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CON~-g: CON adicionado de 0,1i% p/v de glucosa

U.V. @ Ultravioleta

D.0.: Densidad 6ptica



I). Presentacién

La- membrana citoplasmitica intervieéne en una serie de
importantes funciones celulares. Entre ellas la mermeabilidad, el
transporte de electrones y los nrocesos de produccibn de enerria,
la sintesls de diversas macromoléculas, 1la reolicacifn del ADN, v
la divisibtn celular, son almgunas de las actividades gue sparecon

relacionadas a esta estructura,

Una serie de evidencias permiten inferir rao la mopr »n-
na podria estar relacionada también con los mecanismos cue llevan

a cabo la reparacifn del ADN,

El motivo del presente trabajo fue exnlcrar las poaibi~

lidades que ofrecfa la cepa DAB2 de Salmonella tyrhirurium (1) co-

mo modelo para investigar la existencia de esas relsciones, ya aue

puede ger alterada en forma reversible con solo variar la osmolali

dad del medio.

El trabajo experimental realizado tuvo por objeto, en
una primera marte, ampliar los conocimientos sobre las disfuncio-
nes que la osmolalidad del medio provoca en la envoltura de esta
cepa, Posteriormente, esta informacidn sirvid de base para el es-

tudio del comportamiento de DAB2 frente a las radiacicnes..
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II). Envoltura de las bacterias Gram negativas; estructura y
Punciones "’ ;
La envoltura de las bacterias Gram negativas esti com-
puesta por tres capas diferentes: la membrana citcplasmética, el
complejo de mureina y lipoproteina, y la membrana éxterpa. Estas
dos ftiltimas capas son consideradas frecuentemente como un conjun

to, que se denomina "pared celular" (la).

La membrana citoplasmatica es similar a otras membranas
biolégicas, en su constitucidén intervienen fosfolipidos y protei-
nas; estos componentes se disponen formandc una estructura que
responde a 1o que Robertson definié como "unidad de membrana" (2) .
Se han aislado de esta capa diversos fosfolipidos (3, 17), pero
1la mayor proporcidn corresponde a sdlo tres componentes, estos
son: fosfatidil etanolamina, fosfatidil glicerol,y cardiolipina,
que representan el 60%, el 32%, y el 7% respectivamente del con=-
tenido total (4). !

Estos compuestos, ademas de su importancia como elemen-
tos estructurales, son imprescindibles para la actividad de diver

sas enzimas relacionadas a esta capa (5).

Por otra parte, se estima que la membrana citoplasmética
contiene cerca de 100 proteinas diferentes (6). Mediante electro-
foresis en gel de poliacrilamida se ha podido resolver un nimero
de bandas que corresponde aproximadamente a dicha estimacién (4,
7, 8, 9), pero hasta el momento, sbélo unas pocas de esas bandas
han podido ser identificadas o relacionadas a una funcién cono-
cida (10, 11, 12),

Esta membrana constituye una eficaz barrera de permeabi-
1idad capaz de excluir a muchas substancias (13). Sin embargo, al
gunas pueden penetrarla a través de mecanismos especificos de
transporte(14). Esta propiedad permite retener dentro del citoplas
ma a las'moidculas que son recolectadas por dichos mecanismos,

asi como también a muchos metabolitos intermedios (15) .
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De esta forma la- cblula puede acumular los materiales que
necesita, atin en contra de un elevado gradiente de concentracidn, y

mentener su balance osmbtico freohte a lag variacienes del medio (16)

i

El control de 1la permeabilidad es tan s6lo una varte de
las funciones relacionadas a la membrana citonla~mitica; ests estruc
tura sirve también de soporte a una serie de procesns de singular
importancias vara la vida celular, pues provee un ambiente adecundo
para la organizaci6n y funcionamiento de una variedad de enzimas
y Fomplejos‘multienziméticos (la, 2, 13, 14, 18,19 v 21). Asi es
que, los mecanismos de respiracibn y oroduccihn dn enerria estén
asociados a la cara interna de esta membrana (24), y tsnbién de-

pende de ella la replicacibén del ADN (25).

Finalmente, cabe destacar la importancia que reviste es-
tg capa para el resto de la envoltura, pues en ella se sintetizan
las proteinas que la-componen (23), asi como también los fosfoli-
pidos (18, 19 y .20), el lipopolisacérido (20 y 21), y las unidades
fundamentales de la estructura de la.murefina (20,22),

Situada externamente respecto de la membrana citonlanmé-
tica se encuentra la capa de mureina-lipoproteina (23). La mureina
es un glucopéptido, en su composicibn intervienen largas cadenas
lineales gue cpntienan.residuoa-alternados de N-acetil glucosamina
¥ fcido N-acetil murdmico y puentes que lae relscionan formados por
dos tetrapéptidos unidos entre sl y al &cido murémico mediante en
laces peptidicos (26),

En E, ¢oli- (27),'y posiblemente en Solmonella (28), el
tetrapéptido contiene~1-alahina, écido d~glu§émico, &cido mesodia-
minopimélico y d-alanina., Esta estructura confipgura une gren molé-
cula que tiene la particularidad de ctrecer junto con la bacteria
(23), y que cuando se la aisla mantione la forma del organismo de
orien (29), Cuando las bacterias son tratadas con lauril sulfata

de sodio en ealients, 1a poprefnn ne ohtiope comn unn halpn Eaebonsd
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de grénulos de proteina (305; 1a naturaleza de estos grinulos fue
extensamente estudiads por oi grupo de Braun (27, 31, 32, 33), es-
tos autores determinaron que la pro:eina ‘que aparece unida al glu-
copbéptido de E. coll tiene un neso molecular cercano a 7,000,y es
uns larga cadene de upos 1a#nntaeilqgmitud, en uno do cuyos exire-
mos aparece unide en forme coxa}ente un componente livfdiceo que

~.contigne principalmente scido pelmitico, '

K &y Al

Se ha demostradp.gque gsa lipoproieins.aparece libre en
el espacio periplasmico cuando recién se gintetiza, y sblo en
un segundo paso,se~rélagiona con la wureina uniéndosq por covalen-
cia @ los residuos de &cidg diaminopimélico (34, 42), esa unibn

.08 muy-sensible a la accibén de la tripsina (27).

(WY
Wt

. ;{Esta capa es conslderada como la princinal resnonsable
del mantenimiento de la rigidez y estabilidad de la envoltura (29,
35, 36). La membrana citoplasmética parece estar en estrecho con-
kacto con ella, esio se.deberfe en primer lugar a la existencia
de 8reas de adheosifu entre ambas estructuras (37, 39, 40). Dichas
4reas, que puedem observarse claramente en células plasmolizadas,
sop: por el momentqp de naturaleza. desconocida.

. B -

, En segundo término debe considerarse el efecto de la pre-

eibn)do turgencia, ésta empujaria a la membrana contra la mureina

Yy seria otro-factor de eohesién enire ambas estructuras (é).

v s et s & 1

El complejo de mureina y lipoproteina esté intimamente
relacionado a la membrana externa, a tal punto que muchos autores
consideraban a ambas capas ¢omo una sola, identificéndolas con la
pared celular (la, 2), Existen eviqenc%a§ de’.que las molbéculas de
lipoproteina gse orientan en forma fadiéltextendiéndoso hacia Ja
membrana externa y relacion&ndose estrechamente a ésta (23), posi-
blemente a través de interacciones hidrofébicas (38), y sirviéndo-
le de anelaje. El tratamiento con trimsina de envolturas celulares

foalavan o ay orin desopmans et I r» mper 1o nnibn ~ntrea
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la lipoproteina y la uuroipa, de tal manera que la envoltura se se-
para en dos capas (27). Otro posible rol de la lipoproteina, ademés
de soportar la membrana externa, es el de servir para mantenerla a.

una distancia fija y determinada de la membrana citoplasmatica (23).

La membrana externa, si bien en cortes ultrafinos observa-
dos por microscopia electrénica presenta una apariencia similar a
la de la membrana interna (2), difiarolnotableménte de ella en otros
aspectos (41). En su composicifn, ademés de fosfolipidos y protei-
nas, interviene un integrante exclusivo de esta capa: el lipopolisa-
c¢&rido (2). Los fosfolipidos son los mismos que aparecen en la mem-
brana interna, pero difleren en la propo?cibn en que se encuentran.
El lipido predominante es la fosfatidil otanqlamipa que representa
entre el 85 y el 90 por clento del total de fosfolipidos, el resto
corrésponde a fosfatidil glicerol, y a una peQueﬁa cantidad de car-

diolipina (4).

Con rospecto a los componentes proteicos, eata capa tiene
1a caracteristica de contar con unas. pocaa ogpecles diferentes gue
se hallan en una elevada proporcibn (#3, 4i), Mediante electrofore-
sis en gel de poliacrilamida Ames (7), determind que cerca del 80 %
de las proteinas de la membrana externa de Salmonella tyvhimurium se
distribuyen en cuatro bandas a las que denominé 33 K, Bu.K, 35 Ky

Y 36 K, de acuerdo a su peso molecular aparente,

El libopolisacéridoA(en adelante LPS) de Salmonella se com-
pone de una cadena.compleja‘de polisacérido gnida covalentemente a
un lipido, denominado lipido A, que contiene glucosamina, fosfato y
&cidos grasoa (45). El poliaacérido consta de una porcién central y
de cadenas latorales, estas tltimas constituyen el antigeno periféri—
co "O" y en Salmonolla typhimurium estén formadas por unidades rope-

titivas del polisacérido ramificado abecuosil-manosil-ramnosil-galac
tosa (20). '
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La estructura rundnmentai de .1a membrana externa esth
dada por uﬁq dqplo capyy?ormada por fosfolipidos (17), Las pro-
teinss que en general éarecen ser'eXtiemadamenté hidrofébicaa (23),
se unen a estd capa a través de intéfacciones con las cabezas po-

lares y con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolinidos.

El linOpoliéacérido'forma también parte inte~ral dn osta
estructura s la que se relaciona mediante dos mecanismos diferen-
tes; el orimero es a través de interacciones ;6nicas~é hidrof6-
bicas con las otras moléculas de 1a membranaj el se~indc mécanis-
mo imniica la unibn mediante. cationes divalentes a otres moléou-

1as de LPS (46).

Las moléculasg de LPS ligadas de esta (1tiv-a forma son
liﬁeradas por tratamiento <on EDTA (53), Se postula que el LPS
se dispondria s6lo en la éara externa de esta membrana, con el
© polisacérido sobresaliendo de la estructura bésica, Quienes sos-
tienen esta'ﬁipéteéis (LG), argumentan que la longitud de las
cadenas litarales, que 2lcanza a 500 ﬁ, no permitir{a la ubica-

c¢ién del LPS en la cara interna por falta de espacio suficiente.

La membrana externa se comporta como un tamiz molecular
que tesulta completamente 1mpefmea$1e a compuestos. hidrofilicos
de peso molecular supériqr a 1000 (47, 48), E1 pasajé de molécu-
‘lasg mhs pequefias se réaliza a través de pores d,capales en cuya
formacibn intervienen algunas de‘ias proteinas mayb}itapias
de esta capa.(49,‘50,'51)r Adem8s, la memdbrana externa ﬁarece cum-
‘plir un rol més especifico en la permeabilidad, puesto que contie-
ne varias proteinas implicadas'en.el'tranSporte de vitamina B-12,

. hierro y maltasa (52).

Si bien la continuidad bésicﬁ necesaria para producir
una barrera estb dada por la tendencia de los fosfolividos a for-
mar una?bicaéa, 6l LP5 constituye también uﬁé parte muy importan-
te de oﬁa barrera, Una mutacibn que acorta la cadenn dcl palicash-
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lugar a un asumento de la penetresbilidad de la membrans externa
(46, 53),y exponen sitios sensibles a la accibn de fosfolipasas
(54). Cuzndn se pilerde la contjinuidad de 1s membrans nxterna, yn
sea por causas de oriren genético (55, 56, 57), o debido a cler-
tos tratamientos (58, 59), se liberan al medio una serie de enzi-
mas hidrol{ticas v nrotefnas de asociscibn, Kstan prnitefnas vro-
vienen de un compartimiento, denominado espacio periplasmico
(23), que csté limitado hacia el interior por 1a mermhrana =ito-
plasmbética v hacia afuera por la membrana externas eosto impliinn
una supervosicifn entre este esnacin y el comnlets murefna-1+ra

proteina (50).

El espacio periplésmice reflejs, mosiblemente, 1la ne-
cesidad biolbgica de disponer fuera del citoplasms a una serie. do
productos potencialmente péligrosos paras la intepridad celulr~,
como lo son las enzimas hidroliticas (23, 61). Por otra parte,
el hecho de que bacterias privadas de las capas externas de iz
envoltura puedan respirar y transportar aminohecidos (62), surie-
re que &1 bien en la zona periplésmica se encuentran una sorie
de compuestos que permiten a la membrana interna disnoner de un
amblente propicio cuando las bacterias se encuentran en un medio
adverso; estas estructuras no son imprescindibles cuando las bac-
terias son incubadas en un medio favorable desde el punto de vista

osmbtico v metabblico.
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111). Efecte de las radiaciones scbre las bacterias, mecanismos de
reparacibn.

Las bacteriss poseen cierta aptitud para sobrellever los
efectos letsles y mutagbnicos de diversos agentes capeaces de pro-
ducir dafios y alteraciones en su material genético. Esta cap~clizd
se atribuye princirulmente a la existencia de moecanismcx enzimdticos
de repsracibn (63). Dichos mecanismos actfisn cobre el ADN daiiad: Jau-
do lugar a reacciones que varfan eegln la naturaleza del defectc, ¥y
que an general llevan a la remociln de la lesibn o productc ofenszivo

(64).

Los procesos de reperacibn més estudiados y conocidoss son
los que actfian sobre las lesiones causadas por la luz ultravioleata,

y por rediaciones ionizantes, especlalmente X y Camma (65).

La radiacién ultravioleta comprende longitudes de onda entr
40 y LOOO A, (66). Para nuzstros fines la zonz de mayor interés es la
llamada ultravioleta lejeno, y abarca de 2000 a 3000 A aproximasdamen--
te. Los mayores efectos blolbgicos se manifiestan a 2600 A, esa lon-
gitud de onda corresponde a la méxinma absorcibn del ADN, que es con-
siderado el blanco mls importante para los efectos letoles de eazta
radiacidn (67). Por razones précticas la longitud de onda més utiliza
da e8 de 2537 K, ya que puede cbtenerse flcilmente y con un alto gra-
do de pureza utilizando una lSmpara de mercurio de baja presiin (66,
67). La regién denominada ultravioleta cercano, que incluye longitu-
des de onda de 3000 a LOOO ﬁ. resulta también de interés. Im esta re-
gibn se manifiestan los fenlmenos de fotoreactivacién (68), que se-

rén considerados mis sdelante,

Los compenentos del ADN rés afectados por la radiacibédm ultr
viclets son las pirimidinee, ya que resultan modificsdas con unz efec-
tividad diez veces mayor que las purinas (69). La lesidén més sipnifi-
cativa es la diinerizacibén de dos pirinidinas adyacentes, En este pro-

ceso lus bases so relacionan medlantce dos uniones carbeno-carbono,una
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entre las posiciones 5, y la otra entre los carbonos 6, de esa ma-

nera se crea un-anillo de ciclobutano entre las dos pirimidinas (70).

Esto 1lleva a la ruptura de las uniones hidrbgeno con las

bases complementarias y a la deformacibén de la cadena del ADN (71).

El dimeroc formado mls frecuentemente es ol de timina-timin
en segundo lugar el de timina-citosina, y finalmente el dimerc cito-

sina-citosina (71). La importancia biclégica de estos fotoproductos

se refleia en la disminucibn de la sobrevivencia de las bacterisz y

de la actividad transformante'dgl ADN cusndo se incrementa el cunte-

nido de dimeros (67,72). Por el contrario, estas actividodes ze re-

cuperan cuando los dimeros son eliminados (73,73a),

Algunos de los déﬁosAproducidos por ultravioleta, tales
como la hidratacibn de 1la unibn 5-6 de las pirimidinas, son fhcil-

‘mente reversibles y se los considera de escasa importancia biclifel-
, A ,

ca (69). Otrds, tales como el corte de una de las bandas del LD,
la produccibn de entrecruzamientos entre bandas del ADN, y de unio-

nes.con otras macromoléculas, se producen con baja frecuencis, y no

"tienen mayor trascendencia en condiciones normales, sin embargo pue-

" den ser importantes como agentes inactivantes de bacterias que re-

sisten altas dosis de radiacién (74).

51 bien los dimeros de pirdimidina no son los tnicos foto-
productos del‘ADN, ni explican todos los eféctoa de la radiacién ul
travioleta, pueden considerarse la lesibn més frecuente e importante.
Por este motivo,. todos los argumentos acerca de la reparacibén de los

dafios producidos por ultravioleta giran alrededor de la remocidn de

es0s dimeros (75).

Los rayos X son producidos por el frenamiento de electronés
réridos mediante matériales de elevado nGmero ntémico, mientras que
los rayos'cumma 56 6rikinan en el nlcleo, y a menudo acompafian la
omisibn de particulas A1fn y Beta, Sin embarro, ambas son radiscioner

-
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en su origen producen efectos biolSgicos semejantes (74), Este tipo
de radiacién afecta al ADN de dos menerasi por efecto directo a tra-
vés de la absorcibn de energia por esta macromolécula, y por efecto
indirecto mediante interacciones con el medio (69). En este Gltimo
caso, el ADN puede recibir energia de otras moléculas que han sido
excitadas por la radiacibn, o bien meccionar quimicamente con los

radicales libres formados en el medio (76, 77).

