UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIO DEL TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN

B. cereus
1F E S | S
Q@ U E P A R A O B TENER
E L 9 7 I = U L (o] D E
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

MARIA DE LOS ANGELES MARTINEZ OLMEDO

MEXICO, D. F. 1977



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



&

A\

WMy
2




JURADO ASIGNADO ORIGINALMENTE SEGUN EL TEMA:

PRESIDENTE: Prof. Natalia Salcedo O.
VOCAL: Prof. Alfredo Echegaray A.
SECRETARIO: Dr. Enrique Pifia G.

ler. Suplente: Prof. Magdalena Oliva

20. Suplente: Prof. Olga Veldzquez M.

Sitio donde se desarroll6 el tema:

INSTITUTO DE BIOLOGIA. Departamento de Biologia

Experimental. UNAM.

Sustentante

£ "
a. Adgeles Martinez Olmedo. Dr. Enrique Pifia Garza.




A MIS PADRES
Con profundo agradecimiento y carifio

porque con su ejemplo me impulsaron
a realizarme.

A MIS HERMANOS
José Alberto y Adriana para que sigan,

como hasta ahora, el camino de la
superacion.

A SERGIO

Con amor.



AGRADEZCO AL DR. ENRIQUE PINA GARZA
SU VALIOSA DIRECCION PARA LA ELABORA-

CION DE ESTA TESIS.



INDICE

Pdg.
INTRODUCCION 1
OBJETIVO 3
GENERALIDADES
MECANISMOS DE TRANSPORTE 4
CINETICA 9
INHIBICION 10
MIC ROORGANISMO 12
ESPORULACION ] 13
ANTECEDENTES 19
MATERIAL 25
METODO :
1) INCORPORACION DE LOS AMINOACIDOS
DURANTE EL CICLO DE VIDA DEL MI-
CROORGANISMO 29
I1) ESTUDIOS DE CINETICA 31
II1) INCORPORACION DE LOS AMINOACIDOS
EN PRESENCIA DE DONADORES DE ELEC-
TRONES E INHIBIDORES 33
RESULTADOS Y DISCUSION 36
CONCLUSION 50

BIBLIOGRAFIA 52



INTRODUCCION

En principio, la membrana celular de las bacterias
representa una barrera al libre paso de moléculas, tanto del ex-
terior al interior de la célula, como viceversa. Muy pocas mo-
léculas, entre las cuales se encuentra el agua, pasan libremente
a través de la membrana. La mayoria de las moléculas cuentan
con especializados sistemas de transporte que de acuerdo con
sus caracteristicas se han agrupado en los que no requieren de
energia para su funcionamiento y los que si la requieren. Entre
estos tltimos se distinguen dos tipos de sistemas: aquellos en que
la energia proviene de la hidrdlisis de un fosfoanhidrido y aquellos
en que la energia proviene del flujo de electrones a través de los

acarreadores naturales presentes en las células.

Para el caso concreto de los aminodcidos se sabe
que son transportados dentro de la célula por medio de un sistema
de co-transporte reciproco de Na®, o sea que estos metabolitos
se mueven dentro de la célula solamente con un movimiento simul

tdneo de Na+, del interior de la célula hacia afuera, por difusién



facilitada. El éxito de este transporte depende de la utilizacién
de ATP para operar la bomba de NaT, que en la actualidad se ha
demostrado se trata de un complejo situado en la membrana ce-
lular que hidroliza el ATP (ATPasa) en una reaccion dependiente
de Nat y K"



OBJETIVO

En base a los estudios ya existentes sobre €l trans-
porte de aminodcidos, lo'que se propone investigar en esta tesis
son los cambios que ocurren en la captacién de aminodcidos du-
rante el ciclo de vida pre-esporulacién del microorganismo:

Bacillus cereus (células completas) considerando los tres tipos

de modelos de transporte descritos en la literatura en relacion
con la incorporacién de los aminodcidos: el de los aminodcidos
neutros, el de los aminodcidos bdsicos y el de los aminoidcidos

acidos.



GENERALIDADES

MECANISMOS DE TRANSPORTE:

Un papel esencial de las biomembranas es promover
el movimiento selectivo en ambos sentidos, de todos los compues-
tos necesarios para el funcionamiento normal de la célula a través
de la barrera membranal. De fuera hacia adentro los nutrientes

y de dentro hacia afuera los catabolitos.

Hay varios mecanismos generales por los cuales los
metabolitos o los solutos pueden pasar a través de las biomem-

branas:

1) Difusién pasiva. - S6lo algunos metabolitos de peso molecular
bajo se presume que son transportados de esta manera. La velo-
cidad de flujo es directamente proporcional al gradiente de con-
centracién a través de la membrana. Si el gradiente cesa ya no
hay flujo. Este proceso no sigue la cinética de saturacién a la
manera de la cinética enzimdtica cldsica. Si se usan inhibidores

del transporte activo, tales como el cianuro, el mecanismo no se



ve afectado. En general todos los metabolitos son transporta-

dos por procesos mejor regulados.

2) Difusié6n facilitada. - Requiere de un gradiente de concentra-
cién y no necesita de energia. La membrana celular contiene un
gran nimero de componentes especificos de naturaleza proteica,
llamados acarreadores, los cuales facilitan el proceso de trans-
porte individual. La difusi6n, en este caso, es un mecanismo
estereoespecifico y la velocidad de penetracién del metabolito
tiene un valor limite al incrementarse la concentracién a un lado
de la membrana. La velocidad del proceso es termosensible. El
mecanismo general puede ser explicado por una molécula acarrea-
dora especifica presente en la membrana, la cual forma un com-
plejo especifico con el metabolito que va a ser transportado. El
complejo por rotacién, oscilacién, difusién o por otro tipo de mo-
vimiento se transfiere a la parte interna de la membrana, donde

se disocia para descargar el metabolito (Fig. 1).

Actualmente se han aislado y cristalizado un buen

nimero de transportadores proteicos especificos que incluyen
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proteinas acarreadoras para la glucosa, la galactosa, la arabi-
nosa, la leucina, la fenilalanina, la arginina, la histidina, la ti

rosina, el Ca2+ , el Na*t y el Kkt

3) Transporte activo. - Es un proceso muy importante. Es muy
similar a la difusién facilitada con la excepcién de que el meta-
bolito se mueve a través de la membrana en contra de un gradien

te de concentracién y requiere, ademds, de energia.

