtenido plásmidos que contienen los genes de las enzimas citadas y

que producen cantidades aumentadas de las mismas (57).

El gen metKes el único que ha sido secuenciado (96).

No se han obtenido aún mutantes correspondientes a las enzimas ornitina y

arginina decarboxilasa inducibles.

En cuanto a los genes de las enzimas involucradas en la síntesis de cada­

verina, sólo se han obtenido mutantes del correspondiente a la lisina decar­

boxilasa inducible; este gen, cadA, mapea en el minuto 92 del cromosomade E1

fl. Existe otro gen, cadR que es regulador y codifica para una proteína

represora de la lisina decarboxilasa. Está localizado en el minuto 146(69).
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6. Cefi mutantesd_eÉ. coli deficientes a g síntesis d_epoliaminas

Las primeras cepas de E_. tal; incapaces de sintetizar poliaminas Fueron

mutantes de la enzima agmatinasa. Cuandoestas bacterias se desarrollan en un

medio con arginina no se produce ornitina debido a 1a represión e inhibición

de 1a primera enzima del camino de síntesis de putrescina; además por la

falta de actividad de agmatinasa estas cepas no pueden sintetizar putrescina

en presencia de arginina; este tipo de mutantes se denominancondicionales,

ya que sólo en presencia de arginina son auxótrof‘as para poliaminas. Una de

estas mutantes, obtenida por el grupo de Maasy col. (97), tiene las siguien­

tes características: es capaz de desarrollarse en un medio mínimo, (tiempo de

duplicación N 65 min) pero su crecimiento se vuelve más lento en un medio

mínimo con arginina (tiempo de duplicación N 200 min), este retraso en el

crecimiento se puede revertir'por el agregado de putrescina o espermidina.

Una concentración de putrescina tan baja como0,1 ¡lg/ml a suficiente para

estimular el crecimiento.

Otra mutante aislada por Morris y col. (75) tiene características genera­

les de crecimiento similares a las señaladas anteriormente, aunque en presen­

cia de arginina el crecimiento no es tan lento (esta cepa muestra menor

necesidad de poliaminas para su crecimiento óptimo). Los contenidos

endógenos de putrescina y espermidina de esta mutante representan el 20 y

55%respectivamente de los niveles hallados en una cepa. salvaje. Morris tam­

bién aisló una cepa mutante deficiente en arginina decarboxilasa (ADC)que

tenía, comoera de esperar, las mismas características de crecimiento que la
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cepa carente de agmatinasa (75).

Las cepas mutantes mencionadas fueron obtenidas por tratamiento con

mutágenos químicos; por ello presumiblemente tienen nutaciones pmtuales

(98).

Posteriormente, Maas obtuvo una doble rrutante en los genes de las enzimas

de ambos caminos biosintéticos de la putrescina. Para ello partió de una

mutante carente de agnatinasa y le introdujo una segunda mutación en el gen

de ornitina decarboxilasa, obteniendo una doble mutante AUH'ODc'°ESta cepa

crece muy lentamente (tienpo de duplicación N 250 min) en un medio sin

poliaminas. Cuando se agrega putrescina o espermidina se acorta con­

siderablemente el tiempo de duplicación que llega a ser similar al de una

cepa salvaje (60-70 min). La doble nutante tiene niveles de ornitina decar­

boxilasa y agnatinasa del orden de 2 a ¡4%de los hallados en 1a cepa salvaje

progenitora. Comoresultado de estas ¡mtaciones la concentración erdógena de

putrescina es miy baja, mientras que la espermidina es equivalente a un ter­

cio de la encontrada en la cepa salvaje. Eh la doble nutante cultivada en

medio mínimo sin putrescina aumenta rrarcadamente el contenido de cadaverina

(147,76).

Tabor empleó la mtagénesis con el fago Mupara obtener nutantes auxótrof­

as para poliaminas que no contenían ninguna de las cuatro enzinas

biosintéticas: ornitina decarboxilasa, arginina decarboxilasa, agmatinasa y

adenosilmetionina decarboxilasa. El fago Muse integra al azar en el gencma

de _I¿3_._fl; al insertarse en un gen interrumpe su expresión. Eh determinadas

condiciones es posible hacer que el f‘ago se desprenda del gen provocando una
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deleción. Ebtas nutaciones son ancho nás eficaces que las nutaciones :mm­

tuales para eliminar la actividad de un producto gánico. Las mutantes

cuádruples obtenidas por Tabor carecen por conpleto de putrescina y

espermidina; se desarrollan con un tiempo de duplicación de 240 min en medio

mínimo, y de 90 min en medio mínimo con poliaminas (95).

Estudios posteriores con las nutantes cuádruples pennitieron introducir

con el fago Muuna nueva nutación, ahora en el gen de 1a lisina decarboxilasa

(cadA) determinando que la actividad de esta enzima se redujera al 0,5% de

bsEMWrmmksmiammsamkpmgmmm.Memmmfin&ema
enzima no provocó, sin embargo, un aumento adicional del tiempo de duplica­

ción de esta cepa auxótrofa para poliaminas; el agregado de cadaverina al

medio tampoco mejoró el crecimiento (69).

También se han aislado nutantes que sólo son deficientes en la enzima S­

adenosil metionina decarboxilasa. Estas cepas carecen de espermidina y tienen

niveles algo aumentados de putrescina; sin embargopueden nnltiplicarse a una

velocidad que es sólo algo menor a 1a de una cepa salvaje con niveles nor­

males de espermidina (63). Ebte hecho sugeriría que 1a espermidina no es un

factor esencial en el crecimiento de g¿_ggli, aunque puede prcnnver el creci­

miento de bacterias mutantes que carecen tanto de putrescina comode esper­

midina, pese a que esta última no se puede convertir en putrescina en _E_.

fl. Parecerïa, entonces, que cualquiera de estas dos poliaminas es capaz

de cumplir un rol fisiológico en 1a proliferación de bacterias.
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7. Posibles funciones de las ooliaminas en E. coli_———__
El aislamiento de rrutantes carentes de poliaminas significó la aparición

de una herramienta invalorable para el estudio de las funciones de estas

bases orgánicas en bacterias. Estas mitantes y el estudio de los efectos de

las poliaminas sobre algunos sistemas "in vitro" posibilitaron una mayor

comprensióndel significado fisiológico de las poliaminas.

Es necesario distinguir que cuando se agregan poliaminas a sistemas "in

vitro", en general sólo 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 cambio cuando se cultiva una bacteria nutante carente de

poliaminas en un medio suplementario con putrescina o espermidina, se observan

también los efectos de estas sustancias sobre la expresión génica y sobre 1a

biosíntesis de complejos subcelulares comolos ribosomas, las nenbranas, etc.

7.1. Efectos sobre g síntesis d_eproteínas

Las bacterias mutantes sometidas a un ayuno de poliaminas nuestran

defectos en la síntesis de DNA, RNAy proteínas (7); cuarfio se agrega

putrescina al ¡tedio la síntesis proteica es la primera en recuperarse (99).

En bacterias auxótrofas para poliaminas la velocidad de síntesis pro­

teica es dos a tres veces rrayor en presencia de putrescina, tanto "in vivo"

como en un sistema libre de células (100,101). Algranati demostró que el

defecto en 1a síntesis de proteínas en las bacterias nutantes sometidas al

ayuno de poliaminas podría atribuirse a la presencia de subunidades ribosona­
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les 338 defectuosas (102). Igarashi encontró que dichas subunidades contenían

una cantidad anormalmente baja de proteína ribosomal Sl y que el RNAriboso­

{nal 165 estaba submetilado (103).

Cuandose agrega poliaminas al medio de cultivo de una bacteria mtante

carente de estas sustancias se observa que 1a primer proteína que comienza a

sintetizarse tiene un peso molecular relativo 62.000. Esta proteína llamada

PI, cuya función fisiológica se desconoce, estimula la síntesis proteica en

sistemas "in vitro" (104). Trabajando con las mismas mutantes se vio que los

ribosomas de las bacterias sometidas a ayuno de poliaminas eran mas resisten­

tes a 1a acción de la estreptomicina, tanto "in vivo" como"in vitro" (101).

Posteriormente se comprobóque 1a afinidad de la estreptomicina por los ribo­

sonas es menor cuando las partículas ribosomales provienen de bacterias

cultivadas en ausencia de poliaminas (105).

Estudios realizados con sistemas libres de células indicaron que las

poliaminas eran capaces de reemplazar parcialmente el requerimiento de magne­

sio de la síntesis proteica y que estimulaban dicha síntesis hasta obtener

valores superiores a los producidos por Mg2+solo, aún a concentraciones 6p­

tinas (106,107).

En otros sistemas bacterianos como los de Bacillus thuri_ngensis y de

arquibacterias termóf‘ilas existe una necesidad absoluta de poliaminas para la

síntesis de proteínas (108,109).

Las poliaminas en determinadas concentraciones tienen un efecto esti­

mulatorio sobre casi todos los pasos de 1a síntesis proteica. Se unen al tRNA

promoviendo cambios conformacionales que lo hacen más activo en su capacidad
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aceptora de aminoácidos (110,111); inducen la asociación de las subunidades

ribosomales (112,113) y 1a unión del RNAmensajero (poliU) y del aminoacil

tRNAa los ribosomas (114). ‘Wuchosde estos procesos pueden inhibirse por un

exceso en 1a concentración de poliaminas.

Un gran número de experimentos han indicado que las poliaminas también

pueden afectar 1a fidelidad de 1a síntesis de proteínas tanto "in vivo" cano

"in vitro". Se denominafidelidad a 1a capacidad de 1a maquinaria de síntesis

proteica de colocar en cada posición de una cadena peptídica el aminoácido

correcto correspondiente al codón traducido.

En sistemas libres de células las mliaminas aumentan la f delidad de 1a

síntesis proteica cuandose agregan en concentraciones fisiológicas y a nive­

les subóptimos de 1452+. Esto se comprobó tanto en sistemas de células

eucariontes (115,116) como bacterianos (101,108). Aún no se han publicado

trabajos sobre fidelidad de la traducción con sistemas libres de células pro­

venientes de bacterias mutantes cultivadas en ausencia de poliaminas.

Recientemente se han diseñado experimentos para medir "in vivo" el error

de 1a síntesis de proteínas en cepas de _E_.EL auxótrofas para poliaminas y

cultivadas en presencia y ausencia de estas sustancias. Se concluyó que las

poliaminas disminuyen los errores que suceden "in vivo" a alta frecuencia,

mientras parecen no tener efecto sobre los errores que ocurren a menor fre­

cuencia (118).

Tabor y col. han descripto que al introducir una mutación de resistencia

a estreptomicina en una cepa auxótrofa para poliaminas aparece un requeri­

miento absoluto de estas sustancias para el crecimiento de 1a bacteria (119).
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De esta cepa se pueden aislar mutantes capaces de proliferar en ausencia de

poliaminas, aun cuando no sintetizan estas sustancias (120). Estas mutaciones

supresoras compensatorias se ubican en la zona de los genes de las proteínas

ribosomales. Según los autores se trataría de un caso similar a 1a mutación

ribosomal r.a.m. de Gorini (121). Todos estos resultados fueron interpretados

por Tabor considerando que las poliaminas disminuirían, de alguna manera, la

Fidelidad de la síntesis proteica. Unamutación ribosomal de resistencia a la

estreptomicina, al contrario de una mutación r.a.m., disminuye 1a ambigüedad.

Estos hechos explicarán porqué una cepa de E_.fl que no contenga poliaminas

y además sea resistente a estreptomicina, no puede crecer y sólo el agregado

de poliaminas o la aparición de una mutación de tipo r.a.m. restaura un grado

de ambigüedadnecesario para el crecimiento.

Otros estudios demuestran que las poliaminas son necesarias para 1a tra­

ducción de codones de terminación ámbar por parte de los tRNAsupresores

(122). Los resultados mencionados indican que todavía no hay acuerdo sobre la.

acción de las poliaminas en la fidelidad de 1a traducción.

7.2. Efectos sobre g síntesis d_eELA

Las poliaminas estimulan la síntesis de RNAcatalizada "in vitro" por la

RNApolimerasa bacteriana (123,124). Esta estimulación se observa sólo cuando

se usa DNAdoble cadena, lo que podría sugerir que las poliaminas actúan

sobre la conformación del DNAy no sobre la polimerasa misma.

La síntesis total de RNA"in vivo" en cepas de E coli auxótrofas para
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poliaminas es menor cuando las bacterias se cu tivan en ausencia de dichas

sustancias (99, 127); cuando se agrega putrescina o espermidina a estas ‘cac­

terias 1a síntesis de RNAse recupera luego de la síntüis de proteínas (99).

Recientemente se demostró que las subunidades (5 y {3' de 1a RNApolimerasa

están entre las primeras proteínas cuya síntesis aumentaen 5 fi por agre­

gado de poliaminas (126) al medio de cultivo. Estas sustancias tanbién afec­

tan el control de la síntesis de RNAdado que cepas mutantes sometidas a un

ayuno de poliaminas se comportan como relajadas cuando se anite un aminoácido

esencial. En cambio las células suplementadas con poliaminas se comportan

comoestrictas, es decir, su síntesis de RNAcesa cuando se detiene 1a sínt­

esis de proteína por falta de un aminoácido (127).

7.3. Efecto sobre la síntesis de DNA

Kornberg demostró que la espermidina es necesaria para 1a síntesis "in

vitro" del DNAdel bacteriófago 4x 17M(128).

Trabajando con una mutante carente de poliaminas lVbrris comprobó que

estas sustancias estimulaban la elongación del DNAy no su iniciación (129).

7.14. Efecto sobre 1_a_multiglicación gg bacteriófagos

Tabor demostró que las poliaminas son esenciales para el crecimiento en

E_. coli de varios bacteriófagos comoT4 y T7. Por otra parte las poliaminas

parecen ser esenciales para el desarrollo del fago A afectando especialmente

una etapa temprana de 1a infección de las bacterias por el fago (130,95)­
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7.5. Efectos sobre las membranasbacterianas

Tanto las poliaminas comoalgunas otras sustancias pueden tener efectos

osmoprotectores. Se ha demostrado que las poliaminas protegen la integridad

de protoplastos y esferoplastos en medios hipotónicos (8) y que asimisnn son

capaces de promover el crecimiento de algunas bacterias halofílicas en nedios

fuertemente hipotónicos (8,12).
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OBJETIVOS E PRESENTETRABAJO

La obtención de bacterias mutantes incapaces de sintetizar poliaminas,

significó un gran adelanto en la comprensiónde las Funciones fisiológicas de

estos policationes. Para poder obtener estas mutantes fue necesario bloquear

los dos caminos metabólicos conocidos de síntesis de poliaminas en enterobac­

terias .

FJn mestro laboratorio se trabajó con una de estas cepas doble mutante

(E_.M BGAB)que carece de las enzimas ornitina decarboxilasa (ODc)y asma­

tinasa (AUH). E‘sta cepa necesita del agregado de putrescina o espermidina

para alcanzar una velocidad de crecimiento normal, similar a la de una cepa

salvaje. Cuando se agregan cantidades variables de poliaminas al medio de

cultivo se pueden regular a voluntad las concentraciones intracelulares de

estas sustancias, y de esta manera 1a mismabacteria cultivada en distintas

condiciones constituye un buen sistema para el estudio de las diversas fim­

ciones de las poliaminas en la síntesis proteica "in vivo" (101) e "in vitro"

(102), la fidelidad de la traducción (118), la estructura ribosomal (102), el

control estricto de la síntesis de RNA(127), la respuesta a una elevación

brusca de 1a temperatura ("heat shock") (153), el efecto de antibióticos ami­

noglucósidos (101) y la síntesis de cadaverina (lll).

En numerosos experimentos se había observado que luego de períodos pro­

longados de crecimiento lento en un medio de cultivo sin poliaminas, la bac­

teria L M HEABcomenzabaa crecer rapidamente perdierdo su requerimiento

de dichas sustancias, y que además, la arginina podía reemplazar parcialmente
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a las poliaminas en el efecto estimulador del crecimiento.

Con el propósito de explicar a nivel molecular las observaciones men­

cionadas se inició el presente trabajo con los siguientes objetivos:

l) Establecer si 1a aparición de las bacterias que dejan de requerir poliami­

nas en cultivos de la cepa HMS se debe a una reversión genética de los

genes rrutados o a la aparición de una vía biosintética de poliaminas

distinta a las dos ya conocidas, y en caso de confirmarse esto último

intentar conocer los precursores de la putrescina.