Todos los componentes del ADN son sensibles en mayor O menor
grado a las radiaciones ionizantes. Las bases pueden ser alteradas,
principalmente a nivel de 1la unibn 5-6 o bien destruidas parcialmen-
te (78). La unibn N-glucosidica también es susceptible a la radiacién,
en este caso el resultado es la liberacién de bases intactas (79).
Otra consecuencia provocada por las radiaciones ionizantes es la for-
macidbn de uniones, como en el casc de la radiacibn ultravioleta, se
forman entrecruzamientos entre las dos bandas del ADN, o entre el ADN

y. otras macromoléculas (74).

Las uniones hidrbgeno también pueden ser afectadas dando
lugar a la desnaturalizacibn parcial del ADN (78)., Sin embargo el da-
fioc més importante causado por estas radiaciones es la formacibn de
cortes en la cadena del ADN. Estos cortes se originan como ccnsecuen-
cia de un efecto directo sobre la unibn fosfodiester, o a través de
los dafios sufridos. De todas maneras el resultado es la ruptura de la
cadena y la aparicién de un fosfaté en la posicibn 3" & 5% (74). Cada
uno de estos cortes afecta una sola banda del ADN, si dos de ellos
coinciden en localizaclones aproximadamente opuestas, aparece un do-

ble corte.

El nfimero de cortes producido por una determinada dosis de
radiacibén sobre AD& alslado, es igual en condiciones aerbbicas y
anaerbbicas (69), Sin embargo, in vivo esta respuesta puede ser mo-
dificada por interaccién con otras moléculas pudiendo llevar a la pro
duccibn de diferentes efoctos fisicoquimicos de la radiacibn en pre-

sencia o ausencia de oxfrono (G2, 74).
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De todas las modificaciones producidas en el ADN por las

‘radisciones ionizantes, los cortes de una sola banda son sin duda -

las més estudiadas, Esto se debe en parte a que estos cortes son el
dafio que aparece con mayor frecuoncia (%), ¥ ademss son facilmente
dutectablas, 1o que permite seguir'su evéluciﬂn utilizando métodos
kimplea (80). No sucede lo mismo con otras lesiones, que en siste-
mas biolégicos complejos son de deteccibn dificﬁltosa, y muchas ve-

ces imposible (74).

Se conocen por el momento cuatro diferentes mecanismos de

reparacibn, Uno de ellos es muy'eapecifico en cuanto al dafio que pue

‘de remediar, mientras que los otros corrigen una amplia variedad de

defectos (63,64,65,75). Aunque se los caonsiderar& separadamente, no

‘deben tomarse como sistemas alslados, ya que generalmente actfian en

forma complementaria y coordinada (81).

Debe ademis tenerse en .cuenta el hecho de que algunos pa-

B08 son compaftidos,con otras funcicnes celulares

Si el ADN contiene dimeros de pirimidina, esas lesiones
ppeden ser reparadas por el mecanisio de foto-reactivacibn. Este es
un proceso altamente eficiente, y ha sido descripto en una variedad
de sistemas biolbgicos (67,68,82). Lo lleva a cabo una enzima que
necesita para actuar luz de una longitud de onda‘cercana‘a los 360
nm (83), La reaccibn se compieta en tres etapas que ‘se represenféﬁ
en forma esquemética en la figura 1. En primer lugar la enzima for-
ma un complejo con el ADN (1-c¢), la unibn tiene lugar sblo si el
ADN éontiene dideros.,Este'proceBO‘se cumple alin en ia obscuridad
(82,83,84).

Durante la seguhda etapé, que requiere luz foto-reactivante
para llevarse a cabo, los dimeros sOn,monoméfizados, rompléndose las

uniones que forman el anillo de ciclobutano (1-d) (82,83,85,86).

Finalmente, el proceso se completa con la desaparicién del

complejo enzima-ADN (1-e) (74,86).



Ademés de su importancia como mecanismo de reparacibn, la
foto-reactivacibn es una herramienta Gtil para comprendoer los efectos
bilolbgicos de la radiacibn ultravioléta, ya que con su ayuda se pue—
de elirirar alrededer del noventa por cientn de las losicnes de e

origen (64,83,85).

En ausencia de luz foto-reactivante el primer responsable
de la remocién de dimeros es el mecanismo de reparacién por escisién,
también conocido como “reparacibn obscura'., Si bien la mayor parte
de la informacibn existente sobre este mocanismo se refiere a su in-
tervencidn en la remocibén de dimercs de pirimidina, oste proceso tie-
K;e un alcance mucho més amplio; por su intermedic se nueden repsrar

lesiones de muy diversa indole, y constituye un mecanismo universal

pers la correccifn de defectos en el ADN (63,65,74,75,81,87).

Aparentemente cualquier defecto que cause una distorsién en
).

El camino seguldo para la reparacibn de la lesibn se cumple en cuatro

b

la estructura del ADN puede ser sustrato yars estc mecanismo (6%,2

etapas, la figura 2 las muestra en forma esquemética,En una prinmera
etapa la lesibn es reconocida, esta mlsibn es cumplida en §: coll vor
la correndonucleasa II, que es el producto de lecs genes uvrd y uvrB
(88). En otras especies se han encontrado actividades similares (89,
90), Dicha enzima efectia una incisibén en posicibén 5' con respzcto
al defecto (2-b), ese corte incluye sblo la banda del ADN que contie-
ne la lesibn (88)., Este proceso puede ser seguido midiendo la apari-
cibn de grupos fosfomonoester (91), o bien estudiando la velocidad
de sedimentacibn del ADN a través de gradientes alcalinos de sacaro-
sa (73a, 80), Esta iltima técnica se basa en la desnaturalizacién del
ADN a pH elevado; en estas condiciones los cortes de una sola banda
originados por el primer paso de la reparacibn, dan lugar a la frag-
mentacién de la banda dafiada., Esto puede observarse al analizar el
gradiente, reflejéndose como una disminucibn de la distancia media

de sadimentacibn.



Cuando se realizan estos ensayos en sistemas "in vitro", se
pueden observar cgrtoa en nfimero proporcional al de lesiones (63).
No ocurre lo mismo "in vivo", en este caso el procesc de reparacibn
continfia y los cortes desaparecen, debido a esto solo es posible ob-

servar unos pocos cortes por cromosoma (63, 73a).

Se han aislado mutantes incapaces de llevar a cabo el primer
paso de la reparacién por escisibénj ese defecto provoca un aumento de
la gensibilidad a las radiacicnes, y al analizar el ADN en gradientes

alcalinos de sacarorosa no se observa la formacibn de cortes (73a,88),

Las endonucleasas de reparacién llevan a cabo solamente la
etapa de incisibn, y son incapaces de liberar huclebtidos, ni alin aque-
1loe que han sido dafiados fotoquimicamente (63,81). Este proceso es
llevado a cabo en una segunda etapa denominada esclsibn, y es cstali-
zado por enzimas exonucleoliticas (63, 75, 81, 89); que se encargan de

"limpler® la lesidn ¥y su zona adyacente,
!

Ho cualquler exonuclesass puede cumplir esa funcibn, ya que
el sitio donde se efectud la incisidn impone la direccién de la hidrd-
lisis, que debe ser de 5' a 3% (63, 75). Otra restriccibn surge de la
necesidad de actuar sobre funciones fosfodiester penfiltimas, de otra
manera la hidrblisis se detendria al llegar a un nuclebtido terminal
modificado (63, 75).

Se han aislado dos tipos de enzimas que cumplen es0s reque-
rimientos, en un caso la actividad 51'+3! exonucleasas se manifiesta
en forma independiente, en el segundo tipo aparece asociada a la acti-
vidad ADN-polimerasa tipo I (63, 75, 81).

En gensral se atribuye a esta iltima enzima la responsabili-
dad de llevar a cabo la escisién, sin embargo no existen pruebas con-
cluyentes acerca de la exclusividad de esta funcién (63, 75, 92, 93,
9%, 95, 96).
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El1 proceso de(;aciaibn puede ser puesto en evidencia si-
guiendo la desaparicifn de las lesiones, eato es en general suma-
mente dificultGSo, pero los dimeros de pirimidina constituyen una
excepcibn, kstos fotoproductos se forman en cantidades relativamen-
te grandes por irradilacibn ultraviocleta, son resistentes a trata-
mientos gue hidrolizan el ADN, y se pueden separar de las banes no

alteradas utilizando métodos cromatogriaficos simples (69,71,7,,%7,

98).

Luego de completasda la exonucleblisis (2-c¢) queda en e)
lugar de la lesidn una zona con ADN de una so9la bands, su reviica-
tibn para dar un ADN de doble bsnda constituye lu targern ctnns da
1a reparacibn por escisiébn (63,64,71). Se cree que bajo condicicones
nermales, esta etapa (2-d) se lleva & cabo simultéresmente con la
anterior, slendo ambas catalizadas por la polimerasa I, gracias a
1a habilidad de esta enzima para actusr al mismo tiempo como 5fa37

polimerasa y 5'+3!' exonucleasa, (63,75).
!

La actividad de 5'+3' polimerasa parece no ser imprescin-
dible, ya que los mutantes pol A scn capaces de efectuar reparacibdn
por escisibn (63,94,95). En este caso la responsable de la replica-
cbn reparadora seria la polimerasa III (63,99)., Sin embargo, en los
mutantes pol A el proceso se lleva a cabo con menor eficiencia; este
hecho se manifiesta como un aumento de la sensibilidad de los mismos

frente a las radiaciones (63,94,95).

Una vez completada la polimerizacibn queda un corte en
la banda reparada (2-d), El sellado de ese corte constituye la cuar
ta y Gltima etapa de la reparacifn por escisibn, este paso es lle-
vado a cabo por la polinuclebtido ligasa (100,101,102,103). La ac-
tividad de esta enzima, que requiere la presencia de NAD (104), da
como resultado la soldadura del corte mediante la formacién de una
unién fosfodiester., Las bacterias con defectos en este paso cumplen,
luego dg»ser irradiadus, las etapas previss de la reparscibn, pero

noe la complotan,
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El resultado es la acumulacién de cortes en su ADN (105),
y une mayor sensibilidad a las radiaciones-(lOS,lO?). Este defecto
puede ser detectado por ultracentrifugacibn en gradientes alcalinas

de sacarosa (105).

Ciertas lesiones podrian ser eliminadas sin traﬁsponar
todas las etapas de la reparacidn por escisibn. En bacterlias tratada
con radlaciones ionizantes se postula~la reparacién ultra-répida o
"tipo I" (108). Este proceso, que actuaria (inicamente sobre ciertos
cortes de una sola banda, se cumplirfa muy rapldamente (2 mivntos)
altn a 0° C. La reparacifn ultra-répida se llevarfa a cabo con el
solo concurso de la polinuclebtido ligasa., Este mecanicmo actuaria
-més eficientemente sobre los cortes producidos en anoxia. Esto se
atribuye a éue la presencia de oxigeno daria lugér a la aparicibn
de éortes de distinta naturaleza quimica‘que'aquellos formados en
gnoxia (108,109).'La reparacibn de los cortes remanentes luero de.
1é actuacién del mecaﬂismOfultra«répido también implica. el uso par-

cial de la reparacibn por escisién,

Dada la naturaleza de la iesién, la etapa de incisibn es
innecesaria (110), y la reparacién comienza a partir del ataque exo-

nucleolitico. Este proceso de escisibn abreviada se conoce como

“reparacién répida" o "tipoII®" (108,109,111),

La reparacibn por escisibén es un mecanismo muy eficiente
pero solo pﬁede actuar antes de la repiicacibn de la zona dafiada,
Por este motivo,'Jos cromoconas que no se estén dividiendo son re-
parados en forma mls completa, Una consecuehcia de esta propledad
es la llamada "recuperacibn por incubacién en medio l4quido" ( en
adelante RIL) (112), Estéffenbmeno aparece si las bacterias con su
ADN dafiado son incubadas en medio no nﬁtriti&o, y se manifiesta co-
mo un aumento Hé la viabilid&d que, dentro de ciertos limites, depen-

de del tiempo de incubacibn (112).
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Cuando el cromosoma bacteriano ha sido muy dafiado la repli
cacién se detiene., Sin embargo, este proceso puede continuar si
existen pocas lesiones, o si parte de ellas fue reparads previamen-
te (113), En este caso el producto de la replicacién es un ADN que
presenta discontinuidades en las cadenas hijas (114). Estas discon~
tinuidades corresponden a las regiones opuestas a las lesiones (fig,
3),y se producen debido a que la presencia de bases 3lteradas y
otros defectos origipan zonas no codificantes (115). Por otra par-
te, el ADN formado por la replicacibébn de la banda inicialmente opuesn

ta a la lesibn no presentaré anormalidades (113).

E1l ADN con defectos en las dos bandas pusde ser reparado
si laz bacteria tiene una capacidad normal de recombinacibn, Por me-
dio de un mecanismo denominado ''reparacién post-replicativa™ o 're-
paracifdn porfrecombinacibn", se puede efectuar un intercambio entre
la doble cadena sana y la defectuosa (fig 3), que da como resulta-
do la remocifn de la lesién (63,113,114,115), Cuando este mecanis-
mo opera scbre las lesiones producidas por rediacibn lonizante, se
lo conoce también como “reparacibn lenta" o "tipo III' Es poco pro-
bable que este mecanismo repare los cortes simples procducidos por
esa radiacibn, eso se debe a que la replicacibn de la regibn le-
sionada daria lugar a un corte de doble banda que es en general
irreparable; sin embsrgo, con muy pocos cortes se podria esperar
que se rearme al menos un cromosoma sano (109). Ademés, este meca-
nismo puede ser de importancia para la reparacibn de los .otros dafics
producidos por radiacién lonizante, Esto se hace evidente porque las
bacterias capaces de efctuar recombinacién son més resistentes fren-

te a esa radiacién (113).

Resulta obvio que para el cumplimiento de este proceso
las bacterias deben dividirse, la incubacién en un medio sin nutrien
tes o el apgresado de inhibidores evita la expresitn de 1la regara-
cibén por recombinacidén (116),
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Con cierta probabilidad pueden introducirse en un ADN dos
lesiones cercanns y ubicadas en bandas opuestas (fig 4). En este ca-
s0 la reparacifn por escisidn o recombinacibn es imposible, dado
que ninguna de las dos bandas tiene propledades codificantee en la
regibn lesionada., Se han encontrado evidenclas de que frente a esta
situacibn actuaria otro mecanismo, denominado- "'reparacibn de cmer-
gencia® (81); bhsicamente este seria un mecanismo de escisibn, pero
tendria la capacldad de replicar ADN sin necesitar de una cadena
complementaria intacta. No se conoce por el momento la enzima que
cumpla esta funcibn, pero se supone que podria tratarse de una poli-
merasa afin no alslada, o bien de una proteina que nodria unirse a

la pol I modificando sus propiedades (117,118),

Una vez que una de las lesiones ha sido reparada por este
proceso de emergencia (fig 4), la opuesta puede ser sometids sin

inconvenientes a mecanismos de escisibn o recombinacién (81).

A

Es evidente que una propiedad de este mecanismo es 1s al-
ta probabilidad de originar una mutacibn, Se ha encontrado que bac-
terias deficientes en la reparacibn de emergencia pierden la capaci-

dad de ser inducidas a mutar mediante radiaciones (81,117).

Otra propiedad de este proceso es la de ser inducidle, y

no tener lugar en ausencia de sintesis de proteinas (117).
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JV). La membrana citoplasmitica y el dafio por radiaciones

A partir del momento en que el ADN fue identificado como
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finico blanco signiflcativo para el efecto letal de las radiaclones
sobre las células (67,69,7L), Como consecuencia de eatn, an log Gl-
timos 20 afios gran parte de los estudios realizadog con ol ecarpo de
la radiobioclogis se concentraron en explicar los fenfrmnos obsarva-
dos a nivel celular en base a consilderaclornes sobre ia conformscibn,
composicibn,y dimensicnes del ADN de doble cadena, in orbarso, al-
gunos autores sugirieron la existencia de por 1o renos ~lrn gitio
sensible. Este conceptn sursid del hecho de gus le prancncia de oxd-
geno, que aumentaba notablemente el dafio producido al irradiar célu-
las enteras, no causaba ningln efecto, o bien nostraba una accidn
protectora cuando se irradiaba ADN aislado (120,121), Por otra par-
te, tanto las proteinas como el ARN responden a las radizciones en
forma similsr a la observada para el ADN, y por lo tants no resultan
candidatos adecuados para satisfacer las exigencias de un modelo con

dos sitios sensibles (125,126).

