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INTRODUCCION

La ureasa (urea amide hidrolasa, EC 3.3.1.5) representa un tipo
especial de amidasa (1) que realiza la hidratacion de una diamida
con su consiguiente ruptura, Iiste enzima ha sido ampliamente es-
tudiado, quiza debido a tres razones principales:

@) Su razén histérica, va que fue el primer enzima cristali-
zado (2),

by Su facilidad de medida.

¢) Su gran interés clinico.

En efecto, un considerable ntimero de estudios sobre ureasa es-
taban enfocados a su utilizaciéon en analisis clinicos de urea en ori-
ha y sangre (3, 4). También en el campo de la bacteriologia se ha
utilizado este enzima como un criterio, la mayor parte de las ve-
tes, exclusivamente taxondmico (5, 6, 7, 8, 9. 10, 11, 12).

La estequiometria de la hidrolisis de la urea por la ureasa es
un problema que ha estado sometido a amplias discusiones. Moder-
Namente se acepta la formacion de amoniaco v anhidrido carbénico
directamente o, tal vez, la formaciéon de carbonato amonico que se
hidrolizaria de forma espontanea (1):
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Hasta hoy dia, este enzima ha sido considerado como uno de
los de especificidad mas restringida: su {mico sustrato era la urea.
La hipétesis de Werner (18) de que la mono-n-butil-urea era hidro-
lizada por el enzima ha sido totalmente desechada:
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La aparicion de amoniaco como producto de la hidrolisis apa-
rente del biuret significé el intento de encontrar de nuevo un se-
gundo sustrato de la ureasa (14). Sin embargo, fue demostrado, sin
lugar a dudas, que esta aparicion de amoniaco era debida a conta-
minaciones del producto por urea.

Fisher, Winter y Davidson (15), en 1965, demostraron que la
hidroxiurea era un verdadero segundo sustrato para la ureasa:
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La produccién de hidroxilamina excluia la participacién de urea
contaminante, como en el caso del biuret.

La mayoria de los datos sobre el enzima en si (Km, peso mo-
lecular, temperatura y pH optimos) (16, 17, 18, 19, 20) fueron e€s-
tudiados por Sumner y su escuela, También se habia descrito una
amplia gama de inhibidores de la actividad enzimatica, fundamen-
talmente entre analogos estructurales del sustrato (21, 22, 23, 24).
Sin embargo, muy poco (;nada?) se conocia sobre la, llamémosla,
fisiologia del enzima.

En 1955, de Turk (23) estudia lo que él llama «adaptative for-



mation» de ureasa en suspensiones lavadas de Pseudomonas aeru-~
ginosa. Este autor observé que células lavadas de Ps. aeruginosa
hacian desaparecer urea si disponian de una fuente de carbono apro-
piada para suministrar energia mediante su oxidacién. Si las célu-
las se suspendian solamente en urea, esta urea podia ser recogida
integra después de un periodo de cinco horas. Sin embargo, si la
urea se afiadia después de que cantidades crecientes de succinato
hubieran sido oxidadas por las bacterias, la urea comenzaba inme-
diatamente a desaparecer. Lo mismo sucedia si urea y succinato se
afadian juntos salvo que, en este caso, la desaparicion comenzaba
después de un periodo de latencia de treinta minutos.

Iis curioso notar que, en estas experiencias, de Turk considera
como sustrato de induccién, como inductor, el succinato, ya que
las células, frente a urea exclusivamente, eran incapaces de hidro-
lizarla,

Realizé las mismas experiencias con 4cido firico y vio que, no
habiendo primero oxidacion de sustrato (succinato), se acumula

urea, mientras que esta acumulacién se ve impedida previa oxida-
cién de succinato.

Una nueva noticia sobre la biosintesis de ureasa nos llega en
1958 a raiz del debatido problema de la presunta actividad ureasica
en rumiantes. La urea se viene utilizando como suplementacién ni-
trogenada en la dieta del ganado vacuno (26), y se sabia que esta
urea desaparecia rapidamente, debido a la actividad gdstrica de los
animales. Se ha demostrado que esta «ureasa animaly (27, 28, 29)

estd en sy mayor parte asociada a la flora bacteriana del estémago
de los rumiantes,

También se han realizado experiencias en el sentido de suminis-
trar bhiuret como suplemento nitrogenado. Se ha demostrado que el
metabolismo del biuret, en este caso, excluye por completo toda
accion uredsica. Una pequefia fraccién de la actividad uredsica gas-
trica era dependiente de protozoos (30). A este respecto, Sojima
¢t al, demuestran que ciertos protozoos del contenido gastrico de
rumiantes pueden producir ureasa adaptativamente en presencia de
urea (31),

Este hecho nos es ya conocido, Un enzima, tal vez enmascarado,
tal vegz inexistente, puede hacerse notar o puede demostrar activi-
dad si el individuo productor crece en presencia de sustrato.

La cuestion de que un enzima inducible se sintetice de novo o
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a partir de un precursor ya existente fue explicada satisfactoria-
mente por Rotman y Spiegelman (82) para la 8-galactosidada de Es-
cherichio coli en el sentido de que menos del 1% de su carbono
derivaba de algunos componentes celulares que existian antes de la
adicién del inductor. '

A este respecto, Mehta et al. (33) dan informacion sobre la bio-
sintesis inducida de ureasa por Asotobacter vinelandii, Estos auto-
res afirman que, para el citado microorganismo en células lavadas,
«la sintesis de novo de proteinas estd especificamente dirigida ha-
cia sintesis de ureasa solamente en presencia del inductory.

Sus argumentos estin basados en el efecto del cloranfenicol so-
bre la sintesis de ureasa. En un periodo de treinta segundos, la sin-
tesis de ureasa por suspensiones de células lavadas de A. vinelandii
es inhibida casi por completo, mientras que se demuestra una in-
hibicién del orden del 50 % cuando el cloranfenicol se afade al me-
dio al cabo de quince minutos de incubacidon con el microorganismo.
El hecho de que este antibidtico interfiera con la formacién de ca-
denas polipeptidicas «nacientes», apoya Ja afirmacion de estos
autores.

También Mehta ¢t al., en el mismo trabajo, encuentran que la
tiourea se comporta como inductor de la sintesis de ureasa en cé-
lulas lavadas y en células en crecimiento de A. vinelandii. 1.a tio-
urea se conoce desde antiguo como inhibidor de la actividad ureasi-
ca y no se ha descrito que, bajo ninguna condicién, pueda ser
hidrolizada o modificada bajo la accion del enzima. FEsto haria
sospechar que existe, para este microorganismo. un fendémeno de
biosintesis gratuita del enzima. Ta' hecho se podria afirmar con-
cluyenteme si los autores dieran datos sohre el crecimiento o sobhre
aspectos metahdlicos relacionados, va que con Umbarger (34) se
puede afirmar que:

«La formacién gratuita de enzima ocurre cuando ni 'a aparicion
del enzima ni la presencia del inductor afectan el metabolismo de
la célula.»

Sin embargo, para A. vinclandii, la tiourea se muestra como un
inductor mas eficaz que la misma urea, teniendo igual efectividad
para concentraciones que van desde 1 mM a 6 mM. Los autores
sugieren que puede ser debido al hecho de que, al no ser la tiourea
hidrolizada, se evita la presencia de amoniaco, que reprimiria I
sintesis inducida del enzima.
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Esta represién por producto final ha sido estudiada perfecta-
mente por Magafia-Plaza y Ruiz-Herrera para Protfeus rettgeri (35).
En células mantenidas en «steady state», mediante un quimiostato
que da una concentracién de urea constante de 50 pmoles/ml, la adi-
cién de amoniaco al medio provoca una bajada en la actividad urea-
sica de las muestras recogidas de 0,38 a 0,03 A pH/mg de células/
minuto. Esto estaria de acuerdo con las afirmaciones de Mehta et al.
para A. vinclandii. '

En el mismo trabajo se consideran los iones amonio como inhi-
bidores, no solamente de la actividad enzimitica (inhibidor compe-
titivo), sino del transporte de urea a través de la pared y membra-
na celular, pero a nuestro juicio, los datos aportados a este respecto
no son suficientemente concluyentes,

En P. rettgeri se ha demostrado asimismo, represion de la sin-
tesis de ureasa por glucosa. Se basa esta afirmaciéon en ensayos en
los que se mide la riqueza en ureasa de cultivos que han crecido en
medio cuya fuente de carbono es glicerol o glucosa.