MODELOQO: (Referencia 23). El metabolito que estd fuera se com-
bina con un acarreador y el complejo metabolito-acarreador es mo
dificado en la membrana lipofilica por la energia, de tal manera
que la afinidad del acarreador por el metabolito se ve disminuida,
el metabolito es liberado en el interior de la célula, la conforma-
cién de alta afinidad del acarreador por su metabolito se regenera
y el ciclo se repite. Una evidencia reciente indica que la energia
que se requiere para el transporte activo envuelve dos diferentes
sistemas: a) un proceso de respiracién unido al transporte acti-

vo que no usa ATPy b) una utilizacién directa de ATP.

a) Proceso de respiracién vinculado al transporte

activo:



Este sistema estd unido a la oxidaci6én de un sustra-
to apropiado como el D-lactato, el L-malato, o el NADH, que es
catalizado por una flavin-deshidrogenasa unida a l1a membrana.
Los electrones derivados del sustrato son transferidos al oxige-
no, o sea, a una cadena respiratoria ligada a la membrana, la
cual estd unida al transporte activo en el segmento de la cadena
respiratoria entre la deshidrogenasa primaria y el citocromo bj .
No hay hidrélisis de ATP. (Fig. 2). Un gran nimero de metabo-
litos se conoce que son transportados en las bacterias por este
tipo de sistema; por ejemplo: la galactosa, la arabinosa, el 4ci-
do glucurénico, los aminodcidos, los dcidos hidroxi, ceto y dicar-

boxilicos, los nucleésidos, etc.
b) Utilizacién directa de ATP:

Todas las membranas plasmadticas tienen una acti-
vidad enzimédtica en comiin llamada ATPasa que se activa con Mg2+
K y Na'. La reaccién abarca una hidrélisis de ATP, envolvien
do: 1) una fosforilacién de la enzima que depende del Na© y 2)
una hidrélisis de la fosfoenzima que depende del Kt . La unién
enzima-fosfato ha sido identificada con un residuo aspartil-ﬁ-

fosfato.



Figura 2
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Reacciones que se llevan a cabo:

I L E,-Na|

E;-Na] + MgATP  ----=-----mmmme- P~E,-Na| + MgADP
P~Ey-Na§  -=--==c-mcmoooa- P~E,-Na®,

PrEy-Na© + K ---mmsmmmcoooee P~E,-K| + Nai
PrEy-K] + HyO  =-------mooe- P + E,K}

N R E, + K}

Ey -=----s--mmsmeeoe- E,

E1 y E2 = diferentes conformaciones de E, que es la ATPasa

dependiente de Na© y de K+ .

E j tiene una gran afinidad por el Nat y E2 tiene gran afinidad

por el K .

en el interior de la célula

-t
]

en el exterior de la célula.

(¢}
]

E; representa la enzima no fosforilada cuyos sitios especificos
para el Na' dan hacia adentro de la célula (Fig. 3). El Na' se

une en estos sitios permitiendo la fosforilacion de E; por MgATP,
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E, se convierte ahora en E2-P. Esta conversién hace que los
sitios de uni6n con el Na™ den hacia afuera de la célula con la
subsecuente pérdida del Nat y unién del K+ ,» que al unirse hace
que se orienten hacia dentro; E2P entonces regresa a E2 + Pt
y el K+ es liberado dentro de la célula y el ciclo estd listo para

empezar otra vez.

CINETICA:

Se ha demostrado (Ref. 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 12)
que el transporte de aminodcidos, en las c€lulas de las bacte-
rias, se realiza preferentemente por mecanismos de difusién
facilitada y de transporte activo. En ambos mecanismos se for-
ma un complejo acarreador-molécula acarreada, semejante al
complejo enzima-sustrato de las enzimas. Por lo tanto la ciné-
tica que siguen los procesos de transporte de aminodcidos, es
muy parecida a la cinética enzimdtica de Michaelis-Menten, o
sea, que el sistema puede ser saturado y los valores de Km y de
velocidad médxima pueden ser medidos fadcilmente, por medio de

la elaboracién de las gréficas:



a) Velocidad contra concentracién de aminodcido

b) Los reciprocos: 1/velocidad contra 1/concentracién de ami-

nodcido. (Figs. 4y 5).

INHIBICION:

El uso de inhibidores especificos ha servido para
entender la manera como son transportados los diferentes meta-

bolitos.

Si se usan inhibidores en la obtencién de energia
(bloqueo del despefio de electrones y sintesis de ATP) y ocurre
una inhibicién en el transporte de los aminodcidos, éste se lleva
a cabo por el mecanismo de transporte activo y no habrd inhibi-
cion si el transporte de aminodcidos sucede por difusién facilita-
da. Si el inhibidor utilizado es un desacoplante que estimula la
hidrélisis de ATP o evita la fosforilacién del ADP a ATP, y el
transporte de aminodcidos continda, quiere decir que éste se lle-
va a cabo utilizando la energia liberada en el despefio de los elec

trones.
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Se reconocen tres tipos generales de inhibicién:

a) Inhibicién competitiva. - Los compuestos que estdn o no re-
lacionados estructuralmente con el sustrato natural del acarrea-
dor se combinan reversiblemente con éste en el sitio activo o
cerca de él. Esto implica un equilibrio entre el acarreador y el
inhibidor, la constante de equilibrio (K;) es una medida de la
afinidad del inhibidor por el acarreador. El inhibidor y el sustra-
té, por lo tanto, compiten por el mismo sitio. Grandes concen-
traciones de sustrato vencen la inhibicién. Las figuras 6 y 7 son
los diagramas de las curvas tipicas observadas en este tipo de

inhibicion.