Bas&ndose en evidencias de naturaleza indirecta surgidas
de los resultados obtenidos al irradiar moléculas biolbégicas aisladas,
Bacq y Alexander (122) postularon que la membrana deberia ser ccnsi-
derada también como un blanco critico para el efecto de las radiacio-
nes, y Alpert (123,124) sugiri6 que en esa estructura residia la prin-
cipal responsabilidad del efecto radiosensibilizador del oxigeno,

Por otra parte, se realizaron estudios para probar el dafio
predueido por radiacibn en membranas utilizando lisosomas como mode-
loEl grado de deterioro de estos elementos puede segulrse midiendo
la liberaci6n de las enzimas contenidas en ellos, Watkins (127) en.
contrd que la irradiacién en presencia de oxigeno estimulaba el efec-
to producido por la radiaciébn desde 5 veces, hasta valores demasisdo

altos para ser medidos con exactltud,



Entre los componentes de.las membranas, los lipidos poli-~
insaturados son particularmente sqnsiblea al dafio oxidativo produ-
cido por radicales libres originados a consecuencia del tratamiento
con radiaciones ionizantes (74)., Estudiando las consecuencias de
la irradiacibn sobre los fosfolipidos de E, coli, Yatvin y col.
(128) encontraron que si bien ;1 contenido de fosfolfipidos de las
cepas B/r (radioresistente) y By-1 (radiosensible) era similar
antes de ser expuestas a las radiaciones ionizantes, cumndo las
bacterias irradiadas eran incubadas ocurrian cambios sienificativos
en la concentracibén de cardiolipina, siendo mayor (a izual desis)
el aumentc producide en la cepa sensible {Bs-1), rizmos auto-
res (129) comprobaron gue la composicibn de &cidos gpruscs de la
membrana alteraba la sobrevida de bacterias irradiadas a distintas
temperaturas; este fenbmeno fue relacionado al diferente grado de

insaturacién de los é&cidos grasos utilizados,

El concepto de gue la membrana de las bacterias constituy
un importante sitio sensible a las radiaciones se ha vuelto cada
vez més aceptable. Sin. embargo, no resulta claro afn si las lesio-
nes radioinducidas en la membrana son directamente responsables de
los fenbmenos letales, o sl necesitan interaccionar con otras lesio-
nes o estructuras antes que sus consecuencias scbre la actividad

reproductiva se pongan de manifiesto (119).

Un aspecto que debe tenerse en cuenta eés la posible in-
‘fluencia que pueda tener el dafio producido a nivel de las membranas
sobre el ADN y sus mecanismos de reparacibn, Es un hecho bien esta-
blecido que el ADN se encuentra unido a la membrana citoplasmética,

Y que el punto de uhibn es el origen de la replicaciébn del ADN (130)

Al explorar la posibilidad de que.este sitio represente
en si un blanco sensible al efecto de las radiaciones, Cramp'y col.
(131) encontraron que la actividad de los complejos de ADN-membrana

medida por su capacidad de sintetizar ADN, es particularmente susce
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tible a las radiaciones lonizantes, y que la extensibn del dasio au-
menta en preseﬁéia de oxdigeno (132); ¥ mientras que con dosis rela-
tivamente pajas de raaiscibdn ionizante (<0 Kr) se puede liegar a una
inhibicién del 95 %, dosis muy altas de ultravioleta (4000 erg/mma)
son incapaces de inhibir méas del 50 % de la capanidad sintetizanto.
Esto llevé a concluir que, debido a absorcibn selectiva de la radia-
cibn ultravioleta por los 4cidos nucleicos a la lonritud de onda em-
pleada (254 nm), la radiacifn ultravioleta era incarau de afectar la

membrana, limita4ndose su aceibn sblo a nivel del AN (1%2,13%33),

Burrel y c¢ol, (1%4), estudiando l2 asosiicifn entre ¢l
ADN y la membrana de M, radiodurasns encontraron que si bien en bac-
terias sin irradiar, existen solamente uno o dos punios de unién en-
tre ambos; en bacterias irradiadas e incubadas cerca de 1 hora apa-
recian mltiples sitios en los que el ADN se haebia relacionado con
la membrana citoplasmbtica (134). Estos resultados los llevaron a
sugerir que los nuevos ;omplejos formados revnresentzban un interme-
diario en la reparacién del ADN en el que intervendria la membrana

citoplasmética,

En la literatura existen ejemplos de pares de cepas iso-
génicas que difieren solo en una mutacibén de envoltura y muestran
una diferente sensibilidad frente a la radiacibn ultravioleta (135,
136), dado que esta radiacidn parece no afectar la membrana; la va-
riacién de la sensibilidad podria ser explicada en términos de una
diferente capacidad de recuperacibn coriginada en algln tipo de rela-

cibén entre la envoltura y los mecanismos de reparacién.

Existen evidencias de que las DNA polimerasas no estarian
libres sino unldas a un complejo con la membrana (137). Estas enzi-
mag, ademés de intervenir en la replicacién, parecen ser un factor
clave en los procesos de reparacibn (63), Si existiera una relacién
entre la actividad de-las enzimas gue intervienen en la reparacidn,
¥ la membrana citoplasmitica, seria tal vez suficiente para justifi-

ear sl hecho de que un dsfio .en 13 membrans producido por las radis-
ciones  ionizafles en preséncis de ovigeno, o Uy cambloen 13 misma
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debido a causas de origen genético, dieran lugar a una considera-

ble variacién de la sobrevida frente a las radiacilones.
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V), Caracteristicas de Salmonella typhimurium DA82 (1).

ot

Esta cepa posee una mutacifn que causa diversas anormalida-
des en funciones relacionadas a la envoltura (1), Como consecuencia
de ello, su pared es inusualmente eléstica, las células que produce
son esféricas en vez de alargadas como en la cepa silvestire, y mues-
tra una mayor sensibilidad a antibibéticos que interfieren con la sain-

tosis de mureina, tales como penicilina y cicloserina.

Adembs, esta cepa presenta alteraciones en su comportomien-
%o osmbtico, que dan lugar a la detencibn de la divisibn, y a una
pérdida exponencial de la viabilldad cuando las c8lulss son transfe-
ridas desde un caldo de osmolalidad normal a caldo ccu bajn conteni-
do de sales., El agregado de sales o sacarosa para aumentar la osmola-
lidad hasta niveles normales detlene inmediatamente la muerte, y per-
mite la continuacidn de la divisién. La pérdida de la viabllidad es
un proceso qus requiere crecimiento y sintesis de proteinas, ys que
la presencia de cloranfenicol lo detlene. La letalidad no se debe a
ligis causada por debilidad de la envoltura, ya que DA82 es capaz de
tolerar perfectamente el ser suspendida en agua, Si el choque hipoos-
nbtico se efectfia transfiriendo las células desde un medio minimo de
osmolalidad normal a un medio minimo diluido, los efectos no son tan
drésticos, ya que solamente se detiene el crecimiento sin sobrevenir
pbrdida de la viabilidad.

Esta cepa fue aislada por D,N, Antén al efectuar cruzamien-
tos por transduceibén entre la cepa DA78 (his W 1824, 0G 203, str A,
(P22)) como receptora, y una cepa que llevaba la mutaciébn his 0 1242
como donante. La constitucién de DAB2 es (his W 1824, his 0 1242,
str A4, (P22)), pero debe tensrse en cuenta que las particulares pro-
pledades de este mutante no se deben a la combinacibn de las mutacio-
nes regulatorias que lleva, ya que se aislaron en forma independiente
muchas cepas que llevaban esas mismas mutaciones, pero que no exhi-

bian el fenotipo de DA82. Dicho fenotipo proviene de una mutacidén
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aparecida espon%éneamente durante la cbtencibén de los dobles mutan-
tes, kl gen atectado, que seria responsable de la forma anormal y
de la sensibilidad osmbtica, fue denominado BAC (138). Los resulta-
dos obtenidos al mapear este gen cupgieren una ubicacibn entre COD
y STR. Estos marcadores corresponden a los minutos 104 y 108 del

mapa genético de Salmonella typhimurium (139).

Reclentemente D.N, Antbn ha obtenido (1u40), por transducci
nes mediadas por el fago Pl, cevas que difieren solo en el alelo
del gen BAC, El znalisis preliminar de las propisdades fenotivicos
de los transductantes bac, indican gque esa mutacifn es responsable
del control de la forma celular, la osmosensibilidac, la hipersensi-
bilidad a penicilina y cicloserina. Ademés esa nutacién da lugar a
un aumento de la sensibilidad a novobiocina y desoxicolato, y afec-

ta la utilizacibn de ciertos carbohidratos (141).
!
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1)Generalidades

Las mediciones de densidad éptica se efectuaron con
un espectrofotémetro Gilford modelo 2000, provisto de monocro-
mador y fuente de luz Beckman . Se emplearon cubetas de cuarzo
de 1 ml de capacidad y 1 cm de paso de luz , Salvo para las de
terminaciénes de succinico deshidrogenasa que fueron realizadas

con cubetas de 3 ml y 1 cm .

Las incubaciones a temperatura controlada y con agit;
cién se llevaron a cabo utilizando un bafio agitador rotatorio
Aquaterm , de New Brunswick Sci.Co. , regulado a 37°c y 150 gi-
ros por minuto .

Para las sedimentaciones a velocidades bajas o me-
dias se utilizé una centrifuga International mod. PR-2 ., Como

ultracentrifuga se empled una Spinco, Beckman, modelo L2-50 B,

Las irradiaciones con luz ultravioleta a 2537 A se
efectuaron con una lampara germicida General Electrics G15-T8
de 15 watt , instalada en una cabina de madera. La muestra a
irradiar se colocaba a unos 70 ¢m bajo la lampara, en una base
de caja de petri, esterilizada, de 90mm de diametro . El1 volu-
men de suspensidn celular que se trataba cada vez era de 12 mi.
La muestra se homogeneizaba continuamente por medio de ura va-
rilla metalica, cubierta de vidrio, que se mantenia en movimien
to mediante un agitador magnético. Bl flujo de radiacién a ni-
vel de la muestra era de 6 erg/mm? seg., y se determiné median~
te un dosimetro a celula fotovoltaica "Black ray U.V. meter ©
de Ultraviolet Products Inc. .

Como fuente de irradiacién Gamma se utilizé una cel
da de Co60 Noratom Norcontrol ., La dosis se calculd a partir
de los datos suministrados por el fabricante, y una curva de
decaimiento para Co60 .

Los gradientes de sacarosa se prepararon con un apa-
rato Isco, gradient former mod., 570 , de Instruments Special-
kd
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ties Co. Lincoln, Nebraska , y se fraccionaron con una jeringa
mecénica Isco gradient fractionator model 182 . Los gradientes
se empujaron con sacaroéa al 70% utilizando un adaptador de acy”.
_1ico para no inutilizar los tubos. Los gradientes correspondiexn
tes a experimentos de electroforesis fueron controlados durante
su fraccionamiento con una celda de flujo Isco UA2 ultraviolet

analyzer, a fin de localizar la posicién de los picos .

Los tratamientos con ultrasonido se efectuaron emplc:
ando un equipo "Biosonik III" de Bonwill Scientific Co. Roches-
ter N.Y., provisto de una punta de titanio de 1/2 pulgada de
diametro. E1 tratamiento se efectud en forma fraccionada para

evitar desnaturalizar el material .

Como fuente de poder para electroforesis se empled
un aparato Vokam modelo SARE 27Gi de Shandom Instruments . L2
celda para electroforesis en placa se construydé en los talleres
de la CNEA , utilizando planchas de acrilico de 6 mm de espesor
vitrea, y alambre de platino , segin lo indicado por Ames (43).
Los geles fueron secados con la técnica de Reid y Bieleski (158
La densitometria se efectud con un equipo Jarrel Ash, ajustando

la velocidad de barrido a 10 mm/ min .

Las medidas de radioactividad se realizaron en un
espectrémetro de centelleo liquido rackard mod. Tri-carb . Se
empled una solucidn compuesta por : tolueno, 1 litro, 2-5 dife-
nil oxazol 3 g , ¥ 1,4 bis 2(5 fenil oxazolil) benceno 0,05 g
los compuestos radioactivos fueron provistos por New Englar Nu-
clear.

Las cepas empleadas fueron cedidas por la Dra. D.N.

Antén del Laboratorio de Microbiologia , Dto. de Radiobiologia
de la CNEA .

Los experimentos fueron repetidos por lo menos tres
veces., Salvo que se indique lo contrario los resultados grafica
dos O tabulados corresponden a un experimento tipo .
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11). Efecto de la osmolalidad del medio gsobre la divisién, cl
aumento de la masa béctg;jana Y la sintesig de macromoleculas

en Salmonella typhimurium DAB2,

Se empleb para realizar los experimentos medio M9 (142)
debido a que su composlcidbn permite omitir la fuente de Carbono
sin alterar el balance salino del mismo, La ausencia de una fuen-
‘te de enerpia es importante para la manifestacibn de los procesos
de revaracibn estudiados en esté trabajo, Por dilucibdn de dicho
medio al 20 % (v/v) de su concentracibn original, so cbtuve una
&;olucién de baja osmolatidad (50 mOs), aue se denorind SIN-g, ¥
que contenia glucosa al 0,1 %-(p/V), Agregando a 3Ii-g Cloruro de
"Sodio 0,1 molal se obtuvo un medio que se denomind CON-g, cuya
osmolalidad (250 m0s), es similar a la de los medios en los que
DA82 se comporta en forma ﬂgrmal (1, lﬁ}). Omitiendo la gluco-
88 se obtuvieron'dos medios semejantes a los anteriores, perc sin

. fuente de carbono, que se denominaron SIN y CON respectivamente.

Resultados:

Las bacterias incubadas en CON-g se comportaron normal-

mente en todos los aspecfos anglizados (fig 5, fig 6, fig 72,b y ¢).

Por el contrario, la incubacién en SIN-g dio lugar a la
detencibn de la divisibn (fig 5), frenbd el aumento de la masa bac-
teriana (fig 6), ¥ causé una- seria inhibicién de la sintesis de ma-
cromoléculas. ﬁa incorporaﬁién de leucina fue la mbs deprimida (fig
7a), en segundo término la de uracilo (fig 7b), y finalmente la de
timidina (fig 7c). Cabe destacar que la incorporacibn de timidina
en SIN-g fue poco afectads durante los primeros 30 minutos, pero
fue disminuyengd luego gradualmente hasta hécerse pricticamente

nula despubs de 90 minutos de incubacibn (fig 7¢).
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En ausencia de‘glucosa, se produjo la de tencibn del su-
mento de la masa bacteriana tanto en las bacteriss en CON comoc en
aquellas en SINJ(fig 6). 1a falta -de una fuente de Carbono frend
tambiin la divioidu, pues el nflmorc d@ vacterlas vissicg en 071
aument6 s6lo lireramente en el transcurso dei exnerimento mientras
que en SIN permanecib invariable (fir 5). La susensis de rlueosa

dio lugar también a la detencibn de la sintesis de macromeléculas,

pero con caracteristicas diferentes segfin la osmolalidad del medio,

En las bacterias en SIN la incorporacifn de timidina se
detuvo completamente alrededor de los 45 minutos y fue irferinr a
la obgervada en SIN-g, mientras nque en los bacteriaz on COH 2 in-
corporaciédn continub, aunque con una tasa deprimids, durante todo
el transcurso del experimento (fig 7¢). La incorporacidén de uraci-
lo, también inhibida, siguid uh patrén similar en CON y en - SIK, pe-

ro fue menor en este Gltimo caso (fig 7b).

Finalmente, mientras que la incorporacién de leucina en
SIN se detuvo casi por completo entre los 45 y los 60 minutos, en
las bacterias en CON prosigulb, aunque con una velocidad muy baja,

durante toda la incubacibn (fig 7a).

El agregado de NaCl O,1 m a las bacterias en SIN-g dio
lugar a la reanudacibn de la divisibn y del aumento de la masa bac-
teriana con una pendiente similar a la de las bacterias en CON-g
(fig 5, fig 6). En el caso de las bacterias mantenidas en SIN, cuan-
do se les agregb NaCl 0,1 m no se observd ningln cambio aparente en
el nfmero de bacterias, y s6lo se nrodujo una ligera variacién on
la densidad 6ptica (fig 6), correspondiente al cambio de volumen
que experimentan las bacterias en esta cepa cuando son sometidas a

un cambio de osmolalidad (1),

Conclusiones:

Ta incubocibn de bacterias de la cepa DAS2 on medio SIN-g
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da lugar a respuestas similares 'a las observadas previesmente en los
medios EG-20 % y caldo sin NaCl (1; 143), Las bacterias incubadas
en SIN-g no pilerden su viabilidad, como ocurre en caldo sin NaCl,
pero al igual que en EG-20 % detienen su crecimiento y divisién, Al
igual que en otros medios, estos fenbmenos pueden ser anulados agre-

gando a SIN~g cloruro de sodio 0,1 m,

La incubacibn en ausencia de fuente de carbono detiene

tarbién la divisibn y el aumento de la masa bacteriana,

El perfil de las curvas de incorvoracibn de timidina eon
las bacterias en SIN-g, sugiere que el raso afectado es la inicia-
c¢ibén de la replicacibn del ADN, La elevada incorporacibn residual
de timidina que tione lugar, especialmente en SIN-g, podria deberse
a la terminacitn de los ciclos de repliceeldn iniciadcs antec del
cambio de medio. Esto no parece ocurrir en CON, donde la incorpo-
racibn de timidina no llega a detenerse completamente, tal vez de-
bido a que bajo esas condiciones se observa una considerable sin-
tesis residual de proteinas. En los medios de baja osmolalidad, la
incorporacibén de leucina es leve y se detiene durante la primera

hora,

Las muestras de incorporacibn de uracilo no fueron tra-
tadas con &lcali para hidrolizar ADN, por este motivo, los valores
reales de sintesis de ARN pueden ser algo mé&s bajos que los obte-

nidos,
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Fipuras 5 y 6.

