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INTRODUCCION

El glucopéptido de las paredes-celulires bacterianas estd formado
por ires tipos de cadenas diferentes:

A) Cadenas de gliicidos, en las que alternan N-acetil glucosamina
¥y 4cido N-acetil murdnico en uniones 8-1,4.

B) Cadenas peptidicas del tipo L-alanil-D-glutamil-L-lisil-D-alanina,
pudiendo a wveces ser sustituido el acide D-glutdmico por diaminopimé-
lico.

C)} Puentes de unién, de distintos tipos, especificos para cada es-
pecie, aungue sujetos a una amplia variacién. Pueden ser uniones di-
rectas al péptido, por medio de aminoacidos, por uniones caheza-cola
.0 por grupo =-carboxilo del Acido glutimico con una cadena vecina.
Para las bacterias gram negativas, el glucopéptido puede degradarse
por accién de una N-acetil glucosaminidasa (WwITESIDE y CORFE, 1969),
.que no es activa para bacterias gram positivas (MarTiv y KEMPER, 1970).

Preparaciones de lipidos A, banda covalente en los lipopolisacaridos
de paredes celulares de bacterias gram negativas, contiene glucosami-
mna, icidos grasos, fosfatos y, frecuentemente, pequefias cantidades de
-etanolamida. Por hidrolisis acida ha podido comprobarse que gran parte
de los residuos de glucosamina estin acetilados. En algunos microorga-
‘nismos estd reemplazada la glucosamina por galactosamma {CosTER-
ToN et al., 1974). :
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La sintesis de glucosamina se lleva a cabo por una glucosamina
sintetasa que utiliza glutamina como donadora de grupos —NH,
(LowERrs y RocErs, 1956), La glutamina es, a su vegz, sintetizada, por
una glutamina sintetasa.

MATERIAL ¥ METODOS

FProteus wmirabilis, NCIB 5887, mantenido en medios sélidos reco-
mendados por MacaRa y Ruiz (1967) se sembraron en medios liquidos
recomendados por los mismos autores y suplementados con glucosa,
sulfato amoénico o glutamina en los casos y a las concentraciones que
se indiquen. Las bacterias eran crecidas sobre estos medios liquidos.
a 37 C en una agitacion de 120 oscilaciones por minuto. Las célu-
las, cultivadas segan las condiciones requeridas en cada caso, eran
recogidas por centrifugacién a 16.600 x g durante 1¢ minutos a 4° C,
lavandose posteriormente con tampdn fosfato de 76 mM de pH 7,7,
La ruptura de las células se llavaba a cabo por sonicacidon en un osci-
lador MSE durante 1 minuto con proteccion de hielo, afiadiendo al
tampén de extraccién 2-mercapto etanol 0,14 M. FEste extracto crudo
era centrifugado a 28,000 x g durante 20 minutos a 4° C, utilizdndose
el sobrenadante como extracto libre de células.

Las actividades hexosamina sintetasa y N-acetil hexosamina sinte-
tasa se estimaban mediante el método de DiscuE vy BORENFREUND (1950).
Las proteinas se valoraban por el método de Lowry et al. {(1951). La
separacion de los diferentes enzimas para sintesis de aminoaziicares se
llevé a cabo por filtracién a través de columnas de Sephadex G-200,
de 21 c¢m de altura por 2 cm de diametro, equilibradas con tampdn
fosfato 1 mM de pIE 7,7, eluyendo las protinas al aumentar la molaridad
de! tampon.

REsvrLTAaDOS

Para la deteccidn de enzimas que conducen a sintesis de hexosami-
nas v N-acetil hexosaminas se sembraron bacterias en los medios des-
critos, suplementados con glucosa 50 mM y sulfato amdnico 40 mM.
Para un periodo de diez horas, la actividad enziméitica en extractos ace-
lulares para sintesis de N-acetil hexosaminas aumenta paralelamente al
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crecimiento de la poblacién bacteriana, estabilizindose a partir de las
8 horas de cultivo. Por ¢l contrario, la actividad enzimatica para sinte-
sis de hexosaminas muestra un desarrollo cuatro veces menor, estabili~
zandose a partir de las cuatro primeras horas de cultivo (hgura 1).