b) Inhibicién no competitiva. - Los compuestos que s€ unen con
el acarreador o con el complejo acarreador-sustrato se desig-
nan como inhibidores no competitivos. Esta inhibicién entonces
' difiere de la competitiva en que el inhibidor se puede combinar
con el complejo acarreador-sustrato y el sustrato se puede com-
binar coﬁ el complejo acarreador-inhibidor para formar en am-
bos casos el complejo acarreador-inhibidor-sustrato. Este tipo

de inhibicién no es reversible completamente por una alta con-
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Figura 4 Figura 5
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Figura 6 Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
V max sin inhibidor.
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centracion de sustrato, inclusive puede ser irreversible, esto
es, que se forme una unién covalente con una funcién especifi-
_ca, usualmente un residuo de aminodcido, el cual de alguna ma-
nera estd asociado con la actividad del acarreador; el inhibidor,
por lo tanto, no se puede liberar. Ya que el sitio de unién del
inhibidor no es idéntico, no modifica el sitio activo, la Km no se
ve alterada. Las figuras 8 y 9 son las gréaficas caracteristicas

de esta inhibicién.

c) Inhibicién uncompetitiva. - Los compuestos que solamente se
combinan con el complejo acarreador-sustrato pero no con €l
acarreador libre, se llaman inhibidores uncompetitivos. En este
caso la inhibicién no se vence por grandes concentraciones de sus
trato. Las figuras 10 y 11 describen las curvas tipicas de este

tipo de inhibicién.

MICROORGANISMO:

El microorganismo que se utilizé para la investiga-
cién fue: B. cereus, que pertenece a la familia Bacillaceae; Géne

ro: Bacillus. Es un organismo aerébio, Gram + , esporulado,

12



de forma cilindrica y mesdfilo (33). Normalmente se encuentra

en el suelo, el polvo y el agua.

La razén por la cual fue seleccionado este microor-
ganismo, es por su facilidad de aislamiento, f4cil sincronia de
cultivo, ademés de no ser patégeno y formar esporas con rapi-

dez en medios sencillos y de manera sincronizada.

ESPORULACION:

Todos los eventos genéticos, morfolégicos, bioqui-
micos y fisiolégicos que dan lugar a la conversién de las células
vegetativas a esporas son definidos como ESPOROGENESIS O ES-
PORULACION. El producto final son las esporas que difieren

citolégica, fisioldgica y bioquimicamente de la cé€lula vegetativa.

Las esporas bacterianas son células altamente des-
hidratadas que forman interiormente ciertas bacterias (Género
Bacillus), como respuesta a un medio ambiente subéptimo. Com-
paradas con células vegetativas son muy resitentes a tratamien-

tos adversos como el calentamiento o la deshidratacién importante,

13



La transicién de la forma vegetativa a la latente
constituye para muchos investigadores el ejemplo mds sencillo
. en la naturaleza del pi‘oceso de diferenciacién celular. La
emergencia de cé€lulas vegetativas, a partir de las esporas,
bajo condiciones fisiol6gicas favorables, se lleva a cabo en unos
cuantos minutos en respuesta a agentes quimicos especificos y
se conoce como germinacion:

Espordgénesis

Célula vegetativa OEspora

Germinacion

La morfologia de la formacién de la espora estd
bien establecida. En la figura 12 gstén representados los siete
pasos que se han descrito como caracteristicos y distintivos es-
tructurales, reconocibles en microscopia electrénica, del ciclo

de vida de una bacteria esporogénica.
En primer lugar se observa un filamento axial de

material cromético parte del cual es destinado para la espora,

I. Esto es seguido por el plegamiento de la membrana celular

14



FIGURA 12
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Ciclo de vida de una bacteria esporogénica y etapas

morfolégicas de la esporulacidn.



para formar el "septum' de la forespora, II, este evento coinci-
de con el tiempo en el cual el DNA es compartamentalizado. El
crecimiento continuo de la membrana y el englobamiento de la
forespora da lugar a la pre-espora, IIl. El paso IV marca el
comienzo de la formacién de la corteza y es también el periodo
en el cual el 4cido diaminopimélico, que es un constituyente de
1a corteza y la cisteina, constituyente de la cubierta de la espo-
ra, son incorporados. Este paso es seguido por la completa for-
macién de la cubierta, acumulacién de 4cido dipicolinico e incor-
poracién de ca?t , es el final del desarrollo de la corteza y la
resistencia térmica de la espora, V. Paso VI, la espora madura
dentro del espordngio. Finalmente las enzimas liticas liberan la

espora, VIL

La propiedad més caracteristica de las esporas bac-
terianas es su resistencia: al calor, a la luz ultravioleta, a los
rayos X, a los disolventes orgdnicos, a las substancias quimicas

en general y a la desecacién.

La aparicién de estos tipos de resistencia en dife-

15



rentes etapas durante la esporulacién y su pérdida durante la
germinacién hace ver que son debidos a la particular composi-
cién fisicoquimica de la espora. Uno de los componentes qui-
micos mds distintivos de la espora es el agente quelante DPA
(4cido dipicolinico o 4cido 2, 6-piridindicarboxilico) el cual
siempre se encuentra en la espora en una relacién 1:1 con el
Ca2+ . Desde hace mucho tiempo se cree que el DPA es esen-
cial para la resistencia t€érmica, pero a pesar de considerables

investigaciones todavia no se han establecido bien las bases bio-

quimicas.

El desarrollo morfolégico de la espora estd acom-
pafiado de cambios bioquimicos grandes. Algunas enzimas sin-
tetizadas durante la esporulacién estdn asociadas con la produc-
cién de las esporas, por ejemplo: las enzimas del ciclo del 4ci-
do tricarboxilico que en células vegetativas estdn reprimidas,
son necesarias para la formacién de la espora, pero estdn au-
sentes en la espora en estado latente. Otras, en cambio, son

componentes de la misma espora.

16



La esporulacién se produce cuando cesa el creci-
miento debido al agotamiento de un nutrimento esencial, enton-
ces en vez de dividirse, cada célula producird una espora intra-
celular llamada endoespora en un periodo de 8-10 horas. Asi
durante e_l crecimiento exponencial es fermentada la glucosa,
acumuldndose los dcidos de esta fermentacién, lo que determina
un descenso del pH, cuando la glucosa se agota la poblacién cam
bia el crecimiento fermentativo por el oxidativo debido a la sin-
tesis de enzimas del ciclo del 4cido tricarbdxilico y los 4cidos
orgédnicos son usados ahora como fuente de energia. En este mo
mento hay un marcado incremento en el consumo de oxigenoy
una elevacién del pH debido al consumo por las células de los dci
dos orgdnicos. Hacia esta época comienza a aparecer el septum
transversal de la espora y hay una degradacién considerable de
proteina en la regién del citoplasma donde no se desarrolla la es-
pora. Los aminodcidos liberados se usan en la sintesis de protel
na para la espora y como fuentes adicionales de energia. A par-
tir de este momento toda la energia de la esporulacién debe venir
de fuentes endégenas; puesto que las del medio estdn agotadas.