Bacterias de la cepa DA82, creciendo.en fese logaritmica,
a una 9’0’650 de 0,0 o 0,%, fucron rocolectadas por centrifugaciln,
el sedimento fue enjuagado y luepgo resuspendido con M9 al 20 %, la
D.0.g50 de la suspensibn se ajust6 alrededor de 0,1 (aproximadamen-

te 107 bacterias/ml,) y se dividié en 4 alicuotas,

La alicuota denominada SIN se incubf directarente, a la
designada SIN-g se le agremsd 0,1 % de glucosa., A la alicucta CON se
le adiciont NaCl hasta una concentracidn Iinal de O,) m., ¥y a2 13
denominada CON-g se le asrerbd, ademfs de NaCl 0,1 m,, 0,1 % de

glucosa,

Se dncubd a 37°C con agitacibn, a2 los tiempos indicades
se tomaron muestras en las que se determin la D.0ug50y ¥ el nf-

mero de bacterias por recuento de colonias en agar nutritiyo.

Figuras 73, 7b y 7¢c.

Se prepararon suspensiones bacterianas en CON, CON-g,
SIN y SIN-g, como se indica en la leyenda de las fig., 5 y 6., Ca-
da una de esas suspensiones fue dividida en 3 alicuotas, .a una de e-
1llas se agregb 3H-Leucina (5 nCi/ml), a otra 14C-Uracilo (1 nCi/ml),
y a la tercera 3H-Timidina (5 nCi/ml). Todos los cultivos contentan
ademés: timidina (5 ng/ml), adenosina (190 ng/ml), uracilo (9 ug/ml)
¥y leucina (10 ug/ml).

Los cultivos fueron incubados por agitacibtn a 37°C; - los
tiempos indicados se retiraron muestras de 0,1 ml que se absorbie-
ron en discos de papel Whatman 3MM de 2,5 cm de diémétro y fueron
tratadas segfin Byfield y Scherbam (144), Para la estimacibn de la ra
dioactividad se colocaron los discos en el fondo de viales de cente-
1leo, se los cubribé con 5 ml de liquido con base de tolueno, y se

contd cn espectrébmetro de centelleo liguido,
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IIT)., Efecto do la osmolalidad del medio gobre la actividad respirato-
rla de la cepa DAB2,

8a afnctiaron exnerimentos en lon nnte se datermind al con-
sumo de oxireno, mediante un aparato de Warbure, de bacterias cuasreon-
didas en medios CON-pg y SIN-r, STmulténeamente. se prohh ol efectn del
2-fenil ctanol sobre la actividad resviratoris, ksta drora, aue aleec-
ta la permeabilidad de las envolturas bacterianas (145), renera ofcc-
tos similares a los producidos en DASZ2 por tratamiento Linnosmfitico

(146)., Se efectusron controles utilizondo las cepas 102 IEVAREERE

Reginltados,

La incubaci6n de la cepa DASZ en medio SIM-z, disminuyd
al 25 % el consumo de oxigeno durante los primeros 15 minutos de in-
cubacibn con respecto a lo observado en medio CON  (fir 8a), ELl agre
gado de 2-fenil etanol (en sdelante F.A,) a las bacterizs incubadas
en CON-g, dio lugar también a una depresibn de la actividad respira-
toria, que disminuyé a un 40 % durante los primerds 15 minutos. El

F.A., no modifichd la respuesta de las bacterias en SIN-g (fig 8a),

La actividad respiratoria de la cepa DA78 se mostrd sblo
muy ligeramente afectada cuando se la incubbd en SIN-g, pero el agre-
gado de F,A, redujo el consumo de oxigeno a un 45 % del obtenido en

ausencia de esa droga durante los primeros 15 minutos (fig 8b),

En la cepa LT2, 1la incubacibn en medio SIN-g dio lupar a
un ligero aumento del consumo de ox{meno, por otra parte el agrega-
do de F,A, disminuyb al 60 % el consumo de oxigeno durante los pri-

meros 15 minutos (fig 8c¢).

Se podria objetar a estos resultados en el hecho de que se
esté comparando distintas poblaciones, ya que las bacterias en CON-g
crecen normalmente, y por el contrario cn SIN-r la divisibn se detie-

ne. Sin embarco, si consideramos que DAB2 tiene on CON-g un tiempo de
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duplicacidn de aproximadamente 70 minutos, y tomamos en cuenta el
consumo de oxigeno durante los primeros 15 minutos, vemos que el
nimero de bacterias en CON-g lueso de ese intervalo es solo 15 %
mayor que en. SIN-g, mlientras que el consum> de oxigeno en CON-g fue
un 150 % meyor que en SIN-g., Por lo tanto, resulta obvio que la di-
ferencia de poblacibn no es suficiente para justificar la distinta

actividad respiratoria..

Conclusiones:

La incubacldn en wedio SIN-g tieno ofectos inhibitorios
importantes sobre la actividad respiratoria de la cepa DAB2, pero
no afecta mayorrente a las cepas DA?8 y LT2. El 2-fenil etsncl de-
prime la respiracibédn en las tres cepas, pero actlia cor maycr inten-
sidad en DAG2, en este Gltimo caso ls inhibicibn obscervads no re-
sulta aditiva con la producida por incubacibn en SiN-g.



Figura 8

Para la determinacifdn de la actividad respiratoria se
utilizb6 un aparato de #arburg, Se emplearon frascos de 15 ml con
un compartimiento principal, un receptéculo central, y un brazo

lateral,

En el compartimiento principal se colochd 2,5 ml de una
suspenslén de bacterias en fase logaritmica (0.D.g50 w» O,4) pre-
parada en M9-20 % con 0,01 % de glucosa, Para las muestras denomi-
nadas CON-g se colocb en el brazo lateral cantidad suficiente de
solucibn de NaCl.4 m para llevar la concentracibn a C,1 m, en las
muestras SIN-g se sustituyd la solucibn de NaCl por un volumen e-
quivalente de M9 20 %. Cuando se utilizé 2-fenil etanol, también
se lo agrecd en el brazo lateral, En el receptéculo central se co-

loeb un trozo de papel de filtro embebido en sciucibdn de KOH 5 N,

Las lecturas se efectuaron a volumen constante, durante
una hora a intervalos de 15 minutds. Se las corrigibé por cembios
en el termobardmetro, y los resultados se expresaron como ul de

oxigeno consumidos (147).



~40-

Bfecto de la osmolalidad del medio, ¥ del FoAa

sobre 13 actividad respiratoria

150 1
J©1  DA82
100 1
L g
504 ./
/ —"
+
(] 4-/’_/,’ ‘.__—-—;—’3
%ﬁf«’/‘"’x:'/
o3 15 30 45 60 min
1501
J1 DA78
1004 »
//O
/7
//
:l/
50+ /"o
Pl
,,O /+
o/// +/
L
o3 15 30 45 80 Min
1501
I’o
)
1004
I’l
P
’,I’ . 3
’I
804 3
o +
Iy 0/+/
,/
g +
7 +/
P
°u 15 30 45 60 min

L . CON.g
0—-=u- o SIN-g
+ +CONg +FA.

- a-----aSIN-g +FA.




=41~

1v), Efecto de la osmolaltdad del moedio sobre el transporte de leucin

Las bacterias poseen un nlmero de sistemas de transporte
que overan a nivel de las envolturas, y los utilizan para captar del
medio diversas substancias, aGn en contra de elevadas diferencias de

concentracibn,

Se explord la posibilidad de que los fenbmenos que se hacen
aparentes en DA82 cuando se la incuba en medios de baja osmolalidad
se reflejaran en el mecanismn de transporte de leucina. Pora elle se
determind la capacidad de DAS2 vara transportar dicho aminoicido en

"medios CON-g y SIN-g utilizendo como contrcl a la cena L7,

Resultados

En las bacterias incubadas en SIN-g, el transporte de leu-
cina se redujo a un poco menos de la mitad de lo observado en CON-g
(fig 9). Las dos cepas se comportaron en forma similar, ya que lo
transportado durante 30 segundos de incubacibn en SIN-g por LI2 y
DA82 alcanzé el L % Y 38 % respectivamente de lo captado durante

igual tiempo en CON-g por cada una de estas cepas.

Conclusiones

La incubacibn en medio de baja osmolalidad produce una dis-
minueibn en la capacidad de transportar leucina, este fenémeno se
cumple tanto en DA82 como en LT2, y en ambos casos llega a niveles
similares, La reduccibn observada es posiblemente deblda a la ypérdida
de la proteina de asociacibn que seria causada por la incubacién en
SIN-g. Es sabido que el sistema de transporte de leucina es sensible
a tratamientos osmé6ticos (148,149), que son capaces de liberar al me-

dio la proteina de asociacién correspondiente (150,151,152).

Los resultados obtenidos sugieren que en DA82 el transpor-
te de leucina no es afectado en forma particular por la baja osmola-

lidad,



Figura 9

Les determinaciones se efectuaron empleando la técnica
descripta por Piperno y Oxender (153%), Ctlulas en fase lorarft-
mica (OD650250,7—O,8) fueron recnlectadas por centrifuracitn, el
sedimento se enjuagb con M9 20 % conteniendn 0,0l % deo rluccsa
100 ng/ml de Cloranfenicol, la ODggy se ajusté a O,4, y la susnen-
gibn se dividid en 2 alficuotas, a una de ¢llas no se 1o efecind nin-

ghn agregado (SIN-g), & 13 otra se le arresf NaCl hasta 'mma crncen-

tracibn de 0,1 m (CON-£).

Ambas alicuctes se incubzron a 37° C con a=itaciébr rante
15 minutos; luego se agrogd 3H-Leucina con una actividad de 0,68
mCi/uM a2 una concentracién final de 15 M. A los 15 y 30 sepundos
después de agregada la leucina radioactiva, se tomaron muestras de
1 ml ‘que se filtraron a través de membranas Millipore HA de 2% wm
de diémetro y 0,45 m de poro, que luego se lavaron cor 5 ml de me-
dio M9 precalentado a 25°C, y se secaron. La radioactividad retenida

en los filtros se contbd en un espectrémetro de centelleo liquido.

Los resultados se expresaron en forma porcentual tomando
coro 100 % el nlimero de cuentas en las muestras sacadas a los 30
segundos de las bacterias incubadas en CON-g, Previamente se des-
conté la actividad incorporada por ensayos en blanco realizados con

células toluenizadas,
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V). Efscto de 1a oamolalided del medio sobre la Actividad de suced-
. «
nodeshidrorenasa,

(12N

Con. el propbsito de estudier funciones 14nndas a las en-
volturas bacterianss y su posible rolacién con la csmosensibilidad
de DAB2 se determind la activided de succinddesnidrosenasa, enzi-
pa que puede considerarse un marcador de la memdbrana interna (43,
154). La actividad ge midi6 sisuiendo con un esnectrofotbmetro la
decoloracién del 2-6-diclorofenol usado como acenicr final, v om-

i
pleando como intermediaric metilsulfato de fenazina (155, 154).

Résultedos,

Lag actividades determinadas figuran en 1s tabla 1, se
puede observar que en células enteras de DA82, Ta relacibn de las
actividades en CON y SIN fue 1,49, Determinando la actividad en
lisados obtenidos por ultrasonido, se observbd una relacibn similar

con un valor de 1,42,

En las cepas DA78 y LT2 no se encontraron diferencias
significativas en las actividades determinadas sobre células ente-
rag suspendidas en SIN o en CON, Mientras que, cuando se trabajb
con lissdos de esas cepas se advirtid un incremento de la activi-
dad en SIN con respecto a CON de 1,39 veces para DA78 y 1,6 veces
para la cepa LT2,

Conclusiones.

Como se desprende de los resultados obtenldos.con los
lisados, la actividad de succinodeshidrogenasa en las tres cepas
analizadas, es dependiente del medio, résultando alrededor de una

vez y media mayor en SIN que en CON,

Los datos disponibles no permiten precisar si el cambio

en nctividad en vrradacsida ror Ia distintn ormolalidnd de los medion



-l

utilizados o se debe a un efecto particular del NaCl. Sin embar
go estos resultados adquieren espec@él interés cuando se los com
para con 108 obtenidos al efectuar determinaciones sobre células

enteras.

Llama la atencién el hecho de que mientras en las cepas
utilizadas como control la actividad de succino deshidrogenasa no
resulta afectada por el medio, en células intactas de DAB2 , 1la

actividad cambia en la misma forma que en los lisados.

Esto sugiere que anivel de las envolturas de DA82, exis
tirian alteraciones que permitirian la produccién de un aumento
inusual de la permeabilidad en SIN, y darian lugar a que la enzi
ma quedase expuesta a las variaciones del medio de la misma for-

ma que ocurre en los lisados.



-46-

TABLA1
Actividad  dn  succinodnashidrongenasa [ADD 600 nin,/ minuto mitiitro]
[@ Células enteras v LIS?IdO
Medio CON Medio SIN Medio CON Medio SIN
L2 0,070 0,067 0134 0.215
DA78 0.043 0,043 0,090 0,125
DA82 0067 0100 0,066 0.094

TABLA 1 . Efecto de la osmolalidad del medio sobre la activi-

dad de succinodeshidrogenasa

Las actividades se determinaron sobre susrensiones de
bacterias enteras, o sobre lisados obtenidcs tratando esas suspon-
siones con ultrasonido (100 Watt durante 90 segundos) en un apara-

to Biosonik 300.

La mozcla de incubacién contenia, en un volumen final de
3 ml de medio SIN, los siguientes componentes en las concentracio-
nes que se¢ indican: succinate de sodio 0,017 M; cianurc de potasio
5 pM3 metil sulfato de fenazina 1 pg/ml; bacterias en fase logarft-
mica 107 por ml o lisado por ultrasonido en concentracibn equivalen-
te, Cuando se¢ deseaba trabajar en medio CON se agregaba NaCl a una
concentracién final de 0,1 m., La mezcla se preincubaba durante ?
minutos a 30°C y la reaccibn se comenzaba agregando 0,01 ml de una
solucidn de 2-6 diclorofenol indofenol (1 pgz/ml) siguiéndose los

cambios de la D,0, a 600 mm en un espectrofotbmetro.
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VI). Bfecto do s onmolslided del meddp mobts 1 cantacion do

serdflavina, f

Le acriflavina es una substancia normalmente exelufds ror
las envolturas bacteriénas, sin embarro, el tratamiento con arrntes
capaoss 4o altérsr la barrera de permeabilidad puede anular dicha
capscidad de exclusibébn (145).

Para comprobar si 1ls incubaciédn de NAR2 en medin ST cau-
saba algln efecto a nivel de las envolturas aue se =anifestsara a
través de cambios en la captacién de seriflavina, se efectuaron ex-
perimentos en los que se determind la cantidad de dicha drorn gue
quedaba en una solucidbdn de .concentracidn conocida, luesc de estar
en contacto con bacterias bajo diferentes condiciones de osmolali

dad.

Rpaultndosz

5S¢ puede observar (fig. 10) que en DA82 incubada en CON,
hay un nivel de captacibdn de scriflavina que es 3 veces superior
sl de la cepe DA78, y 10 veces mayor que para LT2, incubadas en las

mismas condiciones,

La captacibn se eleva por incubacién en medio SIN, en el
caso de DA82 va en aumento durante los 120 minutos que se extendié
8l experimento, llegando en ese término a captar 4 veces més que

en medio CON,

En DA78 también se oiawa 1la captaeidn por insubscibn en
SIN, sin embargo, se detiene luego de 10«m$n;too. y on-oste esed
los niveles sble llezan al doble de lo capstade on 0OMy ¥y resultan

unas 6,5 veces inferiores a los alcanzados por DA82 en SIN,
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En cuanto a la cepa LT2, los niveles de captacidn de
soriflaving fueron muy bejoms resultende ineimmificsntes son res-
pecte a 10 observedo en D82, de todes memerss hey une estimulé-

¢i6a de la capteacién por un feetor de aproximadamente 2 cuando-

se incuba en- SIN eon respecto s -lo ceptedo en CON,

Conrlvsionest

+

En medio SIN, DA82 muestra un nivel de canta~ifn ir
scriflavina may surerior al cheesrvado en medio O, Hete covrnr.
tamlento es similar al exhibidn nor bacterias normales cuandn se
las trata con agentes como el fenetil alcohol y el tolueno, gue

causén la ruptara de la darrera de permeabilidad (145).

La incubacidn en medio SIN de las cepas utilizadas como
control, provoca también un aumento de la captacién de acriflavina,

pero. mucho menos importante.

Aparentemente, la entrads de este colorante se hace en
forma pasivea y constituye una medida de la permeabilidad de la
cblula (145), de tal manera que el aumento de la captacibn de acri-
flavine mostrado por DA82 ‘en medio SIN puede estar reflejando un
aumento en la permeabilidad, causado por la baja osmolalidad del
medio,

Con las evidencias disponibles, no se puede afirmar feha-
cientemente que el comportamiento de DA82 frente a la acriflavi-
na esté reflejando realmente cambios en la permeabilidad y no un
aumento de la afinidad por esa substancia en la superficie celu-
lar, De todas maneras los resultados obtenidos llaman ia atencién
porque parecen indicar la produccidn do4aléﬁn.tipo de alteracibn
en la envoltura de DA82 como consecuencia del descenso de la os-

molalidad del medids,
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__# _ Otro sspecto intereassnte es ¢l hecho de que mientras
en las cepas control el equilidrio se slcanza révtdsmente, ¢dn
DA82 la captacifn continQa en medio SIN duranto nor 1o menos

P

2 horas, Esto pnede sicnificar gue mientras el csamhio originado
ot [

em LT2 y DA?8 por el choque hincosmhtico es masainro, en DAR2
s8¢ producen modificeciones por efegto de la baja osmnialidad,

q4e no alcangan a ger compensadss,

Por otrs varte, el hacho de que DAR2 tenra un elevain
‘nivel hasal de captsci®n de acriflavina, puede indicnr la exins
tencia de un defecto a nivel de las envolturas, ~ue on este coso

98 hace evidente afin en un medio de osmolslidad no-mal,
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Firura 10,

i

Nostorias da Tan ropng DAR2, DADQ +» TA2 | on fnen 1n
garitmica (D'O'GSO = 0,7-0,8), fueron recolectndas nor centrifu-

mcibn,

El sedimento fue enjuassado con M9 20 %, resisvendido en

61 mismo mmdio @ uns concentracifn de 109 bacteriass »nor ml.