2) Estudiar la causa del efecto estimulatorio de la arginina sobre el creci­

miento de la cepa EBA8y el posible rol regulatorio de las poliaminas

sobre la vía biosintética de dicho aminoácido.
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II. MNTERIALES Z_MEEODOS

1. Cepas bacterianas usadas

a. fl: PREGOO:cepa salvaJe

MAN(thr' 1eu' ser’ his“ thi‘)

MA255(thr' leu' thi" rpsL speB speC) cepa auxótrofa para poliaminas

derivada de MA17

mAB (thr' leu' thi" speB speC) mutante auxotrófica para poliaminas

derivada de MA255

BGABbprevertante fenotïpica de BGABque no requiere poliaminas

EWH319 (thr‘ pro' thi’ A (speASpeB)A(Spnglc)Aspe D), cepa

auxótrofa para poliaminas

Enterobacter aerógenes: cepa salvaje

2. [43M d_ecultivo

2.1. wm: Se usó el mediomínilmde Davis y Mingioli (131)que con­

tiene por litro: 9,2 g de POuHKQ,3 g de P04H2K,0,47 g de citrato de sodio,

0,1gde sulfato de rragnesio y l g de SOL.(NH¿¿)2.

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

Los aminoácidos requeridos comoasí también la putrescina se agregaron a

una concentración final de mms/ml.

Estos medios se designan de 1a siguiente mnera:

MM:medio mínimo descripto rrás arriba

MMP:MIvI+ putres cina
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MMA: ¡“'11'1+ arginina

MMOfl-"M+ omitina

2.2. Medio rico (TYE)

Este medio contiene 8 g de bactotriptona, 5 g de bactolevadura y 5 g de

ClNapor litro.

3. Crecimiento bacteriano

Los cultivos se realizaron normalmentea 37°Ccon agitación enérgica, para

asegurar una aereación abundante.

El crecimiento bacteriano se determinó midiendo la absorbancia a M90nm.

Un valor de Augo= 1 corresponde a un cultivo que contiene aproxinadaxrente

L:x 108 bacterias/ml.

Li. otamiento d_eEliminas Q _la_cena E_. coli mAB

Los cultivos de mAB en medio TYE se diluyeron en un volumen 200 veces

mayor de medio MMy se dejaron desarrollar durante toda la noche hasta alcan­

zar la fase estacionaria tardía. Estas células tienen miy bajo contenido

endógeno de poliaminas y requieren el agregado de estas sustancias al medio

para. su crecimiento óptimo.
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5. Análisis d_elas Eliaminas endógenas

Para analizar el contenido de poliaminas las bacterias se recogieron por

centrif‘ugación y se lavaron con buffer A (Tris ClH pH 7,8 50 mM,ClNHq60 mM,

acetato de Mg 5 mMy mercaptoetanol 6 mIvl).Luego se sometieron a una. extrac­

ción a 11°Ccon ácido perclórico 0,2 M, usando 0,1 ml de CquH para un peso

húmedo de bacterias de 20 mg. Se centrifugó 10 min a 5.000 g y el sobrena­

dante resultante se dansiló de acuerdo al ¡métodode Dion y Herbst (132), que

consiste en agregar 100 ul de solución saturada de CO3Na2y 200 pl de cloruro

de dansilo a 100 pl de nuestra, dejando reaccionar toda 1a noche en la

oscuridad; 1a reacción se detuvo con 50 ul de prolina 100 mg/ml. Finalmente

se realizó una extracción con 0,5 volúmenes de tolueno. Eh estas condiciones

sólo pasan a la fase orgánica las dansilaminas. Se procedió en la misma.form

con soluciones "standard" de distintas poZL'iaminas.

Las fases toluénicas correspondientes a distintas nuestras se analizaron

por cromatografía en capa delgada (‘ILC)usando placas recubiertas con sílica

gel (Merck lcieselgel 60). Como solventes de desarrollo se usaron

clorofornnztrietilamina (10:1) o acetato de etilo:ciclohexano (1:1). Para

estabilizar la fluorescencia después de 1a crcmatografïa las placas se

rociaron con isopropanol:trietanolamina (¡4:1) y finalmente se observaron bajo

luz ultravioleta para detectar las manchasfluorescentes.

Para cuantificar las poliaminas, las placas de TLCse secaron al vacío en

la oscuridad y se rasparon las zonas correspondientes a las distintas
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manchas, extrayendo luego con bencenoztrietilamina (95:5). La fluorescencia

de las soluciones resultantes se determinó por fluorortetría comparandolos

valores con curvas obtenidas con cantidades conocidas de poliaminas. Para las

mediciones de fluorescencia se empleó un espectrofluorómetro Amincousándose

longitud de onda de excitación (Aex) de 350 nm y de emisión (lan) de 49€

m.

6. Análisis d_eaminoácidos básicos

Se utilizaron extractos perclóricos similares a los usados para analizar

poliaminas. Después de neutralizar con KOHse separó el precipitado de CquK

por centrifugación. Las distintas mestras y las soluciones con cantidades

conocidas de aminoácidos básicos se colocaron sobre papel Whatnan 3 MMy se

realizó una electroforesis en ácido sulfosalicílico SO mM¡gi-I3,2 a 600 V

durante 3 hs. Luego de la electroforesis las aminas y aminoácidos se reve­

laron con reactivo de ninhidrina-cadmio (133). Esta técnica permite detectar

hasta 5 nanomoles de aminas.

Se efectuó un dosaJe cuantitativo eluyendo las manchas coloreadas con

Hgozácido acéticozetanol (10:50:40) que contenía 2%de acetato de cadmio, y

se determinó la absorbancia a 540 nm comparando los valores con curvas

"standard" .
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7. Preoaración d_eextractos celulares gra medir enzimas

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

se oentrifugaron 10 min a 10.000 g y las bacterias obtenidas se lavaron con

buffer A.

Las células se resuspendieron en l ml de Tris.ClH 50 HM pH 8,2,

ditiotreitol l mífly EDTA2,4 mMy se ranpieron por sonicación. Se oentrií‘ugó

10 min a 10.000 g y los sobrenadantes obtenidos (810) se usaron ccmo fuente

de enzimas (en el caso de medir arginina decarboxilasa no se agrega EDI‘Aa

las soluciones) .

8. Medicióngg decarboxilasas

El método se basa en utilizar comosustrato aminoácido radioactivo marcado

en el carbono l y retener sobre un papel impregnado con alcali el

002 radioactivo liberado en 1a reacción.

En todos los casos se inicia la reacción por agregado de fosfato de piri­

doxal. Una unidad de actividad de decarboxilasa se define comola cantidad de

enzima que libera 1 nanomol de 002 por hora de incubación a 37°C.
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8.1. Ornitina decarboxilasa constitutiva

Se usaron las condiciones de Applebaum (H2), con 0,5 ml de volumen de

reacción que contenía Tris ClH 50 mMpH 8,2, ditiotreitol l mMEDI‘A2,4 mM,

¿lOuMde fosfato de piridoxal y 5 mMde L(l-“C)ornitina (0,1 pCi/ml).

8.2. Arginina decarboxilasa constitutiva

Se utilizaron las condiciones de Hirschfield (97) con buffer Tris ClHpH

7,5 100 mm, DI'I‘ JJnI/l, C12Mg2 mM, L(U-1L‘C)arginina 5 mIvI(0,1 uCi/ml) y llo ¡1Mde

fosfato de piridoxal en un volumende 0,5 ml.

8.3. Omitina decarboxilasa inducible

Para medir esta enzima se usaron extractos celulares provenientes de lOO

ml de cultivos en medio rico, con exceso de ornitina y a pHácido, según el

método descripto por Applebaum (43).

Las bacterias se recogieron, lavaron con buffer A y resusperdieron en l

ml de buffer MESpH 6,3 50 mM, ditiotreitol 1 mMy EDI‘A2,14 mM. Después de la

sonicación se centrifugó a 10.000 g por lO min y se usó el sobrenadante (810)

para medir la actividad enzimática. La mezcla de reacción es similar a la

utilizada para la enzin‘a constitutiva utilizando buffer MESpH 6,3 50 mMen

lugar de Tris .ClH.
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9. Medición d_eaanatinasa

El método empleado mide la urea producida. La reacción enzimática se llevó

a cabo en un volumen de 0,5 ml que contenía buffer MESpH 6,3, 100 mMy agua­

tina 111,8mM.Después de incubar 15 min a 37°C la reacción se detuvo calen­

tando a 100°Cdurante 3 min. Luego de centrifugar para eliminar las proteínas

coaguladas, la urea producida se midió empleando ureasa y el reactivo de

fenol-hipoclorito (1313).La reacción se realizó en un volumenfinal de 0,2 ml

que contenía ureasa y la nuestra, después de incubar 15 min a 37°C se agre­

garon 0,5 ml de reactivo A (fenol lO g/l y nitroprusiato de sodio 0,05 5/1) y

0,5 ml de reactivo B (HONa5 g/l e hipoclorito de sodio 0,84% (v/v). Después

de 10 min se midió la absorbancia a 625 nm. Se procedió de la misma forma con

soluciones "standards" de urea.

En algunas ocasiones se determinó la urea producida según el método de

Hunnighake y Grisolia (135). Un volumen final de 1.5 ml con la nuestra, 0.5%

de diacetilmonoxirra, 0.4 ¡ng/ml de semidina (N-p-fenil-p-fenilerfiiamina) y

SOqH220%, se calentó a 90°C por 10 min y se agregó luego 0,6 ml de C13Fe 0,1

Men SOqu. Después de 10 min para desarrollar el color se midió la absorban­

cia a 545 nmusando una curva de calibración con cantidades conocidas de urea.

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

l nananol de urea por min de incubación a 37°C.
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lO. Medición d_eornitina transcarbamilasa (OI‘C)

Para dosar esta enzima se empleó el método de Legrain que mide

colorimétricamente 1a citrulina producida (136). La mezcla de reacción con­

tenía 5 mMde ornitina, 5 mMcarbamilfosfato y 100 mMTris.C1H en 0,3 ml de

volumenfinal.

El pH del buffer utilizado fue 8,2 o 6,8 según las condiciones elegidas

para 1a reacción. Esta se detuvo por agregado de C1014Hy luego de centrífu­

gar, 1a citrulina se dosó en el sobrenadante de acuerdo al método de

Hunninghakey Grisolia (135).

Unprocedimiento alternativo del mismoautor emplea (NC)carbamilfosfato,

que en medio ácido y a 100°C se descompone liberando C02. La radioactividad

estable remanente debida a 1a citrulina formda da una medida de 1a actividad

enzimática. La mezcla de reacción es 1a misna descripta anteriormente, pero

usando en este caso 0,05 pCi de 1uC-carbamilt‘osí‘ato.

Una unidad de actividad de ornitina transcarbamilasa es 1a cantidad de

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

11. Dosaje enzimático d_e_carbamilfosfato

Se utilizó el método de Wanders que emplea 1a enzima carbamatoquinasa de

Streptococcus gp. Esta enzima produce ATPa partir de carbamilf'osf‘ato y ADP.

El ATP formado se mide luego espectrofotométricamente usando las enzims

hexoquinasa y glucosa 6 fosfato dehidrogenasa que producen la reducción de
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NADP+mediante reacciones acopladas (139). El carbamil fosfato endógeno se

midió en un extracto de ClOuH0,2 f-Ineutralizado que se preparó a partir de

60 mg (peso húmedo) de bacterias.

La mezcla de reacción (1,1 ml) contenía trietanolamina ClH 50 mMpH 7,4

song 10 mM, mm 5 mM, ClK 75 mM, NADP+ 0,14 mn, glucosa 2,5 mM, ADP 0,5 mM,

glucosa 6 fosfato deshidrogenasa 5 ug/ml, carbamatoquinasa (EX)2.7.2.2.) lO

ug/ml y extracto perclórico bacteriano. Se preincubó 5 min a 37°Cy se inició

la reacción ¡radiante el agregado de carbamtoquinasa; luego se siguió la

reducción del NADP+por el incremento de la absorbancia a 365 nm en un

espectrofotómetro con cubeta termostatizada a 37°C y equipado con registra­

dor. Se realizaron curvas de calibración con cantidades conocidas de carbamil

fosfato .

12. Síntesis "g vivo" d_emliaminas i aminoácidos

Para medir 1a síntesis de pollaminas y aminoácidos se incubó 10 ml de

cultivo bacteriano en las condiciones indicadas en cada caso con mo de los

siguientes compuestos: L(U-luC)ornitina(0,7 11M;0,1 pCi/ml); L(U-luC)argini­

na(0,25 pM; 0,1 pCi/ml); L(U-1"C)ác1do glutánúco(l,9 pM;o,5 pCi/ml); L(2,3

3H)ácido glutámico(0,l mua pCi/ml); (U-1"C)espem11d1na(8pm; 0,1 JiCi/ml y

D-(U-luC)glucosa(3,86 pM;1 ¿dCi/ml). (Mandose utilizó glucosa radioactiva la

concentración de este azúcar en el medio se redujo a 0,1%. Al final del

período de incubación las bacterias se trataron con CquH 0,2 M a ll°C y

después de centrií‘ugar se recogió el sobrenadante resultante.
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Para estudiar la síntesis de poliaminas, los extractos obtenidos se dan­

silaron como se describió anteriormente. Los dansil derivados se separaron

por TLCempleando como solvente de desarrollo C13CHztrietilamina (10:1) y se

detectó la radioactividad en cada rrancha usando un radiocrorratógraf‘o Packard

7201; las zonas correspondientes a las poliaminas se rasparon de 1a placa y

se midió la radioactividad por centelleo líquido.

Para estudiar 1a síntesis de aminoácidos los sobrenadantes obtenidos por

extracción de las bacterias con CquI-I se neutralizaron y se analizaron por

electroforesis en papel con el sistema descripto en "Análisis de aminoácidos

básicos". Las zonas radioactivas se localizaron mediante el radiocro­

matógrat‘o, se eluyeron y se midió la radioactividad por centelleo líquido

usando el reactivo de Bray.

13. Captación d_earginina 1 ornitina

Con el fin de medir la captación de estos aminoácidos, 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 alícuota que contenía 3 x

106 bacterias en 1 ml de medio mínimo fresco se incubó por el período irfii­

cado en presencia del aminoácido narcado (0,15 yM, 0,05 JlCi); las bacterias

se recogieron por filtración a través de menbrana‘Millipore (tanaño de poro

0,45 JJM) y se lavaron a temperatura ambiente con medio mínimo que contenía

100pg/ml del aminoácido no radioactivo. Los filtros se secaron y se midió la

radioactividad por centelleo líquido.
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En algunos casos se agregó a la mezcla de captación ácido aminoxiacético

(AOA),que es un inhibidor de decarboxilasas.

lll. Captación d_eestreptomicina

Los cultivos bacterianos en fase exponencial media se incubaron durante

45 min con 20 ug/ml de estreptomicina. Luego se agregó 3H-dihidroestreptomi­

cina (3 pCi/ml) y a distintos tiempos se tomaron muestras que se filtraron a

través de membranaMillpore (0,1¿5 nm); los filtros se lavaron con 3 ml de

estreptomicina 10 ug/ml, se secaron y se midió la radioactividad por cen­

telleo líquido.

15. Análisis d_eErfiles ribosomales

Los cultivos en fase de crecimiento exponencial media se enfriaron len­

tamente con el fin de transformar los polisoms en monómerosy subunidades

(138).

Después de centrifugar, las bacterias se resuspendieron en buffer A y se

rompieron por sonicación. El extracto celular se oentrifugó primero por 10

min a 10.000 g y luego a 30.000 g por 30 min, obteniéndose el sobrenadante

que contiene los ribosonas (S30).