A través de las etapas del proceso de esporulacién hasta que la

17



espora madura estd completa se forman nuevas moléculas de
RNAm (mensajero) que son probablemente responsables de la

sintesis de nuevas enzimas para la espora. Figura 13.

Una espora es capaz de permanecer latente du-
rante muchos afios, pero puede convertirse de nuevo en cé€lula
vegetativa (germinacién) en cuestién de minutos. Este proce-

so implica tres etapas:

1.- Activacién. - La cual condiciona a la espora a germinar en
un medio adecuado. Es un proceso reversible que puede ser

efectuado por tratamiento con agentes reductores o con calor.

2.- Germinacién. - Es un proceso irreversible en el que se
pierden todas las caracteristicas tipicas de la espora como la re
fringencia por ejemplo: hay un aumento en la capacidad de tin-
cién por colorantes y marcada disminucién de la resistencia al

calor.

3.- Expansién. - En el cual nuevas clases de proteina y estruc-

turas son sintetizadas dando lugar a la conversién de la espora

en una nueva célula vegetativa (Ref. 39).

18
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ANTECEDENTES

Se han hecho numerosos estudios sobre €l transpor-
te de aminodcidos en microorganismos, tanto en c€lulas comple-
tas como en vesiculas de membrana. S6lo se mencionardn aque-
los trabajos que de alguna manera estdn relacionados con los da-

tos experimentales reportados en esta tesis.

En 1964 Giovanna Ferro-Luzzi A. (1) describi6 dos
métodos para investigar el transporte de aminodcidos en bacterias.
El primero consiste en medir la velocidad de formaci6n de una
poza de histidina marcada, observando que en c€lulas en creci-
miento normal, esta poza se forma extremadamente rdpido (en
segundos a 37°) y es muy pequefia. Se obtuvieron las constantes
de afinidad y otras caracteristicas cinéticas de la incorporacion
de histidina y se detect6 la presencia de permeasas para los ami-
nodcidos aromdticos. En el segundo método se »estudio la veloci-
dad inicial de incorporacién al afiadir el aminodcido radioactivo a
las células en crecimiento exponencial, la incorporacién es inme-

diata y entra a la formacién de proteinas.
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En 1967 R. W. Bernlohr (2) investigé los cambios

en la incorporacién de aminodcidos en B. licheniformis y la

formacién de pozas de aminodcidos en otras tres especies de
Bacillus, usando células en diferentes etapas de su ciclo de
vida (tanto en etapas de crecimiento como en esporulacién).
Determiné la velocidad médxima de incorporacién y las cons-

tantes de afinidad para cada aminodcido.

En 1972 W. N. Konings y E. Freese (3) hicieron es-
tudios sobre el transporte de aminodcidos en vesiculas de mem-
brana en presencia de donadores de electrones como son: NADH,
NADPH, L-<<-glicero-P, L-lactato, succinato y fenazina metosul-
fato. Determinaron también los valores de velocidad méaxima y Km
para la incorporacién de 18 aminodcidos. La energia para el trans
porte activo parece ser producida en la cadena dé transporte de
electrones a nivel citocromo, ya que todos los donadores de elec
trones causan una reduccién de los citocromos ligados a la mem-
brana. Usaron también varios inhibidores del transporte de elec-
trones como antimicina y cianuro, observando que también se inhi-

be el transporte de aminodcidos, para todas las fuentes de energia
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usadas. La rotenona y la oligomicina solamente inhiben el

transporte al usar lactato como fuente de energfa.

En 1972 F.]. Lombardi y H. R. Kaback (4) estu-
diaron el transporte de aminodcidos en membranas preparadas
de E. coli, usando también donadores de electrones para estimu
lar el transporte. Encontraron que el transporte de aminodci-
dos en estas vesiculas de membrana presenta ‘propiedades simi-
lares a las encontradas previamente para el transporte de ﬂ—ga-

lactésidos vinculados al proceso de respiracion.

En 1974 M. L. Hampton y E. Freese (5) analizaran
la eficiencia de donadores de electrones como el NADH y el glice-
ro fosfato para dar energia al transporte de aminodcidos, en ve-
siculas de membrana de B. subtilis. Vieron que para este micro
organismo el L--glicero-P es mucho mds eficiente que el NADH,
pero este resultado se ve modificado segun la 6rientaci6n de las

vesiculas.

En 1974 V.L. Clark y F. E. Young (6) estudiaron el
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transporte de D y Li-alanina en cé€lulas completas de B. subtilis,
encontrando dos sistemas diferentes de transporte para estos
aminodcidos. Un sistema de alta afinidad, especifico para los
dos estereoisémetros de la alanina y un sistema de baja afinidad
que transporta glicina, D-cicloserina y D-serina, ademds de la
Dy L-alanina. Sugieren que la energia para el transporte de
estos amino4dcidos es obtenida de la cadena de transporte de

electrones.

En 1975 W. N. Konings (7) hizo estudios con dona-
dores de electrones para estimular el transporte de aminodcidos
en cé€lulas completas y en vesiculas de membrana de B. subtilis.
Usando succinato observ6 que éste es oxidado por las células
completas y por las vesiculas a baja velocidad y que no da sufi-
ciente energia para el transporte de L-glutamato. En presencia
de fenazina metosulfato o de 5-N-metil fenazonio-3-sulfonato, la
velocidad de oxidacién y la velocidad de transpofte del L-glutama-
to se ven aumentadas considerablemente. Los electrones son
transferidos directamente de la deshidrogenasa succinica a estos

aceptores. Usando NADH, éste es oxidado a una alta velocidad y
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da energia para el transporte de L-glutamato en células comple-
tas y en vesiculas. Tratando las vesiculas con tripsina, la vélo-
cidad de transporte del L-glutamato se ve disminuida, o sea que
uno o varios componentes del sistema de transporte para el L-

glutamato se ven modificados por el tratamiento con tripsina.

