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INTRODUCCION

En los dltimos veinte afios, el anilisis de la ruta del metabolismo de
Monosaciridos en Escherichia coli y Salmonella typhimurium ha sido reali-
zado con el aislamiento y caracterizacién de mutantes defectivos que han
servido para confirmar la importancia de la ruta de Embden-Meyerhof e
identificar otras secundarias. En ellos, la ausencia de la enzima apropiada ha
conducido a una inhibicién total o parcial de la glucélisis, a un estudio «in
vivo» del papel fisiolégico de la enzima y, en algunos casos, a un mayor
conocimiento de la gluconeogénesis.

La capacidad biosintética, sin duda, alcanza su méximo grado en el
mundo bacteriano y aunque algunas especies bacterianas son incapaces de
llevar a cabo determinadas reacciones gluconeogénicas, para la inmensa ma-
yoria, la gluconeogénesis es un proceso extremadamente importante, ya que
los aziicares son esenciales para la biosintesis de muchas macromoléculas
desde el peptidoglucano de la pared celular a los dcidos nucleicos. Otro punto
de méximo interés es cémo son regulados la glucélisis y la gluconeogénesis,
dos procesos opuestos y que son potencialmente capaces de realizar las bacte-
rias dentro de las mismas células. Sin embargo, a pesar de esta impertancia, Ia
gluconeogénesis bacteriana ha sido relativamente poco eéstudiada sohre:tod'o
cuando se compara con los exhaustivos trabajos publicados en tejidos ani-
males. . '

Si se equiparan las rutas de los procesos glucolitico y gluconoegénico se
observa que la mayor parte de las secuencias estin formadas por reacciones
compartidas entre ambas y Gnicamente algunos pasos son especificos. Este
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1:16‘!:.3}10 contrasta con las rutas biosintética y degradativa de, por ejemplo
ac:dosdtgrasos, bases puricas, bases pimimidicas, aminodcidos, etc., que si:
il;illlostit;r:nc:s: ::j:;;nnos;mLos. e)‘cp.erimemos realizados en este campo han
i er,l . principio, dos paso? en que las rutas glucolitica y
e fructosg 6.-f s;os pasos SOI.I las interconversiones de fructosa-
Rl em_as-t osfato y la de p1rm.'at.o a fosfoenolpiruvato, precisa-
B anaboﬁsfn ur; irar:j dtzisprendlmlento de energia en direccién
2 gy 0 debe de dar un rodeo para salvar estas barreras
et St et e vl o frictons-1.G st
bargo, no existe tal uniformidad 1 i ros o IOSfata'Sa - S'm i
e a -?n 0s or{;amsmos para convertir el piruvato
ey bacterio. a conversién neta directa no aparece en los animales ni
e L dirzs,t m;entrf'is que ciertas plantas y algunas estirpes micro-
e 'rc 0 e. piruvato a fosfoenolpiruvato es catalizado por la
L pi uvat'o sintetasa.

il e‘lroa:sgrrlllfzcisu:iad de fosfoenolpiru'vato sintetasa ha sido demostrada
o e llen o de ;utrfmtes defectivos en esta enzima. Tales mutan-
ST crece:ecepfl s vajelen glucosa, gll(:t.aro.l.y succinato, pero son
sgincs ins AnEer n pn{'iu“fato y lactato. Dadz'a. la sil"mhtud que existe entre E.

Bulin o, m podria GSperarse una situacién semejante en Salmone-
el ng;f mcalm‘ente con _el aislamiento y caracterizacién de mutantes
T oeno Plruvato sm_tetasa se puede comprobar «in vivo» la

esa enzima al fenotipo bacteriano en esa especie.