: A tiempo cero, dos aliciuntas de esas sucpercinsnes fie-
ron dilufdas 100 vecos en modios SON vy 8T, »racslontsdcn a 27°C,
;ue eontenian &4 ng/ml de acriflavina, A los tierr-s inaicados ce
;oma;cn muestras de 2 ml de las que se sepsrsron las bacterias

?or centrifugacibn duran@e 1 minuto & 25,000 g, determinéndose
?uego ls D.O.l‘(50 del sobrenadante. Los datos graficados en la fi-
&urs correspondiente a lo captado nor poblaciones de 107 bacteriag,

nl, !

Ia metodologia empleada no permite apreciar con exacti-
'}nd el momento en que se separan las células del medio, Se estima
gue esa separacibn se completa entre 30 y 60 segundos después del
tiqmpo indicado en el gréfico, Este error de apreciacibn es im-
portante a tiempo cero, donde la captacién de acriflavina es muy
répida, pero no es mignificativo en el resto de los puntos.
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Captacion de Acriflavina
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VII). Protoinng de la ghxyl;g;gb AnAlinis por electroforenin en
| el de nolia lamida,
S o ‘
Escicntcmanﬁﬁ so hor dezarrollado métedon yora Losar
in membrana interna de la externa, permitiendo el an61§n1n inde-
pendiente de las raCcionés‘mediaﬁte electroforesis an ~nl An

poliacrilamida (157).

Bsta ~~todolosia se utilizb para exnlorar 15 nozibilidad
de que-las alteraciones que presenta DA82 a consocuencis o 12
mutacibn en el rfen BAC diersan lussr a la avaricidr de rormbdins on

las proteinacs oue componen su envoltura,

Las dos capas fueron separadas sisuiendo na de las
técnicas descriptas por Osborn (157); seguldamente se las anali-
26 por electroforesis en gel de vpoliacrilamida segfin lo aconseja-

‘do,por Ames (7).

\
Dadleue en el momento en que se realizaron leos estudios
-D.N. Antbn habia logrado transferir.la mutacibn bac-, responsable
dé las vropiedades de DA82, y debido a que resultaba conveniente
ecomparar los efectos de dicha rutacibén en dos cevas qde difieren
s6lo en ese carscter, se utilizaron para los exéerimentos el par

de cepas compuesto por DA183 (bac-) y DA230 (bac+). -

Los resultados obtenidos son extravolables a DA82 ya

que DA183 posee el fenotipo caracteristico de DA82.

Resultadoss

La figura 11 muestra que al sometor un pfeparado de mem-
br&ﬁas a una separaci&ntpor electroforeeis”on gradienfes de saca-
rosa (157) se resolvieron dos picos prinéipalea, y un tercero de
escasa’macnitud.‘Pér analoria con lo descripto por Osborn, el ni-

€o quemostrs mavor mirracién hacia el &nodo, corranponderia a



membrana intorna, el de menor movilidad a membrans cxterna, y el

pico pequefio de movilidad 1ntermedia, representaria material sip

aere ran,

Al analizar muestras.correspondientes a los dos ricns

principales mediante electroforesis en placa de noliacrilamida, se

obhservd que, mientras los geles de la membranz interna de las dos

cepas exawinadas resvondfan a un patrfn similar,

tes a2 lns preparados de Ya merbrana extarps dae 12194 (hace

tfan una bands menos aue log de la cona DAZ24AC

corn sontroi(figura 12).

<2
O
=
(e ]
P}
o
2
1
0
3
D
o
.

Los resultados obtenidos sefialan la

har 43 bt

peaivilidad

los correswendion-

-3, nxhi-

d s

de gue

la mutacibn bac - se exprese a través de la disminucibdn o desapa-
. P

riciébn de une de las proteinas'de la membrana externa,

Con los datos disponibles no eS‘posible adjudicar a esa

desaparicibn la responsabilidad de la determinacibn de las provie-

dades de los mutantes bac -, sin embargo, el hecho de que por lo

menos una de las proteinas de membrana pueda ser afectada, resulta

un tema que merece un estddio més profundo,
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direccidén de migracién a—
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nimere de fraccidn

Se efectuaron preparaciones de membranas de las cepas
DA230 y DA183 siguiendo la técnica de Osborn (4). Muestras de
esas vpreparaciones fueron sembradas en gradientes lineales (10

a 30%) de sacarosa y sometidas a electroforesis segin lo indic

Q\
[
o]
9]
fo
ts
&)
o
e

do por Osborn (157). Urna vez completada la senaraci
entes fuercn fraccionados utilizando una jeringa IS20 con sacar
sa al 60%.

La figura muestra el registro de densidad éptica cbte-
nido durante el fraccionamiento madiante un analizador I3CD.

Las fracciones correspondientes a cada uno de los pi-
cos principales fueron combinadas y utilizaldas posteriormeite

para andlisis por elcctroforesis en gel de policcrilamida.
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fig. 12

Trazado densitométrico de -electroforésis de membrana externa

de las cepas DA230 y DA183

Las corridas electroforéticas se realizaron en placas de poli-
acrilamida, conteniendo laurilsulfato de sodio, seglin la técnica
descripta por Ames (7) . La flecha indica la posicién de 1la ban

da ausente en los preparados de la cepa DA183.



VvII1). Efecto deo la osmolalidad del medio sobre 1a sensibilidad a

la radiaciébn ultravioleta.

Al estudiar la influencia de la osmolalidad del medio en la
respuesta de la cepa DAR2 frente a la radiacifn ultravioleto (25%7 K)
se encontrd que en el momento de la irradiacibn esa variable no influ
ye sobre la sensibilidad, pues el comportarmlento no se alteraba cuan-

do se irradiaban células en medio SIN-# o CON-g (150),

Sin embargo, aparecian diferenclas de corrortarionte cuan-
do vreviamente a la irradiacién las mcotering eran incubadas on anos
mismos medios., Se realizaron experimentos con el fin de analizar la
influencia de las condiciones de incubacibén previas a la irradiscidn

sobrg la resistencia a ultravioleta,

Resultados:

Las células mostraron un considerable aumentc de su resis-
tencia a la radiacibn ultravioleta tras 60 minutos de incubacibn en
medio SIN-g, en tanto que las bacterias mantenidas por igual lapso

en medio CON-g no alteraron su respuesta a la radiacibn (fig 13).

La resistencla del cultivo en SIN-g se mantuvo en incuba-
ciones de hasta 6 horas (fig 14). En cambio, la sensibilidad del
cultive en CON-g experimentd una disminucibébn en el momento en que
bste entrt on fase estacionaria y alcanz6é los niveles mostrados des-

de varlas horas antes por el cultivo en SIN-g (Fig 14).

El agregado de &cido nalidixico, que actfa como inhibidor
de la replicacifn del ADN (160), impidi® la adquisiciébn de la reosis-
tencia por las bacterias en SIN-g, pero no afecté la resnuesta de
aquellas en CON-g, ni fue capaz de modificar el comportamiento del
cultivo en SIN-p una vez que la elevacibdn en los niveles de resisten-

cia se habian manifestado (Fig 15).
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El agregado de cloranfenicol, que inhibe la sinteris de
proteinas e impide la iniciacién de nuevos ciclos de replicaclédn
del ADN (161), a cultivos en SIN-g, no modificé en nada la respues-
ta de éstos, mientras que cuando so arrernb este inhibidor 2 culti-
vos en CON~g se produjo, luego QP £0 minutos, un sumento de la ro-
sistencia a ultravioleta hasta el nivel pronpio de las bacterias an
SIN-g (Fig 16). Este efecto del cloranfenicol fue anuladc por la

presencia simulténea de Acido nalidixico. (F'iz 16).

Debe tenerse en cuenta que, sl bien se commaran voblacio-
nes diferentes, los resultados. se expressn como froccibn de hanterias
sobrevivientes, es decir, que se ezt commarando el nfinero de hazlhe-
rias que mantiene su viabilidad en una muestra, luero de detemrinada

dosis de radiacibn, con el nfimero de bacterias viables en esa misma

muestra antes de ser irradiada} este tratamiento independiza la ex-

presibtn de los resultados de la densidad de 1z poblacibn,

Conclusiones:

La resistencia desarrollada por DA82 durante la incubacién
en un medio de baja osmolalidad, tiene caracteristicas similares a
la que se manifiesta cuando bacterias incubadas en medic de osmolali-
dad normal llegan a la fase estacionaria, o son sometidas a tratamien
tos que impiden la iniclacibébn de nuevos ciclos de replicacibn. El
&cido nalidixico, que inhibe la replicacién del ADN, impide la adqui-
sicibn de esa resistencia, pero es incapaz de revertirla cuando las
bacterias ya se han vuelto resistentes, El cloranfenicol, que impide
la iniciacibtn de nuevos ciclos de replicacién, muestra una induccibn
de reslstencia que en el taso de las bacterias en SIN-g se superpone

con el efecto del medio.

Es un hecho conocido que las bacterias con cromosomas en

estado de reposo, son rés resistentes al efecto de las radiaciones


resultados.se
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que aquellas que se hallan en crecimiento (162). Se ha postulado
que eﬁa'resisfencia se debe a que.la reparacién del daflo produci-~
do por radiaciones, es mas eficiente en células con cromosomas
completos, o bien Que el punto de replicaciébn es QSpécialmente

_sensible a las radiaciones (163)..

‘Los resultados sugieren que en medio SIN-g,.probable-
mente a consecuencia de la inhibicién de la sintesis de macromo-
léculas que tiene lugar en esas condiciones ( Ver Cap. II), DA82
deja de iniciar nuevos ciclos de replicacién y al entrar su geno-
ma en reposo, adquiere una mayor resistencia a radiacién ultravio

‘leta.
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Figura 13.

Bacterias de la cepa DA82, en fase logaritmica (DOGEO
0,6-0,8), fueron recolectadas por centrifugacibn, el sedimento fue
enjuagado y resuspendido con medio SIN-g a una D'O‘GSO de aproxi-
madamente 0,1. La suspensién fue dividida en dos alicuotas que se
incubaron a 37°C con agitacidén; a una de ellas se agregh 0,1l nm
NaCl (CON-g), ¥ @ la otra se la utilizb diroctamente (SIN-g).

A tiempo cero se separaron porclones de las susponsiones
en CON-g y SIN-g que fueron irradiadas con luz ultravioleta (2537
K) en dosis de 180, 360 y 540 erg/mmag se reservd una fraccibn
sin irradiar para determinar el nfimero de bacterias (N°), y se
retiraron muestras luege de cada exposicibn, para determinar el
nfiroro de bacterias scbrevivientes (N).

A los 60 minutos se irradié con las dosis antes indica-
das ¢l resto de las suspensinnes en CON-g y SIN-g determinfindose
N°® ¥ N,

La estimacibn del nfimerc de bacterias viables se efectud

por recuento de colonias en placas ds agar nutritivo.
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Se incubaron & 379C con amitacifn suspensionas de ls ce-
ps DA82 en medios CON-g y SIN-g, preparadas seg(n se indicb en 1a

léyenda corresnondiente a la firura 13,

o .

A los tiempos sefialados se separaron muestras que s¢
irradiaron con 540 erg/mmz de luz ultravioleta (2537 ). 1a froceitn
d‘ bacterias sobrevivientes se determinb efec tuando recuento de so-

loniss en placss de agar nutritivo,
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Flgura 15.

S prepararon suspulslones de baclevias de la cepa Dil2
en medios CON-g y SIN-¢, segln ce indict en ia leyenda de la firu-

re 13,

Cada una de las suspensiones fue dividida en dns a)icuotas
A una de ellas se 1@ agregd 15 us/ml de 4cido nalidfxico (nel.), ¥y

a la otra Ro se le efectud ningln arrorado.

Sa {ncubb a 37°C con agitacibn, Lueso de SU riinutes se
irradiaron fragciones de cada una de las alicuotas con las dosis

que se indican en la figurs,

Al resto de la alicuota incubada en medio SIN-g se 1le
sgregb 15 ug/ml de &cido nalidixico, y se continub la incubacién
por otros 60 minutos, Pasado este tiempo, se irradib con las dosis
de ultravioleta que se indican en la figura. En todos los casos
pe determinb la fraccién de bacterias sobrevivientes, efectuando

recuento de colonias en placas de agar nutritivo.
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Cepa DAB2- curvag de sensibilidad a ultravioleta en
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Se vrepararon suspensiones dge bacterlas de Lo cena Lnoe

en medios CCill-r, segsfin se indicd en la leyenda do la fimra 13,

l.a suspensién en SIN-z se dividib en dos s2licuptasy una
de ellas se incubd directamente, la otra, previo srresadn de 150

ne/ml de Cloranfenicol (Caf. ),

La ausvensibn en CON g se dividiH en tres alfcuntar; la
primera se incubd directamenteé, 1s serunda, vrevio arrecado ~e 150
ne/ml de Cloranfenicol, y la tercera con 150 ug/ml de Cloranfeni-
col y 15 ug/ml de 8cido nalidixico.

Lag suspensiones se incubaron a 37°C con agitacibn du-
rante 60 minutos. Pasado este perfodo, se irradié con las dosis
que seé indican en la figura, y Be determind la fraccibn de bacte-
rias sobrevivientes por recuento de .colonias en placas de arar nu-

tritivo.
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‘IX) Efgcto do'la composicién de) mggig nob:g 1_ racuneracibn por

_3Incnbanifn an mpﬁfn 1€nnﬁﬂn , , :

Is incubaecibn en un madio lfquido no nutritivo durante

un lapso méds o menos'nrolonrado, permite Ja recumnracifn, parcial

»

de suspensiones de bacterias_irradiadas con 1uz ultravinieta, ks~
ta rscuperacibn se manifiesta como un aumento en ol mfmaro de bac-
terias sobrevivientes con resnecto al obs SeTvado irmedintamente
después de ls 1rrad13ciﬁn..hste fenfmeno, denominndn ronarorund i6n
por inéubaciéﬂ en medic 1fauido (k]h) dercnde rda 1 actividad

del mecanismo enzimbtico de reparacién vor escisitn (32),

Se estudiaron las conﬁiciones de tratamionto nost-irra
‘diacibn que mermiten una RIL 6ptima eri el mutante DABZ," con el
£in de determinar posteriormente si existia alsuna relacidn en-
tre la osmosensibilidad de esta cepa, y su canacidad vnara 1levar

a cabo la reparacién por escisibn.

-Resultados:?

1), Efepto de la gomwosicibn del medio de irradiacién sobre 1la
RIL: ;

Como puede observarse en los regﬁl#edbs que aparccen en
la tabla 2, la composici6n del medio de irradiacibn tiene sran
importancia en la recupehacibn, pues cambios en el mismo produ-
aen qrandes variaciones en la efibiencia de la RIL., La irradia-
cibn en la solucibdn compleja;ﬁgwac % (SI&) permite una recupecra-
aifn muy guperior a la qwa‘ 8¢ observa con. solucicues .de- una sols
sal, aunque la aamnlalidaﬂuaca»aim;l;r,ep‘ibdhc los casos. Entre
1las salbs puris se observen también diferencias, siendo la més

bficaz'KCI,-luegb‘NHhCI, MrCl, vy finalmente.NaCl,



2). Efccto del lavado gﬁrvcentrifugacibn:

Los resultados obtenidos firuran en la tabla 3; puede
observarse oue el lavado de las bacterias por centrifumacibn
oripint la diominucibn de la camnacidad de recuneracibn, aue lle-

rh a anularse luern de dos ciclos de lavado.

Este tratamiento prcdujohﬁambién admentos nocalonadns
en la resistenciz a radiacibn nltravioleta (tahla 3), Dichon au-
rmentos son de nocs magnitud frerte a 1la variabilidad ~emeral de

“los resultados, sin embargo, deben ser tenidos en crcenis nrers se

H

_repitiercn en todos los experinentos rezliznados.

3). Efecto de la composicibn del medio de incubacibn:

Como puede versé en las tablas 3y i y se detalla nés
‘.adelante ( ver Capitulo¥) la osmolalidad del medio de incubacibn
modifica fuertemente la eficiencia de 1a~récuneracién; Cuando se
mantiene la misma osmolalidad se apfecian importantes diferencias
en la efectividad de alguna de laé séles usadas, BEn tanto NaCl
o KC1 permiten recuperaciones‘semejantes o aln superiores a las

obtenidas con el medio M9 noidiluido, la eficiencia de NH,Cl y

4

MgCl2 es mucho menor,

4). Efecto de la riaueza del medio de incubacibn:

De los resultados que se muestran en la tabla 5 puede
concluirse que la riquezé del medio tiene un efecto nerativo so-
bre la recupcracibn, el sb6lo agrepado de 0,5 % de glucosa resul-
t§ suficiente para inhibir fuertemente 1a RIL, Fl agregado de
hidrolizado de caseina pfodujo una disminuciébn de la viabilidad,
que fue mayor cuande se agresb plucosa e Hidrolizado de caseina

juntos.

Concluntorens
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Las condiciones para obtener una buenes respuesta de

RIL en la ceps DABZ gont

=4

a)s Al efectuar el cambio de ias bacteriss desde el -medio de:cre-

b).

c).

d).