La presencia de glucosa en el medio de incubacién hacia bajar
en gran manera la velocidad de sintesis del enzima. Si el indculo
procedia. por otra parte, de cultivos en medio solido cuya fuente
de carbono era glucosa, la velocidad de sintesis era intermedia en-
tre la de los cultivos que crecian exclusivamente en glicerol v la
de los que crecian exclusivamente en elucosa. T.os autores suponen
que el periodo de incuhacion en medio que contenia glicerol no era
suficiente para la eliminacién de un catabolito represor que se acu-
mulaba en las células durante su crecimiento en medio con glucosa.
Estos resultados estan de acuerdo con los de Mehta ¢t al. para
4. vinelandii.

El fenémeno de represién por glucosa, homologable en sus efec-
tos a los fenémenos de represién por producto fimal, es comin a
na eran cantidad de enzimas catabolicos (34, 36). McFall v Man-
delstam (A7) consideran que se lleva a cabo nor la formacion de
Cataho'itos represores, que es acelerada por el catabolismo de la
glucosa. Tn el caso de I 8-galactosidasa, Nakada y Magasanik (38)
demuestran que no es la glucosa el represor, sino un producto de
Su catabolismo.

. El hecho incuestionable es que, para un mismo enzima (ureasa),
nducible ey tres especies de microorganismos, se ha demostrado
Tepresion de su sintesis en presencia de glucosa, Hasta el momento
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no nos es conocido ningtn represor especifico de la sintesis del en-
zima por nostros estudiado, ya que los mismo iones amonio han
mostrado ser represores de la glutamato dehidrogenasa en presen-
cia de su sustrato (89).

Los mecanismos de regulacién a los que la ureasa parece estar
sometida, estin de acuerdo con el modelo propuesto por Jacob y
Monod (40).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Reactivos y productos

Los diversos productos inorganicos utilizados fueron:

fosfatos: PO,H,K, PO,HK,-3 H,0, PO,H,Na-H,O,
PO,HNa, - 12 H,0 ;

sulfatos:  SO,Cu -5 H,0, SO,Mg-7 H,O, SO/(NH,).,
S0O,H,;

halogenuros: I,Hg, 1K, Cl,Co -6 H,0, CINa, Cl,Ca, CIK,
CIH ;

carbonatos: CO,Na,, CO,K,;

hidroxidos: NaOH, KOH

todos de grado analitico, de E, Merck, AG.

Fara los cultivos del microorganismo se emplearon Ionagar nil-
mero 2 y Peptona bacteriolégica de Oxoid, y acido nicotinico de
Hema Drug Co. Inc.

Se utilizaron como disolventes organicos acetona y toluol
(Merck) y etilmercaptano (Fluka AG.), amablemente proporciona
do este altimo por el profesor doctor D. A. M, Municio.

Como fuente de carbono se utilizaron glicerol, glucosa y las
sales sédicas de los 4cidos citrico, fumarico, succinico, a-cetogluta-
rico, acético y lactico, todos de Merck, y las sales sédicas de los
4cidos TL-mélico (Light Co. Ltd.) v cis-oxalacético (Sigma Chemi-
cal Co.).

La urea era de Boots Pure Drug Co. Ltd., y sus anilogos for-

mamida (Merck), N,N-dimetilformamida (Fisher Sc. Co.), amable-

mente proporcionada por el doctor E. Cadenas, y la N-formilurea
(Fluka, AG).
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Para la curva patrdn de proteinas se utilizd ovoalbtimina solu-
ble de J. T. Baker Chemical Co., y para la valoracién de proteinas
el reactivo de fenoles de Analema.

La DEAE-celulosa era de Sigma Chemical Co.

2.2, Aparatos

Las medidas de pH se realizaron por medio de un potenciémetro
Beckman, modelo Expandomatie, y un Pusl B 24/CO.

Las medidas de colorimetria y turbidometria se llevaron a cabo
en un fotocolorimetro Spectronic 20, con cubetas de 1 cm de paso
de luz.

Las centrifugaciones se hicieron en una centrifuga Wifug, con
tubos de politeno de 50 ml de volumen.

Para la dialisis se utilizaron tripas de dialisis (Union Carbide
Corporation), amablemente proporcionadas por el doctor E. Vifiue-
la, y un Hotplate Magnetic Stirrer de Cenco.

Las pesadas de precisién se llevaban a cabo en una balanza mono-
plato Monopan de Sauter.

Las medidas de velocidad de reaccién enzimitica se realizaban
en unidades Conway MD-120 de Gallenkamp.

Para las técnicas cromatogréificas se utilizaban columnas Pobel
de 20 ecm x 1 em &,

2.8. Cultivo del microorganisino

Proteus mirabilis NCIB 35887 se mantenia en un medio sélido
de la siguiente composicién: FO,HK, -3 H,O: 0,7 g: PO,H,K:
0,3 g; SO,Mg -7 H,0: 0,01 g: glicerol: 0,4 g; peptona: 0,5 g:
agar: 1,5 g ; agua destilada: 100 ml (35).

El medio basal para cultivos liquidos era el siguiente: PO,HK, - 8
H,0: o7 g: PO,H,K: 03 g; SO,Mg -7 H,O: 0,01 g; peptona:
1g; agua destilada: 100 ml. A este medio se afiadian diferentes
fuentes e carhbono y urea, o sus analogos, como inductores. Los
cultivos se llevaban a cabo en estufas a 37° en medio sélido duran-
te veinticuatro horas, y en medio liquido, el tiempo requerido por
€ada experiencia.

El medio minimo se preparé como modificaciéon a la modifica-
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¢ién de Sandys sobre el medio de Fildes (41) de la siguiente mane-
ra: PO,HK, -3 H,0: 1,16 g; PO,H,K: 0,5 g; SO,Mg -7 H,O:
0,004 g; CINa: 0,48 g; urea: 0,24 g; acido nicotinico, 0,012 %:
2 ml; glicerol: 0,55 g; agua destilada: 100 ml.

24, Determinacion del crecimiento

Las células se cultivaban en cubetas especiales para Spectro-
nic 20, clasificadas por parejas segiin el método del Cl,Co (42). La
turbidez de los cultivos se media en este aparato a una longitud de
onda seleccionada, para la cual la absorcion del medio era minima.
Esta longitud de onda era de 610 mp para medios con peptona, y
de 910 mp para medio minimo. Para esta medida se equipaba el
fotocolorimetro con un filtro rojo.

Se construy6é una curva de absorcion frente a peso seco, de la
siguiente manera: se hicteron diluciones en potencias de 2 en los
tubos de turbidimetria, se midié su absorcion a 610 (910) mp y se
centrifugaron las células a 3.500 rpm. Decantado el medio, se la-
aron tres veces con suficiente cantidad de agua destilada y estéril
y se secaron a 80°. L.os pesos por ml de cultivo se enfrentaron a
las absorbancias para dar la grifica de la figura 1.

| S

T T

on 02 03 04 05
mg peso seco /mi

Fig. 1.—Curva patrén de peso seco frente a 1. O. de cul-

tivos de P. mirabilis. Los cultivos en medio liquido se ha-

clan segun el protocolo dado en Métodos. T.a D. O. se
media a 610 mpu.
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2.5. Medida de lo activided ensimdtica

De entre los numerosos métodos descritos, bien de desaparicion
de sustrato (43, 44, 45), bien de aparicién de amoniaco (3, 46, 47,
48), o de anhidrido carbénico (22, 49, 50), se escogieron dos para
realizar medidas relativas a:

a) LExtractos enzimdticos: se midié la produccién de amoniaco
por el método de microdifusién de Conway (51), utilizando para pa-
rar la reaccién enzimatica CO,K, a saturacién, y* como absorbente
del amoniaco formado, SO,H, 0,02 N, El sulfato amonico se va-
loraba por el método de Nessler (52), midiendo la absorcion a
+0 mp. La curva patréon que se da en la figura 2 se construyé con
molaridades crecientes de sulfato amonico Merck.

D.O.

0z O o6 ce 10 12 14 16 a3 18
M N

Fig. 2.—Curva patrén de valoracién de amoniaco por el

método de Ness'er. En 3 ml de volumen final, que conte-

nian molaridades crecientes de NI14+, se afiadian 0,3 ml de
reactivo de Nessler. La D. O. se media a 0 mgu.

b) Células enteras: se llevo a cabo por el método de Magafia-
Plaza y Ruiz-Herrera (33) ; midiendo el cambio de pH en una so-
lucion de urea en agna bidestilada producido por la accién de célu-
las que han sido previamente tratadas con toluol para abelir la
Permeabilidad celular.