En 1977 T. W. Krulwich, R. Blanco y P. A. Mc. Bride
(8) observaron que algunos aminodcidos son transportados sélo si
el sistema es estimulado por malato, tanto en células completas
como en vesiculas, en cambio otros aminodcidos no necesitan
malato, pero si son estimulados por ascorbato-fenazina-metosul-
fato. Analizaron la cinética del transporte de los aminodcidos
determinando las constantes de afinidad y encontraron ademads que

estos sistemas de transporte estdn vinculados a la respiracién.

En 1977 T.B. Brummett y G. W. Ordal (9) examina-
ron el efecto de tres desacoplantes de la fosforilacion oxidativa:
el pentaclorofenol, la trifluorometoxicarbonilcianofenilhidrazona
y la tetraclorosalicilanilida, en el transporte de glicina y prolina

en B. subtilis. Encontraron que estos desacopladores inhiben el
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transporte de aminodcidos por interaccion en sitios especificos
mdés que por reduccién del abastecedor de energia usado como

combustible para el proceso metabdlico.

De acuerdo con los antecedentes, y tal como se di-
jo, en esta tesis se pretende investigar los cambios que ocurren
en la captacién de aminodcidos durante el ciclo de vida pre-espo-

rulacién del micoorganismo; B. cereus (Células completas).
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MATERIAL:

)

1)

141

Microorganismo. Bacillus cereus. Cepa proporciona-

da por: California State University. Los Angeles.

Medio. Se usé para crecer el microorganismo el Medio
G modificado (14) que contiene: 0.1% de sacarosa, 0.1%

de extracto de levadura y sales.

Reactivos:

L-alanina- 14C (U). New England Nuclear.
Acido L~-glutdmico- He New England Nuclear.
I_.-lisina-14C (U). New England Nuclear.

De los Laboratorios Difco:

Agar nutriente y Extracto de levadura.

- De Eastman K. Co.:

3,3, 4',5-tetraclorosalicilanilida.

De la casa Merck:

Acido ascérbico, dcido succinico, cianuro de potasio,
pentaclorofenol, N-N, dimetilformamida, y tetrameti-

lenparafenilendiamina.
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De la casa Sigma Chemical Co.:

DL-c¢-glicero-P, 4cido DL-maélico, D-alanina, L-alanina,
dcido L-glutdmico, glucosa, piruvato, fenazina-metosul - -
fato, 2,5-difenil oxasol y (1, 4-bis(2(4 metil-5-fenil-oxazo-
1i1)) benceno).

La trifluorome toxicarbonilcianofenilhidrazona (FCCP),

fue un regalo de los Laboratorios Lilly.

Los dem4s reactivos de uso corriente en el laboratorio
fueron de Merck de México.

El material de cristaleria fue de la casa Pyrex.

Soluciones usadas en los experimentos. Concentraciones

finales:

Solucién de Ascorbato 10 mM
Solucién de Succinato 10 mM
Solucién de DL.-malato 20 mM
Solucién de DL-X-glicero-fosfato 1 mM
Solucién de glucosa 20 mM
Solucién de Piruvato 20 mM
Solucién de Cianuro 1 mM
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Solucién de Fenazina-metosulfato 200 M
Solucion de Pentaclorofenol 10 M
Solucién de trifluorometoxicarbonilciano-

fenilhidrazona 5 M
Solucién de tetraclorosalicilanilida 0.020 M
Solucién buffer. Se utilizé el Medio G sin sulfato de amo-
nio, ni sacarosa, ni extracto de levadura y ajustado el pH
a6.5.
Solucién de centelleo para contar radiactividad:
PPO (2, 5-difeniloxasol) 5.0 g
Dimetil- POPOP (1, 4-bis(2(4 metil-5-fenil-

oxazolil))benceno). 0.5 g

Tolueno c. b. p. 1000 ml

V) Aparatos:
Espectrofotémetro Zeiss
Incubadora metabdlica Dubnoff
Centrifuga Sorval, modelo RC2-B
Potenciémetro Coning, modelo 21

Aparato de filtracién Millipore. Filtros de nitrocelulosa
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con orificios calibrados de 45 U (25 mm de didmetro)
y 0.80 U (47 mm de didmetro).
Espectrémetro de Centelleo Liquido Packard Tri Carb.

Frascos del contador. (Viales).
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METODO

Condiciones de cultivo: La cepa de B. cereus se
mantiene en tubos con agar nutriente inclinado en refrigeracion.
A partir de éstos se inocula el microorganismo en matraces
Erlenmeyer con medio G, incubdndose a 30°C y con agitacién.
Para sincronizar el cultivo se hacen tres transferencias a inter-

valos de tiempo de tres horas.

Se mide la densidad 6ptica del cultivo a 540 nm, de
manera que cuando se tenga la adecuada para el ensayo el creci-
miento se detenga poniendo el matraz en hielo, para trabajar de

inmediato. (Ref. 14).

Ensayos:

I) Incorporacién de los aminodcidos durante €l ci-

clo de vida del microorganismo.

Para este ensayo se usé la concentracién de 1

uc/umol/ml de los aminodcidos: L-alanina- 14C, L-lisina- 14C
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y L-glutamato- l4c,

A los 30 minutos de haber hecho la tercera transfe-
rencia, se toma una muestra de células cada 15 minutos, a la

cual se le hacen las siguientes determinaciones:

a) se lee DO (540 nm)

b) se mide pH

c) para los experimentos con lisina y glutamato se
filtra por filtros de membrana (Millipore), un
volumen determinado de células, lavandolas
tres veces con buffer, luego se suspenden en 9 ml
de buffer de manera que se obtengan 9 ml de célu-
las con DO=0.5 para trabajar. Los 9 ml de célu-
las se incuban en el Dubnoff durante 2 minutos, al
cabo de este tiempo se aflade 1 ml de aminodcido
radiactivo y se toma una muestra de 1 ml después
de 1 minuto se filtra por Millipore y se lava 6 ve-
ces con agua fria. (En el caso de los experimen-

tos con alanina, en vez de filtrar las células éstas
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se centrifugaron 5 minutos a 12 x 103 rpm).