Una alícuota de 1a fracción S30 con 0.5 unidades de A250 se depositó

sobre un gradiente linear de sacarosa (15 - NOK»)preparado en buffer A y se

centrifugó durante 135 min a l¿5.000 rpm en un rotor SW50.1 (Spinco). La

absorción óptica se midió en forma contínua a 251inm con un analizador ISOO.
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16. Síntesis "in vivo" de proteínas

La velocidad de síntesis de proteínas "in vivo" se determinó en cultivos

en fase exponencial media. Se agregó 0,5 ,uCi de l“C-fenilalanina

(concentración final 20 11M)a 5 ml de cultivo bacteriano, se continuó la

incubación y a distintos tiempos se tomaron miestras de 0,5 ml que se reci­

bieron en 0,5 ml de HONal N que contenía albúmina y fenilalanina no radicac­

tiva. Luego de 30 min a 37°C, las proteínas se precipitaron a 18°Ccon ácido

tricloroacético (concentración final: 10%). Se filtró a través de papel de

vidrio WhatmanGF/C, los filtros se secaron y se midió la radioactividad en

un contador de centelleo líquido.

13. Procedimientos genéticos

a) Obtención d_eg ¿eg BJ_A8bg M: Para obtener nntantes tnyA se empleó el

método de Miller (1140).

La cepa mAB bp se cultivó en medio mínimo con 200 pg/ml de timina y can­

tidades crecientes del antibiótico trimetoprima. Por encima de 60 ug/ml de

antibiótico se inhibió el crecimiento, pero después de 48 hs de incubación

se observó el desarrollo de bacterias resistentes. Se prepararon dilu­

ciones de estos cultivos en cajas de Petri con medio rico y 100 ¿ug/ml de

timina de manera de obtener 50-100 colonias, algunas de las colonias for­

madas se repicaron en medio mínimo sin y con timina. Se observó que ¿49de

las 50 colonias ensayadas eran auxótroí'as para timina. Se hicieron culti­
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vos en medio líquido a partir de una de estas colonias para continuar el

procedimi nto.

Obtención d_e_u_n_m d_ebacterias m infectadas fl gg P_l_:Se

cultivó la cepa MAN(argA) en medio rico L con ClCa 2,5 mMhasta obtener 5

x 10'5 células/ml de cultivo; 1,9 ml de este cultivo se mezclaron con 0,1

ml de suspensión de fagos P1 (7.107 PFU/ml) y se dejó a 37°C durante 20

min; luego de ese período se tomaron seis alícuotas de 0,2 ml que se agre­

garon a sendos tubos que contenían LIml de agar blardo L con ClgCa 2,5 mM.

Las mezclas obtenidas se virtieron en seis cajas de Petri con agar L y

012Ca 2,5 mIvly se incubaron a 37°C durante 8 hs. Luego a cada placa se

agregó 2 ml de medio L con 2,5 mMC12Ca, se recogió la parte líquida y

después de centrif‘ugar se tomó el sobrenadante que es el lisado producido

por el fago P1.

'I‘ransducción gg Egg El a _1_a_cepa BG_A8pp M: 5 m1 de un cultivo fresco

de la cepa BGA8bp thyA en medio L con Clgca 2,5 mMse centrifugaron y las

bacterias se resuspendieron en 5 ml de SOqu 1 mMy CaClg 5 mM. A esta

suspensión se agregaron distintas diluciones del lisado que contenía fago

P1 desarrollado en la cepa MAN.Se incubó 20' a 37°C y la adsorción del

fago se interrumpió con citrato de sodio 0,33 M. Las mezclas se pasaron a

cajas de Petri que contenían medio mínimo con arginina (MMArg).Eh este

medio no puede crecer 1a cepa BGA8bp thyA, dado que no contiene timina, y

sólo pueden nnltiplicarse las bacterias que han recibido el gen tnyA por

transducción. Todas las colonias obtenidas se probaron también para
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auxotrofïa de arginina. El 20%de las colonias requerían arginina por lo

que se puede concluir que se produjo un 20%de cotrasducción de los genes

argA y thyA. Una de estas colonias se purificó y se usó posteriormente

(cepa BGA8bp argA-l).
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Figg.ra 1: Curva d_ecrecimiento gg gg 06%. E coli HEA8(A)1 BGA8bn(B)

Cultivos en ausencia (O) y presencia (O) de putr'escina.
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III. RESULTADOS

l. Características d_el_crecimiento d_eg ceg 5 coli mAS

La cepa í M; BEABno puede sintetizar poliaminas debido a que posee

nmtaciones en los genes de las enzimas ornitina decarboxilasa y agratinasa.

La. velocidad de crecimiento de esta cepa aumenta considerablemente cuando se

agrega putrescina o espennidina al medio de cultivo (Fig. 7A).

En medio mínimo el tiempo de duplicación es de 200 a 300 min en ausencia

de poliaminas y de 75 min en presencia de 100 ¡ug/m1de putrescina. La esper­

midina acelera el crecimiento en forma similar.

La Figura 8 muestra el crecimiento de E_.fi mABen función de la. con­

centración de putrescina en el medio de cultivo. Se puede observar que con

niveles tan bajos ccmo3 ¡ug/ml ya se produce una.neta estimlación del creci­

miento .

2. Cultivos Q E_.coli mAB915 se vuelven independientes de]: m _d_e_

Elianflnas ¿La 2 crecimiento

Después de repetidos cultivos de E_. fl EGABen ausencia de poliaminas

observamos que esta cepa perdía su requerimiento de poliaminas y canenzaba a

crecer rapidamente aún en ausencia de estas sustancias.

En cada período de ayuno de poliarrúnas un cultivo plenamente desarrollado

hasta la fase estacionaria tardía se diluÏa 200 veces en un medio mínimo

fresco sin poliaminas (MM). Luego de repetir de tres a seis veces con­
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F1011:ra fi: Crecimiento gg l_a ceg É coli BEABQ función d_e_g concentración
d_eoutrescina

(a) Crecimiento de EL coli BGABen cultivos con diferentes concentraciones de
utrescina (0,0;CI,0,1;A,l,0;fl,5,0;V,20 ¿{0,100 ug/ml).
s rhtos obtenidos a partir de (A) se utilizaron para calcular las velocida­

des de crecimiento (en duplicaciones/hora) representadas en (B) en función de
1a concentración de putrescina en el medio de cultivo.
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secutivas este procedimiento (lo que representa 20 a HS"generaciones) los

cultivos comenzabana crecer a la misma velocidad en ausencia o presencia de

polianúnas (Fig. 7B).

Cuando se incubó por ’48 ‘ns a 37°C la cepa BEABen cajas de Petri en medio

sólido mínimo sin poliaminas, aparecieron algunas colonias g'ar‘des sobre un

fondo de colonias pequeñas. Los cultivos obtenidos a partir de las colonias

grandes demostraron también ser independientes de las poliaminas; en canbio,

los cultivos desarrollados a partir de las colonias más pequeñas crecïan len­

tamente sin poliaminas, en 1a forma característica de la cepa mAB.

El cambio de algtma de las condiciones de cultivo de EL fi BEA8comola

temperatura, la fuente de carbono o 1a intensidad de aereación no impidieron

la aparición de organismos independientes de poliaminas. Este resultado tam­

bién se reprodujo trabajando con í M MA25'3que es la cepa parental de la.

cual se obtuvo E_.É BGAB.Ambasdifieren en que 1a primera es resistente y

la segunda es sensible al antibiótico estreptomicina. ConE_.fl MA255sin

embargo, me mayor el númerode generaciones requeridas para llegar a un cre­

cimiento independiente de poliaminas, tanto en ausencia comoen presencia de

50 ug/ml de estreptomicina.

2.1. Aislamiento d_ecolonias

Se seleccionaron colonias aisladas de varios de los cultivos de HEA8que

habían perdido el requerimiento de poliaminas y se trabajó con una de ellas

denominada E_. coli EEABbp (por "by pass").
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Figra _9_:Contenido endógeno gg ooliaminas d_e_F¿._coli BGA8zBGA892 l MRE600

Cromatografía en capa delgada de los extractos dansilados que se obtuvieron
de bacterias cultivadas en ausencia de putrescina. Se analizaron también un
"blanco" de reactivos (B) y "standards" de poliaminas puras (st). Como
solvente de desarrollo se usó cloroformoztrietilamina (10:1, v/v). Se
muestran las posiciones de putrescina (P), cadaverina (C) y espermidina (S).
Se usaron diferentes volúmenes de muestras correspondientes a un número
constante de bacterias. La fotografía se tomóbajo luz ultravioleta.



2.2. Contenldo de coliaminas en las bacterias E. coli BGASbo_-—_——_——____—
Para investigar si los microorganismos que habían perdido el requeri­

miento de poliaminas como 1a cepa BLASbp, habían recuperado 1a capacidad de

sintetizar estas sustancias, o si podían crecer aún en ausencia de las

mismas, se analizó el contenido endógeno de poliaminas. Para ello se utilizó

el método de dansilación de extractos ácidos bacterianos y separación por

T.L.C. que se describe en "Materiales y Iétodos".

Se utilizaron como controles la cepa salvaje MRE600,E_. gli MA17(que

dio origen a la cepa MA255)y la cepa mAB; ésta última sirvió ccmo control

negativo, dado que carece de poliaminas (101).

En la Fig. 9 se muestra un análisis por cromatografía en capa delgda de

los derivados dansilados de las poliaminas presentes en las cepas mencionadas

anteriormente y en la Tabla III se dan los valores normalizados para igual

número de células.

Se puede observar que mientras la cepa mA8 contiene sólo trazas de

putrescina y un tercio de 1a concentración normal de espermidina, E_.fi

mA8 bp posee concentraciones de putrescina y espermidina similares a las de

la cepa salvaje MREóOO.

Los niveles de putrescina y espermidina hallados en la cepa NRE600son

semejantes a los encontrados en otras cepas salvajes cultivadas en medio

mínimo (41,76).

El contenido relativamente alto de espermidina remanente en 1a cepa RMS



Tabla El: Contenido endógeno gq 211m ¿a E_. coli HEABlHEASQBLMRBóOO

Bacteria Putrescina Esper‘midina
(nmol/ml A490)

E. coli BGA8 0,38 0,55

E. coli BEAbp 7,147 1,85

E. coli NRE600 10,08 1,67

E. 0011 MA17 6,00 1,22

Las bacterias se cultivaron en ausencia de putrescina y los extractos se dan­
silaron y analizaron como se describe en 1a Figura 9 y en "Materiales y
Métodos". Los valores representan pr'cmedios de, por lo menos, dos deter­
minaciones en cada caso y están nonnalizados para 1 ml de cultivo con una
absorbancia de l a N90 nm.
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puede deberse a que la escasa cantidad de putrescina formada por La actividad

residual de las enzimas biosintéticas, se convierte en espermidina que se

acumula comoproducto final.

La mancha fluorescente que se observa delante de dansil-espermidina en

la nuestra correspondiente a La cepa BGA8fue identificado previamente con)

el derivado dansiLado de X -aminobutiraldehido (76) formado a partir de orni­

tina durante la reacción de dansilación (141).

Las nanchas fluorescentes en el frente del cromatogramase deben a pro­

ductos fornados por los reactivos, ya que también están presentes en el

ensayo "blanco" de la reacción.

Las nanchas 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 hidrollzar las nuestras con ClH lONa llO°C

durante l hora.

La presencia de putrescina y espennidina en EL coli BGABbp fue confir­

mada utilizando otro solvente (ciclohexanozacetato de etilo (1:1)) en los

análisis cranatográficos de los extractos dansilados.

Aunque la presencia en la cepa BGA8bp de una poliamdna desconocida que

se comporte comoputrescina en las crcnetografías con varios solventes no se

puede descartar totahnente, los resultados sugieren que g¿_ggli_BGA8bp recu­

peró la capacidad de sintetizar putrescina.



Tabla H: Actividades esmcíf‘icas d_elas enzimas biosintéticas d_e’mllaminas
2 ___var1asme 9.6..1 M

Ornitina Arginina
decarboxilasa decarboxilasa
constitutiva constitutiva Agratnuasa

Bacteria Unidades/ Unidades/ Unidades/
ng.proteí.na Z mg.proteína % mg.prote1.na 73

E. con 111313600 ¿1111,00 100 728 100 15,10 100

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

E. coll BGABbp 1,10 0,26 666 91 0,62 11,0

E. coli MAN 288,0 69 ¡473 65 3,20 22,0

E. con BGAB¿MM 89,0 21 nd nd 0,25 1,26

E. 0011 BGA861 0,8 0,19 nd nd 6,00 110,0

Los ensayos enzimáticos se realizaron cano se describe en “Materiales y
Métodos". Los valores representan pranedios de, por lo menos, dos deter­
minaciones en cada caso. Los resultados también se expresan cano porcentajes
de los respectivos valores hallados en E_.coli MRE600.
nd: no dosado.
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2.3. Mediciónd_elg enzimas biosintéticas d_eEliaminas

Con el propósito de investigar si la cepa BGA8bp había recuperado la

capacidad de sintetizar poliaminas por reversión genética o por la inducción

de un caminobiosintético desconocido, se midieron las actividades enzimáti­

cas de ornitina decarboxilasa, agnatinasa y arginina decarboxilasa.

Los valores hallados se muestran en 1a Tabla IV.

Los resultados indicaron que las cepas HEABy HEA8bp contienen mw baja

cantidad de ornitina decarboxilasa y agmatinasa. La actividad residual de

esta última es un orden de magnitud nayor 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 empleó un método

radioisotópico para 1a ornitina decarboxilasa y un método fotocolorimétrico

para dosar agratinasa. La actividad de arginina decarboxilasa comtitutiva

fue similar en las cepas ESAS, B3A8bp y [VRE600cano se podía prever, dado

que el gen de esta enzima no se encuentra nutado en ninguna de las tres

cepas.

En el caso de la cepa salvaje MA17las actividades específicas de las

tres enzimas fueron menores que en la cepa MRE600.La causa de estos resulta­

dos es desconocida, pero es interesante señalar que a fi MA17creció len­

tamente aún en un medio mínimo 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 y: Actividad esEcífica d_eornitina decarboxilasa inducible 2 EL coli
BGAB1 EEA 1321 Enterobacter aerogenes ,

Bacteria Unidades/mg.proteína 72

E. aerogenes 10ü6 100

E. coli HEAB 11,8 1,1

E. coli BGA8bp 3,“ 0,3

Los cultivos se efectuaron a pH 5,0 y con exceso de ornitina. La actividad
enzimática se ensayó a pH 6,3 comose detalla en la sección experimental. Los
valores representan promedios de determinaciones por duplicado. Los resulta­
dos tanbién se expresan comoporcentajes de los valores obtenidos en E_.aero­
genes .
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lerado de í fl EBABbp en ausencia de poliaminas no se debe a una rever­

sión genética de los genes de ornitina decarboxilasa ni de agratinasa.

Algunos cultivos obtenidos a partir de colonias aisladas resultaron ser

verdaderos revertantes como se ve en 1a Tabla IV, (BEABÓMMy G1) ya que

poseen niveles considerables de actividad de ornitina decarboxilasa o agmati­

nasa. Pese a que no se realizó un estudio estadístico, estas reversiones

"verdaderas" aparecieron más frecuentemente que las formas "by pass" que no

poseen ninguna de las dos enzimas. Eh este trabajo de tesis sólo se utilizó

la cepa E_.al; BGABbp.

2.3.1. Mediciónde ornitina decarboxilasa inducible

Algunas cepas de E_. fl poseen una foma inducible de 1a ornitina

decarboxilasa además de la forma constitutiva. Por esta razón, 1a capacidad

de 1a cepa mABbp para sintetizar putrescina podría deberse a la aparición

de una ornitina decarboxilasa inducible. Para dosar esta actividad se usó

comocontrol positivo un extracto de Ehterobacter aerggenes, pues se conoce

que esta bacteria posee niveles muyaltos de dicha emm (83).

La actividad de 1a ornitina decarboxilasa inducible tanbien resultó

ser miy baja en la cepa 11m8bp (Tabla V). Este resultado está de acuerdo con

los de otros autores que no encontraron actividad ornitina decarboxilasa

inducible en El; coli Kl2 ni en las cepas derivadas de ella.
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10: TLC de los extractos dansilados obtenidos de bacterias E_. coli

3 cepas se cultivaron sin poliaminas. Luego de la incubación con
1 C-arginina por 1 h, los extractos celulares se trataron y analizaron por
TLC cano se describe en "Materiales y Métodos" empleando como solvente de
desarrollo clorof'ormo:trietilamina (10:l) .
Se nuestra la distribución de la radioactividad en los cromatogramasy
posiciones del origen de siembra (O ), de putrescina ( P) y espermidina (

las
5 ).