¢imiento al de irradiacibn, no ee deben efectnar lsvados vor

‘gontri furacibn, vuesto que con ene tratamiento se 1imits 1a

capacidad de RIL, Para evitar el efecto nesmativo que wodrinn
tener los restos de glucosa dél medio de crecimiento, results
suficiente enjuapar el sedimento, sin resusnenderlo, con el

medio de irradiacién,

|
la capacidad de recuperacifn devende amnliamente de 1s compo-

slcibn del medio de irradiacibn, siendo SIN (MO 20 %) el més
adecuado entre los medios probados,

La composici6n del medio de ineubacibn influye considersble-

‘mente en la recuperacibn. Eh este efecto no cuenta solamente

la concentracién de las sales utilizadas, sino tarbién la
naturaleza de las mismas.- Se obtienen recuperaciones 6ptimas.

incubando en medio de osmolalidad normal (250 mOs) compues-

‘tos por mezclas complejas de sales (M9) o esas mismas mez-

clas dilufdas (M9-20 %) y adicionadas de soluciones puras de

sales.

Cuanto mhs pobre es el medio, se producen mejores recupera-

‘clones. La mayor eficiencis de RIL se obtiene en condiciones

de carencia de fuente de energila.
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Tabla 2,

Un cuitive de le coopns UhO2y wun Fam,j Tosads Lea {.',.\'.650
0,6-0,8), fue dividido en alfcuotas, y las células ne recolacta
ron por contred fugacibn, Cada uno de 10s sedimontos rhtenSdns Tne
enjusrado y resuspondido con una de las solucinnes on 1a nrirer

columna de 1s tabla 2, ajustando a 0,1 la 0‘0'660‘

Las suspensiones fueron irradiades con mma dord e
540 erp/mn> de UV, (2537 A); invediatamente dnamafs Ta ormalali-
d2d de tndas las miestras fue llevsda a anrayiracaeerta 24 "y
mediante €l agregado de cantidad sufictente de medin "0 10 veces

concentrado.

Se tneubd a 37°C con aritacitn durente 2 hevas, Ts via-
.bilidad ge determind a los tiempos que se indica, efectuands re-

cuento de colonias en cajas de agar nutritivo,.

La fraccién sobrevivienté corresponde al resultado de
‘dividir el nfimero de bacterias que continfia viable luesmo de de-
-terminada doslis de radiacibn, por el nfmeroc de bacterias viables

existontes en la muestra antes de ser irradiada.

La relacién de recuperacibdn resulta de dividir la frac-
¢ié6n sobreviviente, luego de un determinado tiempo de incubacién
(en este caso 2 horas) por la fraccién sobreviviente inmediatamentc

después de la irradiacibn (tiempo cero).
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TABLA 2
MEDIO FRACCION FRACCION RELACION DE
OE SOBREVIVIENTE SOBREVIVIENTE RECUPERACION
IRRADIAGION A TIEMPO CERO A LAS 2 HORAS [F./F)
R [F:]
SIN[M9-20%] 62x1075 1x107! 1612
4 -2
0.025 m NaCl 27x10 33x10 122
.4 -2
0.025 m KCl 2 x10 7.2x10 360
0,025 m NH,CI 1.25x10°4 2.7x10°2 216
0,0187m MgCl, 85x10™4 15x10°2

176

RIL Efecto de la composicién del medio de irradiacién
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Tabla 3. RIL; efecto de los lavados

_——

Un cultivo de la cepa DA82 en fase logaritmica (po650 -
0,6-0,8) fue procesado como se indica en las leyendas de la co-
lumna 1, las suspensiones obtenldas fueron irradisdas con U,V.
(540 erg/mm2 a 2537 K). Luego de la irradiacifn se incubb en las

condiciones que figuran en las columnas 2 y 3.

El significadc-de los términos "Fraccibn sobrevivientie®

¥y "Relacibn de recuperacibn' figura en la leyenda de la tabla 2.
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TABLA 4

COMPOSICION TIEMPO FRACCION RELACION

DFL MFDIO DE DE SOBREVIVIENTE DE

INCUBACION INCUBACION [ 1] RECUPERACION
SIN 0 6 x10° ' 1
SIN 2 262107 43
M9 2 2451072 400
SIN +0,1m NaCI[CON] 2 332102 550
SIN+01m KCl 2 3 x1072 500
SIN+0,1m NHCI 2 3551073 58
SIN +0,067m MgCl, 2 11x1073 18

RIL; Efecto de la composicién del medio de incubacién

Bacterias de la cepa DA82 en fase logaritmica (3'0‘650
0,6~0,8) fueron recolectadas por centrifugacién, Bl sedimento
fue enjuagado con SIN y resuspendido en esa solucibén ajustando
a o'l 1la Do0¢650"

-]

Se irradié la suspensién con U,V, (540 erg/mm2-2537 A )
y se dividié en alicuotas que recibieron los agregados detalla-

dos en la primer columna .

Las muestras se incubaron durante 2 horas a 37°C con
agitacién. A los tiempos indicados la viabilidad se determinéd

por recuento de colonias en placas de agar nutritivo

El significado de los términos "Fraccién sobreviviente®

y "Relacién de recuperacién" figura en la leyenda de la tabla 2.
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TABLA 5
MEDIO FRACCION FRACCION RLLACION
DE SOBREVIVIENTE SOBREVIVIENTE DE
INCUBACION [;1 HOmpo GOro [d lao dOs hom:;,] RLCUPERACION

M9 -5 ! -2

32110 2,2x10 687
M9 + glucosa -5 -4

3,2 x10 2,9x10 9
M9 4 hidrolzado de . .5 .5
caseina 321510 1,410 0,44
M9+ hidrolizado de .5 -6
caseina+ glucosa 32x10 30x10 0,09

RIL: Efecto de la riqueza del medio de incubaciom

Bacterias de la cepa DA82 en Ffase logaritmica (9'0‘650"
0,6-0,8) fueron recolectadas por centrifugacién, el sedimcnto
fue enjuagado con M9 y resuspendido en el mismo medio, ajustan-
do 1la D.0,650 a 0,1

E-3
erg/mm2 a 2537 A ) y dividida en cuatro alicuotas que se incuba-

La suspensién fue irradiada con U.V. (540

ron a 37°C durante 2 horas, con agitacién, agregando previamente
a una de ellas 0,5% de glucosa, a otra 0,5% de hidrolizado de ca-
seina, a la tercera 0,5% de glucosa y 0,5% de hidrolizado de ca-

seina, la cuarta alicuota fue incubada sin agregados.

La viabilidad se determiné a los tiempos que se indican

por recuento de colonias en cajas de agar nutritivo.

El significado de los términos "Fraccién sobreviviente®

y "Relacié de recuperacidén® figura en la leyenda de la tabla 2,



X)s Efetto do la oamolalidad del medio mobre 1a RIL,

De los resultados exbu;atog*en las tsdlas 3 y L, se haco
evidents que la recuveraciftn do DA82 por incubacifn en medio 1iqui-
do, es eltsmente dependiente de la osmolalidad decl mediog ;cfo resgul-
ta gateresante puesto que la RIL es>una expresibtn del mecanismo de

reparacifn por escisibn (82),

Para esiudiar en forma mAs detallads este ferfnomo, se
* efectuaron exparimentos en los que se slpuib la cinéliss 5o resune-
racibn en condiciones de osmolslidad normal (250 =Cr.), v en matio

“

de baja osmolalided (50 mOs.),

Como medio de osmolalidad norma) se utilizbd CON, aue se-
gtn se desprende de los resultados obtenidos (tabla L) es uno de
16s més adecuados para promover 1a recuperacifni como medio de ha-

Ja osmolalidad se emﬁleé SIN. La cepa DA?78 fue utilizada como control.

Blﬂ!lg;iﬂﬁ?:

RéGtpeswetén por incubacién en medio ldquido de 1a cepa DA82:

Como puede verse en la figura 17, 18 fraccibn sébrevivign-
te luego de irradiar bacterias de esta cepa con una dosis de 540
org/mma; fue de 7,4 x 105. La incubacibn en CON dic lugar a un aumen-
to‘di la viabilidad, que siguib una cinética exponanc;al. Dicho au-
~nent6 fue mée réﬁido durenté las primerss dos horas, ya que durante .
este perfodo la viabilidad subi6 a razén de‘2§ veces por hora, mien-

tras que en la tercer horq §ument6’ab1o 1,4 veces,

Por otra parte, las bacterias en SIN también se recuperas-
ron, aunque en forma sensiblemente més lenta. En el transcurso de
la primera hora en.SIN, la viabilidad aumentb 2,5 vecos; on la se-

gunda hora 3,9 veces y 6,6 durante la tercera. Como consecuencis de
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esto, luego de dos horas ds incubacibén en SIN, el aumento en la
viabilidad fue de aproximadamente 10 veces, mientras que para las

mantenidas en CON por imuwal lapso, W wvianilidad a“bib-bé? veces,

— — sop s psssprrommsss e errssmncres * s s

SIN:

Al passr a CON 1las bacterias incubadas en SIN, mediante
el agregado de 0,1 m NaCl, la velocidad de recuperacibn manifesta-
da en medic de baja osmplalidad gembib; contiruando a partir de ese
momento con caracteristicas similares a las manifestadas nor las bac-
terias mantenidas en CON desde inmediatamente después de la irradia-
cibn .(figura 18).

Efecto de la osmolalidad del medio sobre la RIL ds DA78:

La RIL de bacterias de la ¢epa DA78 fue poco influencia-
da por 1a osmolalidad del medio. Mientras que la incubacifn duran-
ta‘las 2 horas posteriores a la irradiacibn causbé un sdumento de
uﬁpe 135 veces en la viabilidad (figura 19), el matenimiento en SIN
por igusl %gggéadio lugar a una recuperacidn en la viabilidad de
:pro:d.mat'!nmé;aéa 100- veces (fig. 19).
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Concluslonest

Como consecuencia de Lo Incubacidn en medl  ao baja onuo-s
lalidad, 1a RIL de la cevna DAR2 resulta seriamente inhibida., ksta

inhibicifn mnuede szer sunerada llavandn la o-nnleddi-d-g 1A rendd

ciones normales wediante el asrarado de 0,1 » HaCl,

Ia cepa DA?P8 no muestra slteraciones irovortsrnies on =n
RIL, con relacifbn a 1la osnmolalidad del medic, pues lue~o dos no
ras de +incubacibn, la recureracifin cobservada en G oo 5’ 1
veces rayor cue la producide en SIN, dsta variscidn os Jdasprecialle
ble si se la compara a la observada con DAB2 en imunles condiciones,

pues ecta Gltime recupera 63 veces mis en CON que en SIN luepo de

dos horas d¢ incubacibn,

Es necesario hacer notar que DAY8 en CON no recuvnera tan-
to como DAB2 on el mismoc medio, y por lo tanto, no constituye la
cepa control ideal, Lo més adecuado seria comparar una ceps silves-
tre con otra que estuviera afectada sblo en el carhcter bac, Sin
embargo, dada la homologia exlistente entre DAS2 y DA78, los resultado

pueden considersrse satisfactorios.

Los efec tos producidos sobre DA82 por incubacién en SIN,
sugieren que como consecuencia de la mutacibn bac-, serian afecta-.
dos los mecanismos implicados en la recuperacidn del dafio origina-

do por la radiacibébn ultravioleta.
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Firura 17.

¢

Dacterion dn In ceya DAS2, on fone logarfiniza, faoran
recolectadas vor ultracentrifusacibng el sedimento fue onjﬁanadq y
‘resuspendido con STN a una‘D;O.eju de aproximadomente 0;1; 1a
suspensién se irradié.con 540 erg/hma (2537 ﬁ) y se dividib en
dos alficuotas qué se incubaron a 37°C con aritacién, arrerando
previamento a una de ellas O,1 m NaCl (CON), A 1ns tiémnos in-
dicados se tomaron.muestras en lag-.que se detorming Lo viabilidad
efectusndo recuento de oolonias,eh cajas de arar nutritive, In
fraceibn sobreviviente se calchiﬁ cen rasvecto sl nGrero de han-
terias viables existentes al comienzo del exverimento en una rues-

ira sin irradiar,

Los valores. graficados corresponden a la ﬁedia'entre los
peéultados de variog exrerimentos, indicéndess también el error
standard corresppndienté, (el ntmero de casos figura junto s cada

punto),
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Blcurs A8 .

i Se irradib une susnensibn de bacterias de )a‘cépa DA¥2
11 mdio SIN; que ge prepard se~fn se Andics ;m 1n h\;cnda de 1a
figure 173 dicha susnronzibn se. dividid en dos.aiicnntan e 59
_4dncudbaron 0.57'0 con agitacibn, arresando a una de ellas MaCl
0,1 m (CON),

.

"A lom “‘ermom indicados cqn'flachas, B8 AANSTHTON Mlen-
tres de la alicuota en SIN, que se continnarcn incuh#hdo previo
sgregado de 0,1 m 7aCl, La viabilidad ge daterwipﬁ nar vaguento de

‘colonias en cajes de ager nutritivo,
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Figura 19,

Una suspensibén de bacterias de la cepa DA78 en SIN, prems
rada como se indics en la leyenda de la fifura 17, se irradib con
540 erg/bme;‘y se dividi6 en dos alicuotas que se incubaron o 37°C
con aritacitn, agrersndo a una de ellas NaCl (),'i m (CONY, A los
tiempos indicados se determint la viabilidad por recuento de cole-

nias en cajas de agar nutritivo.
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La incubacién de bacterias de la cepa DA82 en medio SIN,
produce, simultaneamente con la disminucién de la capacidad de
efectuar RIL, la inhibicibébn de 1a sintesis de‘macromoléculas.(Vor

Capftulo II).

Con el ‘fin de explorar la vnosible relaciln entre esas
dos regpuestas ala dncubacibn en SIN, se efectuaron exverimertos

para observar el efecto de diversos inhibidores de ia sintesis de

macromoléculas sohre la RIL, Se probdé el efecto de: &cido nalidi-

xicoy 2-fenil etanol, 5-fluor uracilo, tetraciclina, eritromicina,
cloranfenicol,y puromicina.. Se efectuaron experimentos de RIL con

cada . una de esas substancias en présencia y a2usencia de glucosa

51 0,1 % en el ﬁedio.'Experimentos anteriores habian demostrado

" que en este sistema la glucosa tiene la propiedad de anuiar la RIL.

{Ver Capitulo IX), y que este efecto p&ede ser revertido por algu-
nag drogas (159), Dicho azficar se utilizé para poner en evidencia

diferencias en el comportamiento de los inhibidores estudiados,

Resultados:

Lps inhibidores empleados pueden clasificarse en tres gru

pos en base a la respuesta provocada por su acciébn:

1), Puromicina, 5-fluor uracilo,y 4cido nalidixico: su presencia
no modifica la RIL en CON, ni es capaz de cambiar el efecto
‘inhibitorio de la glncﬁsa que se manifiesta en CON-g.(Fig. 20a,
20b, 21a), 3

2). Cloranfenicols deprime la RIL en wmedio CON hasta niveles simi-
lares a los observados en SIN, Esta respuesta es similar en a-
pariencla a la que produce ol arrerado de glucoca a un cultivo

en COM, &in embarpro, aunque el cloranfenicol y la rlucosa por



separado inhiben la RIL, cuando son agregados juntos no tie-
nen ningln efecto sobre dicha funcién, Esta neutralizacién
de efectos muestra que el modo de accidn de ambas substen-
ciss es distinto y antagbnico (fis. 21). Tonto la tetraci-
¢lina como la eritromicigq pertenecen a este grupo, sunque
la intensidad de accibn de ambas a las concentraciones usa-
das ez menor que la cbservada con cloranfenicol (fig. 22a y

22b).

3), 2-Tenil etanol: la incubacibn en prensncia de esta drosa,
inhibe 12 RIL en medio CC hasta llevarla a los mismos valo-
res encontrados er SIN; no cobstante, a diferencia del clo-
ranfenicol, el 2-fenil etanol no neutraliza la accibén inhi-

bitoria de la glucosa (fig. 23).

Conclusiones

Entre los inhibidores probados, sblo el 2-fenil etanol
logrd mimetizar los efectos producidos sobre la RIL por la incu-
bacibn en medio SIN, Esta droga actfia sobre la envoltura bacte-
riana causando un notable aumento de la permeabilidad (145), inhi
be la sintesis de ADN, ARN y proteinas (164); y disminuyen tam-
bién la actividad respiratoria. (Ver Capitule ITI); y la recupe-
racibn del dafio por radiaciones (165), su accidn sobre .la RIL no
es afectada por la presencia de glucosa en el medio. Todas estas
manifestaciones muestran semejanza con las que resultan de incu-
bar a DAB2 en medio SIN, Esto sefiala la posible utilidad del
2-fenlil etanol como herramienta para estudiar las alteraciones

ocasionadas a DA82 en medio SIN,

No ocurre lo mismo con los otros productos probados,
ya que o bien no muestran efecto alguno sobre la RIL, o si 1la
inhiben, su aceibn es antagonizada por la presencia de glucosa,

como ocurre en ol caso del eloranfeniceol,



Figuras 20, 21, 22 y 23.

Bacterias de la cepa DA82 en fase lormaritmica (D‘O‘GSO
0,6-0,8) fueron recolectadas por centrifuracién. El sedimento fue
enjuagade con SIN y resuspendido en ¢l mismo medio a una D'0’650

0,1.