Los papeles filtro se dejan secar, se colocan en los

viales con solucién de centelleo y se cuentan.

II) Estudios de cinética:

S

Para estos experimentos se usaron las siguientes

concentraciones de aminodcidos radiactivos:

L.-alanina- 14C

10 uc/25 umol/ml

5 uc/12.5 umol/ml
1 uc/6.25 umol/ml
1 uc/1.56 umol/ml
1 uc/1.00 umol/ml
1 uc/0.62 umol/ml
1 uc/0.31 umol/ml
0. 66 uc/0. 20 umol/ml
0.66 uc/0.05 umol/ml

L-lisina-14C

10 uc/50 umol/ml
10 uc/ 1 umol/ml
5 uc/25 umol/ml
5 uc/0.5 umol/ml
2.5 uc/12.5 umol/ml
2.5 uc/0.25 umol/ml
1.25 uc/6.25 umol/ml
1.25 uc/0.12 umol/ml
0.62 uc/3.12 umol/ml
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L-glutamato- 14¢

10 uc/25 umol/ml
10 uc/ 1 umol/ml
5 uc/12.5 umol/ml
5 uc/0.5 umol/ml
2.5 uc/6. 25 umol/ml
2.5 uc/0. 25 umol/ml
1. 25 uc/3.12 umol/ml
1. 25 uc/0.12 umol/ml
0. 62 uc/0.06 umol/ml



0.50 uc/0. 15 umol/ml 0.62 uc/0.06 umol/ml
0. 25 uc/0.07 umol/ml

Se usé agua como patrén.

Procedimiento:. - Se filtra por filtros de membrana
un volumen conocido de células (DO conocida), lavando tres veces
con buffer. Se suspenden en un volumen adecuado de buffer para
obtener una DO de 0.5 para trabajar. En el caso de la L.-alanina,
el buffer donde se suspenden las cé€lulas contiene 0.5 mM de
D-alanina. (Ref. 6). Se ayunan las células 5 minutos en hielo,
al cabo de este tiempo se filtran 4 ml de células por Millipore la-
vando tres veces con buffer y se vuelven a resuspender en 4 ml de
buffer para conservar la DO=0.5. Se incuban a 30°C, 4 minutos
30 segundos y se agrega 0.5 ml de agua, a los 5 minutos (30 segun-
dos mds) se agrega 0.5 ml del amino4cido radiactivo. Se toman
muestras de 1 ml cada minuto, filtrdndolas por Millipore y lavan-

dolas seis veces con agua fria.

Los papeles filtro se dejan secar y se colocan en los

viales con solucién de centelleo para contarlos.
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IlI ) Incorporacién de los aminodcidos en presencia

de donadores de electrones e inhibidores:

1. Incorporacién de L-alanina- 14C
a) Sustratos usados: Glucosa, fenazina-meto-
sulfato, glicero-P, ascorbato-fenazina-
metosulfato, ascorbato-tetrametilenpara-
fenilendiamina.
Cianuro como inhibidor

Agua como patroén.

En estos experimentos el volumen total de cé€lulas se
divide en dos partes, una de las cuales se ayuna en medio G con
. sacarosa y sin sulfato de amonio ni extracto de levadura, a 30°C

en el Dubnoff durante 1 hora.

Se sigue el mismo procedimiento ya descrito para los
ensayos de cinética tanto con las células ayunadas como con las no
ayunadas, con la diferencia de que las cé€lulas fueron centrifugadas
S5 minutos a 12 x 103 rpm en vez de filtrarse. (Tablas Ily IIl de

resultados).
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b) Sustratos usados: Glucosa y cianuro

Agua como patron.

Se sigue el mismo procedimiento general, sélo que

el medio ayuno es el medio G sin sacarosa. (Tablas IVy V).

2. - Incorporacién de los aminodcidos en células
ayunadas incubando 1 hora a 30°C en medio G
sin sacarosa, ni sulfato de amonio, ni extracto
de levadura.

Sustratos usados: Ascorbato-fenazinameto-
sulfato, malato, succinato y glicero-fosfato.
Pentaclorofenol, trifluoremetoxicarbonilciano-
fenilhidrazona, y tetraclorosalicilanilida como
desacoplantes.

Agua como patrén.

Las concentraciones de los aminodcidos utilizadas

fueron:
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L-alanina- 4C 10 uc/25 umol/ml
L-lisina-MC 10 uc/S0 umol/ml

L-glutamato- = 10 uc/25 umol/ml

Se sigue el mismo procedimiento que en el caso anterior.

NOTA: Cualquier modificacién hecha al método se especifica en

la discusién de los experimentos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I ) Incorporacién de los aminodcidos durante el ciclo

de vida del microorganismo.

En las graficas 1, 2 y 3 se pueden observar las cur-
vas de crecimiento y de pH de un cultivo sincronizado de B. cereus
asi como la incorporacién de los aminodcidos: L-alanina, L-li-
sina y L-glutamato. (Como la concentracién de laé soluciones de
amino4dcidos radiactivos fue la misma para los tres: 1 uc/ umol/
ml es posible establecer comparaciones precisas trabajando en
cuentas/min.). Se puede apreciar que el sistema con alanina se
comporta diferente a los otros dos, o sea que con los aminodcidos
neutros como la alanina en etapas previas a la esporulacién es baja
la incorporacién, pero sube bruscamente la hora anterior a la for-
macioén de las esporas, alcanzando su mdximo en To, para luego
disminuir en Tl'

Se propone que este cambio brusco en la incorpora-

cién de la L.-alanina 1 hora antes de la esporulacion, se debe a
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que la cé€lula madre la estd captando como fuente adicional de

energia.