. r uTabla fl. Conversion d_e 1 C-argnina Q ooliaminas e_n_E_.c011 13m8i mAB 92 1

Bacteria

E. c011 W600

E. coli HEAS

E. coli EEABbp

Putrescina

cpm/A490.ml Z

3860 100

ua 1,2

58 1,5

Espemüdina

cpm/ A1190.ml Z

1660 100

22 1,3

12 0,7

Los picos radioactivos correspondientes a los cranatogranas en capa delgada
('ILQ) (F15. 10) fueron eluïdos y se deteminó su radioactividad. Los valores
estan nomanzados para l ml de cultivo con una absorbancia. de l a 1190nm.
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2.1|. Conversiónd_earginina l ornitina a putrescina

Para confirmar que la ornitina y 1a arginina no se convierten en

putrescina en E_. M BEAbp, se llevaron a cabo varios experimentos "in

vivo" en los cuales los cultivos bacterianos se incubaron con ll‘C-arginina o

luC-ornitina durante l hora analizando luego por T.L.C. los extractos ácidos

dansilados. Las zonas correspondientes a poliaminas se localizaron en las

placas con un radiocrmatógrafo, se rasparon, eluyeron y se determinó su

radioactividad mediante centelleo líquido.

2.4.1. Incubaciónm Hg arginina

La Figura 10 muestra la distribución de radioactividad de cromatogra­

nas correspondientes a extractos de distintas cepas bacterianas incubadas con

luC-arginina.

En la Tabla VI se dan los valores normalizados para igual número de

células.

Se puede observar que 1a conversión de 1l‘C-arginina en putrescina en

las cepas BEA8y HEA8bp es practicamente despreciable comparada con 1a que

ocurre en la cepa salvaje MRE600.Por lo tanto se puede concluir que en E_.

coli EGABbp no ocurre síntesis de putrescina a partir de arginina. Este

resultado descarta además una posible conversión a través de N-carbamil

putrescina (71,85,86 y Fig. ll).
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Los detalles son simÏ res a los descriptos en 1a F15. 10, excepto que eneste caso se utilizó C-omitina.



Tabla El: Conversión ga; LL‘C-ornitina ï leiaminas gg E_. coli BGA8lBEABpg1M
Putrescina Espermidina

Bacteria cpm/A1490.ml fl cpm/A490.ml %

E. coli MRE600 11155 100 2220 100

E. coli BGA8 13o 1,1 117 5,2

E. coli BGA8bp 387 3,5 82 3,6

Los detalles son similares a los de la Tabla VI; los picos radioactivos
fueron eluidos del crorratogramacorrespondiente a la Fig. 11.
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2.4.2. Incubación con LHC-ornitina

En la Figura ll y en la Tabla VII se muestran los resultados

correspondientes a la incubación con luC-ornitina.

En este caso también se observa que en la cepa BGA8bp la conversión

de ornitina en putrescina fue considerablemente menor a 1a que ocurrió en 1a

cepa salvaje MRE600. En estos experimentos los resultados fueron más

variables que los obtenidos cuando se usó 1¡"C-arginina comoprecursor.

El pico radioactivo en el origen fue identificado comocorrespondiente

al dansil derivado de agmatina por elución de 1a zona y recromatograf‘iado en

T.L.C. usando benceno:metanol(9:l) comosolvente. En dicho sistema se obser­

varon dos picos radioactivos con Rf de 0,00 y 0,19 que corresponden de

acuerdo a Seiler a los derivados monodansilados de aguatina (1142).

2.4.3. Captación d_earginina X ornitina

Los resultados de la formación de putrescina. a partir de 1L‘C-arginina

o lllC-ornitina no permitían descartar 1a posibilidad de que en 1a cepa BGA8

bp existiera un defecto en el transporte de dichos aminoácidos, en vez de un

verdadero bloqueo metabólico entre arginina u ornitina y putrescina. Por lo

tanto, se midió la captación de anbos aminoácidos en E_. M BGABbp y en

ambas cepas control. En la Figura 12 se muestran las curvas de velocidad de

captación de ornitina y arginina.

La captación de arginina fue similar en las cepas EGASbp y lVRE600,
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Las bacterias se incubar‘on con luC-ar'gmina (A) o 1l‘C-ornltina (B) y se
tomaron nuestras a los tiempos indicados. Las curvas correSponden a E coli
MRE600(v), BEABbp (A) y HEA8cultivada sin (o) y con (O) poliaminas.
Los valores están normalizados para 1 m1 de cultivo con una absorbancia a ¡490
nm de 1.
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pero menor en E_.c_oli BLAScultivada sin poliaminas. Por otro lado 1a veloci­

dad inicial de captación de ornitina Fue igual en las cepas MRE600y BEABbp

llegando esta última a un nivel final del orden de la mitad del alcanzado en

la cepa salvaje. A su vez la cepa mA8 mostró mayor captación de ornitina

cuando los cultivos se realizaron en presencia de putrescina.

En otro experimento de captación de ornitina se agregó el canpuesto

ácido aminooxiacético (AOA), que es inhibidor de las decarboxilasas. Los

resultados obtenidos fueron similares. Se puede concluir que la incapacidad

de la cepa BGA8bp para formar putrescina a partir de lL‘C-arginina no se debe

a un defecto en la captación del aminoácido. Respecto de la formación de

putrescina a partir de luC-ornitina se llega a la mismaconclusión ya que la

captación de ornitina (50% menor en la cepa HEABbp respecto de la cepa

salvaje), no permite explicar la. radioactividad en putrescina que resultó 20

veces menor en la cepa BGA8bp.

2.14.4. Contenido endógenode arg-¡fina l omitina

En los experimentos descriptos de formación de putrescina a partir de

ornitina o arginina radioactivas, un elevado contenido erdógeno de estos ami­

noácidos en 1a cepa HMS bp podría producir una gran dilución isotópica de

estos compuestose impedir la detección de putrescina radioactiva. Esta posi­

bilidad fue descartada, ya que las concentraciones de ornitina y arginina

medidas con un analizador automático de aminoácidos indicaron que no había

diferencias significativas entre las cepas HEA8bp y NREóOOcuando se can­



¿oo-Ï í Í A
200- '

o = : I+l : l l ' l-l
B400-0 P S ­

E 4 t 4 ­
o. 200" :

. . .P 1 . . . . .
eoo- 4 C ­

¿oo-0 5 ­
Á i _

0 1 l n 1 I l n 1 l ‘

0 4 8 12 16 20

Distancia desde el origen (cm)

m l_3: TLCde los extractos dansilados obtenidos de bacterias _E¿._coli
EEB-f l l y_{M500 _(C5cEFt'ïva g presencia _He
ÏnCilucosa
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(O), putrescina (P) y espermidina (S).



Tabla VIII: Conversión de luczglucosa en ggliaminas en EL coli BGA8zBGA899
'__—__'__—_ SÏTMUJÑIÏ—_'_—

Putrescina Espermidina
Agregado

de
Bacteria ornitina cpm/A490.ml Z cpm/A490.ml %

E. coli BGA8 - 22 100 N2 100

+ M1 186 76 181

E. coli BGA8bp - 300 100 276 100

+ 147 49 176 64

E. coli MRE600 - 610 100 230 100

+ 2 0,3 40 17

Los cultivos bacterianos se incubaron con l“C lucosa durante 2 hs en medios
sin poliaminas sin ningún agregado (-) o con 00 ughnl de ornitina (+), se
prepararon los extractos perclóricos que se dansilaron y analizaron por TLC.
Las zonas correspondientes a las poliaminas se rasparon, eluyeron y se deter­
minó su radioactividad. Los valores están normalizados para l ml de cultivo
con una absorbancia de l a 490 nm.



_58_

paraba los niveles endógenos de cada una de estas sustancias. Pese a esto en

la cepa BGA8bp no se detectó putrescina radioactiva, mientras en MRE600se

formó una cantidad considerable de esta sustancia (Figs. 10 y ll).

2.5. Conversión d_e ucosa Q putrescina

Tanbién se estudió la síntesis de putrescina a partir de lL‘C-glucosa

uniformemente marcada. Los cultivos bacterianos se incubaron con el azúcar

radioactivo durante 120 min y se analizaron luego por T.L.C. los extractos

ácidos dansilados.

La Figura 13 muestra uno de los radiocranatogramas obtenidos y en la

Tabla VIII se dan los resultados normalizados para igual númerode células.

Los resultados mostraron que se formó putrescina radioactiva en las

cepas HEA8bp y MRE600,siendo negativo el resultado en 1a cepa BGA8.La con­

versión de glucosa en putrescina en E_.fi BEA8bp fue aproximadamente 1a

mitad de 1a observada en 1a cepa MRE600.

En otro experimento los cultivos bacterianos se incubaron con

1¿‘C-glucosa y un exceso de ornitina. Si el camino metabólico desde glucosa a

putrescina involucrara a 1a ornitina comointermediario, el agregado de esta

sustancia al medio provocaría una disminución marcada en la actividad

específica del "pool" endógeno de ornitina y por consiguiente una drástica

reducción de la radioactividad de putr'escina.

La Tabla VIII muestra que la disminución de 1a radioactividad en

putrescina fue mucho mayor en 1a cepa salvaje que en 1a cepa BGABbp; en cam­
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bio, la radioactividad en la espermidina se redujo poco en ambas cepas. Estos

resultados parecen indicar que en _E_.fl EBABbp el camino biosintético de

putrescina a partir de glucosa, no involucra a 1a omitina ccmo inter­

mediario.

Experimentos similares a los anteriores realizados con luC-glucosa y

arginina provocaron una gran caída en la radioactividad de la putrescina. en

las cepas BEA8 bp y IVRE600. Eh este caso, sin embargo, no es válida la

interpretación mencionada más-arriba, pues se conoce que 1a axginina iJhibe

la acetilación del ácido glutámico (74), que podría ser un paso intermedio de

la síntesis de putrescina.

2.5.1. Cinética d_eg síntesis d_eEliminas a Ertir d_eglucosa

La Figura lll muestra 1a cinética de conversión de luC-glucosa en

putrescina y espermidina en las cepas MRE600y MAS bp.

En E_. _c_o_liMRE600se llegó a un máximo de putrescina radioactiva en el

tiempo más corto de marcación estudiado, y en los tiempos más largos se pro­

dujo una disminución contínua. En la cepa EEABbp se observó un aumento

constante de la radioactividad en putrescina hasta las dos horas de incuba­

ción. En ambas cepas la marcación en espermidina me apreciablemente menor

que en putres cina.
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Los detalles son similares a los descriptos en 1a Figura 13.



Tabla g: Conversión de “¡C-ácido glutámico a mliaminas a E_. coli BGAS,
92 1 a 00

Putrescina Esper'midina
Agregado

de
Bacteria omitina cpm/A1490.ml % cpm/M90.ml %

E. coli BGAB - 32 100 514 100

+ 22 67 50 92

E. c011 BGA8 bp - 1052 100 ¿#77 100

+ 410 39 192 140

E. coli MREóOO - 695 100 309 100

+ 62 9 222 36

Lfis rcultivos bacterianos se incubaron sin o con omitina en presencia de1 C-acido glutámico por- 2 hs. Todos los otros detales son similares a los de
la Tabla VIII.
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2.6. Conversión d_eácido gluta'mico 2 putrescina

Cultivos de E_. fl BEABbp, BEABy MRE600se incubaron durante 2 horas

con ll‘C-ácido glutámico (uniformemente marcado) con el fin de investigar su

posible conversión en poliaminas. En forma similar a los experimentos reali­

zados con ll‘C-glucosa se observó que en las cepas ESASbp y IVRE600hay sín­

tesis de putrescina y espermidina a partir de ácido glutámido (Fig. 15). En

cambioen EL fl HEABno se detectó esta conversión.

En la Tabla IX se dan los resultados normalizados para igual rnÍunerode

células.

En otro experimento los cultivos bacterianos se incubaron

simultáneamente con ornitina y con 1L'C-ácido glutámico. Si el camino

metabólico desde ácido glutámico a putrescina involucrara a 1a ornitina cano

intermediario se debería esperar que la radioactividad en putrescina dismi­

nuyera drásticamente. La Tabla IX muestra que 1a reducción de 1a radioac­

tividad en putrescina me mayoren 1a cepa salvaje que en la cepa L fl EGA

bp aunque dicha diferencia fue menor que 1a observada en la narcación a par­

tir de ll‘C-glucosa. Por otra parte, la disminución en la radioactividad en

espermidina fue igual en anbas cepas.

Si se toman en conjunto los experimentos de síntesis de putrescina a

partir de glucosa y de ácido glutámico, se puede concluir que 1a disminución

de radioactividad en putrescina provocada por el agregado de ornitina a los

cultivos me myor en la cepa salvaje que en 5 coli HEABbp. Estos resulta­
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dos apoyan la hipótesis de que la ornitina no es un intermediario de la sín­

tesis de putrescina en 1a cepa HEABbp.

También se estudió la síntesis de putrescina a partir de (2,3-3H)ác1do

glutámico y se detectó putrescina radioactiva en las cepas EBABbp y lVRE600,

pero no en E_. coli EBAB.

2.7. Conversiónd_eesgrmidina Q putrescina

La posible conversión de espermidina en putrescina también se investigó

en E_. El HEAB bp, BGA8 y MRE600. Los cultivos se incubaron con

lL‘C-espermidinzaLdurante l hora y los extractos obtenidos con ácido perclórico

se dansilaron y analizaron por T.L.C. comoya se ha descripto. En 1a Figura

16 se puede observar que no hubo conversión significativa de espermidina en

putrescina en ningún caso, en cambio se detectó un pico radioactivo impor­

tante entre el origen y la putrescina, que presunüblemente corresponde a N­

acetilespermidina, pues no se mvió del origen de 1a cromatografía cuando se

desarrolló con acetato de etilo:ciclohexano(l:l) comoocurre con el compuesto

mencionado (142) .



Tabla La Contenido endgg'eno de Fliaminas a _]._as_distintas fases d_ecreci­ñenfo _de_. co _p_

(Mltivo recogido Putrescina Espermidina
en: (n.nmol/All90.m1) (n.nmol/All90.ml)

Fase lenta 0,55 0,91

Fase exponencial 8,88 1,110

Fase estacionaria 0,146 0,91

Las bacterias se cultivaron en ausencia de poliaminas y se recogieron en
distintas fases de crecimiento, determinándose el contenido endógeno de
poliaminas comose describe en 1a Tabla III y en "Materiales y Métodos".
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2.8. Características ge l_a cepa E_.coli BGABb——.._-_

2.8.1. M d_ecrecimiento: La cepa BEA8bp presenta una etapa de creci­

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

Este efecto sólo se observa si el cultivo se inicia con células prove­

nientes de un inóculo en fase estacionaria. Por otra parte si se diluyen bac­

terias BGA8bp en crecimiento exponencial estas continúan desarrollándose

rapidamente sin pasar por ninguna fase lenta.

A1 medir el contenido endógeno de poliaminas en bacterias BEA bp

provenientes de la fase estacionaria y de la etapa de crecimiento lento se

comprobóque éstas tenían una cantidad de putrescina 15 veces menor que las

bacterias en crecimiento exponencial. Eh cambio el nivel de espermidina

disminuyó sólo a 1a mitad (Tabla X).

El contenido de poliaminas de la cepa MREóOOno cambia significativamente

en las distintas fases de crecimiento.

2.8.2. Crecimiento prolongado ¿e E_. 211: E_LLQ92 Q putrescina: Con el

propósito de investigar si las bacterias EEA8bp perdían su capacidad de

crecer rapidamente en ausencia de poliaminas cuando se las nantenïa por

varias generaciones en presencia de 100 ¡ug/ml de putrescina o en el medio

rico TYE, se las sometió a tales tratamientos. La cepa HEA8bp mantuvo su

característico crecimiento rápido sin el agregado de poliaminas exógenas,

luego de haber sido cultivada en medio rico o en presencia de poliaminas y

sometida mevamente a un ayuno de estas sustancias.
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Tabla XI: TiemFQde duplicación Qe 5 coli 53M, EEABQRl MREóOOcultivadas— g ere-ntes emper'a uvas '

Tiempo de duplicación (min)

24°C 30°C 37°C ¡42°C

-P +P -P +P -P +P -P +P

BEAB 435 135 350 115 240 80 320 120

BGA8 bp 350 155 160 95 90 75 90 75

MRE6OO 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. Crecimientog; É gg m ¿_L_diferentes temraturas: En la Figura 17

se nuestran las curvas de crecimiento de 1a cepa BEA8bp a diferentes tem­

peraturas en medios con o sin putrescina y en 1a Tabla XI se dan los tiempos

de duplicación de las cepas mA8, EEABbp y lVRE600en las diferentes con­

diciones mencionadas.