MATERIALES Y METODOS
Organismos

men;apcrz]:}z:)rl::z.lctezana utilizada fue Salmonella typhimurium LT-2, amable-

e L:i):a a pEr el doctor Co.ol.:aer. Departamento de Bioquimica.

icacién a nivel dESter( r-lglar}d)', Al recibir la cepa, se procedi6 a una biotipi-

B e esp'eme, siguiendo las normas propuestas por EDWARDS y
y complementéndolas con otras pruebas contrastadas por SUAREZ'S.

o

Abreviaturas de com
: : puestos nombrados en el texto i i ificacié -
; g;l:l l:ig}:,erl“‘?‘llgnal Enzyme Commission. IDP, fruCtOB;;-l{:t:é?fsosc){‘zeu:)c!el;lEfI‘;cales(i)'gedele?m-
i}ll:?;), 'FOsfoei(ﬁ;ﬂn;fﬁ?’cj;é?xri‘;i:ef}%tg; 43iPlG?,:\1,) S%fosfogliceram. Enzima <<mélic]:: p('Eril(lj-
N : _ .1.1.31); Fosf Ipi iqui
difosfar.)asaFc('Sl":fEe nglf[;ur?)to Ps_'metasa (EC 2.7.9.2); FOSfOfl“UC“?e]:l?iiﬁzirﬁlt*va(tgcczrgof“ﬁl;}n%S;-iCEOESC
. e : : : " . . L ) a
e Ty i lflil-lfz%lcarhoxllasa (EC 6.4.1.1); Piruvato quinasa (EC 2.7.1.40);

mas se,
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Medios de cultivo y de mutacion

Las bacterias fueron cultivadas aerébicamente a 37°C en medio minimo
M63 descrito por MILLER'® suplementado con 10 mM de hexosas, 15 mM de
succinato o 20 mM de glicerol, lactato o piruvato. El crecimiento en este medio
era seguido midiendo la absorbancia a 680 nm en un espectrofotometro Spe-
tronic 70 (Bausch & Lomb). El medio sélido se preparé afiadiendo 1,8 % de
agar (Difco) al correspondiente medio liquido. El medio utilizado para la
obtencion de mutantes, denominado M 121 ha sido descrito previamente por

GORINI®,

Aislamiento de mutantes

Las bacterias fueron cultivadas en 100 ml de M63 con fuente de carbono
selectiva, para los posibles mutantes, a 37°C y una agitacién de 200 rpm, ¥y
centrifugadas en fase logaritmica. Las células fueron resuspendidas en medio
M 121 y mutagenizadas con etilmetanosulfonato segiin MILLER'3. Las bacterias
supervivientes fueron cultivadas toda la noche en medio M 63 con fuente de
carbono no selectiva. Muestras de este cultivo fueron tratadas con penicilina
en presencia de fuente de carbono selectiva® y después de 12-15 horas sem-
bradas en placas de Petri con medio de cultivo no selectivo. Con las colonias
obtenidas se realizé una replicacién en placa para identificar los mutantes

incapaces de crecer en lactato.

Preparacién de los extractos celulares y ensayos
enzimdticos

Las bacterias, crecidas aerébicamente a 37°C en 100 ml de medio M 63
suplementado con glicerol (o succinato) como fuente de carbono y energia,
fueron centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4°C en la segunda
mitad de la fase logaritmica. Las células fueron lavadas dos veces con 50 ml de
buffer TRIS-CIH (tris (hidroximetil) aminometano-clorhidrico) 50 mM, pH 7.2,
al que se adicioné 1 mM de Cl,Mg, y posteriormente resuspendidas en 4 ml de
esta disolucion. Esta suspensién fue sonicada en un desintegrador ultrasénico
(M SE) a 0°C durante 30” X 2 operando en una amplitud de 8 a 9 pm de pico @
pico y centrifugada nuevamente a 16.000 rpm durante 15 min a 4°C para
eliminar restos celulares.