¢} Medida de la cantidad de proteinas: se realizé por colorime-
2 segtin el método de Lowry ¢t al. (53}, basado en la produccidn



— 574 —

de color por el reactivo de fenoles con aminoacidos de tipo fenodlico.
La curva patrén de la figura 3 se construia afiadiendo a 1 ml de
solucion acnosa de proteina patrén 5 ml de un reactivo compuesto
por la mezcla de CO,Na, al 2 % en NaOH 0,1 N, y SO,Cu - 5 H,0
al 0,5 % en tartrato sodico-potisico al 1% en la proporcidn
50:1 v/v. Los tubos se agitaban fuertemente y se mantenian quin-
ce minutos en incubacién a 30°. Al cabo de este tiempo se afiadian

6 e

9 A

DO.

Jd *

/
005 03 02 03 04 05

mg proteina

Fig. 8.—Curva patréon de valoracién de proteinas. El pro-
cedimiento se describe en Métodos, La O.D. se media a
500 mpu.

0,5 ml de reactivo diluido de Folin llevado a 1 N de acido con NaOH
y fenolftaleina. La mezcla se agitaba fuertemente y se incubaba du-
rante veinte minutos a 30°. La densidad optica se media a 500 m.

d) La actividad especifica del enzima se estimé en ymoles NH,/
mg proteina/minuto.

2.6. Cromatografia de adsorcion y de cambio idnico

La cromatografia de adsorcién se realizé sobre gel de fosfato cal-
cico, equilibrado con tampoén fosfato 0,001 M de pH 6,9 y preparado
segun Tiselius et al. (54).

La DEAE-celulosa fue preparada segun el método de Seubert Yy
Remberger (35), equilibrada con tampén fosfato 0,001 M de pH 7,7.
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3. REesurraDpOS

38.1. Induccidn de la biosintesis de ureasa

Hemos dicho en la introduccién que se ha descrito la urea coma
inductor especifico de sintesis de ureasa para Proteus rettgeri (85).
Seglin nuestros experimentos, la induccidén de sintesis de ureasa por
urea en F. imirabilis tienen componentes fundamentalmente distintos
que en el caso anterior.

Utilizando como fuente de carbono glicerol 0,33 M se hicieron
crecer indculos procedentes de cultivo cuyo nivel de ureasa era nulo,
seglin nuestros métodos de medida, tal y como se describe en méto-
dos, en medio basal suplementado con urea. Las células, recogidas
por centrifugacién, fueron lavadas con tampén fosfato 0,001 M de
pH 6,9 tres veces y por dltimo tratadas con etilmercaptano 0,14 M
en acetona. L.os polvos, secados a vacio, fueron suspendidos en su-
ficiente cantidad del mismo tampén para que la concentracién final
fuera de 1 mg de peso seco/ml. Esta suspensién, que contenia ted-
ricamente el total de la actividad uredsica, fue utilizada para las de-
terminaciones del enzima.

3.1.1. Cinética de la induccidn. Influencia del tiempo
de induccidn.

Utilizando concentraciones de urea de 40 - 10~* M se varié el tiem-
po de induccién de una a siete horas. En esta escala temporal, la va-
tiacion del peso seco para una unidad de bacterias (10%) era minima,
como se ve en la figura 4. La variacién de la densidad éptica en este
tiempo nos daba ausencia de crecimiento o muy poco crecimiento.
Por ello cambiamos el planteamiento de la curva clésica de la cinéti-
¢a de induccién a una en la que se enfrentaba la actividad especifica
del enzima con el tiempo de induccion del cultivo.

Considerando velocidad de reaccién a igualdad de peso seco, los
Cultivos alcanzaban un maximo de actividad a las cuatro horas de
induccién, a partir del cual la velocidad de reaccion catalizada por
1 mg de peso seco de hacterias entraba en fase estacionaria (fig. 5).
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Fig. 4.—Variacién del peso seco de cultivos de P. mira-

bilis por unidad de bacterias (10%) en funcién del tiempo

de induccion, La concentracion de inductor en medio ba-
sal liquido era 40-10-3 AL
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Tig. 5.—Actividad enzimitica de P. mirabilis en funcién
del tiempo de induccion. La velocidad de reaccién se me-
dia poniendo en contacto 40 uM de urea, 150 uM de fos-
fato y 1 mg de peso seco de bacterias, La reaccidn se:
paraba con COK, a saturacion, siendo el volumen final
de 3 ml. Las demas condiciones se especifican en Métodos..
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‘A nivel de actividad especifica, la curva entra en fase estaciona-
ria practicamente en el mismo periodo de tiempo (fig. 6).
Si consideramos estos tres hechos:

a) constancia en el peso seco por unidad de niimero de bacterias ;

b) aumento progresivo de la velocidad de reaccion a igualdad de
peso seco en funcion del tiempo de induccién, hasta alcan-
zar un maximo a las cuatro horas;

¢) aumento progresivo de la actividad especifica en funciéon del
tiempo de induccidon, tendiendo a estabilizarse,

06 -

[

pM Hiky /mg Proleina Jmun

02 4

-~

1 2 3 S 5 & horvas

Fig. 6.—Actividad especifica de la ureasa de . mirabilis

en funcion del tiempo de induccién. dLa velocidad de reac-

cion se media como en el caso anterior. Los mg de pro-

teina/mg de peso seco se median por el método de Lo-
wry ¢f al.

se deduce que la ureasa, cataliticamente activa, se biosintetiza en
presencia de inductor y aumenta su cantidad (actividad) progresiva-
mente de una manera mas rapida que el resto de las proteinas valo-
radas hasta un momento en que esta fraccién de enzima se comporta
como constante respecto al total de proteinas bacterianas,

9 V . ., .
1.2, Influencia de la concentracién del inductor.

Determinado el tiempo de induccion de cuatro horas, se ensaya-
Yon diversas concentraciones de urea en calidad de inductor. Magafia-
Plaza ¥ Ruiz-Herrera (33), segun indicaciones de Guo y Liu (3), uti-
lizan para P. rettgeri concentraciones de urea del 2 9.
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Esta misma concentracion, para P. wmirabilis resulta prohibitiva
en nuestros ensayos, asl como el tiempo de incubacion de una noche
que ellos utilizaban.

De las concentraciones utilizadas por nosotros (20, 40, 80, 160 y
320 1M de inductor/ml), se da un maximo de induccién para un tiem-
po de cuatro horas a concentracion de urea de 80 - 10~ M, mientras
que 320 - 10~* M, aproximadamente el 2 % (0,33 M), se revela to-
talmente ineficaz,

©
-

o
w

HMNHa/mg proteina/minute
L ]

20 40 80 160 320
x1c7n

Fig. T.—Actividad especifica de la ureasa de P. mirablis

en funcién de Jla concentracién de inductor. En el eje de

abscisas se dan molaridades de urea en medio basal liqui-

do. El tiempo de induccion fue de cuatro horas en todos
los casos.

El hecho de utilizar peptona como suplementacién de los medios
de cultivo hizo que se estableciera un indice de la posible accion de
este material sobre la actividad uredsica de las bacterias, Esto estaba
basado en que, en ciertos casos (ureasa de adormidera y caca-
huet) (56), la actividad enzimatica sufria una notable exaltacién por
accion de peptonas.

Las bacterias que crecian en medio minimo alcanzaban un prome-
dio de actividad en los extractos acetona-etilmercaptano aproxima-
damente igual a las que crecen en medio con peptona mdis urea,
salvo que lo hacen con una diferencia de veinte horas. Sin embargo,
la fase de latencia en medio con peptona casi nunca sobrepasa las
cuatro horas en P. mirabilis. '
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En medio minimo con urea, esta fase de latencia dura veintitrés
horas. Por tanto, se podria concluir que, en ambos casos, la maxi:
ma actividad ureisica coincide con el final de la fase de latencia.

La adicién de peptonas suministra a las células aminoacidos ya he-
chos, lo que les permite sintetizar proteinas (entre ellas la ureasa),
mdas rapidamente que si no hay peptona en el medio. Esto redunda-
ria en mas rapido crecimiento y una mayor facilidad de utilizacidén
de la urea (tabla I). '

Tasra [

Influencia de peptona sobre actividad enzimdtica de Proteus

mirabilis
Q . Tiempo de Actividad
Suplementacién induccién (2) especifica (1)
Peptona ... ... ... ool 4 < 0,0005
Peptona 4 urea ... ... ... 4 - 0,04
4 - q
Urea ... ... .. oo ... 0.19
24 - 0.61

(1) La actividad especifica viene dada en uM NH_/mg pro-
teina/minuto.
(2) El tiempe de induccion viene dado en horas.