Se puede observar que en la cepa BGA8bp la etapa de crecimiento lento

se hace rrás corta a medida que aumenta la temperatura. E‘ste hecho determina

que a l42°Cno se observe el crecimiento bifásico, característico de estas

bacterias que se desarrollan rapidamentedesde la iniciación del cultivo.

La diferencia de crecimiento de la cepa BSABen medios con y sin

putrescina se mantiene a todas las temperaturas dentro del rango esmdiado.

A 37°C la cepa salvaje MREóOOcrece con el mismo tiempo de duplicación en

medios con y sin poliaminas.

2.8.4. Crecimiento _d_e_g ¿eg gGA_8_bpÉ diferentes fuentes _d_ecarbono: Se

emplearoncuatro fuentes de carbono diferentes para el crecimiento de E_.fl

H}A8bp y las cepas controles. Las sustancias utilizadas fueron glucosa,

manosa, succinato de sodio y glicerol, todas a una concentración final de 1%.

La elección de las fuentes de carbono se realizó por las siguientes razones:

manosa, por ser una hexosa diferente de glucosa; succinato de sodio, cano una

fuente de carbono poco utilizada por E1 Mi; y glicerol, por ser un car­

bohidrato que no causa represión catabólica.

En la Tabla XII se indican los tiempos de duplicación de las cepas
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Figura 1_8: Curvas gq crecimiento d_eE_._coli E'GAB1322 diferentes fuentes d_e
carbono

Crecimiento de a coli ESASbp en cultivos en que se empleó glucosa (O , o),
nanosa (A, A), succïnato (v, V) o glicerol (0,.) comofuentes de carbono,
en ausencia (O , A, V, o) o presencia (o , A ,v , u) de putrescina.
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Tabla g: Tiemm d_eduplicación de E_. coli BGABlHEASQR1 MRE600cultivadas
en diferentes fuentes de carbono

Tienpo de duplicación (min)

Glucosa Manosa Succinato Glice rol

-P +P —P +P -P +P -P +P

EBA8 2ll0 80 200 105 2145 110 360 120

BGABbp 85 75 80 60 110 90 12o 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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Fin-ulra 1_9: Curvas g; crecimiento _d_eE_. coli EBABQRa distinfi condiciones
_aeaereacion

Crecimiento de E_. coli HEASbp en cultivo con alta (A,A), media (0 ,0) y
baja (0,.) aereacion realizadas en ausencia (A, 0,13) o presencia
(A , O, I) de putrescina.



Tabla XIII: Tiem d_e duplicación É É coli HMS, BGABQR1 MRE600culti­
va as en distintas condiciones de aereacion

Tiempo de duplicación (min)

Aereación Aereación Aereación
intensa mediana reducida

.19 +P —P +P -P +P

3311.8 230 75 230 75 270 125

HEA8 bp 85 80 90 80 120 120

MRE6OO 55 - 60 - 120 ­

Los valores se obtuvieron en la fase logaritmica media de crecimiento de
cultivos sin (—P)y con (+P) putrescina.
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BGA8, H3A8 bp y MREóOOen las diversas fuentes de carbono mencionadas. La

Figura 18 muestra las correspondientes curvas de crecimiento de la cepa BGA8

bp en ausencia y presencia de putrescina.

Los resultados indicaron que al utilizar nanosa comofuente de carbono

desaparecía la fase lenta en el crecimiento de 1a cepa HEABbp. Además se

mantuvo la diferencia de velocidad de crecimiento de E. Q1_i mA8 en medios

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

2.8.5. Crecimiento d_e la; ceba _E¿_coli BGA8¿b e_n distintas condiciones d_e

aereación: En estos experimentos se varió la disponibilidad de aire de los

cultivos de HEA8bp. Para obtener un alto grado de aereación se colocaron 5

ml de cultivo en frascos Erlenmeyer de 125 ml y se incubó con agitación (200

revoluciones/min); una aereación mediana correspodía a 5 ml de cultivo en un

frasco de 25 ml incubándose también con agitación y para ¡ma aereación redu­

cida se incubó 10 ml de cultivo en un frasco del mismo volumen, que se nan­

tuvo en reposo.

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

Se pudo observar una relación inversa entre el grado de aereación y 1a

duración de la fase de crecimiento lento de la cepa M bg. Por otro lado,

con baja aereación disminuye la velocidad de crecimiento tanto en El fl mA

8 bp comoen la cepa BGABcuyo desarrollo en condiciones de escasa disponibi­

lidad de aire se afecta más en presencia de poliaminas que en ausencia de

dichas sustancias .
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Las cepas É coli BEA8 (A y B) y BEABbp (C y D) se cultivaron en medios sin
(A y C) y con (B y D) putrescina. Las bacterias se incubaron con
11‘C-Í‘enilalanina en ausencia (0) o presencia de N0 ug/ml de estreptomicina
(O) y se tomaron nuestras a los tienpos indicados. Los valores están nor­
malizados para 1 m1 de cultivo con una absorbancia a ¿190nm de 1.
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2.8.6. Sensibilidad a l estreptomicinad_eg gg E_.M M bg: Para

caracterizar mejor a 1a cepa HEASbp se estudió su sensibilidad al anti­

biótico aminoglicósido estreptomicina. rI‘raba‘josanteriores habían demostrado

que esta droga ejerce su máximoefecto inhibitorio sobre La síntesis proteica

cuando 1a cepa mAB se cultiva en presencia de poliaminas.

2.8.6.1. m d_el_aestreptomicinam _e_lcrecimientodí Egg E_ABpp:

El agregado de diferentes cantidades de estreptomicina a cultivos de 1a cepa

BGA8bp produjo el cese del crecimiento en ausencia de poliaminas cuando la.

concentración de estreptomicina era de ¿l Jig/ml, en cambio, en los cultivos

con putrescina aumentóalgo la sensibilidad, ya que el desarrollo bacteriano

se detuvo a niveles de 1,5}15 del antibiótico por ml.

La cepa EBA8bp presentó una sensibilidad a 1a estreptomicina simi­

lar a 1a de E_.M EIEABen condiciones de ayuno de poliaminas, pues el cre­

cimiento de estas últimas bacterias se detuvo a ll o 5 pg de antibiótico por

ml de cultivo .

2.8.6.2. m sob;re _l_a_síntesis "_in M d_eproteínas: La Figura 20

muestra el efecto de 1a estreptomicina sobre la cinética de síntesis proteica

en las cepas mAB y BEABbp cultivadas con y sin putrescina. El antibiótico

se agregó durante 1a fase logaritmica media de crecimiento y 15 minutos

después se adicionó el aminoácido radioactivo.

Se observó que todas las bacterias que contienen poliaminas (los
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Las bacterias se cultivaron en ausencia (0,6) o presencia (0,.) de
Etrescina con distintas cantidades de estreptomicina, y después de agregarg-fenilalanina durante 20 min se midió 1a radioactividad incorporada a pro­
teinas. Los resultados están expresados en porcentajes de los respectivos
valores obtenidos en ausencia de antibiótico.
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Los extractos celulares provenientes de bacterias cultivadas sin (A y C) y
con poliaminas (B y D) se prepararon y analizaron por centrit‘ugación en gra­
dientes de sacarosa comose detalla en "Materiales y lVÉtodos".Se indican las
posiciones de las partículas 308, SOSy 708 en los gradientes.
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cultivos de la cepa BGA8 bp y el de HEABrealizado en presencia de

putrescina) fueron más sensibles al efecto del antibiótico que los cultivos

de E_.El BGA8sometidos a un ayuno en poliaminas.

Por lo tanto la síntesis de proteínas de la cepa BGA8bp muestra una

sensibilidad a estreptomicina característica de las bacterias con una con­

centración endógena normal de putrescina.

La Figura 21 muestra la inhibición de 1a síntesis de proteínas en

función de la concentración de antibiótico. En el caso de las bacterias HMS

hay un efecto máximode 1a estreptomicina en presencia de poliaminas; en cam­

bio con 1a cepa EEABbp el antibiótico ejerce irhibición máxima con o sin

agregado de poliaminas al n'edio, como se debería esperar por el hecho de que

estas bacterias tienen niveles endógenosnomales de los policationes.

Las diferencias en el gado de inhibición producido por la estrep­

tomicina en las condiciones estudiadas no se pueden atribuir a captaciones

diferentes del antibiótico, ya que la entrada de 1a droga a la bacteria fue

similar en cultivos con y sin poliaminas.

2.8.7. Análisis d_edistribución ribosomal Q la ceg HEABpp

El estudio de los perfiles ribosomales después de centrif‘ugar los

extractos bacterianos en gradientes de sacarosa indicó que en a fi mABbp

el equilibrio entre subunidades y partículas 708 se encuentra desplazado

hacia los monómeros 708 como ocurre en 1a cepa BGA8cultivada en presencia de

poliaminas (Fig. 22).
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2.9. Obtención d_e_¿na mutante auxotrófa Era arginina _a_grtir d_el_a cepa

BGAS 92

Con el propósito de investigar si el posible camino alternativo de

biosíntesis de putrescina en la cepa EGASbp involucra a 1a enzima ace­

tilglutámico sintetasa se intentó eliminar dicha actividad medianteuna rmta­

ción. El procedimiento seguido fue el siguiente: en un primer paso se

transformó la cepa EGA8bp en auxótrofa que requiere timina (tnvA). Este nar­

cador está ubicado en el minuto 61 del napa genético de i fl, muycerda

del gen argA correspondiente a la N-acetilglutámico sintetasa. Por otro lado,

se preparó un lisado de EL fl MANque es una nutante (argA) deficiente en

la enzima Naacetilglutámico sintetasa, por infección con bacteriofagos P1

virulentos que se dejaron desarrollar en dicha cepa.

Al infectar EL gi 133m8bp thyA con el lisado anterior se obtuvieron

por transducción algunas colonias que eran BGA8bp argA.

Probablemente el evento genético ocurrido sea el esquematizado en la

Figura 23.

Elma

fago Pl desarrollado en E_.fl M l

argA' thyA+

transducción

+ > A: +

argA" thyA+

5 fi BGA8bp tnyA I mA8 bp argA

argA+ mw
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Figra _2ï: Contenido endó eno d_e liaminas d_eE_. coli BGAS(calles _3_g 5)
BSAÉ t_)p_(calles _6 g Q)_,_ BEAS QB argA-l (calles g __ _1_l__y_ MREÉÜÉÏ
¿calles _13 g _1___7-ïï

Crmatogr'afía en capa delgada de los extractos dansilados obtenidos de bac- l
terias cultivadas sin ningún agregado (calles 3, 6, 9 y 12), con omitina
(calles IN, 7, 10 y 13) y con arginina (calles 5, 8, 11 y 1M). Se analizaron
tanbien un "blanco" de reactivos (calle 1) y los "starxiar'ds" de poliaminas
puras (calles 2 y15). Se usó clorofonnoztrietilamina (10:1), comosolvente de

desarrollo y se indican las posiciones de los "standards" de putr'escina (P), lcadaverina (C) y espermidina (S).
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Se aisló una de estas colonias, que se denominó BGA8bp arg A-l y se

estudió su capacidad de desarrollo en distintos medios.

2.9.1. Características d_eg cepa HEABpp argA-l

Esta nutante tiene requerimiento de arginina y sólo puede

desarrollarse en medios mínimos que contienen por lo menos 10 ug/ml de este

aminoácido. Eh estas condiciones crece a la misma velocidad en medios con y

sin poliaminas.

2.9.2. Contenido endógeno d_eEliaminas

La Figura 21%muestra una cromatografía en capa delgada de los extrac­

tos ácidos dansilados provenientes de las cepas BEABcultivada sin

putrescina, E3A8bp, EGABbp argÁ-l y MREGOO(cepa salvaje).

Los resultados indicaron que la cepa HEABbp argA-l no contiene

poliaminas pese a que se rrultiplica rapidamente. Comose mencionóanterior­

mente requiere arginina, a diferencia de lo que ocurre con las cepas HEA8,

BGA8bp y M600. Es interesante señalar que el agregado de arginina a g

fl EEASbp también produce la desaparición de la putrescina endógena sin

alterar su velocidad de crecimiento nonral. Eh cambio si las cepas BEASbp y

BGA8bp argA-l son cultivadas en presencia de ornitina, se recupera el con­

tenido de putrescina. Este resultado se podría explicar si 1a arginina repri­

miera la síntesis de putrescina en 1a cepa BGA8bp y 1a ornitina no tuviera

ese efecto. Otros _resultados apoyan la idea de que 1a arginina reprime la
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Figura¿5; y d_elos extractos dansilados obtenidos g; bacterias coli
ESAS92751 B_51 HMS 92 argA-l _¡CX p_5incubadas fl 1 C-ácido
glutamico

Los cultivos se efectuaron en medio mínimo sin ningún agregado (A), con orni­
tina (B y D) o con arginina (C). luego de incubar corí C ácido glutámicodurante 2 hs, los extractos celulares se trataron con "C-ácido glutámico y
analizaron por TLC como se describe en "Materiales y Métodos" empleardo
cloroformo:trietilarnina (10:1) como solvente de desarrollo. Se nuestra la
distribución de la radioactividad en los cranatogramas las posiciones
correspondientes al origen de siembra (O ), wtrescina (P) y espermidina (S).



Tabla H: Conversión d_eluC-ácido glutámico Q Eliaminas fl E_.coli EBABbo
1 ÉAB 92 argA-l

_‘_

Putrescina Espennidina

Bactepia Medio de cultivo cpm/A490.ml 7. cpm/A490.ml %

E. con BGABbp MM M76 100 973 100

MIVD 1685 35 326 33

E. coli BGA8bp argA-l MMA 8- 0,1 0 0

MMO 29h 6,1 2uo 25

Cultivos de EL coli mAB bp y EEA8bp argA-l en el medio mínimo correspon­
dfiente a cada oepa, con o sin 100 ug/ml de omitina, se incubaron con1 C-ácido glutámico durante 2 hs. La radioactividad en las dansil poliaminas
obtenidas se determinó como se describe en "Materiales y Métodos". Los
valores están normalizados para l m1 de cultivo con una absorbancia de 1 a
1190 nm.
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síntesis de putrescina en BGABbp; por ejemplo cuanío se agregó un exceso de

arginina a cultivos de esta cepa incubados con lL'C-glutámico, desapareció la

putrescina radioactiva, tal comoocurrió con la cepa salvaje NRE600.En este

último caso la síntesis neta de putrescina ocurrió a partir de arginina, vía

metabólica que se encuentra bloqueada en la cepa HEABbp.

Posteriormente se pudo establecer que cuando la cepa BEABbp argA-l se

cultiva con citrulina tanbien desaparece la putrescina intracelular.

2.9.3. biosintéticas de Elianünasg l_acepaBEA8ppamé-l

No se pudieron detectar las actividades de ornitina decarboxilasa y

aguatinasa en la cepa mABbp argA-l. Los niveles residuales de estas enzimas

son aún más bajas en esta cepa que en _E¿coli HEABbp de la cual proviene.

2.9.4. Conversiónde ácido glutámico en putrescina a g ceg HEAS92 argA-l

Cultivos en medio mínimo con y sin ornitina de cada Lmade las cepas

BGA8bp argA-l y BEABbp, se incubaron durante 2 horas con ll‘C-glutámico

(uniformemente marcado). Los extractos ácidos bacterianas se analizaron ccmo

se describió anteriormente. La Figura 25 muestra los radiocrcmatogramas

resultantes y en la Tabla XIV se dan los valores de radioactividad nor­

malizados para igual númerode células.

Se puede observar que la cepa BEASbp argA-l no sintetizó putrescina

cuando fue cultivada en presencia de arginina y en cambio se detectó cierta

cantidad de putrescina radioactiva al reemplazar la arginina por ornitina,
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aunque dicha cantidad era reducida si se la conpara con la que contiene la

cepa BGA8bp. En este experimento no fue posible dilucidar si la putrescina

se formaba por un camino biosintético que no involucra a La enzima. N­

acetilglutámico sintetasa o si la mutación de dicha enzima no era conpleta

permitiendo 1a síntesis de la poliamina.