Asi mismo se han determinado idénticas actividades enzimiticas
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Figura 1.—Crecimiento v actividades de sintesis para
hexosaminas y N-acetil hexosaminas en culiivos de
Proteus mirabitis sobre glucosa y sulfate amdnico.
(@) crecimien'o; (M) N-aceill hexesamina sintetasa
en células; (A) hexosamina sintetasa en células;
(T N-acetit hexoszmina sintetasa en medio: (A)
hexosamina sintetasa en medio,

en los medios en que las células han sido culiivadas una vez eliminadas
éstas por centrifugacion. En el periodo de experimentacion de diez
horas no aparece ninguna actividad para sintesis de N-acetil hexosa-
minas excretada al medio. Por e} contrario, la actividad para sintesis
de hexosaminas aumenta progresivamente en el medio, alcanzando
para las diez horas de cultivo un valor doble que el encontrado en los
extractos acelulares (figura 1},

Cuando el sulfato amonico es sustituido por glutamina 40 mM, las
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actividades enzimdaticas analizadas muestran una conducta de aparicion
radicalmente distinta a la descrita en el caso anterior. Durante Ias
diez horas de cultivo, la poblacién bacteriana no experimenta nigim
crecimiento v en los extractos acelulares no se detecta, para ningunoe de
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Figura 2 —Crecimiento y actividades de sintesis para

hexosaminas » N-acetil hexosaminas en culiives de

Protews  mivabilis sobre glucosa y glutamina. (@)

crecimiento ;. (®) N-acetil hexosamina sintetasa en

células: (A) hexosamina sinterasa en células; ([J)

N-acetil hexosamina sintetasa en medio; (A) hexo-
samina sinieiasa en medio.

los tiempos, actividad apreciable de sintesis de N-acetil hexosaminas.
Sin embargo, la actividad enzimitica para sintesis de lhexosaminas
existe en este caso, estabilizdndose a partir de las cuatro primeras
heras de cultivo, aunque el maximo nivel obtenido es aproximadainente
tres veces inferior al encontrade para bhacterias que crecen sobre sul-
fato amdnico (figura 2).
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Al ser medidas las actividades enzimaticas en los medios de cultivo,
se¢ encuentra un incremento exponencial para el enzima de sintesis de
N:acetil. hexosaminas, constante para las diez horas de experimenta-

cion. IIl enzima para sintesis de hexosaminas aumenta en las cuatro
primeras horas, estabilizandose a p

artir de este tiempo (figura 2).
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Figura 3.—Filtracion a través de columnas de Sephadex G-200
de extractos libres de células y medios de cultivo, previumente
dinlizadas, detectando en ellos actividades N-acetil hexosaming
sintetasa. (@) coxtracto iibre de células crecidas sobre glucosa y
sulfate amonico ; (O} medio de cultivo correspondiente a las cé-
lulas ecitadas; (x) extracto libre de células crecidas sobre pa'ac-
tosa v csulfato amonico: (A) extracto libre de célu'as crecidas
' sabre manosa y sulfato aménico.

Al existir enzimas endocelulares y-exocelulares que conducen a la
sintesis de aminoazucares habria que averiguar si se trata de una {ini-
ca proteina enzimatica o de dos proteinas distintas, Una aproximacion
a tal caracterizacién seria investigar el comportamiento en filtracion
a través de Sephadex G-200 de ambos sistemas enzimiticos. Para ello,
se-cultivan bacterias en medios suplementados con glucosa 50 m My sul-
ato amonico 40 miM durante ocho horas,” periodo en el cual la apari-
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cion de enzimas que conducen a la sintesis de N-acetit hexosaminas
¢s maxima. 2] medio, después de desecado a vacio, fue disuelto en
10 ml de tampén fosfato L mM, pH 7.7. Esta disolucidn, asi como ¢l
extracto libre de células correspondiente, fueron dializados durante
5 horas a 4° C frente a tampon fosfato de igual molaridad y pH, cam-
biando dos veces el bafio de agitacion. Ambas muestras fueron entonces
pasadas por una columna de Sephadex G-200, de 21 cm de altura por
2 om de didmetro, cauilibrada con el mismo tampon, Las fracciones,
de 10 ml de volumen, son eluidas utilizando tampones fosfato de mo-
laridades crecientes desde T o 500 mM, valorAndose en ellas la actividad
de sintesis de N-acetil hexosaminas. Los resnltados ebtenidos se expre-
san el figura 3,

Para extractos libres de células aparecen tres picos de proteinas con
actividad N-acetil hexosamina sintetasa mientras que en el medio apare-
cen solamente dos picos ceincidentes con ¢l segundo v tercero mos-
trados en-los extractos libres de células.