La mezcla de reaccién contenia en 1 ml: 100 pmoles de buffer Tris-CIH
pH 8,0; 10 pmoles de ATP; 2 pmoles de piruvato sédico; extractos celulares
(aproximadamente 20 per de proteina) y agua. El tubo testigo contenia todos
los componentes de la mezcla de reaccion menos ATP. Los tubos se introduje-
ron en un baio de agua manteniendo la temperatura a 30°C. El piruvato fue
determinado segiin el método de IRIEDEMANN y HAUGEN, modificado ligeramenté
por KORNBERG y MORRIS’, que se fundamenta en medir la intensidad de coloT
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del piruvato-4-dinitrofenilhidrazona que se origina cuando en medio basico
reacciona el piruvato y la 2,4 dinitrofenilhidrazina. Asi, a intervalos de tiempo
de 5 min se tomaron 0,1 ml de la mezcla de reaccién y se echaron en un tubo
de ensayo que contenia 0,9 ml de agua y 0,33 ml de solucién de 2,4-dinitrofe-
nilhidrazina al 0,1 %. El tubo se introdujo en el bafio de agua a 30°C. Transcu-
rridos 10 min se afiadieron 1,67 ml de NaOH 2 M. Rapidamente se transpasé
toda la mezcla a un tubo colorimétrico, se tapé con papel parafinado, se agité
por inversién y se midié la absorbancia a 445 nm en el espectrofotdmetro
SPectronic 70. A esa longitud de onda el coeficiente de extincién molar del
piruvato-2 4-dinitrofenilhidrazona tiene un valor de 18.000 M~ ' -cmi ', Se
tomé una unidad de enzima como la cantidad de enzima necesaria para
transformar 1 pmol de piruvato dependiente de ATP en 1 min en las condicio-

ne o . . i’ : o g g
s del ensayo; siendo la actividad especifica, unidades enzimaticas/mg de
proteina.

Determinacién de proteina

X La proteina soluble de los extractos celulares fue determinada segiin el
:inetodo de BIURET™". Las lecturas obtenidas eran referidas a una curva estin-
ar preparada con albimina cristalina de suero bovino.

Reactivos Y sustratos

o LXIS azﬁc.ares seTlcillos y el lactato han sido obtenidos de Merck (Darms-

(St ,L €mania); el piruvato sédico, ATP y 2,4-dinitrofenilhidrazina, de Sigma

P B ol USA); el succinato sédico y el resto de los reactivos de
anreac (Montplet y Esteban, S. A. Moncada y Reixac, Barcelona).

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez biotipificada la cepa Salmonella typhimurium LT-2 como hemos
ol p‘;?izszn;a secciér}‘de Materiales y Métoclios, hemos sometido las ba-::te.rias
atzand. € mutacién. Comenzamos re'flhzando tres ensayos 'xlnutagem(l:os
glicere] v coms _fue-nt? de carh.ono’ selectiva lacta;tct y no selectiva ‘glucosa,
mmagén); aceratq,. sin obrt_;efmr ningiin r.esultado positivo. En un cuar.tt? ensayo
SUCcinatoeo en el que u,u.hzamos.la misma fuente de carbono selectiva pero
JonX como no selectiva, tuvimos la suerte de obte‘ner tr.es mutantes_que
compmb:;los AG 516, {&G 517y AG.518. Una vez ob_tfamdas simples colonias y
ensayado 4, para evitar una posible CO'nlfimmacnon, los mutantes fueron
s en placas para observar el crecimiento sobre diferentes fuentes de
Cal‘bono_
/ La Tabla I nos muestra que el mutante AG 517 no crece sobre lactato ni
Piruvato y no parece presentar lesion en el resto de las enzimas implicadas en
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TABLA I
Crecimiento de Salmonella typhimurium y sus mutantes en medio minimo sélido, conte-
niendo diferentes fuentes de carbono

Organismos Glu. Gal. Fru. Rib. Gly. Acet. Lact. Pyr. Sucec. Cit.
LT-2 + + + + + + + + + +
AG 516 H + + + + = = = + +
AG 517 + + + + + + - - + *
AG 518 - + = + 4 + = = + +

Abreviaturas: Glu., Glucosa; Gal., Galactosa; Fru., Fructosa; Gly., Glicerol; Acet., Acetato; Rib., Ribosa;
Lact., Lactato; Pyr., Piruvato; Succ., Succinato; Cit., Citrato.
Simbolos: +, crecimiento; —, no crecimiento.

la glucélisis, gluconeogénesis y ciclo de Krebs, ya que aparentemente crecen
como la cepa salvaje en los demds substratos ensayados. Estos mutantes,
presuntamente afectados en fosfoenolpiruvato sintetasa fueron elegidos para
determinar en ellos la actividad enzimdtica y realizar estudios de crecimiento
en medio liquido.