Tablafi: W duglicaciónd_eE_.c011EGABcultivadas g; presencia de' eren s oac os _

Medio de cultivo Tiempo de duplicación (min)

MM 2140

MMP . 75

MMA 90

M11: 90

MMASA 100

MID 27o

Tiemposde gupncación en la fase logaritmca media de E. coli mABcultivada
en medio rmnimo (MM),con el agregado de arginina (MW, cIErullna (MNBit),
ácido argixflnosuccínico (WIASA),omitina (WD) o wtr'escina (MM?)a con­
centraciones finales de 100 ug/ml de cada compuesto.
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Figgra gg: Crecimiento ge; E coli BGA8Q función d_e 1_a_concentración gg
a_.rginina

(A) Crecimiento de E. coli HEABen cultivos con diferentes concentraciones de
arginina (0,0; DTI; A, 5; l , 20 y O, 100 ug/ml). Las velocidades de
crecimiento calculadas a partir de las distintas curvas se representan (en
duplicaciones/hora) en función de la. concentración de arginina en el medio de
cultivo.



Tabla ¿31: Contenido endégeno gg_ooliaminas gn_g¿_coli BGAB

Medio de cultivo Putrescina Espermidina
(nmol/AH90.ml)

MM 0,38 0,55

MMP 11,0 1, 98

MMA 0,141 0,42

E. coli HEABse cultivó en medio mínimo con 100 ug/ml de arginina (WMA)y el
contenido erniógeno de poliaminas se determinó cano se describe en 1a Tabla
III y en Materiales y Métodos".
Se utilizaron comocontroles cultivos sin (MM)o con (MMP)putrescina.
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3. Crecimiento d_eE_.coli EEABgl presencia d_ediferentes aminoácidos

La Tabla XVmuestra las velocidades de crecimiento de L fl HEABen

medio mínimo al cual se agregó diferentes aminoácidos que forman parte del

caminometabólico de síntesis de arginina.

Sorprendentemente se observó que la arginina y 1a citrulina estimulan el

crecimiento, aunque de manera menos pronunciada que la producida por la

putrescina. Otra cepa auxótrofa para poliaminas, E_.fi MA255,mostró una

estimulación similar del crecimiento.

Unanálisis de la arginina utilizada en estos experimentos demostróque no

contenía niveles detectables de putrescina.

La Figura 26 indica la velocidad de crecimiento de la cepa BEABen función

de 1a concentración de arginina agregada al medio de cultivo. Se llega a un

máximode velocidad de crecimiento (tiempo de generación de 90 min) con nive­

les de 20 ug de aminoácido por ml de cultivo.

3.1. Contenido endógenogg Eliaminas d_eÉ ceg BGA8cultivada 2 presencia

d_e315M

Teniendo en cuenta el resultado anterior se decidió investigar si el

nivel endógeno de poliaminas de 1a cepa HEABcultivada en presencia de argi­

nina permitía explicar su velocidad de crecimiento.

El dosaJe de poliaminas se realizó mediante la técnica de dinsilación de

extractos bacterianos descripta en "Materiales y Métodos".

Los valores de la Tabla XVIindican que el contenido de putrescina de 1a
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Los valores de actividad de agmatinasa en extractos celulares de E. coli
MRE600y EEABcultivados sin poliaminas se expresaron como porcentaje de 1a
actividad enzimática en el extracto de E. coli ¡VREóOOcultivada en ausencia
de arginina .
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cepa E: coli BEABcultivada con arginina no puede explicar su velocidad de

crecimiento, ya que dicho nivel es similar al de 1a bacteria no suplementada

(medio MM).

3.2. Mediciónd_elï enzimasgsm-ing decarboxilasa ( ) 1 mtinasa (A )

Para confirmar el resultado anterior se determinaron las actividades de

las enzimas del camino biosintético de putrescina a partir de arginina. Ccmo

ya se sabía, la cepa H?A8 tiene niveles normales. de ADc y sólo actividad

residual de agnatinasa (ver Tabla IV).

Dadoque ambas enzimas fueron medidas en extractos de bacterias cultiva­

das en medio nn'nimo, también se dosó la actividad de agmatinasa en bacterias

cultivadas con diferentes cantidades de arginina. Eh la Figura 27 se observa

que 1a cepa BJA8contiene nuy baja actividad de agmatinasa a todas las con­

centraciones estudiadas de arginina. Por su parte E_._fi NRE600muestra una

leve inducción de agmatinasa a 100 ug de arginina por m1de medio de cultivo.

No se pudo realizar un experimento similar empleando aguatina, dado que

la preparación comercial de esta sustancia está contaminadacon putrescina.

En otro experimento se determinó la actividad de aguatinasa de los

extractos bacterianos agregando cantidades crecientes de agmatina a 1a mezcla.

de reacción. Eh ninguna de estas condiciones se pudo observar cantidades

sigiificativas de actividad de agratinasa en los extractos de g El}; BGA8.

Los resultados descriptos indican que no se pudo detectar actividad de
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Figu_ra 2_8: Análisis fi contenido endógeno d_eaminoácidos Q _E_._coli HEAB

Los extractos perclóricos de bacterias _E_.coli BEIABcultivadas sin (A) ¡{Icon
(B) putrescina se neutralizaron con KOHy se ïrïïdio el contenido de amigomi­
os mediante un analizador automático que los separa por crcmatograf‘la en

columnasde intercanbio iónico y los dosa por coloración con ninhidrina. '



Tabla XVII: Contenido endógeno gg_am1noácidos básicos gn_g¿ coli BGA8

l (nmol/Aü90.ml)
aminoacido -P +P

lisina 0,18 0,32

argiLnina nd 0,30

ornitina 15,6 0,35

histidina nd nd

Los valores se calcularon a partir de los picos dela Figura 28 y están nor­
malizados para l ml de cultivo con una absorbancia de l a l490nm.
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agnatinasa en la cepa BGA8en ninguna de las condiciones estudiadas.

3.3. Contenido endógeno d_eaminoácidos básicos

El dosaJe de aminoácidos básicos en extractos ácidos bacterianos

mediante 1a utilización de un analizador automático de aminoácidos permitió

comprobar que el nivel endógeno de ornitina en la cepa EEABcultivada en

medio mínimo es 50 veces mayor que el correspondiente a 1a bacteria cultivada

en el mismo medio con agregado de putrescina (Fig, 28 y Tabla XVII). Cuando

E_.fi HEABse cultiva en presencia de arginina aparecen niveles reducidos

de ornitina. La cepa salvaje MRE600tiene bajas concentraciones intracelu­

lares de este aminoácido.

Los datos mencionadosindican que la bacteria E_.É BGA8cultivada sin

putrescina contiene una cantidad excepcionalmente alta de ornitina. Este

resultado se pudo confirmar analizando los aminoácidos básicos por electro­

foresis en papel, comose detalla en "Materiales y Métodos". Esta técnica se

empleóen los estudios posteriores para investigar el efecto de diversos can­

puestos sobre el contenido endógeno de ornitina de la cepa BGA8.

Para conocer si el alto nivel de ornitina se debía a 1a falta de

poliaminas o a un efecto secundario producido por el crecimiento lento de la

bacteria sometida al ayuno de poliaminas, se cultivó 5 M: BGABen un medio

con putrescina, pero utilizando acetato en lugar de glucosa comofuente de

carbono. Eh estas condiciones 1a cepa EGABcrece lentamente pese a que el

medio contiene poliaminas y se observó que el nivel intracelular de ornitina
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Figgra gg: E de los extractos dansilados obÉnidos _d_e_bacterias E_. coliHEABEy_Wincubadas con -arginina l

Los cultivos se efectuarían en medios sin poliaminas y con ¡40ug/ml de argi-l
nina. Luego de agregar C-arginina durante 1 h, los extractos celulares se

trataron y analizaron por TLCcomose describe en "Materiales y Metodos". l



Tabla XVIII: Conversión gg lL‘C-arginina gg ooliaminas en E. coli EMS 1
MRESÜÓcultivadas g oresencia d_e_a tas concefizrïïiones d_e_argi­
nina

Putrescina Espermidina
Bacteria cpm/A1490.ml z cprn/A490.ml %

E. 0011 MRE600 8292 100 765 100

E. coli EEAB 25 0,3 217 28

Cultivos coli mABy MRE600en medios con 1:0ug/ml de arginina se incu­baron con C-arginina durante ll hs. Posteriormente los extractos perclóricos
obtenidos se dansilaron, analizaron por TLCy' la radioactividad en putrescina
y espermidina se determinó como se describe en "Materiales y Métodos". Los

Kalores están normalizados para l ml de cultivo con una absorbancia de 1 a90 nm.
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era nuevamente reducido.

De esta manera se pudo concluir que 1a concentración muyalta de orni­

tina en EL gg BBJABcultivada sin poliaminas se debe específicamente a la

falta de estas sustancias. La acumulación de ornitina no sucede en presencia

de putrescina, espermidina o arginina.

3.4. Conversiónd_earginina g putrescina

Para investigar 1a formación de putrescina a partir de arginina se agregó

este aminoácido radioactivo a cultivos de g: gl_i ÉJGABsin poliaminas y de E_.

fi IVRE60O.Ambas cepas fueron cultivadas por ¡4 horas en un medio con 140

ug/ml de arginina, se recogieron las células y posteriormente se dansilaron

los extractos ácidos. Las dansil poliaminas resultantes se separaron por

T.L.C. La Figura 29 muestra el radiocromatograma obtenido y en 1a Tabla XVIII

se dan los resultados normalizados para un número igual de células.

Se pudo comprobar que mientras en 1a cepa salvaje hay transformación de

arginina en putrescina esto no ocurre en mAB; en cambio no se obtuvo un

resultado tan claro en el caso de la espennidina. La radioactividad en'el

origen del cromatogramapuede atribuirse a agratina que se acunnla en a ML

BGABpor la ausencia de agmatinasa. Los resultados fueron similares cuando

las bacterias se cultivaron en un mediosin arginina.



Tabla ¿(Ez Actividad esmcífica d_eomitina transcarbanülasa en E. coli HEAB

Ornitina transcarbarni lasa (O‘IC)
Medio de cultivo (unidades/mg proteína)

MM 3,140

MMP 2,07

MMA 0,32 i

E. coli BEABse cultivo en medio mínimo (MM) con 100 ug/ m1 de utrescina

se "113190111100¿15:13.¿le d:rginina (MMA);se pr’epararon extractos cglulares ylo ac a ornitina transcarbamilasa
"Materiales y Métodos". como se describe en

Tabla fi: Contenido endógeno d_ecarbamil fosfato 2 E_.coli HEAS l

Carbamil fosfato l
Medio de cultivo (pico n'oles/All90.ml)

MM 230 l

MMP 13o l

E. coli ESASse cultivó en medio mínimo (MM)y en medio nfinim con 100 ug/ml
a: puïrescina; se prepararon los extractos celulares y se determinó el con­
tenido endógeno de carbamil fosfato ccmo se describe en "Materiales y
Métodos". Los valores están nonnlizados para 1 ml de cultivo con una absor-l
bancia de l a 1190nm.
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3.5. Medición d_eornitina transcarbamilasa (OI‘C)

El alto contenido en ornitina de 1a bacteria BGA8cultivada sin poliami­

nas puede deberse a una deficiencia en 1a conversión de ornitina en citrulina

o a un aumento considerable de 1a formación de ornitina. Para investigar

estas posibilidades se midió la actividad de 1a enzin'a O'ICen los extractos

bacterianos usando el procedimiento descripto en Materiales y Métodos. Los

resultados se dan en la Tabla XIX.

Se observa que -contrariamente a lo esperado- la actividad O‘ICes mayor

en 1a bacteria cultivada sin poliaminas. Dicha diferencia se mantuvoa pH7,0

pese a que anbas actividades disminuyeron diez veces. Los dosaJes realizados

correspondían a una auténtica actividad O‘IC,pues se aisló uno de los produc­

tos (citrulina) por electroforesis en papel. Eh este caso la arginina también

reprime 1a actividad O‘ICcomo ocurre con todas las enzirras del camino de

biosíntesis de arginina (1'43).

3.6. Contenido endógenoQe carbamil fosfato

Comouna manera de dilucidar la aparente paradoja entre la acumulación

de ornitina (que es substrato de la enzina O'IC)en 1a cepa BGABcultivada sin

poliaminas y la actividad relativamente alta de esta enzima medida "in

vitro", se estudió la concentración intracelular del otro substrato, carbamil

fosfato que podría estar marcadamentedisminuido.

Para medir el contenido endógeno de carbamil fosfato se usó 1a enzina



Tabla E: Conversiónd_eMC-ornitina gg gm _egELcoli HEAB

Aminoácido Insoluble en PCA Soluble en PCA
cpm/A1490.ml cpm/A1490.ml

-P +P -P +P

arginina 5059 120809 6545 620u

Cultivos1 _E_._coli EMS en medios con y sin putrescina se incubaron durantel h con C-ornitina. Luego se trataron las bacterias con PCAy se obtuvo una
fracción soluble y otra insoluble. Esta ' última ción se sometió a
hidrólisis en 01H 10 N a 111°Cdurante 16 hs y el hidrolizado fue neutrali­
zado por evaporación. Los ccmpuestos radioactivos presentes en anbas frac­
ciones se analizaron por electroforesis en papel cano se describe en
"Materiales y Nétodos". Los valores están nomalizados para. l ml de cultivo a
una absorbancia de l a l¿90rm.
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carbaJrato quinasa. como se describe en Materiales y Métodos. La Tabla XX

muestra el resultado obtenido.

La concentración endógena de carbamil fosfato en bacterias cultivadas

sin poliaminas resultó ser rrayor que la correspondiente a bacterias suplemen­

tadas con putrescina. Teniendo en cuenta estos resultados no se puede expli­

car 1a acumulación de omitina en condiciones de ayuno de poliaminas por la

falta de ningún sustrato de la enzimaornitina carbamil transferasa.

3.7. Conversiónde ornitina e_n_W a bacteriasfl y_sig Eliminas

En este experimento se estudió la conversión de ornitina en arginina

mediante el agregado de luC-ornitina a cultivos de _E_._fi HEABrealizados en

ausencia y presencia de pollaminas. Se utilizaron extractos ácidos de anbos

tipos de bacterias para separar los distintos aminoácidos básicos mediante

electroforesis en papel. Eh la Tabla 1001se presentan los resultados obteni­

dos normalizados para un rúmero constante de células.

En anbos casos la radioactividad en arginina soluble es my baja, pero

si se considera 1a radioactividad en arginina total (soluble e incorporada a

proteínas) se comprueba que es del orden de 10 veces menor en las bacterias

cultivadas sin putrescina. Este resultado se puede explicar por una fuerte

dilución isotópica de la ornitina radicactiva por el "pool" erdógeno mw

aumentado de este aminoácido en las bacterias sin poliaminas (ver Tabla

XVII).

Cuando se realizó un experimento similar pero usando luC-citrulina, la
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Fiera 52: Electrof‘oresis Q m de extractos obtenidos d_ebacterias E_.
coli BGABincubadas con 1 C-ácido glutámico

Cultivos con (A) y sin (B) poliaminas de EL coli HEABse incubaron l"Cuácido'

glutámico durante l h; luego se prepararon extractos perclóricos que selneutralizaron y sometieron a electroforesis en papel Whatnan 3 MMcon ácido
sulfosalicílico 50 mMpH 3,2 durante 3 hs a 600 V. Los picos radioactivos se
localizaron empleando un radiocrmatógrai‘o. Se nuestra la distribución de
radioactividad en los cranatogramas y las posiciones del origen de siembral
(o), ácido glutámico (glu), prolina (pro), arginina (arg), ornitina (om),
putrescina (put) y espermidina (esp).



Tabla MI: Conversión d_e_1L‘C-ácidoglutámico 2 ornitina 2 E_.coli mAB

Ornitina (cpm/All90.ml)
Tiempo de incubación (min) -P +P

10 11030 282

3o 15230 783

60 12569 839

Cultivos de E. coli EEABcon y sin putrescina se incubaron con ll‘C-ácido
glutámico y se tomron nuestras a los tiempos indicados. Los picos radicac­
tivos de ornitina correspondientes a los crmatogramas en capa delgada (TLC)
(Fig. 30) se detectaron y eluyeron midiendo su radioactividad ccmo se
describe en "Materiales y Métodos". Los valores están normalizados para l ml
de cultivo con una absorbancia de 1 a ¿490rm.
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radioactividad en arginina de proteínas es solo tres veces mayoren bacterias

cultivadas con poliaminas.