3.2, Especificidad del inductor
3.2.1.  Adntecedentes.

El hecho de que en un determinado organismo se induzca sinte:
sis de un enzima por un compuesto que no es sustrato de la reaccién
enzimdtica, se conoce desde hace algunos afios. Quizd el caso mdis
citado sea la induccién de la B-galactosidasa por ciertos 8-tiogalacté-
sidos." También se conoce el caso contrario, en el que un sustrato, la
neogalactosa, no induce sintesis del enzima.

Con respecto a la ureasa, ya se ha citado que para A. vinelandii
existe induccion de la biosintesis del enzima por tiourea (33), que se

comporta como inhibidor de la reacciéon enzimatica, pero nunca como
sustrato. '
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En P. rettgeri habian sido ensayados también a este fin, una serie
de analogos estructurales de la urea que no se comportaban como sus-
tratos. Estos eran, de nuevo tiourea, N-metilurea y N,N-dimetilurea.
En ningfin caso se aprecié induccién de la sintesis del enzima (33).

Mehta et al. (83) observaron que para A. wvinelandii hay induc-
cién de biosintesis de ureasa por arginina. No dan mas dato. Pero
emiten la hipdtesis de que esta induccién puede ser indirecta debido
a la formacién de urea a partir de arginina por una reaccién catali-
zada por arginasa,

Para P. mirabilis hemos ensayado tres anilogos estructurales de
la urea, de los que en nuestras revisiones bibliograficas no hemos
encontrado referencia a alguna accién sobre el enzima, tanto in vivo
como in vitro, Estos tres anilogos eran N-formilurea, formamida y
N, N-dimetilformamida.

8.2.2. ;Hax induccién grotuita pare la ureasa?

Partiendo de cultivos de P. mirdbilis, cuyo nivel de ureasa era
nulo, se sembraron indculos en medios basales en los cuales la urea
habia sido sustituida por sus anilogos. Se mantuvieron creciendo du-
rante cuatro horas, como en el caso anterior, al cabo de las cuales
las células fueron centrifugadas, lavadas y tratadas con acetona-etil-
mercaptano. Las concentraciones empleadas para los tres compuestos
fueron 20, 40, 60 y 80 - 10-* M en medio hasal,

Manteniendo la proporcién de 1 mg de peso seco/ml en tampon
fosfato 0,001 M de pH 6,9, se midié la actividad especifica de los di-
ferentes cultivos. Los resultados vienen dados en las tablas II, TII
y IV, y en las figuras 8 9 y 10.

En los tres casos existia induccidon de biosintesis de ureasa, con
la particularidad que, también en los tres casos, la mayor velocidad
de induccién correspondia a la concentracién de inductor, para la
cual el crecimiento de la poblacién bacteriana habia sido minimo.
Particularmente espectacular fue el caso de la formamida a concen-
tracién de 20 - 10-* M, para la cual la actividad enzimatica duplica
a la obtenida por la urea en su mayor velocidad de induccidn, mien-
tras que el crecimiento no es sélo nulo, sino que la densidad éptica
de las muestras disminuye a lo largo de las cuatro horas, quiza de-
bido a un fenémeno de autolisis (figs. 11, 12 y 13).

Se pens6 que estos tres compuestos podian ser no solamente in-
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Fig. 8.—Actividad especifica de la ureasa de P. mirabilis

en funcién de la concentracién de N-formilurea, conside-

rado como inductor en medio basal liquido, El tiempo de
de induccién fue, en todos los casos, de cuatro horas.

-

HM NHa/mg proterna/rinuto
©

Al .\ﬁ
20 40 60 80 x10°M Formamida

Fig. 9.—Actividad especifica de la ureasa de P. mirabilis

en funcién de la concentraciéon de formamida, considerada

como inductor, en medio basal liquido. El tiempo de induc-
cién fue, en todos los casos, de cuatro horas,
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20 40 60 80 ,x'0°M NN-dimetilformida
‘Fig. 10.—Actividad especifica de la ureasa de P. mirabilis
en funcién de la concentracion de N,N-dimetilformamida.
considerada como inductor, en medio basal liquido. El
tiempo de induccién fue, en todos los casos, de cuatro
horas.

.030 1

20 40 60 80  x103M

[N-formilureal

Fig. 11.—Crecimiento de P. mirabilis en medio liquido du-

rante Jas cuatro horas de induccién en funcién en funcidn

de la concentracién de N-formilurea. La D. Q. se media
a 610 mpu, '
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Fig. 12—Crecimiento de P. mirabilis en medio liquido du-
rante las cuatro horas de induccion, en funcién de la con-
centracion de formamida. La D. O. se media a 610 mpu.
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Fig. 13.—Crecimiento de P. mirabilis en medio liquido du-

rante las cuatro horas de induccion, en funcion de la con-

centracion de N,N-dimetilformamida. T.a D. O. se media
a 610 my.



ductores, sino también sustratos de la ureasa. Mas adelante demos-
traremos que esto no es cierto en ninguno de los casos.

¢ Se puede hablar de induccién gratuita del enzima? En las figu-
ras se demuestra que el crecimiento de la poblacién bacteriana se ve
modificado por la presencia de los tres analogos, lo cual implicaria
que, en cierta forma, hay diferencias en el metabolismo celular en-
tre bacterias gque crecen sin inductores y hacterias que crecen en
presencia de los mismos. Basindonos en este hecho, sélo se podria
afirmar que existe, en P. mirabilis, induccion de biosintesis de urea-
sa provocada por compuestos que no son sustratos del enzima.

Tasra I

Induccidn de biosintesis de ureasa por N-formilurea

Concentracion mg proteina/ Actividad
X 1073 M mg peso seco especifica (1)
20 0.40 012
40 0.59 013
60 0.56 0.32
80 0,65 0,23

(1) La actividad especifica viene dada en xM
NH_/mg proteina/minuto.

TasrLa II1

Inducc'on de la biosintesis de ureasa por formamida

Concentracién mg protefna/ Actividad
X 1073 M ™E peso seco especifica (1)
20 0.48 . 0.20
40 0.50 0.40
G0 0.54 011
80 03 < 00005

(1) Ta actividad especifica viene dada en pM
NHs/mg proteina/minuto.



TasrLa IV

Induccion de biosintesis de ureasa por N,N-dimetil-

formamida
Concentracion mg proteina/ Actividad
X 107°M mg peso seco especifica (1)
20 0,98 0,25
40 0,96 0,10
G0 0,50 0,10
S0 045 << 0,0005

i1) La actividad especifica viene dada en uM
NHs/mg proteina/minuto.

3.3. Purificacién del ensima

La ureasa ha sido ampliamente estudiada respecto a procesos de
purificacién desde que fue cristalizada por Sumner, a partir de semi-
las de Cannauvelia ensiformis, en 1926 (2). La mayoria de los pro-
Cesos concernian a precipitaciones con disolventes organicos, siguien-
do el método desarrollado por el premio Nobel, aunque se sabe que
la ureasa cristalizada por éste era un complejo de varias proteinas (57).
Los disolventes orgénicos més corrientemente empleados fueron ace-
tona (2) y alcohol (38), empledndose en ciertos casos éter de petroleo
como tratamiento previo con efectos desengrasantes (59). En nues-
tros intentos de purificacién de ureasa proveniente de semillas de Ci-
trullus el garis, hemos empleado éter de petrdleo con tres veces més
rendimiento que cuando se empleaba éter sulftrico.

Para ciertas ureasas bacterianas (5) se ha utilizado una mezcla de

_a.ICOhol amilico : cloroformo 1/4 v/v. que se afiadia a una suspen-
sién bacteriana en solucién salina.

Las precipitaciones con sales han sido empleadas en muchos ca-
$0s, obteniéndose buenos resultados, especialmente con el método de
Hanabusa (60). También ha sido empleado con ureasa bacteria-
Na (61). Normalmente se utilizaba sulfato aménico.

La cromatografia ha sido empleada en mucha menor extension,
Mis corrientemente de adsorcién sobre gel de fosfato calcico (60, 61)
Y en ciertos casos sobre papel (62), usando para el desarrollo clorhi-



drato de cisteina y glicina en solucién acuosa. El fraccionamiento de
la proteina enzimatica se llevaba a cabo sobre CM-celulosa (63).