En la Tabla II se presentan las actividades especificas de fosfoenolpiru-
vato intetasa en extractos celulares de S. typhimurium LT-2 y AG 517 cuando
estas bacterias han crecido empleando glicerol o succinato como fuente de

TABLA I1
Actividades especificas fosfoenolpiruvato sintetasa en Salmonella typhimurium LT-2 y AG
517

Actividades enzimiticas
(umol/min/mg de proteina)

Organismos
Células crecidas Células crecidas
en succinato en glicerol
LT-2 0,017 0,013
AG 517 0,002 0,000

carbono. Estas actividades especificas tienen un valor muy bajo cuando se las
compara con las actividades especificas del resto de las enzimas de la ruta
glucolitica y gluconeogénica®. Sin duda, la fosfoenolpiruvato sintetasa es una
enzima inducible por algunos de los compuestos (piruvato o lactato) que la
utilizan como entrada exclusiva a la ruta gluconeogénica, porque cuando las
células crecen utilizando succinato como substrato la actividad enzimdtica es
semejante a cuando utilizan substratos glucoliticos, en este caso concreto
glicerol. Esto viene en parte a confirmar el hecho de que la via que une el ciclo
de Krebs con la ruta gluconeogénica, en estas bacterias, es la reaccién: OAA
+ ATP——>PEP + ADP + CO,. Por eso los mutantes afectados en fosfoe-
nolpiruvato carboxiquinasa® son incapaces de crecer en substratos intermedia-
rios del ciclo de Krebs. Por otra parte, con los mutantes AG 517, se demuestra
que aunque el PEP se puede formar a partir del piruvato a través del malato y
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oxalacetato (Fig. 1) por accién de las enzimas «mélico», malato deshidrogenasa
y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la tnica via que utiliza Salmonella, al
menos en las condiciones normalmente empleadas en el laboratorio. es la
reaccién: ATP + Pyr——= PEP + A1P + Pi.

Con objeto de conocer las propiedades de crecimiento del mutante AG 517
respecto a la cepa salvaje, cultivamos simultineamente los dos organismos en
medio liquido a 37°C y 200 rpm. Empleamos los substratos glucoliticos glucosa

Glucosa 6P
¢
|
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i
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?Hz C=0
|
COOH COOH
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NAD
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|
CH, NAD
|
COOH Ciclo de KREBS
Mdlico \ /
‘\ ks
o I}:(')Eurfi 1.-Posibles reacciones metabdélicas en Salmonella typhimurium. Las enzimas indica-
wilask r téurne'ms corresponden: (1) Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, (2) Fosfoenolpiruvato carbo-
» 3) Piruvato quinasa, (4) Fosfoenolpiruvato sintetasa, (5) Malato deshidrogenasa y (6)

NZima «malicon,
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y fructosa que utilizan el sistema de transporte PTS, galactosa, el transporte
activo y glicerol, difusién facilitada® y los sustratos gluconeogénicos succinato,
acetato y piruvato, que difieren notablemente en las primeras reacciones de
sus rutas metabdélicas.

Aunque algunos de estos compuestos han sido ensayados en medio s¢lido,
este medio sélo permite apreciar la presencia o ausencia de crecimiento
después de un periodo de tiempo relativamente largo. Sin embargo, el creci-
miento de una poblacién microbiana en medio liquido, puede ser considerado
como un proceso autocatalitico que bajo condiciones determinadas se realiza a
una velocidad exponencial de caracteristicas fijas. Durante el crecimiento
exponencial (que puede seguirse a intervalos de tiempos pequefios) el tiempo
de generacién o tiempo doble (t) es una magnitud constante.