La diferencia observada con citrulina radioactiva en los precipitados

ácidos correspondientes a anbos tipos de cultivos puede explicarse por la

mayor síntesis proteica que ocurre en E_. gli E3A8 suplementada con

putrescina (101).

3.8. Síntesis d_eornitina a Etir d_eácido glutámico

Com ya se ha mencionado, la síntesis aumentada de ornitina en las bac­

terias sin poliaminas podría explicar los datos obtenidos. Para estudiar la

síntesis de ornitina se incubaron cultivos de E_. gg HMS con ll‘C-ácido

glutámico en medios con y sin poliaminas. Los diferentes canpuestos marcados

se separaron mediante electroforesis en papel. Los resultados normalizados

para igual rúnero de células se chn en 1a Tabla DCII y 1a Figura 30 muestra

uno de los radiocrmatograxms obtenidos.

La radioactividad encontrada en ornitina fue 20 veces ¡rayor en las bac­

terias cultivadas sin poliaminas. Este resultado indica una síntais aumen­

tada de ornitina en las bacterias carentes de poliaminas. Eh el precipitado

de proteínas se encontró, en cambio, una radioactividad 2 veces superior en

las bacterias que se cultivaron en presencia de poliaminas. El otro experi­

mento en que se bloqueó la síntesis de proteínas con cloramf‘enicol tanbien se

detectó una síntesis ¡my aumentadade ornitina en las bacterias sometidas al

ayuno de poliaminas .
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Figgr'a 2: Crecimiento d_e_1_a_ceg E_.coli HEAB2 fimción ge _1¿concentración
d_eomitina a É mediod_ecultivo

E_. coli H3A8 se cultivó en presencia de putrescina y diferentes con­
centraciones de omitina (0,0; D , 0,2; A , 1,0; n , 3,0 y q , 5,0 tng/ml).
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Figura 2: Contenido endógeno d_e ornitina en É'coli EBAScultivada fi
distintas concentracionesE ornitina exogena

Se prepararon extractos perclóricos de E. coli HEABcultivada con diferentes
cantidades de ornitina mediante electrcïroresïs en papel comose describe en
"Materiales y Métodos". También se dosó el contenido endógeno de omitina en
1:.‘_._coli BGA8cultivada en ausencia de putrescina y ornitina (o ). Los valorm
estan normalizados para 1 m1 de cultivo con una absorbancia de 1 a ¡490nm.
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3.9. Toxicidada ornitina

Teniendo en cuenta los resultados descriptos podría explicarse el can­

portamiento de 1a cepa E_. fl ESAS,si una concentración endógena alta de

ornitina fuera tóxica para las células bacterianas. Cuandose agrega poliami­

nas o arginina al medio de cultivo disminuye la síntesis de ornitina y 1a

célula podría adquirir un estado fisiológico normal, con el consiguiente

aumento de 1a velocidad de crecimiento. Para comprobar esta hipótesis se

cultivó E_. 95g mAB en un medio mínimo con 100 ug/ml de putrescina y con

cantidades crecientes de ornitina (Figura 31). A bajas concentraciones de

ornitina no se observó ningún efecto, pero a partir de 0,5 mg/mlde ornitina

el crecimiento comenzóa hacerse más lento y llegó a detenerse entre ll y 6

mg/ml de ornitina. Se pudo comprobarque este efecto no se debía a una inter­

ferencia con 1a entrada de putrescina a la célula, porque el crecimiento de

una cepa salvaje también se inhibió de igual manera por la presencia de orni­

tina. Posteriormente se determinó que cuando se alcanza una concentración

externa de ornitina entre 3 y ll mg/ml de cultivo, el nivel interno del ami­

noácido 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

L coli BGA8en ausencia de poliaminas.
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Figgrafi: Análisis en gradientes gg sacarosa d_elg Erfiles ribosomalesa
E coli BGWcultivada 32 presencia d_earginina

Los extractos celulares provenientes de bacterias cultivadas en medio mínimcl
(MM), medio mínimo con putrescina (MMP)y medio nu'nimo con arginina (MMArg)
se prepararon y analizaron por centrif‘ugación en gradientes de sacaros
(151-1352), cano se describe en "Materiales y Métodos". Se indican las posi
ciones de las partículas 305, 505 y 70s en los gradientes.
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3.10. Análisis de la distribución ribosomal

En anteriores trabajos de Algranati y col. (113) se demostró que el

equilibrio entre las partículas riboson'ales varía en 1a cepa mABdependiendo

de la presencia o ausencia de poliaminas en el medio de cultivo. Dicho

equilibrio se desplaza hacia las subunidades en bacterias sometidas a un

ayuno en poliaminas. E‘ncambio, cuando se agrega putrescina al nedio aumenta

la proporción de monómerosy la velocidad de crecimiento.

El perfil ribosomal en g fi BEABdesarrollada en un mediocon argi­

nina es nuy similar al de las bacterias cultivadas sin putrescina. Este

resultado indica que 1a arginina no puede reemplazar a 1a putrescina en 1a

normalización del equilibrio entre las partículas ribosonales pero en cambio

puede substituirla parcialmente en el aumento de la velocidad de crecimiento

(Figura 33).
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DISCUSION

Las poliaminas desempeñan roles esenciales en 1a síntesis de DNA,RNAy

proteínas como así también en 1a proliferación de células procariontes y

eucariontes. Teniendo en cuenta la importancia de las núltiples funciones

mencionadas, se decidió investigar distintos aspectos aún no aclarados de la

biosíntesis de poliaminas y de su regulación. Con este propósito se utilizó

la bacteria E_.M, que es un microorganismode fácil obtención en el cual

se ha logrado acumular un gran conocimiento bioquímico y genético. El aisla­

miento de cepas bacterianas mutantes incapaces de sintetizar poliaminas per­

mitió regular a voluntad el nivel endógenode estas sustancias e investigar

en detalle los efectos producidos en diferentes condiciones.

En la primera parte del presente trabajo se estudió el mecanismode

aparición de bacterias que no requieren poliaminas en cultivos de E_.ML

BGAB,que es una cepa nutante que no sintetiza estas sustancias y necesita

del agregado de las mismas al medio para su crecimiento óptimo.

En 1a segunda parte se investigó el rol de las poliaminas en la regula­

ción de 1a biosíntesis de arginina.

En estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio se había

observado repetidamente que los cultivos de 1a cepa E_. M EBABluego de

varios períodos consecutivos y prolongados de crecimiento lento en medios que

no contenían poliaminas, comenzaban a crecer rapidamente. La velocidad de

proliferación de estos cultivos que habían perdido su auxotrofía para

poliaminas era similar a la de 1a cepa HEABdesarrollada en presencia de
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poliaminas. EL 99;; MA255,otra cepa auxótrofa para poliaminas, mostró un

comportamiento análogo.

Comoprimer paso para conocer el necanismo de esta reversión fenotípica,

se estudió el contenido endógeno de poliaminas en estas bacterias 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 efectuó un análisis químico estructural de las poliaminas encontradas

en las bacterias bp, el hecho de que se comporten'en varios sistemas croma­

tográficos comoputrescina y espermidina sugiere firmemente que se trata de

estas sustancias.

Los hechos descriptos permiten concluir que las células bp recuperaron La

capacidad de sintetizar poliaminas y se desarrollan nonnalmentesin necesidad

del agregado de estas sustancias. Estos cultivos bp son diferentes a los

descriptos por Tabor y col. para otra cepa auxótrofa para poliaminas (g¿_ggli

EWH319)que también deja de requerir los policationes y crece a velocidad

normal en condiciones en que no contiene putrescina ni espermidina.ewdógenas.

Los experimentos descriptos en el presente trabajo se realizaronk con

cultivos preparados a partir de una colonia aislada que llamamosÉ fi

BGABbp.

En nuestros estudios no siempre se pudo utilizar como control la cepa

salvaje MA17, ya que ésta nostró un crecimiento defectuoso. Ebto se debe

posiblemente a alguna nutación adicional de la cepa disponible en el labora­

torio.
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La recuperación de 1a síntesis de putrescina en la cepa ElABbpse puede

explicar por la aparición de una vía metabólica desconocida o por una rever­

sión genética en alguno de los genes rrutados de las enzimas ornitina decar­

boxilasa (ODc) o agrratinasa (AUH). Esta ültirra posibilidad también debe

considerarse debido a que las rrutaciones en los genes mencionados de la cepa

É fi mA8 posiblemente son puntuales, ya que se obtuvieron con nutágenos

químicos (47).

La medida de las actividades de anbas enzimas permitió establecer que E_.

M EGApr no es una cepa revertante pues tiene niveles rmy reducidos de las

enzimas ODc y AUH, tan bajas como los de 1a cepa EA‘B.

Tampocose pudo detectar actividad de ornitina decarboxilasa inducible en

la cepa EEABbp, ni en ninguna de las cepas usadas, lo que confirma que E_.

QE: K12y las bacterias derivadas de ella no poseen esta forma enzinática.

Es interesante señalar que aunque la cepa mApr no resultó ser una

revertante de H}A8,sí lo eran otras de las colonias aisladas de cultivos que

habían perdido el requerimiento de poliaminas, ya que mostraron haber recu­

perado la actividad ornitina decarboxilasa o de agnatinasa. Pese a que no se

efectuó un estudio estadístico se puede afirmar que 1a reversión fue el

evento trás frecuente en 1a aparición de cultivos independientes de la presen­

cia de poliaminas. Sin erbargo debe tenerse en cuenta que basta que revierta

uno solo de los genes nutados de cualquiera de las dos enzimas para que se

recupere 1a capacidad de sintetizar putrescina.

Para confirmar los resultados anteriores se estudió si las bacterias L

coli mA8bppueden sintetizar putrescina "in vivo" a partir de ornitina o
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arginina y se observó que en esta cepa ninguno de los dos compuestos son uti­

lizados para sintetizar putrescina (Tablas VI y VII). Este resultado no se

puede atribuir a una captación disminuida de los aminoácidos, ni a un incre­

mento en el contenido endógeno de los mismos (2.4.4. y Fig. 12) que podría

diluir los compuestos radioactivos. Esmdios preliminares demostraron que en

la cepa EBApr tampoco hay una excreción aumentada de poliaminas al medio de

cultivo.

Aunque los experimentos con 1“C-ornitina son algo menos concluyentes,

todos los chtos obtenidos sugieren que la arginina y 1a omitina no pueden

ser precursores de 1a putrescina en 1a cepa EEABbp.La citrulina que se forma

a partir de ornitina tampoco puede chr origen a la putrescina detectada en

estas bacterias.

Cuando los experimentos "in vivo" se realizaron con glucosa o ácido

glutámico radioactivos se demostró que estos compuestos son precursores de la

putrescina tanto en E_.fl EABbp como en la cepa salvaje IJREGOO.La orni­

tina no parece ser un intermediario en estas conversiones en bacterias BÉABDp

ya que el agregado de un exceso de esta sustancia no provocó una caída

drástica en 1a radioactividad de la putrescina, cano ocurrió en 1a cepa

salvaje MREóOO.Sin enbargo, 1a radioactividad en 1a putrescina de la cepa

BEABbpdebería permanecer constante luego de agregar un exceso de ornitina, y

en realidad este valor disminuyó a un 50%(Tabla VIII), posiblemente debido a

que gran parte del exceso de ornitina se convierte en arginina y ésta a su

vez podría inhibir 1a síntesis de putrescina.

Cuando se usó un exceso de arginina en experimentos análogos a los
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anteriores, la radioactividad en putrescina prácticamente desapareció, tanto

en 1a cepa BiApr como en 1a cepa MREGOO.Estos resultados se pueden explicar

suponiendo que la arginina también reprime la síntesis de putrescina en la

cepa EfiA8bp, como ya se sabe que ocurre en una cepa salvaje (71%). En con­

secuencia, el camino netabólico de síntesis de poliaminas a partir de ácido

glutámico en las bacterias EBABbppodría ser una vía enteramente distinta a

las conocidas, pero con enzimas también reprimibles o inhibibles por argi­

nina.

De todos los datos nencionados se concluye que La cepa BGABbpsintetiza

putrescina pese a que no posee las enzimas agratinasa y ornitina decar­

boxilasa. Dicha síntesis se lleva a cabo a partir de ácido giutámico sin

involucrar ornitina ni arginina comointermediarios.

La cinética de aparición de radioactividad en putrescina a partir de

llic-glucosa tanbien fue diferente en g; ggli BGABbpy NRE600(Fig. 14).

Una característica peculiar de la cepa HEABbpes la fase lenta de creci­

miento que aparece antes de alcanzar 1a velocidad náxima de desarrollo

durante la fase logaritmica. Fate período de rrultipl'icación lenta se debe a

que las bacterias pierden gran parte de las poliaminas al llegar a la fase

estacionaria, y son bacterias de esta fase las utilizadas comoinóculo.

Al estudiar distintas propiedades de la cepa g; 991i BGA8bpse observó

que a medida que aumenta la temperatura de cultivo 1a fase de crecimiento

lenta se hace más corta, desapareciendo a 42°C. De esta manera 1a fase de

crecimiento exponencial sólo apareció netamente en el rango de 37° a ü2°C.

Este resultado se puede deber a que las enzimas que sintetizan putrescina en
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E_. <_:o_1i_mA8bp podrían inducirse más eficazmente a esas temperaturas; por

esta razón, sería importante medir el contenido endógeno de poliaminas a

diferentes temperaturas de cultivo.

Por otro lado se observó que existía una relación inversa entre el grado

de aereación de los cultivos y la duración de 1a fase de crecimiento lenta.

Aden'ás cuando se usó nanosa como fuente de carbono en lugar de glucosa los

cultivos de la cepa ElABbpse desarrollaron rapidamente desde el comienzosin

atravesar la fase lenta de crecimiento.

Otros experimentos nostraron que de acuerdo a algunos parámetros experi­

mentales el aparato de síntesis proteica de E_.gli mApr es trás parecido al

de la cepa mABcultivada con poliaminas que al correspondiente a bacterias

sanetidas a un ayuno de dichas sustancias, cano se podía esperar ya que E

gi BEABbptiene un contenido endógeno nomal de poliaminas. Así, por

ejemplo, 1a velocidad de síntesis de proteínas "in vivo" fue superior en 1a

cepa BGA8bpque en E_.fl EEA8cultivada sin poliaminas. Tanbién dicha sín­

tesis mostró una sensibilidad a estreptomicina característica de las bac­

terias con niveles intracelulares normales de putrescina (Figs. 20 y 21). Eh

canbio 1a cepa HMS desarrollada sin poliaminas fue rrenos sensible, coin­

cidiendo con resultados anteriores que nostraron que el antibiótico nen­

cionado sólo ejerce su efecto máximoen presencia de poliaminas. El estudio

de los perfiles ribosonales en gradientes de sacarosa indicó que en _E_.fl

HEApr el equilibrio entre subunidades y monímeros 70s se encuentra despla­

zado hacia las partículas 70s, como ocurre en la cepa EBABcultivada con

poliaminas (Fig. 22). Todos estos resultados demuestran que según diferentes
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criterios E_. M BlABbpse comporta como una cepa con niveles normales de

poliaminas.

¿Cuáles pueden ser los compuestos intermediarios entre el ácido glutámico

y 1a putrescina en la cepa mABbp?E‘n5 M, el ácido glutámico es precur­

sor de arginina, prolina (1M) y ácido ‘6 -aminobutírico (GABA)(UIS). Sin

embargo, hasta el presente no se ha descripto que estos dos últimos ccm­

puestos puedanconvertirse en putrescina en g EL y datos preliminares de

mestros experimentos también sugieren que en las cepas B}A8bpy NREGOO1a

prolina no es un precursor de putrescina. Los intermediarios de 1a vía

biosintética de esta pollamina en E_. fl BÉABbppodrían ser canpuestos

distintos a los mencionadostrás arriba.

Tanbién se investigó si la espermidina puede convertirse en putrescina, y

se pudo descartar tal posibilidad en todas las cepas estudiadas (Fig. 16),

coincidiéndose con resultados de otros autores.