Mamiya y Gorin introducen el uso del 2-mercaptoetanol (64) como
modificacién del procedimiento de Creeth y Nichol (65). En otros
casos se utilizaba sulfuro de hidrogeno como agente protector (61).
La adicién de sulfito o de 2-mercaptoetanol al disolvente de precipi-
tacién aumentaba el rendimiento de la actividad especifica del enzima.
Esto parece ser debido a la accién despolimerizante de estos com-
puestos, aunque, como es logico, actlian como buenos protectores
de los grupos —SH de la proteina enzimditica. Tos experimentos de
velocidad de sedimentacién dan valores de S,, de 19, 28 y 36 s. Los
compuestos antes citados convierten estos tres picos en uno solo de
19 s. Esto se interpreta en el sentido de que la ureasa en solucion
tiende a la formacién de dimeros y trimeros por establecimiento de
puentes disulfuro intermoleculares, que serian rotos por la accion del
2-mercaptoetanol.

Nosotros hemos empleado el etilmercaptano, tanto en preparacio-
nes de semillas de sandia como bacterianas, a concentraciones de
0,14 M, obteniendo resultados hasta diez veces superiores a los obte-
nidos por Mamiya y Gorin para la misma concentracién de 2-mercap-
toetanol. '

3.3.1. Preparacidn de polvos acetdnicos v extractos libres
de células.

Las células se cultivaban en tubos de turbidimetria con el medio
basal liquido descrito en métodos y suplementado con urea 40 - 10-* M.
Se incubaban durante cuatro horas a 37° y se centrifugaban a 3500
rpm durante veinte minutos. Las células asi recogidas se lavaban
tres veces con suficiente cantidad de tampén fosfato 0,001 M de
pH 7,7, y dos veces con etilmercaptano 0.14 M en acetona pura. Los’
polvos aceténicos asi preparados se secaban a vacio y se ponian €n
extraccién en tampén fosfato 0,001 M de pH 7,7, La cantidad de
proteina utilizada para los ensayos de actividad especifica fue de
15 pg/ml.

La suspensidon de polvos acetdnicos se centrifugaban a 6.500 rpm
durante veinte minutos. El sobrenadante se almacenaba a 0° y al s¢
dimento se le afladia igual cantidad del mismo tampon. Se agitaba



muy suavemente durante cinco minutos y se volvia a centrifugar. El
sobrenadante de esta centrifugacion se mezclaba con el anterior y
se aftadia tampon hasta temer aproximadamente 2 mg de proteina/ml.

3.3.2. Cromatografia sobre DEAE-celulosa.

Fracciones de 9 ml del extracto libre de células se pasaban por
una columna de DEARE-celulosa equilibrada con tampon {fosfato
0,001 M de pH 7,7. Las dimensiones de la columna eran de 8 cm de
altura por 1 cm de &. Toda la proteina activa queda retenida por la
celulosa. La ureasa no comienza a ser eluida hasta que han pasado
por la columna tres veces su volumen de eluyente, La mayor activi-
dad especifica corresponde a la fraccion eluida con Ci~ 0,35 M en el
mismo tampon en que estd equilibrada la columna, como se ve en
la figura 14.
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Fig. 14.—-Cromatografia en DEAL-celulosa del extracto
libre de céluias. @ @ mg proteina/ml; O~ — —O
M NH /mg proteina/minuto.

8.3.3. Cromatografia de adsorcidn sobre gel de fosfato cdlcico.

Las fracciones 7 y 8, eluidas de la columna de celulosa, corres-
bondientes a concentraciones de Cl- 0,35 y 0,40 M, respectivamente,
s¢ dializan durante tres cuartos de hora frente a dos litros de tam-
Pon fosfato 0,001 M de pH 6,9. La didlisis se realiza a 4° y con agi-
tacion, Al dializado se le afiade gel de fosfato cilcico equilibrado
fon el mismo tampdn en la proporcion de 75 mg por mg de protei-



%
\
i
[
B ¢ 3 10
02 I z
i Z
—_ ' [% -
E [ ] . 3
< ’ \ e}
T [ \ <
& ) \ 3
g ' \ 5
aQ s 2
’
2 P z
[ [ 3
h ) 3
) ‘\ E—
(o)
/ Ye
' /I‘
Y \
./l ol

N°e fraccion

Fig. 15.—Cromatografia sobre gel de fosfato calcico de

las fracciones 7 y 8 de la cromatografia sobre DEAE-ce-
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Fig. 16.—Actividad de Ia ureasa de P. mirabilis en fun-
cion de la cantidad de protena, Las condiciones experi-
mentales fueron las del ensayo standard,



na. A esta concentracion, toda la proteina activa queda retenida en
el gel centrifugado a 2500 rpm durante cinco minutos. Las elucio-
nes se realizan cen concentraciones crecientes de tampén al mismo
pH. La mayor parte, casi la totalidad, de la actividad uredsica co-
rrespondia a la fraccion eluida con tampén fosfato 0,05 M.

La ureasa, al cabo de estos pasos, se encuentra purificada 120 ve-
ces con relacion al extracto crudo.

3.34. Influencia de la concentracion del enzima.

Manteniendo constante la concentracion de sustrato, se ha ensa-
vado el efecto de la cantidad de enzima sobre la velocidad de reaccidn.
Segun indicaciones de Wall y Laidler (66, 67), para bajas concentra-
ciones de enzima, con las que, seglin estos autores, incrementa mas
rapidamente la actividad, la velocidad de reaccién guarda una rela-
cion lineal con la concentracion de ureasa, segin se demuestra en
la figura 16. ‘

TasrLa V

Purificacion de ureasa de Proteus mirabilis

Faccron e M A R
Extracto erudo ... .o vor oo . 47,20 0.10 9.2 100
Extracto libre de células ... ... 20,00 0.30 6,00 61.7
Fracciones 7-8 DEAE-celulosa. 0,99 4,50 445 45,7
Fraceion 8 de gel de fosfato

CAlCICO .. L i e e e e 0,15 12.00 1,80 18,56

——

La actividad especifica viene dada en pM N /mg proteina/minuto.

3.3.5. Influcncia de la concentracion de sustrato.

Se han realizado ensayos para determinar la variacién de la velo-
¢idad de reacciéon en funcion de la concentracién de sustrato. I.a
recta resultante de enfrentar inverso de concentracién con inverso de

velocidad, se ha hecho para 20 pg de enzima, ya que este dato se
necesitaba para el estudio de las inhibiciones por anilogos estructu-
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rales de la urea. Para estos estudios se aumentd la concentracién de
enzima, ya que la N-formilurea se ha revelado como fuerte inhibidor,
frente al cual las velocidades de reaccion para 15 g de proteina casi
tno eran mensurables por nuestro método. Estos datos se dan en la

figura 17.
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Tig. 17.—Representacion inversa de la influencia de 1la

concentracidn de urea sobre la actividad de la ureasa de

P, mirabilis. Las condiciones experimentales son las del
ensayo standard.

3.4. Inhibidores

Los compuestos ensayados como sustratos de induccién distintos
de la urea han sido N-formil-urea, formamida y N,N-dimetilformami-
da, que presentan marcada analogia estructural con el sustrato de la

ureasa:
CH,
/
/NH, NH—CHO NH, N
/s / VRN
0=C 4 0=C 0=C 0=C CH,
N N N N
NH, NH, H H
urea N —formilurea Formamida N, N—dimetilfor-
mamida.

por lo que se pensé que podrian actuar de alguna forma con la urea-
sa, bien sea como posibles sustratos, bien como inhibidores.
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3.41. Euxistencia de la inhibicién.