En la Tabla III se muestran los tiempos de generacién del crecimiento en
medio liquido utilizando como fuentes de carbono distintos sustratos de las dos

TABLA III
Tiempos de generacién de Salmonella typhimurium LT-2 y AG 517 en medio de cultivo
liquido (37°C y 200 rpm) utilizando diferentes fuentes de carbono y energia

Tiempos de generacién
(min)

Fuentes de carbono

LT-2 AG 517

Glucosa 48 48
Fructosa 66 66
Galactosa 54 54
Glicerol 70 70
Succinato 90 85
Acetato 120 192
Piruvato 114 -

Lactato 90 -

Fosfoenolpiruvato 111 -

cepas bacterianas. Estos tiempos son practicamente idénticos cuando las
bacterias crecen en glucosa, fructosa, galactosa y glicerol, lo cual refleja que
tanto las enzimas de transporte como las de las reacciones implicadas en el
metabolismo de estos compuestos glucoliticos no se encuentran afectadas al
menos en las condiciones utilizadas en el laboratorio. El mismo razonamiento
puede aplicarse cuando se utiliza succinato como fuente de carbono. En
la misma tabla se indica el crecimiento de las bacterias sobre piruvato. Aunque
en los mutantes el piruvato podria ser oxidado a Acetil-CoA y diéxido de
carbono, las enzimas claves del ciclo del glioxalato deben estar presentes en
cantidades muy pequefias en las células crecidas en piruvato, ya que el
crecimiento de AG 517 es pricticamente nulo. De manera semejante a Esche-
richia coli la enzima PEP-sintetasa en Salmonella typhimurium ejerce la
accién conjunta de dos, la piruvato carboxilasa y la fosfoenolpiruvato carboxi-
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q}Jmasa, que se encuentran en mamiferos, aves, levaduras y algunas bacte-
rias®,'2,77 Un hecho notable es que los mutantes AG 517 tienen un tiempo
de generacién 1,6 veces mayor que LT-2 cuando el acetato es utilizado como
fuente de carbono. La explicacién mds convincente que encontramos es que
los anotrofos peps  acumulen piruvato procedente de PEP por la accién de
1'35 piruvato quinasas* y es un hecho conocido que este compuesto actia de
lrfhibidor de la isocitrato liasa®. Esta acumulacién es consecuencia de que el
piruvato, en AG 517, no tendria mas camino metabélico que el convertirse en
fﬁcetﬂ—CoA por accién del complejo piruvato deshidrogenasa el cual estaria
inhibido por el producto de la reaccién. En este caso, la reaccion PEP + ADP
— Pyr + ATP podria tener dos objetivos: Por una parte servir de fuente de
ATP y por otra constituir una véalvula de seguridad para evitar la acumulacién
de PEP, intermediario sumamente toxico para la bacteria.
En 1975 Samgr y col.' describieron un sistema de transporte en Salmone-
Ua typhimurium 1LT-2 (ausente en E. coli) para 3-PGA, 2PGA y PEP, los
cuales pueden ser utilizados como unica fuente de carbono. Trabajos posterio-
res realizados por el mismo equipo de investigacién han confirmado tal sistema
para ?}—PGA ¥y 2-PGA'S, pero no existe tal evidencia en el caso de PEP.
dEStUd.lC@ mas recientes sobre Salmonella llevados a cabo en el Departamento
bzcil:’i‘:li;nif{a de la Universidad de Ca]iforflia‘0 han demostrado que esta
e 1nt1ene al menos tres fosfatasas periplismicas y ALONSO, G.-OLALLA
;E;Rf;{m}? ha{l encontrado en una de ellas alta actividad enzimadtica por el
i ;ervi[;m aislado mutantes .afec.tados en esa fosfatasa. Los AG 517 s
0 para comprobar si existe un sistema de transporte especifico
E:i:;iiiz si ?.Or-el contrario la membrana de Salmonella. es semejante a la de
o posibilidcz i, lél?pel:m_eable a f?ste compuesto. En la Fig. 2 se muestran las
e a ;35;.4 i existiera un 51st.ema de trafnsporte para PEP, como lJ}“‘?PUo‘
05 rnmanty col. ,‘el compuesto se incorporaria C(-)mo tal -a la ruta glucolitica y
e g t?s 1podrlan cr.ecer_como la ce;l)a salvaje en dicho s'ustratf). ’Por. el
o accié,nS;e PEP se hidroliza a Pyr y Pi al atrave?ar f.:l espacio peripldsmico
e e la fosfatasa, los mutantes AG 517 serian mca.pa.ces de crecer en
mmamespjl;(z;sto. En la Tabla II-I .se puede observar el crecimiento nulo‘de }os
T 51? cuando se utiliza PEP como fue'nte de carbono, confirman-
ccion hidrolitica de la fosfatasa peripldsmica.