La susnensibn se jrradif con una dosgis de 540 erf:/mm2 v
se dividié en alicuotas que ce incubaron a 37°C con aritacifén. Las
alicuotas designadas COY contenian ademfs 0,1 n MaCl, v en los ca-
505 que correspondia olrsuno de los siguientes inhibidores a las
concentraciones que se indicans &cido nalidfixice 15 pr/ml; 2-fenil
etanol 0,25 % v/v; 5-fluor uracilo 50 ug/ml; tetraciclina 50 mg/mls

erotromicina 20 ug/ml; cloranfenicol 20 ug/ml y purcmicina 67 pg/ml

En los casos que se ind o se arregh 0,1 % de glucosa,

Las alicuotas marcadas SIN fueron incub - in agregados.

La viabilidad se determind por recuento de colonias sobre

placas de agar nutritivo,
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Efecto de inhibidores sobre la RIL ‘a) Acido nalidixico
b) 5-{luor uraczilo
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la RIL: a) nuromicina

b) cloranfenicol
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Efecto de inhibidores sobre la RIt: a) tetraciclina
b) eritromicina
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Efecto QE inhibidores sobre la RIL: 2-fenil etanol
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XIT), Efecto de 1la osmolalidad del medio sobre la escisifn de dimerc

de pirimidina,

El hecho que DA82 demostrara poseer una menor capacidad
para efectuar RIL en medio de baja osmolalidad, sugeria que la os-
molalidad del medio influye sobre el mecanismo de reparacibn por

escisibn,

Para obtener mhs informacibn a ese respocto, se estudid
. la desaparicién de dimeros de timina del ADN de bacterlas irradiadas

e incubadas en CON y SIN, Este pardmetro refleja la actividad de lac

primeras etapas de dicho mecanismo de reparacibn.

Se efectuaron exporimentos en los gue células de DA82,
marcadas en su ADN con timidina tritiade, fueron irradiadas con luz
ultravioleta e incubadas en medios CON y SIN., El contenido de tiwi-

na como dimerc y como monbmero fue determinado a distintos tiemvoa.

Las muestras se trataron con &cido fbrmico en calientes
este procedimiento libera las bases del ADN sin afectar el anillo
c¢iclobutano de los dimeros. El extracto obtenido se analizb por cro-

matografia en papel y la radicactividad se deterrind con un espec-

trbémetro de centelleo 14 quido,

Resultados:

En la figura 24 se muestra la variacibn del contenido de
dimeros durante las dos horas posteriores a la irradiacibn con una
dosis de 540 erg/mma. El tratamiento de bacterias de la cepa DA82
con esa dosis, dio lugar a la transformacién de un 0,29 + 0,03 %

de la timina de su ADN en dimeros,

Cuando luego de la irradiacibn las bacterias fueron incu-

badas en _medio CON, el. contenido de dimeros disminuyb exponencialmer
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' con una constante de deseparicién Kcoy = 0,0223, mientras que cdan-

do la incubacibn se 1lové a cabo en medio SIN, el contenido de df-
meros, si bien disminuyb .siguiendo una curva exponencial, 1o hizo

gegldn una constante aignificativamenia menor Ksiy = 0,0107.

.Cuanda 1as bacterias incubadas en SIN fueron llevedas a -
condiciones normales de osmolalidad mediente el asrersado de 0,1 m
NaCl, se pudo pbsérvar que la escisibén se acelerd llerfndose a ni-

veles similares a 198 de Jas bacterias incubadas en CON desde el

~,comienzo‘de1 exverimento, Para las bacterias. llevada ~a osmolslidad

&y

normal uo minutos despnés de la 1rradiacién, ]a neva con,tante fue

K“Q =0 20259, ¥ para las transferidas de medio a los 80. ninutos,

. Kso - 0,0275.

El nflwero de bacterias viables siguid un vatrbn semejonte

al mostrado en la figura 18, auwcrt~rdn més réoidamente eh los cul-.

‘ tivos que esoindian dimeros.con nsyor eficiencia,

\

.- Conclusiones,

..

84 consideramos que el ADN de Salmonella tieﬁe‘una longi-

. tud de aproximadamente 5 x 108 pares de bases (165) y que un 23,6 %

de esas bases son timinas (166), podremos calcular en base a los re-
sultados obtenidos, que cuando se irradia a DA82 con ana dosis de
540 org/mm se forman aproximadamente 3,3 x 103 dimeros por cromoso-
ma, lo que da una relacién de 6 dimeros tormados por cromosoms por

cada erg/mma.suministrado;~en la literatura figuran rendimientos de

5 a 9 dimeros por érg/hma por cromosoma (167, 168, 67),.por lo que

_los resultados obtenidos concuerdan con los de otros autores,

En medio CON, DA82 posoo una. capacidad normal de esciaibn,
imilar a la menifestada por otras bacterias (87, 73a); sin embar- :
8O, en medio de baja osmolalidad la escisifén aparece sirnificativa-

" mente digm;ﬁuida.'séa baja velocidad de esciaibn manifeatada en SIN
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puede ser llevads a valores normales sﬁbiendo la osmolalidad del

medio a los niveles de CON,

De los resultados obtenidos surre aue la rewaracibn por
escisibn en DAB2 es osmosensible y sigue on lineas renergles lo
observado con le RIL, anareciendo como el resmongable més nproba-

ble de la inhibicibn de la recuneracibn que tiene lurar en SIil.

Por otra varte, el hecho de que el pago de 1la reparacién
blogueado en medin 3TN sea la eliminacibn de dimerns, sefiala como
sengible a2 la baja oswclalidad a alsuns de lss vri-erng etuanas de

la escisibn (endonucleolisis o exonucleolisis).
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FMoura 24,

Se marchb con timidina tritiada a bacterias de la cepa
DA82, incubéndolas en fase logaritmica durante 4 6 5 generaciones
en medio Es (169) que contenia: glucosa (0,4 % p/v), adenosina
(100 pg/ml), timidina.metil H3 (1,5 mm/mly 6,7 uCi/ne). las chlu-
las se recolectaron por centrifuracidtn y el sedimento fue'enjua-
gado y luego resuspendido con medi TN, Se ajust6t la concentrs-
cibn a 107 bacterias por ml, y sc iLrradié con una doéis de. 540

erg/mn?,

La rnuestra irradiada se repartid en dos 2lizuctas, 2 una
de ellas se agregb 0,1 m NaCl (CON) y la otra se utilizé sin arre-
gados (SIN),

Se incubbd a 37°C con agitacifn Aurmnte 2 horas., A los 40
¥y 80 minutos se transfirif wvart:s del cultivo on SIN a otros reci-
. \
plentes donde se continud la dncubacibn, previo agregado de O,1 m

NaCl,

A los tiempos indicados se tomaron muestras conteniendo
entre 2y 3 x 108 bacterias, sobre las que se determinb el conte-
nido de timina como monbmero y comb dimero, Para ello se hidroli-

z6 el ADN con &cido férmico al 98 % segln la técnica de Setlow (87

Se separt dimero de monbmero por cromatograffa en papel
signiendo la-téenica de Wulff (170). La actividad de las‘fracciqnel
se midi6 utilizando un espectrfmetro de centelleo liquido.

Los datos obtenldos se ajustarcon por resresibn a una fun

¢ibn exponencial,
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Cena DAB2: Escisién de dimeros de timina en COY y SIM
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XIII), Sedimentacién del ADN de DAB2 en gradientes alcalinos de

gacarosa,

Las bacterias de la cepa DA82 incubadas en SIN eliminan
los dimeros de timina m&s lentamente que aquellas en CON, Esto
indica que el choque hipoosmbtico disminuye la capacidad de esta
cepa para realizar reparacién por escisibn, y susiere que la osmo-
sensibilidad radicaria en alguna de las dos primeras etspas de es-

te proceso.

Para tratar de identificar la naturaleza de la etapa
afectada se efectuaron experimentos de ultracentrifuracibébn en los
que se siguid la sedimentacibn del ADN -a través de gradientes al-

calinos de sacarosa,

En esas condiciones, al separarse las bandas del ADN a
causa del elevado pH, es posible apreciar la formacién de cortes
de una sols banda producidos por efecto de la actividad de los
mecanismos de reparacibn., Dichos cortes se hacen aparentes al cau-

sar la disminucibn de la velocidad de sedimentaciébn del ADN,

Resultados:

En la figura 25a, puede observarse que a tiempo cero se
produjo una pequefia disminucién en la distancia de sedimentacibn
del ADN de las bacteriass irradiadas, con respecto al control sin

irradiar,

Esto era egperable, ya que es sabldo que la radiacién

ultravioleta origina cortes simples con una eficiencia muy baja

(67), y por otra parte, &Gn no habia transcurrido tiempo suficien-

te vara que ss cumplieran procesocs de escisibn.,
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Luezo de 60 minutos de incubacibén ae evidencid una
disminucién en 1a distancia de sedimentscién, .que sé wenifes-
96 en lus bacteries incubadas_en SIN con igual extensidn que en

‘squellas mentonidas eén CON (fig. 25b);'Y corresponderis s la

‘fomecibn de una csntidad similer de cortes én ambos casos.

A los 120 minutos de 1la frradiacibn (firm. 25¢c), las
bacterias incubadas eﬁ CON presentaron un sumento en la distan-
cia de sediﬁentacién de su ADﬁ, lo que implicarfa una disminu-

c¢i6n del nGmero de cortes en el genoma, mientras oue aquellss en

SIN no exhibieron cambios con respecto s lo mostrado a8 los 60

" minutos.
Conclusiones:
La semejanza exist~»'~ e~vtro la cantidad de cortes de-
“tectados una hora después 4 .-~ & -on el ADN de las

bacterias incubadas en CON y SIN, indicarfa que la etapa de in-

. eisibn se cumple probablemente en -forma independiente de la os-

molalidad del medio. Por exclusiéﬁ, se puede inferir entonces

que el pasa afectado en medio SIN serfa la exonucleblisis.

Estos resultados parecan contradecirse con los obteni-
dos al snalizar la desaparicibn de dimeros, puesto que &i la in-

¢isibn se continuaré llevando a cebo mientras que la exonucleb-

‘lisis permanece detenida, se esﬁeraria encontrar una acumulacibn

"de los cortes originados ‘a consecuencia de.la iniciacibn de pro-

cesos de reparacibn incompletos. Sin embargo, debe tenerse en

‘cuenta que la enzimajrespdnsable de la etaﬁa exonucieolitica es

pfbbablemento'la poliméfésa I,«f que .sus funciones podrian ser.
reemplazadas, sunqua con menor eficiencia, por lae polimerasas

II y IIT (171, 172). Esta substitucién Justificaria que con los

. procedimientos dtilizados no se detecte en SIN une mayor acumula-

ecibtn de cortes quo en CON,



Debe conaiderarse también,,la posibilidad que 1a incu-
bacién oen SIN inhiba en proporciones similares 8 las dos primeraa
gtgpgs»dp‘lgvreparacién por ascisi§n: esto darfa como resultade
un cusdro de ‘anaricibn de cortes y eliminacisn de dfmeros seme-

Jante al observado.

[ -

La perqistencia de los cortes nroducidos er el ADV ﬁe las

[ .

bacterias incubadas en SIU hasta do~ hors~ pos t *rvau1nc16n, winn—

tras que luero de irual borfodo en. POQ, dirh“s co»tqv tioneen 2
rF iy

desaparece" se deherﬁa a que ’a i"cnhacibn en nedin de bawq ng-

molalidad durante ese lanso, no es suficiente rara aue 1a reoara-

't

ci6n’ llegue a completarse.
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Figura 25,

las bacteriaq g6 marcaran por crecimiento, durantq 34
tiemnna de ﬂnnﬂraé*hn,an wndin~ﬂr’(1G0\ snnlamentadn enn 100 pe/ml
de Adenosina y 1,5 ug/ml de timidina moﬁil u% con und actividad
de 33 mCi/ue. | .

Lss células fueron recolectadas nor'centrifugacibn, el
sodimento fue enjuagado y resugpenéido con SIN, irradifndose en
forma habitual con uns dosis de sS40 erg/mma. Las alicnétas irra-’
diadas se incubaron a 379C con agitacitn, directamente (SIH) o
aprasando 0,1 m NaCl (éON). A tiempos orefiiados ne tomaron wies-
'tras; las cblulas fueron recolectadas Hor centrifumracifn en frio

(4-59C) y convertidas en esferoplastos nor trestamiento con 1iso-
6

zima EDTA (173). Aproximadamente 5 x 10~ células fuerocn sembradas
gobre cada gradliente de sacnrrosa (lineal de 5 a 20 5), oue corte-
nia ademés 0,7 M NaCl; 0,3 M QadH y 1 mM EDTA y sobre el que se’

habia depositado una capa de 0,1 ml de 0,5 M NaOH.

Los gradientes una vez sembrados se dejaron reposar por
15 a 30 mihutos, y se centrifugaron en el rotor SW-65 Ti de una
ultracentrifuga SPINCO L 2-503, durante una hora a 40.000 r.p.m.

Los gradientes se.fraccionaron mediante una Jerinpga me-
cénica ISCO, y se recolectaron en discos de 24 mm de diémetrq con-
rocciongdoé.cbn papel Watman 3 MM. Lé gerie dé muestras obtenidas
'se -dej6 secar,. los discos: se lavaron con &cido tricloroacético
al 3 % por 3 veces,‘ﬁna vez con alcohol, y }1nalmente una vez con
acetona, La radiocactividad se deterpdné'cnn'un eapectrbmetro de

centelleo liquido htilizéhdo un 1fquido con base de. tolueno,

Lodfrosultédos 8e corrigiefon sustrayendo las muestras
de fondo, se delimité la zona correénondiente al vico de sedimen-

tacidn (flechas finas en énrfulo recto) y se calculd la distancia



nedia r‘ebtfidl por diche pico aplicando 1- f6rmule d= X d1.C4,
donde L ropronntl la distancis mcorrid. uox la fraced bn i,y
\,C‘l. el nfimero de cuenios corruon()nuiqnuo @ esy “rsccifn ,e:.prosuq{a
como freccibn de las cuentas ibtqloa 5)7&). Lan fioc&a; rruesas

indican la @ correspondiente a cada nico.
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.XIV); Efecto de la osmolalidad del medio sobre la reparacién por

Cuando las bacterias de la cepa DAS2 son irradiadas con
-lug ultf&violgta (2537 K);’y mantenidas posteriorménté a 37°C du-
rante 2 horas, la caﬁtidéq de célulasmviablés luego de ese perio-
do, varia_nqtaﬁlemante dependiendo de que la incubacibn se efec-

the en medio CON o SIN.

Esto Beﬂaebe,posiblemente;fé que en medio GOUf?og dimeroc
son escindidos més répidemente qué’qp SIN.  De acuerdo a este ni-
pbtesis, si se'eliminaran‘los dimeros del‘ADN, se deberia obtener
iguales niveles de sobrevida en CON y en SIN, ‘ '

Mediante el tfétamiénto con’ Yz fotorreactivante (3600
K) se puede volver él“estado de monbmero una .elevada proporecibn
de los dimeros de pirimidina..Esté procedimiento, que no afecta’
la integridad del ADN,'pues actfia directamente sobre el anillo.
.biclobutano mediante un mecanismO'fofoenzimético. ( Ver Intro-
dﬁccibn).;se utilizé para investigar la relacibn entre el conte-
nido de dimeros, y la diferencia de viabilidad pxistenté a las 2
horasApost—irrédiacibn'entre'laa bacteriss incubadas en CON y SIN.

_Resultadoss

Ex la tsbla 6 se presentan los resultados obtenidos,

Las bacterias mentenidas en CON durante 2 horas post--
irradiacifn tuvieron una fraccibn sobreviviente de 9 x 10‘2,
iigntrhi.qnelpara aquellas incubadas.en 8IN la fraccibén sobrgvi-
viente 8blo alcanzb s 1,8 x lO'é. c | '

El tratamento con luz fotorreactivante dio lugar a que,
chnto'ién cblulas en CON como aquellas en SIN presentarfn uns. so-

“brevida equivalente que fue de 2;9 x.10f1~y‘3 x 1071 respectiéée
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MEDIO FRACCION FRACCION FRACCION
DE SOBREVIVIENTE SOBREVIVIENTE SOBREVIVIENTE
INCUBACION A TIEMPO CERO [DOS HORAS A 37¢C) [DOS HORAS A 372C
Y FOTO=REACTIVACION]
SIN 13x10°% 1.8x10°3 3x 107"
CON 1.3x10°4 93 1072 29 107

Foto-reactivacién

Una suspensibn en medio SIN de bacterias de la cepa DAR2
en fase logaritmica, que contenia asproximsdamente 35 x 107 bacterizs/
ml, fue irradiada con una' dosis de 540 erg/mma. La muestra irradia-
da se dividi6 en dos alfcuotas que se incubaron a 37°C con armita-
c¢ién, Una de estas alicuotas fue adicionada de 0,1 m NaCl (CON), la

otra se incubb sin ningln agregado (SIN),

Luego de 100 minutos se transfirid una parte de cada ali-
cuota a vasos cilindricos tapados con placas de vidrio plano, en
los que la suspensibn ocupaba una capa de 3 mm de altura; estas
muestras fueron tratadas. durante 20 minutos con una lémpara Phillips
HPR de 125 VW, situada a 15 cm sobre las mismas. Durante ese periodo
se continubé la incubacibn manteniendo las mismas condiciones de agi-

tacibn y temperatura.