Demostramos la existencia de inhibicién de la ureasa por los tres
andlogos estructurales de la urea haciendo actuar concentraciones
crecientes sobre 20 pg de enzima y determinando después la veloci-
dad de reaccidn frente a una concentracion conocida de sustrato. A
los 20 pg de enzima se les afiadia, en experiencias separadas, 20, 40,
60 v 80 wM del presunto inhibidor. Se incubaba durante cinco minu-
tos a 37¢ en unidades Conway, al cabo de los cuales se afiadian 40 pM
de urea. Se dejaba actuar al enzima en tiempos crecientes y se pa-
raba la reaccion enziméitica con carbonato potasico a saturacién, tal
y como se describe en Métodos. Tomando como 0 % de inhibicién
la velocidad de reaccidon en ausencia de los tres anilogos, se cons-

o
[#8)
1

pM NHy/minute

01 1 \

log1]

Fig. 18.—Inhibicién de ureasa por N-formilurea. En un

volumen final de 3 ml se mezclaron 40 uM de urea, 20 pg

de enzima y molaridades crecientes de inhibidor. Enzima

¢ inhibidor se incuban durante cinco minutos a 37 antes
de la adicion del sustrato.

truyeron graficas en las que se enfrentaban velocidades de reaccién
¥y logaritmos de las concentraciones de inhibidor, de tal manera que
la gréfica fuera, en todos los casos, una recta, Los resultados se
dan en las figuras 18, 19 y 20. Por este método se determiné la con-
centracion de los tres inhibidores, que daba el 50 9% de inhibicién y
que eran 25,7 -10-* M para la formamida, y 10,5 - 10-* M, tanto
Para la N-formilurea como para la N,N-dimetilformamida.
Aumentando el tiempo de incubacion de enzima 4+ inhibidor, se
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Fig. 19.—Inl.biciéon de ureasa por formamida. En un vo-

lumen final de 3 ml se mezclazon 40 uM de urea, 20 pg

de enzima y mo.ar.dades crecientes de inhibidor. Enzima

e inhibidor se incubaban durante cinco minutos a 37° antes
de la adicién de sustrato.
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Fig. 20.—Inhibicion de wureasa por N,N-dimetilformami-

da. I'n un volumen final de 3 ml se mezclaron 40 uM de

urea, 20 ug de enz'ma y molaridades crecientes de inhibi-

dor. Enzima e inhibidor se incubaban durante cinco mi-
nutos a 370 antes de la adicién de sustrato.
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vio que en todos los casos crecia el porcentaje de inhibicidén, IL.os
controles en los que se hacia actuar tnicamente enzima + inhibidor,
nunca dieron desprendimiento de amoniaco detectable por nuestro
método.

3.4.2. Cinética de la inhibicidn.

Una vez escogida la concentracién de los tres inhibidores, que
daba un 850 % de inhibicidn, se estudié el efecto de esta concentra-
cion en presencia de concentraciones crecientes de sustrato (20, 40, 60
y 80 - 10~* M). Halladas las velocidades de reaccién correspondien-
tes, se hicieron graficas en las que se enfrentaban inversos de velo-
cidad de reaccién (@M NH,/minuto)™ a inversos de concentracio-
nes de sustrato 1/(urea) M~'. En los tres casos, la recta resultante
coincidia ldgicamente, cortando a la recta reciproca sin inhibidor en

la parte negativa del eje de las X. Esto demostraba que la inhibi-
cién era no competitiva.

Una inhibicién del mismo tipo ha sido dada por Gale para la hi-

droxiurea (22), y por Kleczkowski y Dabrowska (24) para la fenilu-
rea y D-fenilalanina.

3.4.3. [rreversibilidad de la inhibicidn.

Era interesante estudiar si esta inhibicién de tipo no comnpetitivo
era reversible o irreversible, Para ello se incubaron enzima e inhibi-
dor en la proporcién de 20 pM de inhibidor por cada 20 pg de en-
zima en tubos tapados durante media hora a 37°, Al cabo de este
tiempo, 1a mezcla se dializé durante veinticuatro horas, con agita-
cion, frente a dos litros de tampdn fosfato 0,001 M de pH 7,7. El
bafio de diilisis fue cambiado cinco veces. La temperatura, durante
todo el proceso, fue de 4°.

A las veinticuatro horas, el producto de dialisis se hizo reaccio-
nar con 40 pM de urea en unidades Conway. Los resultados se dan
en la tabla VI. En los tres casos se mantiene casi idéntico el por-
centaje de inhibicién, lo que demuestra concluyentemente la irrever-
sibilidad de 1a inhibicién por N-formihirea, formamida y N,N-dime-
tilformamida.

N\ . . v . « s . PO
No se ha insistido mas en estudios cinéticos de estas inhibiciones

Rev. pg 14 ReAL AcApeMIA DE CIENCIAS.—1969. 88
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que seran continuados con mas detalle, ya que nuestro interés pri-
mordial estaba centrado en demostrar que, en ningun caso, existia
una reaccién enzimatica que tuviera como sustrato cualquiera de los
tres compuestos. Con esto el estudio de la induccién por los andlo-
gos estructurales quedaba completado.

o~
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Tig. 21.—Inhibicion no competitiva de la ureasa por O () N-tor-
milurea, A A formamida vy x-———x N,N-dimetilformamida. La

concentracién de inhib'dor utilizada era la que da el 350 % de inhibicion.
La cantidad de enzima era de 20 pg, y el volumen final, de 3 ml.

Tasra VI

Trreversibilidad de las inhibiciones por N-formilurea, formamida
N .N-dimetiljormamida

M NHy/minuto ¢/, Inhibicién

E no dializado ... ... .o o o e o e 0.26 —
E dializado ... .. W e et e e e e e e e e 0,20 0
E + N-formilurea no dializado... ... ... .. ... .. 0,09 55
E 4+ N-formilurea dializado ... e e e 010 20
E + formamida no dializado ... .. ... ... ... ... 0.16 20
E + formamida dializado... ... ... ... ... R 015 23
E 4+ N.N-d'metilformamida no d'alizado... ... ... 0.10 S50

E + N.Nudimeti'formamida dializado ... ... ... 010 30
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3.5. Influencia de las fuentes de carbono en el proceso
de tnduccion

Se ha demostrado que la ureasa es biosintetizada por P. imirabilis
en presencia de urea, De Turk (25), en sus experimentos con Ps. aeru-
ginosa, habia concluido que la energia producida por oxidaciéon del
succinato era utilizada para la biosintesis del enzima. Esto nos llevo
a investigar la accion de diversas fuentes de carbono en el proceso
de induccion de ureasa.

3.3.1. Discusion del método de ensayo.

Magafa-Plaza y Ruiz-Herrera (35) estudiaron la influencia de
ciertas fuentes de carbono sobre P. rettgeri empleando células ente-
ras. Kl método seguido v adoptado por nosotros es el siguniente:

Las células se haclan crecer durante cuatro horas en tubos de
turbidimetria, se centrifugaban y se lavaban con agua bidestilada
{PH =~ 6,9) y acto seguido se resuspendian en suficiente cantidad de
este agua a la que se afiadian 0,1 voliimenes de toluol, de tal mane-
ra que la concentracion final fuera de 1 mg de peso seco/ml. Se agi-
taban fuertemente durante veinte minutos a 37° y se aftadian dife-
rentes voltmenes a 40 uM de urea, de tal manera que el volumen
final de reaccidn fuera de 3 ml. En esta mezcla de reaccion se media
la variacién de pH en el tiempo. ‘

El método estd basado en la alcalinizacidn progresiva de esta mez-
cla, debida a la produccion de amoniaco a partir de la urea por ac-
cion enzimatica. Sin embargo, el analisis de Ja reaccion se lleva a
cabo usando un sistema de dos fases, lo cual debe influir también en
el proceso de induccién (68). El inconveniente se elude por tratamien-
to con toluol, cuyo efecto, segiin estos autores, es el de abolir la
permeabilidad celular, con lo cual la urea puede entrar libremente en
las células, o Ia ureasa salir, lo que nos daria un sistema tedrica-
mente de una sola fase,

En la figura 22 se muestran los resultados de este planteamiento.
Las células tratadas con toluol muestran una mavor efectividad de
hidrélisis de 1a urea (v = 0,61 ApH/minuto) que aquellas que no
han sido tratadas (v = 0,12 A pH/minuto). Un control realizado sin
trea nos da la seguridad de que no hay alcalinizacién por causas aje-
nas a la reaccién enzimatica.
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El método ha sido utilizado en todos los experimentos que se re-
fieren a continuacion, Se podia oponer a esto el que se debia haber
mantenido el mismo criterio de experimentacion que en el estudio
de la cinética de la induccidon. Una razén nos ha movido a adoptar
en este caso el criterio de variacién de pH y es que ha sido utilizado
para medir la influencia de fuentes de carbono sobre el mecanismo
de la induccidn en P, rettgeri. El trabajar nosotros con otra especie
de Proteus y el utilizar algunas de las fuentes de carbono usadas para
P. rettgeri, nos hicieron adoptar el miamo método, con lo cual nues-
tros datos serin mas ficilmente comparables.
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Fig. 22.—Efecto del toluo} sobre la actividad ureasi-

ca de Proteys mirabilis. O—~——C, células trata-
das con toluol; @-——@. células tratadas con to-
luo! sin wrea; A——A. células sin tratar con to-

luol. Las candiciones experimentales se describen en
en el texto.
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3.5.2.  Los intcrmediarios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos.

Manteniendo ¢l periodo de cuatro horas de induccién, se cultiva-
ron células en medio basal, en el que el glicerol era sustituido como
fuente de carbono por metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs.
La concentracion de estos metabolitos era la misma que la del gli-
cerol.