En los sistemas con L-lisina y L-glutamato no hay
grandes cambios en la incorporacién durante el ciclo de vida del
microorganismo, observdndose solamente, al igual que con la
alanina, que la captacién disminuye un poco en Tl‘

No se puede establecer con seguridad porqué la ala-
nina si es captada por la c€lula y la lisina y el glutamato no. En
la referencia 20 viene reportado que las enzimas transaminasas
glutdmico-oxalacética y glutdmico-piruvica estdn completamente
activadas durante las primeras etapas de la esporulacion, asi
como el nivel de la deshidrogenasa de la alanina es muy alto du-
rante todo el ciclo de cultivo, no asi la glutdmico-deshidrogenasa
ni la-ceto flutarato deshidrogenasa, que no fueron detectadas, de
manera que se sugiere que ~el transporte de alanina a través de la
membrana esté facilitado, para incorporarla después al ciclo del
4cido tricarboxilico por medio del 4cido pirtivico en etapas previas

a la esporulacién, en las cuales estd activado este ciclo.
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Se puede proponer un experimento en el cual se in-
corpore alanina y glutamato marcados, recuperando después el
biéxido de carbono, si en realidad la célula prefiere la alanina

al glutamato, se recuperard una cantidad mayor de COZ'

I1 ) Estudios de cinética:

En las grificas 4, 5y 6 vemos que en el rango de
concentracién que se explord (Ref. 2, 4, 6, 8, 12); existen dos
sistemas de captacién de los diferentes aminodcidos, ya que se

tienen dos valores de Km y de velocidad maxima. (Tabla I).

Comparando con lo reportado por V.L. Clark y F.E.
Young (Ref. 6) y Glober, D'Ambrosio y Jensen (Ref. 12) que tam-
bién reportan dos sistemas de transporte de aminodcidos, uno de
alta afinidad y uno de baja afinidad con valores especificos para
cada aminodcido ensayado, se puede ver por los datos obtenidos
en los experimentos que efectivamente se trata de 2 sistemas
con diferentes afinidades, comprobdndose una vez mds lo ya es-

tablecido.

38



Griéfica 4:

Curva reciproca de
velocidad y concen- \
tracion. 1/v
L-alanina
Experimento selec-
cionado.

A
20 25
conc.(x10™* M)

1/conc. (x10*M)



Gradfica 5:

Curva reciproca de ve-
locidad y concentra- -

cién. 1/v 4
L-lisina -3
Experimento selec- (x10 )
cionado.

150

100

A i L

v
15 25 35 45 %0
conc. (x1074 M)

1/conc. (x104M)



Grdfica 6:
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TABLA I.- Caracteristicas cinéticas del transporte de L-aminodcidos en

B. cereus
Sist. de alta afinidad Sist. de baja afinidad
Aminodcido Km V. max. Km V. max.
transportado (uM) (nmoles/min/10 ml) (mM) (nmoles/min/10 ml)
DO=1.0 DO=1.0
Alanina 12,5 1.47 0.4 14. 28
Lisina 19.0 16.12 1.0 100
Glutamato 14.5 15,63 1.6 333
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III ) Incorporacién de los aminodcidos en presencia

de donadores de electrones e inhibidores.

1.- Incorporacién de L-alanina- 14c,

a) Células sin ayunar y ayunadas en medio G

con sacarosa, Tablas Iy IIL

14

La concentracién de L-alanina-~~C que se usé para

estos experimentos fue de: 1 uc/umol/ml.

Como se puede observar en estos ensayos, compa-
rando los valores obtenidos con los del agua, se ve que la gluco-
sa no estimula el transporte del aminodcido, porque la célula
tiene sacarosa en el medio, inclusive se puede ver una pequeia
disminuci6n en la incorporacién tanto en las células ayunadas como

en las no ayunadas.

En el caso del cianuro, éste no tiene efecto en ningu-

no de los dos casos.
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TABLA IL - Incorporacién de L-alanina-14C (1 uc/umol/ml)

Células sin ayunar

No. A CPM/DO=0. 1/min
Experimento H,0 ‘Glucosa Cianuro 'Otro sustrato
1 50.3 66.7 60.77
2 10.75 2.25 0.25
3 136. 37 66. 4 837.75
4 40.3 9.67 Glicero-P 27
S 53. 25 Ascorbato
Fenazina-
metosulfato -4.65
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TABLA IIL. - Incorporacién de L-alanina-14C

(1 uc/umol/ml)

Células ayunadas 1 h a 30°C en medio G con sacarosa.

No. A CPM/DO=0. 1/min ,
Experimento HZO Glucosa Cianuro Otro sustrato

1 0.785 0.87

2 0. 27 2.10

3 76.79 49,47

4 129. 59 94.15

S 15.70 25.10

6 135. 35 64.15 107.7

7 65.00 41.80 56.4

8 20. 20 4.60 22.00

9 16. 50 20.60 23. 77
10 33.45 Ascorb. -TMPD -1.95
11 5.0 Ascorb. -PMS 0.75
12 11.20 PMS 10. 40
13 4.72 1.50 Glicero-P 4.70

TMPD = Tetrametilenparafenilendiamina

PMS

= fenazina-metosulfato
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Usando otros sustratos para estimular el sistema
de transporte, se observa que practicamente ninguno de los
usados funcioné de esta manera, inclusive el ascorbato-fenazina-
metosulfato y el ascorbato-tetrametilenparafenilendiamina, tien-

den a disminuir la incorporacién en vez de estimularla.

b ) Células sin ayunar y ayunadas en medio G sin

sacarosa, Tablas IVy V.

El experimento 1 se hizo centrifugando las cé€lulas
mientras que los otros tres se filtraron. (La diferencia obteni-
da en los resultados no es lo suficientemente grande como para
ser significativa, por lo tanto, se pueden comparar los datos).
Por otra parte, los tres primeros se hicieron con una concentra-
ci6n de L-alanina-14C de 1 uc/ umol/ml v el no. 4 con una con-
centracién de 10 uc/25 umol/ml y con 0.5 mM de D-alanina en
el medio de ayuno. La diferencia de los primeros datos con los
del experimento 4 se debe probablemente a que la D-alanina afia-
dida al medio de ayuno actia como inductor del sistema de trans
porte de la L-alanina, funcionando mejor de esta manera el sis-

tema.
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Se sigue observando la misma tendencia que en los
experimentos anteriores, o sea que ni la glucosa funciona como

estimulantes del transporte ni el cianuro como inhibidor.

Comparando los resultados de las células sin ayu-
nar y las ayunadas se observa una diferencia en la incorpora-
cién que puede ser debida a que durante la hora de ayuno se su-
ceden cambios metabdlicos en la célula, ya que éstas siguen ha-
cia la esporulacién. La glucosa tiende a inhibir mds la incorpo-
racién, notdndose una preferencia de la célula por la glucosa.