RESUMEN

Salrrf‘a:,ezan aisl_ado .mutantes d.e.ficientes en fosfoenolpiruvato sintetasa en
tagénicg alﬁyphtmunum LT-2 utilizando etﬂmetalmosulfonato como ager.lte mu-
S e cr: actato como fuente de carbono sel’ectlva. Los mutantes son 1ncap.a—
b Em(::tmocer en lactato y piruvato, crecen mas lentamente q_ue la cepa salvaje

Y como LT-2 en el resto de los substratos glucoliticos y gluconeogé-
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Pyr =—— Pyr —JIPEP| +— PEP
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b3 A
‘ Citrato
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KREBS

Figura 2.-Posibles rutas de transporte del fosfoenolpiruvato (PEP) en Salmonella Typhimu-
rium LT-2.

nicos ensayados. Tampoco son capaces de utilizar fosfoenolpiruvato como
tinica fuente de carbono, sin duda, porque este compuesto es hidrolizado a
piruvato en el espacio periplismico por una fosfatasa.

GLUCONEOGENESIS IN Salmonella typhimurium: STUDIES WITH
MUTANTS

SUMMARY

Deficient in phosphoenolpyruvate synthase mutants have been isolated in
Salmonella typhimurium LT-2 using etilmethanesulfonate as a mutagenc
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agem'and lactate as a selective carbon source. These mutants are unable to
grow in lactate and pyruvate. They grow more slowly than the wild strain in
acetate and like LE-2 in the rest of tested glucolitic and gluconeogenic substra-
tes. They are also unable to use phosphoenolpyruvate as the only ca;bon
sou_rce, undoubtedly becouse this compound is hydrolyzed to pyruvate in the
periplasmic space by a phosphatase.
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ACTIVIDAD DE LA CLINICA MEDICA DE LA FACULTAD DE
VETERINARIA DE LEON EN EL BIENIO 1978-1980

Por F. Prieto Montana
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A. Montes Cepeda
P. Garcia Partida

La Facultad de Veterinaria a través de sus servicios de Clinica Médica y
de Clinica Ambulante del Departamento de Patologia General Médica y de la
Nutricién, ha realizado una cotidiana y meritoria labor clinica a lo largo de este
bienio (1978-1980), que estudiamos estadisticamente a fin de establecer las
diferencias con la actividad clinica de los afios anteriores' 22 % y de esta
forma poder constatar la evolucién que presenta la clinica, tanto de animales
de compaiiia como de animales de renta en el drea de influencia de la Facultad
de Veterinaria de Ledn.

El niimero de casos estudiados por los miembros del Departamento ha
ascendido en este periodo a 2.310, representando un aumento del 32,8 %
respecto al bienio anterior®, siendo esta actividad desarrollada en la provincia
de Le6n y limitrofes, asi como en aquellas que no siéndolas, se encuentran
relacionadas por su situacién geogrifica con esta Facultad.

Es de resaltar, en primer lugar, que el niimero de hembras sigue siendo
superior al de machos (58,7 % y 36 % respectivamente) si bien esta diferencia
es menos notable que en el bienio anterior® (62,7 % y 28,6 % respectiva-
mente), esto es debido a que el niimero total de perros se ha elevado, incre-
mentandose dentro de ellos el de machos, que alcanza el 61,4 %.

Haciendo un estudio por especies (Cuadro 1), observamos que los bévidos
contintian siendo los mas numerosos, con 943 casos, lo que supone un 40,8 %
del total; sin embargo, la especie que mas incremento ha sufrido son los perros
con 885 historias clinicas, es decir, un 38,3 % frente al 30,5 % del bienio

An. Fac. Vet. Leén, 1980, 26, 27-31.
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