Suponenos que en las células la sintesis de sus proteinas estari
relacionada con la disponibilidad de nutrientes y con la energia de
que dispongan, El afladir metabolitos exdgenos que se pueden in-
cluir en los procesos oxidativos celulares nos daria diferentes ren--
dimientos en los niveles de proteina activa.

En la tabla VII se dan los resultados para succinato,, acetato, ci-
trato, malato, fumarato, a-cetoglutarato y cis-oxalacetato.

TavrLy VII

Influencia de intermediarios del TCA sobre induccidn
de wreasa

Actividad

YT ~
FUENTE DE CARBONO especifica (1)

Succiniato ... o s ol v e e e 0,48
Acetato... (i e cie v e e e 0,32
Fumarato ... o oo o v e 0.07
L-malato ... .. ... ... o oo e 0.10
Citrato... .. e e e e e 0,15
acetoglutarato.. ... ... oo oo . 0,07
Cis-oxalacetato ... oo oo vor wen oo 0,03

(1) La actividad especifica viene dada en A pH/mg
peso seco/minuto

Se ha utilizado el concepto de A pll/mg de cé'ulas como medida
de la cantidad de ureasa presente en la fraccién total de proteinas
de la célula. De entre ellos, el succinato es el que demuestra mayor
rendimiento, lo que estd de acuerdo con los resultados de de Turk
Para Ps. aeruginosa. Sin embargo, €l mismo metabolito muestra mu-
cha menor efectividad en cuanto a crecimiento de la poblacidn bhacte-
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riana se refiere. En el extremo contrario, el fumarato muestra uno
de los menores rendimientos en cuanto a sintesis del enzima activo,
mientras que, en el periodo de cuatro horas, el cultivo ha entrado en
fase exponencial de crecimiento.

Es curioso observar, que tanto el fumarato como el a-cetogluta-
rato, relacionados con incorporacién directa de amoniaco para dar

aminodcidos, son los que menos rendimiento dan, junto con exala-
cetato, en cuanto a sintesis de ureasa se refiere.

3.5.8. Otras fuentes de carbono,

Ademas del glicerol y los intermediarios ya estudiados del ciclo

de Krebs, se ha investigado el efecto de la glucosa y el lactato sobre
la sintesis del enzima.

A pH/mg células

30 60 90 120 150 180 seq

Fig. 25 —Influencta de O

—() gicerol; x %
lactato y A

-~ glucosa sobre la velocidad de biosin-
tesis de ureasa en P. mirabilis. Las condiciones experi-
mentales vienen dadas en el texto.

La glucosa se muestra como un magnifico sustrato de crecimien-
to. Los incrementos de densidad Optica observados durante las cua-
tro horas de induccidn eran realmente notables en comparacién con
los medidos para el resto de las fuentes de carbono ensayadas. Por
el Contrario, el lactato se muestra como mal sustrato de crecimiento,
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ya que, durante el periodo de cuatro horas, la poblacién bacteriana
permanece en fase de latencia.

La velocidad de sintesis de ureasa es en ambos casos disminuida,
especialmente en células que crecen en presencia de lactato.

"-1 b ) ¢ ' f

1 2 3 4 horas

Fig. 26.—Infuencia de O-——— glicerol: x-——x
lactato, y A- A glucosa en el crecimiento de
P. mirabilis.

La hipotesis de que la glucosa se comportaba como represor de
la sintesis del enzima se trata en el siguiente apartado.

La cinética de la velocidad de reaccidén de la ureasa producida por
células que crecian en presencia de succinato, fumarato y ma'ato prin-
cipalmente, comporta factores anormales que han sido observados
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también en el caso de células que crecen en presencia de lactato y
que serdn discutidos mas adelante.

La dependencia de la biosintesis de ureasa en . mirabilis de las
fuentes de carbono utilizadas se da en las figuras 23 y 25, La varia-
cion del crecimiento de las poblaciones bacterianas que crecen en
estas fuentes se da en las figuras 24 y 26.

In la figura 26 se observa el hecho de que células que crecen en
glicerol muestran un crecimiento activo ya en la primera hora de in-
duccién. Esto pareceria estar en desacuerdo con lo enunciado en el
parrafo 3.1.1. Sin embargo, en el caso que nos ocupa, se partia de
células con un nivel de ureasa positivo, mientras que en el anterior
se partia de células con nivel de ureasa nulo. Esto parece indicar que
el enzima tiene un efecto de aprovechamiento de la urea exdgena
para la sintesis de componentes celu'ares, aprovechamiento que seria
mas ripido en células que ya contienen el enzima,

Tarra V111

Influcncia de fuentes de carbono sobre mmduccidn
de uredsa

FUENTE DE CARBONO ~ Actividad
especifica (1)

Glicerol ... ... ... e e e e 0.61

Glucosa ... ... ... ... e e 0,05

Tactato ... ... . o o e e 0.03

(1) La actividad especifica v'ene dadr en A pH/mg
peso seco/minunto.

345, Represién por glucosa.

El hecho de ser la glucosa represora de la sintesis de gran can-
tidad de enzimas inducibles, nos obligé a plantear experimentos
Para tratar de demostrar la misma propiedad con la ureasa P. mi-
rabilis,

Para ello se partié de un cultivo con nivel de ureasa conocido.
De este cultivo se sembraron inéculos en dos tipos de medio s6li-

do, 1no con glicerol como fuente de carhono v otro con g'ucosa.
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Los cultivos se mantuvieron veinticuatro horas en estufa a 37°. De
estos cultivos se hicieron las siguientes siembras:

1) De inéculo en glicerol a medio liquido con glicerol.

2y » » » » » o » » »  glucosa.
3 » » » glucosa » » » »  glicerol.
4) » » » » » » » »  glucosa.

Como se ve en la figura 27, la mayor velocidad de sintesis de
enzima corresponde al experimento 1) y la menor al experimento 4),
mientras que en los experimentos 2) y 3) las velocidades eran in-
termedias. En el experimento 2), las bacterias en el momento de
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Fig. 27.—Represion por glucosa de la Dbiosintesis
de ureasa en P. mirabilis, (O)——— de inoéculo en
gliceroi a medio con glicerol; PJ——Q@ de indculo
en glicerol a medio con glucosa; @—--—@ ae ind-
culo en glucosa a medio con glicerol; @ o
de indculo en giucosa a medio con glucosa.
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ser traspasadas a medio con glucosa, tenian tedricamente el mismo -
nivel de ureasa que ‘'as del experimentio 1). Sin embargo, en las
cuatro horas en las que se mantiene creciendo en medio con gluco-
sa, ésta se acumula rapidamente dentro de la célula, Si el tiempo
de generacién de P. nirabilis en glucosa es algo mayor que dos
horas, en cuatro horas habria de dos a tres generaciones, lo que,
si es la glucosa represora, diluiria el nivel del enzima a uno com-
prendido entre el 30 y 50 9 respecto al del experimento 1).

En el experimento 3) el nivel de ureasa es mayor que en el 2),
ya que las bacterias, de un nivel rebajado de ureasa, fruto de su
crecimiento en medio sélido con glucosa, por efecto de su creci-
miento durante cuatro horas en un medio sin glucosa y que, ade-
mas, favorece la induccién, elevaria el nivel de enzima.

Ista interpretacion nos parece concluyente. La glucosa o un
producto de catabolismo, lo cual sera discutido mas adelante, re
prime la sintesis de enzima en presencia de su inductor.

4. Discusion

El trabajo experimental de este tesis comenzdé investigando la
presencia de ureasa en semillas existentes en la coleccién de nues-
tro laboratorio, Partimos de los trabajos de Damodaran et al. (59),
encontrando actividad uredsica en semillas de sandia (Citrullus vul-
garis) v en gran cantidad de otras cucurbiticeas: las variedades ovi-
fera, verrcasa y microcarpa de Cucurbita pepo, Citrullus colocyn-
tis, Luffa acutangula, Lagenaria wvulgaris y Momordica balsamina;
en frondes de helechos: Asplenium nidum y Nephrolepis exaltata.

Fue interesante encontrar, asimismo, actividad uredsica en semi-
llas, hojas e inflorescencias jovenes de una leguminosa, Wistaria
sinensis, sobre la cual no hemos encontrado ninguna cita bibliogra-
fica anterior.

Los experimentos sobre germinacién de semillas nos dieron re-
sultados interesantes. La presencia de urea en el medio retardaba
la germinacion, pero, sin embargo, se notabha un sensible aumento
de Ia actividad uredsica de los cotiledones. Este hecho fue el que
Nos decidié a tratar de investigar el efecto de la urea sobre orga-
nismos vivos mas manejables: las bacterias.