Aunque las reacciones de sinfesis in vitro se utilice glucosa como
sustrato, el método no c¢s especifico para N-uacetil glucosamina v al
poder no ser absolutamente especificas las sintetasas para las diferen-
tes N-acetil hexosaminas, se puede pensar que los distintos picos en-
contrados podrian corresponder a ires enzimas distintos, una de las
cuales sintetizaria N-acetll glucosamina, Para investigar este punto se
hicieron otros dos cultivos en las mismas condiciones pero substituyen-
do glucosa por galactosa o manosa en las mismas concentraciones.
LLos resultados obtenidos por filtracion a través de Sephadex G-2(0
de tos extractos lihres de células obtenidas a partir de cultives de ochao
lioras de crecimiento s¢ expresan en la misma figura 3. Por compara-
cidn con el diagrama de elucidn anteriormente descrito, se observa
que el pico de proteina con actividad enzimdtica eluido a los 110 ml
de filtrado en extractos acelulares de hacterias cultivadas sobre glu-
cosia s¢ muestra impar, siendo repetitivos los correspondientes a las
fracciones eluidas a 50 v 70 ml de filtrado en células crecidas tanto
sobre galactesa como sobre manosa,

Discustianw

Las actividades de sintesis de hexosaminas v N-acetil hexominas
estarian invelucradas en la formacion de paredes celulares, estando
en funcion de ta presencia de sulfato amoénico en los medics de cul-
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tivo. El aumento en la activtidad de ambos sistemas enzimaticos en--
docelulares proporciona un crecimiento active a la poblacion bacte-
riana y estd acompafiado de poca o nula excrecion de los enzimas al
medio de cultivo, Sin embargo, al sustituir sulfato amdnico por gluta-
mina, verdadero substrato de la reaccién enzimitica, la actividad de
ambos enzimas endégenos desciende, haciéndose nula la que conduce
a N-acetil hexosaminas. Esto estd en relacion con la falta de crecimien-
te de la poblacidn bacteriana, ya que la ausencia de actividades enzi-
maticas endocelulares no permitiria la formacién de suficientes cantida-
des de hexosaminas para sustentar el crecimiento de las paredes celula-
res. Ein este caso, sin embargo, no puede hablarse de anulacion de la
sintesis de dichos enzithas, sino de su excrecidn polarizada a los medios
de cultivo. _ ‘

Una posible explicacién de estos fenémenos podria ser el qué se
tratara de dos enzimas distintos, Sin embargo, los resultados pbtenidos
por filtracién a través de Sephadex G-200 parece indicar lo contrario.

Se han tratado de aislar las tres- actividades enzimiticas encami-
nadas a la sintesis de tres N-acetil hexosaminas distintas. Creemos que
la actividad N-acetil glucosamina sintetasa estd bien caracterizada, elu-
yendo en la misma fraccidn sea cual sea su localizacion. Los dos picos
de elucién que no corresponden al citado podrian corresponder a en-
zimas de sintesis de N-acetil galactosamina y N-acetil manosamina, va
que se sintetizan preferentemente en bacterias que crecen sobre galactosa
y manosa respectivamente, De la misma manera que para la N-acetil
glucosamina sintetasa, existen dos poblaciones enzimaticas, una endo-
celular y otra exocelular, aparentemente sintetizadas por idéntico proceso
v teniendo el mismo tamafio molecular,

REsuMEN

La aparicién de enzimas que sintetizan hexosaminas y N-acetil he-
xosaminas en células de Proteus mivabilis que crecen sobre glucosa es
maxima cuando se utiliza sulfato amdnico como fuente de nitrdgeno. Su
sustitucién por glutamina no impide la sintesis de amhos enzimantes,
pero estos son preferentemente excretados al medio, Los sistemas
enzimaticos para sintesis de N-acetil hexosaminas detectados parecen
estar constituidos por tres proteinas distintas que parecen producir pre-
ferentemente N-acetil glucosamina, N-acetil galactosamina y N-acetil
manosamina.

El enzima que sintetiza N-acetil glucosamina es una finica profeina,
tanto si es endocelular como exocelular,
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SUMMARY

Appearance of enzymes which synthesize hexosamines and N-acetyl
hexosamines in Profeus miviabilis growing on glucose is maximun when
ammonia sulfate is used as nitrogen source. Glutamine in the media
permits the synthesis of hoth enzymatic systems but they are excreted
to the media. The enzymatic systems for N-acetyl hexosamines synthe-
sis content three distinct proteins, one of them producing N-acetyl
glucosamine.
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