Al cumplirse los 120 minutos de la irradiacibn, se detor-
mind el nfimero de bacterias viables por recuento ds colonias en pla-

cas de agar nutritivo,
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XV). Efecto de la osmolalidad del medio sobre la resistencia a

radiaci&n Gamma,

Cuando las bacterias son tratadas con radiaciones ioni-
‘zantes, bajo condiciones,aerbbicés y en medio que no permiten cre-
cimionto, la mgyoria de las losiones son ennendadas mediante el
uso parclal del mecanismo de roeparacibén por escisién. (Ver In-

troduceibdn),

Con el propbsito de examlinar el efecto de la osmolald-
dad del medio sobre la reparacidn por escislbn de las lesiones
causadasg por las radiaciones ionizentes, se efectuaron experimen-
tos en los que se determind la sensibilidad de las cepas DA82 y
DA78 frents a la radiacifén Gamma emitida por una fuente delco—so,
¥ la influencla que tenia el medlo en que estaban éuspendidas .

las bacterias sobre dlcha sensibilidad,

‘ﬁesultados:

Se observb que para ambas cepas la sensibilidad era ma-
yor cusndo la irradiacibdn se llevaba a cabo en medio SIN, No obs-
tante este efecto fue mucho més intenso para DA82, ﬁues cuando se
irradiaron bactorias de esta cepa mantenidas en SIN, la dosis ne-
cesaria para lograr una sobrevida del 37 % fue un 60 % inferior
a la ampleaéa en medio CON (fig. 26), mlentras que para DA?3, la
dosis letal 37 en medio SIN se redujo tan solo un 10 % respecto

a CON (fig. 27).

Conclusioness

La mayor sensibilidad frente a la radiacién Gamma que

presentan lés bvacterias de la cepa DA82 cuéhdo 86 las suspende
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en medio SIN, suglere que la eficiencia con que egte mutante repa-
ra el dalio causudo por las radiaciones ionizantes, es afectada

por la osmolalidad del medio.

El anilisis de 1l0s resultados obtenidos al examinar los
efectos de la radiacifén ultravicleta sobre DA82, indica que el ni-
vel afectado en medio SIN seria la exonuclebdlisis, y descarta la
posibilidad de que loc pasos de repolimerizacibén y ligzdo estén

implicados en el problema,

Al excluir la ermdonuclebdlisis, debldo a la naturaleza de
lag lesiones, los resultados obtenidos con radiacién Gamma coinci-
den en sefialar también que el paso de la escisibn sensible a la

osmolalidad serfa la exocnucleblisis.
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Figuras 26 Y 27.

Se prepararon suspensiones deo bacterias en fase loga-
ritmica, a una concentracibén asproximada de 107 bac/ml, utilizan-
do medios CON y SIN.

Las suspensiones fueron mantenidas en hielc e irradiadas

con una fuemte de 0060

y suministi-ndo dosls fraccionadas en 34
veces, desde O a %6 krad, Luego d¢ da dosis se tomaron muestras
en las que so determiné el n@mero de bacterias viables por recuen-

to de colonias en placas de agar nutritivo,
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Discusibnt

El ofecto del choque hipoosmbtico sobre bacterias Gram
negativas de tipo silvestre ha sido estudiado con cierto deteni-
miento (175, 176). Dicho trstamiento remueve unz variedad de subs-
tancias del interior de las cblulas, Esta pérdida es relativamente
inespecifica (176), y se produce presumiblemente a través de poros
originados o agrandados por la tensibn que impondria a la envoltura
la diferencia en actividad del agua entre ambos ledos de la membra-

na,

El cambio originado por el choque hipoosmbtico es do tal
naturaleza que resulfta en un fenbfmeno reversible, y que responde

en gran parte a procesos de.regulacién del equilibrio osmbtico le).

En efecto, la eliminacién del contenido celular se detie-
ne cuando las bacterias adquieren la condicibn de osmolalldad inter-
na de equilibrio, que resulta én general superior a la del ambiente
que las rodea (23). Esto asegura entre otras cosas un estado de tur-
gencia que favorece la permenencia de la membrana citoplasmé&tica en
estrecho contacto con la pared celular que la rodea, Esta condlcibn
es esenclal para la sintesis de la pared, y para la divizibn celu-
lar (175, 177).

En DA82, los resultados del choque hipoosmbético revisten
caracteristicas muy particulares, principalmente en lo referido a
la vardiedad de funciones celulares que se ven afectadas por ese

tratamiento,

Dos razones hacen pensar que la mgmbrana de DA82 perderia
en medio SIN su capacidad para actuar como barrera de permeabilidad.
Una de ellas es ol exagerado aumento en la captacibébn de acriflavina
que causa el choque hipoosmbtico, La otra surge de considerar los

resultados obtenidos al dosar succinico deshidrogenasa, En bacterias
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enteras de cepas no osmosensibles, esta actividad es independiente
de la osmolalidad del medio, mientras que en lisados de las mis-
mas, varia de acuerdo a que la determinacifén se efecttie en CON o
SIN. No ocurre lo mismo con DA82, puesto que en esta cepa la acti--
vidad de succinico deshidrogenasa es influencisda por la osmolali-
dad, tento en células enteras como en lisados., lLa actividad de esta
enzima en c8lulas enteras de DA8S2 responderia entonces al patrbén
reglistrado en cepas no osmoseneibles cuando se qulebra .la continudl-

dad de la envoltura mediante lisls por ultrasonido,

La pérdida de la capacidad para controlar la permeabili-
dad pasiva a iones y pequefias moléculas. no parece hacerse extensi-
va al transporte activo. La habilidad de DA82 para captar leucina
en medio SIN, fue similar a la de las bacterias de tipo silvestre.

La actividad respiratoria de DA82 es también afectada
por la osmeolalidad, y la incubacién en medio SIN-g causa una impor-

tante reduccifn en el consumo de oxligeno por esta cepa.

El tratamiento hipoosmdtico produce también la detencibén
del crecimiento y la divisibn celular, e inhibe la sintesis de ma-
cromoléculas, Este comportamiento se asemeja mucho a la "respuesta
estricta' que manifiestan las bacterias normales ante la falta de
un aminofcido (178, 179). Sin embargo, los procesos generados en
DA82 a consecuencia del choque hipoosmbtico no parecen responder
a este mecanismo, debldo a que no van acompafiados por el aumento
de guanosin tetrafosfato, y guanosin pentafosfato caracteristico de

esa respuesta (143),

Fl cuadro de resistencia a radiacién ultravioleta que se
desarrolla por incubacidén en SIN-g, corresponde al descripto en
bacterias que cesan de replicar su ADN a nivel de iniclacitn (185).
La elevacitn de los niveles de resistencia se adjudica en este ca-
80 a que las bacterias en reposo repararian su ADN mejor que aque-

1llas on divigién (100). Esta consccuencia de la incubacibn on SIN-g
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es una prueba indirecta de que el choque hipoosmbtico afecta la
iniciacibén de la replicacién., lLa cinbtica de incorporacién de timi-
dina tritiada en ese medio, coincide con la que deberia esperarse
de mediar tal comportamiento. Varias son las causas que pueden afec-
tar este paso de la replicacién. Es factible que el fendmeno obser-
vado sea un efecto secundario de la inhibicién de 1la sintesis de

proteinas que tienen lugar en SIN-g.

Debe considerarse tambibén la posibilidad de una altera-
cibn en el complejo de iniciacibn, esta podria originarse en los

cambios que sufriria la membrana en medlo SIN-g,

Los efectos de la osmolalidad del medio sobre la RIL me-
recen une atencibn especial, Son varias las consideracionés que in-
dican que el mecanismo de reparacidn por esclsibn seria el respon-

sable de dichos efectos:

1), En las condiciones experimentales utilizadas, la escisibn es

el finico mecanismo de reparacifén que puede actuar,
2). La RIL es una expresifn de la reparacibn por escisibn.

3). La eliminacifbn de dimeros de timina en medio SIN es significa-
tivamente menor que en CON. Existe un acentuado paralelismo en-
tre el aumento de la viabilidad y la desaparicibn de dimeros, y
cuando se agrega 0,1 m NaCl a las bacterias en SIN los dos pari

metros cambian simulténsamente.

4),. -Suprimiendo los dimeros por foto-reactivacién se nivela la dife-
rencia de viabilided exlstente entre las bacterias sometidas a
RIL en CON y SIN.
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Teniando en cuenta que -la incubacién en SIN da lugar a
la acumulacién de dimeros, pneds estimarse que la ercisibn debe
ger afectada por el medio en alguna de las etapas previas a la re-
mocibn de esos fotoproductos. El estudio de la sedimentacién del
ADK en gradlentes alcalinos de sacarosa indica que la formacibn de
cortes, que caracteriza al primer paso de la escisibn, no deponde-
ria de la osmolalidad, Se debe esperar entonces que el paso osmosen
sible sea el segundo, que tiene lugar cuando los dimeros y algunos
nuclebtldos adyacentes son escindidos mediante un ataque exonucleo-

litico.

Esta conclusibébn resulta parcialmente alentada por los re-
sultados obtenidos al prokar en comportamiento de DA82 frente a
radiacibén Gamma. En las condiciones experimentales utilizadas, la

reparacibén de ese dafio correcponde al mecanismo de escisibn,
i

La diferente sobrevida obtenlds en CON y SIN suglere que
también en este caso la escisgiln resulta afectada por la osmolalidac
La variacién de la respuesta a la osmolalidad del medio no es tan
importante como la que se presenta con ultravioleta, Esto se debe
a que en esta ocasibn no se buscaron las condiciones 6ptimas para
la expresibén de la recuperacibn. El dafio mée significativo que pro-
voca la radiacibn ionizante es la formacibn de cortes simples en

@l ADN,

Debido a su naturaleza, la reparacién de esas lesiones
no necesitaria de la etaps de incisibn, Por lo tanto, puede des-
cartarse la intervencidn de, esta etapa en la osmosehnsibilidad de la

reparacibn.

La produccibn de macromoléculas resulta muy perturbada por
el choque hipoosmbético. Si los problemas que se manifiestan en la

reparacibn derivan de la inhibicién de la sintesis de macromolécula:
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geria posible elterar el curso de la giema utilizando drogas que
afectan esas sintesis. Tan solo el 2-fenil etanol fue eficaz para
reproducir los efectos del choque hipoosmbtico sobre la RIL. Esta
droga tiene la propledad de alterar la membrana en forma reversi-
ble (145), como consecuencia de esa modificacién aumenta la permea-
bilidad, detlene la inicilacién de nuevos ciclos de replicacidn, in-
hibe la reparacibm del dafio producido por radiaciones ionizantes
(187), afecta la sintesis de ARN y proteinas (164), y deprime la
actividad respiratoria., (Ver Capftulo III). El resto de log inhi-
bidores probados no actud sobre la RIL, o lo hizo a través de mo-

canismos diferentes al que operaria en medio de baja osmolalidad,

Hasta el mOmentq no existen evidencias gque indiquon la
existencia de un requorimientc de sintesis de ADN, ARN o proteinas
para que la reparacién por escisibn se lleve a cabo (108, 109). los
dectos causados por el tratamiento con 2-fenil etanol deberian ad-
Judicarse a las alteraclones producidas por esta droga sobre la

envoltura, nis que a su efecto sobre la sintesis de macromoléculas.

No. es posible explicar por el momento el efecto depresor
de la RIL que ejerce el CAF, ni el antagonismo que presentan este
y otros antibibticos frente a la glucosa. Es poco probable que

estas respuestas impliquen una relacibén directa con la reparacién.

Las consecuencias observadas podrian deberse a la altera-
¢i6n del balance entre los procesos de reparaclén y sintesis. Esta
relacibn contribuye en forma secundaria a la supervivencia de las

bacterias injuriladas.

Otro de los procesos afectados por la osmolalidad es la
respiracién., Los inhibidores de la actividad respiratoria y los de-
sacoplantes de la fosforilacién oxidativa deprimen la recuperacién

del efecto de las radiaciones (181) al inhibir los mecanismos de
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recombinacibén. Sin embsrgo, resulta poco probable que el choque
hipoosmbtico efecte la reparacibn por esa via, Las condiciones uti-

lizadas no pormiten que la rccombinaclién co expreso.

El elemento com@n entre las diversas modificaciones pro-
ducidas en SIN, es la probada o supuesta relacién de todas las fun-
ciones celulares alteradas con la membrana citaplasmética. Al cer
transferida de SIN @ CON, DA82 se recupers répidamente, La rever-
gidn de los efectos del choque hipoosmbtico no parece requerir ac-
tividad metebblica, ni sintesis reparativa. Esto sugiere que sl cam-
bio inducido por la baja osmolalidad no serfa de origon fisiolbézico,
sino que se deberia a un proceso fisico., La membrana citoplaemati-
ca constituye una estructura adecuada para sufrir una transformacidn
de ese tipo (145). Sin embargo, la membrana de DAS2 parece no es-

tar alterada, al menos en cuanto a las proteinas cue la componen.

El anflisis de esta capa mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida no mostrd diferoncias entre un mutante bac - y

la cepa silvestre,

El origen de la osmosensibilidad de DA82 radicaris proba-
lemente a nivel de la pared celular, que en esta cepa muestra una
elasticidad inusual (1). Las tensiones originadas en la excesiva
dilatacibn que sufren estas células en SIN, podrian llevar a un cam
bio en la conformacibn normal de la membrana. Si este fuera el caso,
las respuestas observadas podrian interpretarse en base a alguna de

las siguientes hipbtesis:

1), Las modificaciones que tienen lugar en SIN pueden deberse a una

relacién directa entre los procesos afectados y la membrana.

2), Los fonbmenos observados serian el resultado de un efecto indi-

recto. Este podria originarse por la pérdida, a través de la
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membrans, de icnes y pequefias moléculas necesarias para la ac-

tividad celular,

La membrana podria retornar a su configuracién inicial al
normalizarse la osmolalidad del medio, y los desbrdenes causados

por el choque hipoosmbtico se superarian répidamente.

La pared celular esti compuesta por dos capas: la membra-
na interna y el complejo de mureina y lipoproteina. Una de las pro-
teinas minoritarias do la mcmbrana externa seria afectads por la
mutacibn bac -, sin embargo esto no parece alterar sus propledades.
Esta capa conserva sus funcilones como barrera de pernmeablilidad (1),
y tiene un LPS que responde normalmente a ensayos serolégicos (1),
¥y confiere a esta membrana propiedades electroforéticas normales.

(Ver Capitulo VII) (157).

Por otra parte, la inter v nembrana externa en

el manteniniento de la rigidez de la envoltura es muy dudosa.

En general, se adjudica a la mureina la principal respon-
sabilidad de esa funcifn. En DA82 est& sumentada la sensibilidad a
antibibticos quo interfieren con la sintesis de esa macromolécula
(1). Es posible que las propledades de esta cepa se deban a la pre-
sa@ria de una mureina modificada, de estructura excesivamente elés-
tica(1).

Las modificaclones causadas en el curso de la reparacibn
por la incubacibén en SIN, responden a un ratrdn semejante al de las
otrag perturbsciones originadas por el choque hipoosmdtico, y sugle-
ran la existencia de algfin tipo de relacién entre la membrana y los
mecanismos de reparacién. Esta podria ser de naturaleza directa, y
deberse a una relacidén funcional entre la membrana y las enzimas

de esc sibn, o bien corresponder a una dependencia indirecta.
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Una posibilidad que responde a esta @iltima alternativa,
surgn al considerar ol gran aumento de parmeabilidad que pareca och-
rrir en medio SIN, Debido al mismo, DA82 podria perder su capaci-
dad de regular el medio intracelular. Los problemas manifestados en
SIN, serisn, de acuerdo a esta hipbtesis, originados por un cambid

desfavorable en el ambiente ibnico intracelular,

Ese parfmetro juega en muchos casos un papel importante en

la regulacibn de sistemas enzimiticos (183, 184).
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Gonclusiones generales:

La cepa DA82 de Salmonella typhimurium posee una mutacibén
que afecta su envoltura, confiriéndole una pared celular sumamente
aléstica, que seria la responsable de su forma esférica y de los
grandes cambios de volumen que experimenta cuando varia la osmola-

1idad del medio (1).

A consecuenclia del excesivo hinchamliento que se prcduce
en un medio de baja osmolalidad, la membrana de DA82 sufriria cam-
bilos reversibles en su estructura. Como resultado de esos cambilos

se modificarisn una serie de funcicnes celulares,

El choque hipoosmbiico detiere la divisibn y el crecimien-
to, impide la iniciacibn de nuevos c¢lclos de replicacidn del ADN,
deprime la a¢tividad respiratoria, aumenta la permesbilidad de la
membrana y disminuye la eficlencla de la reyperacibdn por esclsibdn.

Los procesos alterados por la osmolalidad del medio, eal-
vo la escisibn, tienen un clerto grado de relacibn con la membrana
cltoplasmética. Por lo tanto, su modificacién podria ser consecuen-

cla de los cambios que produce el medlo en la envoltura de esta ceps

Los resultados presentados sugleren que una explicacibn
similar podria aplicarse a los alteraclones detectadas en la repa-

racibn por escisibdn,

La confirmacibn de la existenclia de una relacién entre
la reparacifén y la membrana, y el estudio de la naturaleza de esa
posible relacién, merecen una exploracién mis amplia. La cepa DA82

se pressnta como un modelo promlsorio para ese propbsito.

Esta cepa contiene, adomés de la rmtacién bac - que le

confiere osnosensibllidad, otras que afectan la regulacién de la
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sintesis de higtidina. Recientemente D.N, Antén ha construido, por

fieren s0lo en el alelo bac-. Estas cepss muestran también el com-
portamiento osmbtico caracteristico de DA82, y resultan aln ris

adecuadas para la realizacibn del estudio propuesto.
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