El cianuro continda sin ejercer ningtin efecto inhibitorio.

Comparando las tablas IIy Il con la IV y V, se po-
dria decir que las células funcionan de la misma manera, esto se
observa en los valores para agua, o sea que a las células no les

importa ser ayunadas en un medio con o sin sacarosa.

Ya que los resultados no se pueden comparar bien
por sus pequefios cambios, se propone que se hagan mds experi-
mentos para poder llegar a una conclusién concreta sobre el
efecto de los sustratos ensayados, en el transporte de los amino

acidos.
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TABLA IV. - Incorporacién de L-alanina

Células sin ayunar

No. A CPM/DO=0. 1/min
Experimento HoO Glucosa Cianuro
1 6.35 6.05 2.92
2 98.40 115 51.70
3 43.80 111.15 40. 25
4 210, 22 131.55 0. 36
TABLA V.- Incorporacién de L-alanina

Células ayunadas 1 h a 30C en medio G
sin sacarosa.

No.
Experimento A CPM/DO=0. 1/min
H20 Glucosa Cianuro
1 23.05 10. 85 7.05
2 3.10 1.50 2.25
3 2.85 2.25 0.05
4 65.95 29.60 -2.60
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2.- Incorporacién de los aminodcidos en células
ayunadas 1 hora a 30°C en medio G sin sacarosa, ni sulfato de

amonio, ni extracto de levadura.

Las concentraciones de los aminodcidos selecciona-
das para estos ensayos son las concentraciones que saturan los

sistemas de transporte, obtenidas de los estudios de cin€tica.

En estos experimentos se ensayaron varios sustratos,
que reportados en la literatura (Ref. 3, 4, 5, 7, 8) funcionan co-
mo estimuladores del sistema de transporte, y otros tres que son
desacoplantes de la fosforilacién oxidativa (Ref. 9), al tiempo

T-1,45 del crecimiento del microorganismo. Tabla VI.

Se seleccioné un experimento representativo hecho
con L-alanina y para L-lisina y L-glutamato se tiene un promedio de

los experimentos realizados.

Se puede observar que la incorporacién es similar
para la alanina y lisina y mejor que con el glutamato, con el cual

los resultados son diferentes. En general se observa que el
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ascorbato-fenazinametosulfato no funciona como estimulante del
transporte en ninguno de los tres sistemas de aminodcidos en-

sayados.

Para la alanina y lisina, el malato, succinato y gli-
cero-fosfato estimulan ligeramente el sistema, siendo para la
alanina el succinato el mejor y para la lisina el glicero-fosfato.
En el caso del glutamato el glicero-fosfato funciona mejor que el
malato, y el succinato prdcticamente no actda, inclusive dismi-

nuye la incorporacién mds que con los desacoplantes.

Con respecto a los desacoplantes se observa que si
actdan inhibiendo el transporte de los aminodcidos alanina y lisi-
na, siendo la trifluorometoxicarbonilcianofenilhidrazona (FCCP)
el mejor en el caso de la alanina y el pentaclorofenol (PCP) en el
de la lisina. Con el glutamato no se observa accién inhibitoria
por parte de los desacoplantes PCPy FCCP, inclusive la incorpo-

racién con FCCP es bastante alta.

Haciendo la suma del A CPM/DO=0.1/min. para cada
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TABLA VI. - Incorporacién de alanina, lisina y glutamato
Células ayunadas 1 h a 30°C en medio G sin sacarosa

A CPM/DO=0. 1/min

Amino- Concentr, H.0 PMS ucci- Glice--
dcido amino4c. 2 Ascorb. Malato nato ro-P PCP FCCP 'TCSA
Ala 10uc/25 8.88 0.92 11.94 14.44 9.62 2.68 1.57 2.03
umol/ml
Lis 10uc/50 18.3 0.99 13.57 21.80 23.31 0.94 1.12 | 4.32
umol/ml
Glut. 10uc/25 10.6 -0.25 11.25 0.21 16.06 10. 26 24.2 3.24
umol/ml

Suma total del A CPM/DO=0. 1/min:

37.87 1.66 36.76 36.45 48.99 13.88 26:.92 9.59

PMS = Fenazina-metosulfato
PCP = Pentaclorofenol

FCCP Trifluorometoxicarbonilcianofenilhidrazona
TCSA = Tetraclorosalicilanilida.
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uno de los sustratos ensayados para los tres sistemas de amino-
dcidos, se tiene que en total el mejor estimulador del sistema de
transporte es el glicero-fosfato y el mejor desacoplante es la

tetraclorosalicilanilida (TCSA).
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CONCLUSION

Los aminodcidos son transportados segtn la edad
del cultivo en funcién a las necesidades de la cé€lula en etapas
previas a la esporulacion, de los tres sistemas de aminodcidos
ensayados (4cidos, neutros y bédsicos), el de los amino4dcidos

neutros es el que es mejor captado por el microorganismo.

El estudio cinético reveld que éstos aminodcidos
son transportados por dos sistemas diferentes, uno de alta afi-
nidad y otro de baja afinidad, con valores de Km y V max espe-

cificos para cada aminodcido transportado.

En los ensayos con donadores de electrones: Gli-
cero-fosfato, succinato, malato, ascorbato-fenazinametosulfato
y glucosa, se encontrd que ni el ascorbato-fenazinametosulfato
ni la glucosa funcionan estimulando el transporte, en las condi-

ciones experimentales ensayadas.

El glicero-fosfato, succinato y malato actian ener-

gizando el transporte con diferentes rendimientos para cada uno
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de los aminodcidos, siendo el mis eficienté el glicero-fosfato.

Por la cinética encontrada, el mecanismo de trans-
porte de los aminodcidos no es por difusién pasiva, ni por difu-
sion facilitada ya que al usar desacoplantes como el PCP, FCCP
y TCSA el transporte se ve inhibido o sea que necesita energia
para llevarse a cabo, concluyéndose que los aminodcidos son
transportados por medio de un transporte activo, sin poder di-
ferenciar si se trata de un transporte activo vinculado a la respi -
racioén, Ya que el cianuro no inhibe el sistema al ser usado, o si

se debe a una directa utilizacién de ATP.
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