Conel propósito de profimdizar mestros estudios se obtuvo una bacteria

mutante derivada de la cepa 33A8bpque carece de la enzima N-acetilglutámico

sintetasa que cataliza 1a primera reacción en 1a biosíntesis de arginina

(Fig. 3). Esta cepa auxótrofa para arginina (BGA8bpargA-l) que sólo crece en

presencia de este aminoácido o alguno de sus precursores se utilizó para

conocer si 1a enzima mencionada interviene en 1a síntesis de putrescina en 1a

cepa mABbp. Cuando las bacterias E_. fi HiABbpy ElABbpargA-l se culti­

varon en un medio con arginina desapareció la putrescina endógena; en canbio,

cuanio los cultivos se realizaron en un medio con ornitina, las bacterias

contenían nuevamenteuna cantidad normal de putrescina. Esto podría deberse a



-37­

que la arginina reprime la síntesis de putrescina y 1a ornitina no ejerce

este efecto. La cepa BSA8bp argA-l sintetizó "in vivo" putrescina radicac­

tiva a partir de luC-ácido glutámico cuando el cultivo se efectuó en presen­

cia de ornitina en lugar de arginina. Este resultado parece indicar que en

estas bacterias 1a putrescina se forma sin la intervención de N-acetil

glutámico sintetasa. Sin embargo, no se puede descartar totalmente que 1a

mutación de dicha enzima no sea completa, permitiendo 1a síntesis reducida de

putrescina. Debido a la inestabiidad de la N-acetil giutámico sintetasa no

fue posible dosarla, pero se pudo comprobar que la cepa BEA8bpargA-l no se

desarrolla en medio mínimocon ácido glutámico lo que sugiere que el nivel de

la enzima debe ser prácticamente nulo.

Con el fin de establecer si la transformación de EL ggli BGA8en bac­

terias que no requieren poliaminas involucraba un canbio fenotípico o eventos

mutacionales que otorgan a estos organismos un carácter genéticamente

estable, se cultivó E_.gi HEABbpdurante varias generaciones en un medio

con putrescina o en un medio rico. Luego se sometió las bacterias a un nuevo

ayuno de poliaminas y se demostró que mantenían su crecimiento normal en

ausencia de estas sustancias. Este resultado permitiría calificar a E¿_ggli

BGABbpcomo una cepa nueva.

¿Cuáles pueden ser los eventos rroleculares que provocan la aparición de

una nueva vía de síntesis de poliaminas en la cepa BGABbp?Una de las posibi­

lidades es que existan genes de enzimas biosintéticas de poliaminas diferen­

tes a las enzimas ya conocidas cuya expresión en una cepa salvaje esté

reprimida permanentemente. Estos genes silenciosos o crípticos sólo se expre­
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sarían en condiciones de ayuno de poliaminas. Es interesante señalar que se

han descripto genes superreprimidos en EL gol; para varias funciones

metabólicas distintas a la síntesis de poliaminas (146). Si en el caso de g;

fl EGABel corepresor mera putrescina o espermidina, al suplementar la

cepa BGA8bpcon poliaminas y luego someterla a un nuevo ayuno de estas

sustancias, el cultivo debería crecer lentamente en una primera etapa a causa

de 1a represión ejercida por las poliaminas remanentes sobre su propia sín­

tesis, comoeventualmente podría suceder en _E_._fi EMS. Sin enbargo comoya

se neneionó, la síntesis de putrescina en EL coli BGA8bpno se detuvo luego

de un ciclo de suplementación y ayuno de poliaminas, indicando que esta sín­

tesis posiblemente no se produce por la inducción de un gen superreprimido.

Tanbién se podría pensar que los genes silenciosos sólo se activan si

ocurre un cambio nutacional en el naterial genético. Ehtre los eventos a

nivel del DNAque podrían activar estos genes se pueden mencionar nutaciones

que den origen a un promotor en la región 5' de un gen u operüicnrentes de

una zona prcmotora, o 1a inserción de un transposón portador de una región

promotora. Tanbién podría exitir una enzima capaz de catalizar una escasa

conversión en putrescina de algún sustrato diferente a ornitina o arginina.

En este caso las condiciones de ayuno prolongado de poliaminas seleccionarían

las células capaces de sobreproducir dicha enzima; esta mismapresión selec­

tiva llevaría a la selección de células en las cuales alguna enzimatubiera

sufrido sucesivos cambios nutacionales hasta poder catalizar La síntesis de

putrescina. Cada una de las posibilidades mencionadas corresponden a casos ya

descriptos para otros procesos metabólicos (146-1148).
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La segunda parte del presente trabajo abarca distintos aspectos del rol

de las poliaminas en la regulación de la síntesis de arginina en E. coli.

Al investigar el efecto del agregado de diferentes aminoácidos básicos a

cultivos en medio mínima sin poliaminas de 1a cepa BEABse observó que

mientras arginina y citrulina estinnlaban la velocidad de crecimiento, la

ornitina producía el efecto opuesto. El ácido arginino-succínico también

mostró una acción estimulatoria aunque menor que La observada con arginina.

Es interesante destacar que el efecto de la arginina no se observó en células

suplementadas con putrescina. El análisis del contenido endógenode poliami­

nas en EL coli BGA8cultivada en nedio nfinimo con arginina indicó que dicha

concentración era tan baja cano en Las bacterias sanetidas al ayuno de

poliaminas; por lo tanto el crecimiento acelerado parecía no deberse a 1a

presencia de poliaminas. Para corroborar esta hipótesis se intentó detectar

actividad de agmatinasa en extractos celulares de la cepa BGA8cultivada en

presencia de varias concentraciones de arginina, teniendo en cuenta. que

podría inducirse dicha enzima por 1a presencia del aminoácido (Fig. 27). Los

resultados erron negativos confirmando los hallazgos de Boyle (58), quien

describió la existencia de una sola forma de agmatinasa codificada por el gen

speB, que se encuentra nutado en 1a cepa g¿_99;¿ BGAB.

Los ensayos de incubación "in vivo" con luC-aarginina demostraron que este

compuestono se convierte en putrescina (Tabla XVIII).

Estos experimentos en conjunto permiten afirmar que el efecto de la argi­

nina sobre el crecimiento de 1a cepa BGABno se debe a que este aminoácido

básico se transforme en putrescina.
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El hecho de que la ornitina dismirmye la velocidad de crecimiento de E_.

fi EEASmientras la citrulina y la arginina la aumentanparecía indicar que

existía un bloqueo metabólico entre ornitina y citrulina. Por ello se

midieron las concentraciones intracelulares de estos aminoácidos y se

encontró que en cultivos sin poliaminas de 1a cepa mAB los niveles de orni­

tina eran aproximadamente 50 veces ¡mayoresque los de las bacterias cultiva­

das en presencia de poliaminas, y estos últimos a su vez eran similares a los

de una cepa salvaje (Tabla XVII). Ya existían evidencias anteriores del

incremento del contenido intracelular de ornitina'en bacterias í Ql_i_EEAB

sometidas a ayuno de poliaminas (76). Al agregar arginina al medio de cultivo

el nivel de ornitina endógena disminuye, presumiblemente por la acción regu­

ladora del producto final sobre las enzimas de este camino metabólico

(714,143).

Se pudo establecer que el incremento extraordinario del nivel de ornitina

en la cepa EEASse debe específicamente a la ausencia de poliaminas y no a un

efecto secundario debido al crecimiento lento, ya que bacterias cultivadas en

presencia 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 endógenosde arginina hallados en

los diferentes cultivos apenas superaron el nivel de detección del método

empleado, indicando que la concentración del aminoácido libre es nuy redu­

cida.

Cuando se determinó el nivel de la enzima ornitina transcarbamilasa

(OI‘C), que cataliza la transformación de ornitina en citrulina, se pudo
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comprobarque, contrariamente a lo esperado, la actividad "in vitro" de esta

enzima era nayor en los cultivos sometidos a ayuno de poliaminas. Varios cri­

terios indicaron que se estaba midiendo una actividad O'ICauténtica, ya que

era reprirrrible por arginina e inhibible por fosfato y ornitina, sierrio estas

conocidas propiedades de la enzima (136); también se aisló citrulina, que es

uno de los productos de reacción. Eh ensayos enzináticos en los que se

mezclaron extractos de bacterias cultivadas en presencia y ausencia de

poliaminas o se intercambiaron sobrenadantes de lisados celulares calentados

a 100°C, no se pudieron detectar factores activadores o inhibitorios de 1a

actividad de O‘IC.

En otra serie de experimentos, se midió el contenido intracelular de car­

bamil fosfato, pues una disminución de este sustrato de la enzimaO'IC, podría

explicar la aparente contradicción entre los resultados que indicaban 1a gran

acumulación de ornitina y 1a actividad relativamente alta de ornitina car­

bamil transferasa en la cepa BEABcultivada sin poliaminas. Eh este caso,

tanbién contrariamente a lo esperado, el contenido de carban'cil fosfato fue

mayor en las bacterias sometidas al ayuno de poliaminas que en las

desarrolladas en presencia de putrescina. Eh consecuencia, los resultados

sugieren firmemente que la acumulación de ornitina en cultivos carentes de

poliaminas no se debe a un bloqueo metabólico de la enzima O'IC, sino posible­

mente a una síntesis aumentada de ornitina. Por esta razón se estudió la

síntesis de ornitina a partir de 1l‘C-ácidoglutámico en cultivos con y sin

poliaminas de 1a cepa HMS. La ornitina radioactiva formada en bacterias

sometidas al ayuno de poliaminas f‘ue my superior a la encontrada en bac­
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terias cultivadas en presencia de putrescina (Tabla XXII). La diferencia no

se puede atribuir a que en los cultivos suplernentados 1a mayor síntesis pro­

teica incremente la conversión de ornitina en arginina, ya que con bacterias

en presenncia de cloranfenicol se obtuvo un resultado similar. Se puede

concluir entonces, que la ausencia de poliaminas provoca una sobreproducción

de ornitina.

En otro experimento se agregó 1“C-ornitina a cultivos con y sin poliami­

nas de la cepa HEABy sólo se detectó una pequeña cantidad de arginina

radioactiva libre; sunando a estos niveles 1a arginina marcada incorporada en

cada caso a proteínas, se observó que en las bacterias cultivadas con

putrescina 1a radioactividad total en arginina era muysuperior a 1a de las

bacterias sometidas a ayuno de poliaminas. Ya que en estas bacterias no

existe un bloqueo entre ornitina y citrulina, el resultado anterior se puede

explicar por 1a dilución isotópica que sufre 1a ornitina radioactiva en el

"pool" endógeno muy aumentado de este aminoácido en las bacterias sin

poliaminas. Cuando el precursor radioactivo utilizado fue citrulina, cuyo

nivel endógeno es similar en anbos tipos de bacterias, 1a radioactividad

encontrada en arginina fue sólo tres veces superior en las bacterias cultiva­

das en presencia de putrescina, comose podía esperar por la mayor síntesis

de proteínas 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 1a cepa mAB. Se pudo observar

que 1a ornitina a concentraciones del orden de ll mg/ml es tóxica para las
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células, causando el cese del crecimiento. Este aminoácido a las con­

centraciones mencionadas también resultó tóxico para 1a cepa salvaje NREóOO.

Es preciso destacar que con una concentración externa de ornitina de 3 a 5

mg/ml se alcanzan niveles intracelulares similares a los encontrados en g

fl mASsometida a un ayuno de poliaminas (Fig. 32). Esto puede indicar que

el contenido anormalmente elevado de ornitina que posee la cepa mAB en

cultivos carentes de poliaminas resulta tóxico para el desarrollo celular. El

agregado de putrescina o espermidina comotambién de citrulina o arginina,

impide la acumulación de ornitina y por erde acelera el crecimiento. El

tiempo de duplicación de las bacterias cultivadas con arginina (95 min) es

mayor al que se logra con poliaminas (75 min). Esta diferencia probablemente

se deba a que 1a arginina sea capaz de reemplazar a las poliaminas sólo en el

control del nivel de ornitina, pero no en otras fimciones, cano lo sugiere el

hecho de que el agregado de arginina a los cultivos no produce un desplaza­

miento del equilibrio existente entre partículas ribosomales hacia los

monóneros 70s como ocurre en bacterias suplementadas con poliaminas (Fig.

33).

Quedapor dilucidar cuál es el paso metabólico que las poliaminas contro­

lan para regular 1a concentración endógena de ornitina. Las enzimas ornitina

transcarbamilasa (OIC) y ornitina decarboxilasa (ODc)convierten 1a ornitina

en citrulina y putrescina, respectivamente. Comoya se mencionóanterior­

mente, los resultados obtenidos demuestran que 1a enzima O'IC no es regulada

por poliaminas, además en nuestro caso 1a actividad de ODc no existe por

mutación del gen correspondiente en 1a cepa L coli EBAS.
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La síntesis de arginina y por lo tanto de sus precursores, entre los que

se cuenta la ornitina, está regulada principalmente por la primena enzima de

la vía metabólica, que es la N-acetilglutámico sintetasa. En EL coli esta

enzima es inhibida por arginina que es el producto final del camino

metabólico (1ü9). A su vez todos los genes correspondientes a esta vía

biosintética pueden ser reprimidos por un complejo formado por el producto

proteico del gen argR y el correpresor, que es la arginina (1H3,150).

Pese a que en EL ggli se ha descripto que contrariamente a lo que ocurre

en Pseudomonas aeruginosa (151) las poliaminas no inhiben la N­

acetilglutámico sintetasa (149), hemosintentado dosar esta enzimaen extrac­

tos celulares de la cepa BGA8cultivada con y sin poliaminas, para investigar

si en nuestro caso estas sustancias podrían inhibir o reprimir la enzima. Sin

embargono se tuvo éxito debido posiblemente a la gran inestabilidad de esta

enzima, que sólo pudo ser purificada cuando se extrajo de una cepa superpro­

ductora (149). Tampocose pudo identificar el producto de la reacción (ácido

N-acetilglutámdco) luego de efectuar incubaciones "in vivo" con luC-ácido

glutámico.
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CONCLUSIONES _Y_PEIRSPECI‘IVÉ FUTURAS

En este trabajo se describe una serie de experimentos que permiten postu­

lar un nuevo camino de biosíntesis de putrescina que involucra ácido

glutámico pero que no tendría ccmo intermediarios ornitina ni arginina cano

sucede en los procesos biosintéticos conocidos. Esta meva vía metabólica se

ha detectado en una cepa doble nutante auxótrof‘a para poliaminas (5 fi

mAB) que se vuelve independiente de este requerimiento después de ser some­

tida a repetidos períodos de ayuno de putrescina (cepa E_. fl HEA8bp).

Aunquehasta el presente no se ha podido detectar los intermediarios de este

caminobiosintético al incubar bacterias L fl BEABbpcon ácido glutámico

radioactivo, esto se podría lograr utilizando el aminoácido marcadocon 13Cy

analizando las células "in vivo" por resonancia magnética nuclear.

Por otra parte se ha podido demostrar que las poliaminas regulan 1a

biosíntesis de ornitina cuyo nivel intracelular aumenta en form ¡my con­

siderable en ausencia de putrescina o espermidina. La arginina, que a capaz

de reprimir la biosíntesis de ornitina, puede reemplazar (aunque no

totalmente) el efecto estimulatorio de las poliaminas sobre la velocidad de

crecimiento.

Para desentrañar el mecanismode control de las poliaminas sobre la con­

centración intracelular de ornitina será importante en el futuro dosar la

enzima N-acetil glutámico sintetasa y su producto N-acetilglutámico en bac­

terias í M mABcultivadas con y sin poliaminas, comoasimismomedir los

niveles de ornitina transaminasa en anbos tipos de células. Esta última
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enzima también usa ornitina cano sustrato y la transforma en ácido

S-pirrolidin carboxílico (S-PCA)(152) comoparte de la vía de utilización de

ornitina comomente de carbono en E_.fl (137).

Será también importante dilucidar cuál es el proceso metabólico afectado

por el exceso de ornitina. Para ello habrá que investigar el efecto de altas

concentraciones de esta sustancia sobre las velocidades de síntesis de DNA,

RNAy proteínas en cultivos realizados en presencia de poliaminas. El aisla­

miento de cepas nutantes resistentes a un exceso de ornitina puede comtimir

una herramienta importante para canprender el mecanismode su toxicidad.

9/
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