Hemos demostrado ya que el enzima aparece en una poblacion
de Proteus mirakilis solamente cuando una determinada sustancia
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estd presente en el medio de” cultivo: urea o sus analogos citados
en el apartado 3.2,

Segin nuestros métodos, cultivos cuyo nivel de ureasa es nulo
incrementan su contenido en enzima manteniendo constanie el peso
seco de la poblacién, su contenido total de proteinas y la densidad
optica de las muestras. Esto parece indicar que la sintesis de urea-
sa en presencia de urea va en detrimento de la sintesis de otras
proteinas. FEsto, indiscutiblemente, no es un caso dnico. Sin embar-
go, los resultados para Proteus rettgceri son otros, ya que, segun
Magafia-Plaza y Ruiz-Herrera (33), la ureasa se comporta en todo
momento como una fraccion constante del contenido total de pro-
teinas.

En nuestro caso, la variacidon en la concentracion del inductor
tampoco nos da aumento de proteinas totales,

Con respecto a los anidlogos de urea como inductores, se apre-
cia crecimiento en todos los casos con un aumento correlativo en
proteinas totales. Pero esto no desmiente nuestras observaciones
para la urea, va que, en estos casos, la mayor actividad ureasica
siempre corresponde al menor crecimiento. Un caso ejemplar seria
el ya citado de la formamida, a concentracién de 20 .10-2 M, para
la cual la actividad enzimatica es maxima (1,2 ¢M NH,/mg protei-
na/minuto), siendo el crecimiento negativo.

La purificacion del enzima se ha llevado a cabo por procedimien-
tos casi exclusivamente cromatograficas. Las precipitaciones con
acetona o sulfato amaénico han sido evitadas sistematicamente, ya
que, en nuestros ensayos, los incrementos de actividad observados
por estos procedimientos eran minimos y no justificaban su utili-
zacion.

Se ha tomado como conirol para determinar indices de purifica-
cion el extracto crudo por dos razones principales:

1) Por su significacién como total de actividad uredsica d= los
cultivos utilizados.

2) Porque su comparaciéon con el extracto libre de células nos
daba una medida directa de la accién despolimerizante del etilmer-
captano (tabla IX).

Esto estaria de acuerdo con Creeth y Nichol (63) y con Mamiya
y Gorin (64) en el sentido de que, como consecuencia directa de 1a
despolimerizacién, hay mayor solubilidad v, consecuentemente, mi-
vor actividad,
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Como pH optimo se ha tomado 6,9, semejante al 7 encontrado.
La temperatura optima tomada fue la clasica de 37° (51).

El estudio de las inhibiciones de la ureasa por los tres anilogos
estructurales de la urea ensayados, N-formilurea, formamida y
N,N-dimetilformamida, no han sido llevados hasta sus fltimas con-
secuencias, ya que nuestro interés primordial era demostrar que,
en ningtn caso, se podian considerar como sustratos de reaccion
uredsica.

Tasrnay IX

Accién del etilmercaptano sobre la actividad wuredsice

Extracto Exirato libre
TRATAMIENTO crudo (1) de células
ACELOND ... viv civ v et eer e e e e e 0,08 0,15
Acetona-etilmercaptano ... ... ... .. .. ... 0,10 0,30

(1) Las actividades de los extractos vienen medidas en uM de
N Ha/mg proteina/minuto,

El estudio de la utilizacidn de diferentes fuentes de carbono por
Proteus mirabilis arroja luz sobre la posible utilidad de la ureasa
para el microorganismo.

[.a urea siempre se ha considerado como medio de excrecion de
nitrégeno por animales.

Se conocen también casos de producciébn de urea por micro-
organismos: hongos como Aspergillus nidulans (69), por accién de
1a arginasa, o Penicillium roqueforti (70, T1), por accién del mismo
enzima ; bacterias como E. coli (72), como producto de la via de
sintesis de fa putrescina.

Actualmente no conocemos que alguno de estos procesos pueda
darse en P. mirabilis, aunque se sabe que este microorganismo po-
See completo el arsenal enzimdtico necesario para la sintesis de la
arginina (73, 74). Fl problema podria ser enfocado desde el punto
de vista del aprovechamiento de productos de hidrélisis de la urea.

Es obvio que la ureasa sélo se sintetiza en P. mirabilis en pre-
sencia de urea exégena (o alguno de sus anilogos). Su aparicién
tr?e consigo la presencia en el medio de amoniaco y anhidrido car-
bonico. Hasta ‘aqui su sintesis v las consecuencias de la reaccion



— 606 —

que cataliza. ¢Cual seria su finalidad? Desde este punto de vista,
el amomniaco producido por la urea como producto de su hidrdlisis
enzimética es un compuesto altamente sugestivo. Infinidad de mi-
croorganismos lo utilizan mediante incorporacion directa a cetoici-
dos para dar aminoacidos. El hecho de que, en P. wecitgeri, este
amotiaco ejerza represion sobre la sintesis de ureasa (83), parece
indicar algo positivo en este sentido.

El amoniaco puede ser incorporado a «-cetoglutarato para dar
glutamato, a fumarato para dar aspartato o a piruvato para dar ala-
nina, De los compuestos por nosotros ensayados, el a-cetoglutarato
da un nivel bajisimo de sintesis de ureasa, tan solo superado por
el cis-oxalacetato, ¢KEsti esto en contraposicién con lo anterior?
Aparentemente si. Sin embargo, continuando esta linea de investi-
gacion, se ha demostrado en nuestro laboratorio que existe repre-
sién de biosintesis de ureasa por L-glutamato en P. mirabilis. Meh-
ta et al, demostraron lo mismo para A, vinelandii (33).

¢ Fodria ser represién por producto final? Adn no lo sabemos.
Pero de todas maneras, esto aportaria un dato positivo al proble-
ma de la incorporacién del amoniaco procedente de la urea.

¢Por qué, entonces, el a-cetoglutarato da tan baja efectividad
en el proceso de induccion? Hay que resaltar el hecho de que son
dos cetodcidos, x-cetoglutarato y cis-oxalacetato, los menos efecti-
vos. Clarke y Meadow (75) demuestran para Pseudomonas aerugi-
nosa la existencia de permeasas especificas para los intermedia-
rios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos. Los periodos de inacti-
vidad de células enteras en oxidar los intermediarios suministrados
por via exdgena son funcién directa del nivel de permeasa existente
en la membrana, Mientras que los enzimas del ciclo muestran ser
constitutivos, las permeasas especificas de los intermediarios estu-
diados por estos autores son inducibles por la presencia en el medio
de su sustrato.

Esto explicaria que, en todos los casos, la velocidad de sintesis
de ureasa sea mas haja cuando las células utilizan como fuentes de
carbono metabolitos del ciclo de Krebs en lugar de glicerol, si st
ponemos que P. mirabilis posee también un sistema de permeasas
para estos metabolitos.

:Por qué son precisamente dos cetoicidos los que menor rendi-
miento dan? Lardy, Paetkau y Walter (76), estudiando el papel de
las mitocondrias en el suministro de precursores de fosfoenolpirt-
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vato, demuestran que piruvato, wz-cetoglutarato y oxalacetato en el
interior de la mitocondria no se mezclan con el «pooly de ceto-
dcidos extramitocondriales, dada su imposibilidad para traspasar la
doble membrana. Para estar sometidos a transporte deben sufrir
primero una transaminacion, con lo cual efectuarian su paso a tra-
vés de la membrana bajo la forma de aminoacidos.

coo”
CH-NHp
ggé_ 0 ¢-C00",
CH,C00™
NH coo” ¢H;C00™
3 CHy oH-¢-C00~
CHOH CH5C00~
coo~ N\\
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G
‘.:HZ \ QO-COO NH3 (.:OO'
COvSCoA gw < \’ s CHNHj
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: €00”
NADPH+H® NADP®

Quizd un proceso similar podria darse en nuestro caso, lo cual
explicaria el Dbajo rendimiento de estos dos cetoacidos que hemos
contrastado, aunque extrapolar de células eucaridticas a procarioti-
Cas resulta dificil en muchos casos.

El fumarato, precursor directo del aspartato, muestra en nues-
fros experimentos una baja actividad muy discutible.

La grafica de actividad ureisica en funcion de este dcido presen-
ta factores anormales que también se observan en el caso del lac-
ta, succinato y IL.-malato, principalmente, Esta grifica, en lugar de
Una recta, que corresponderia a una reacciéon enzimitica de orden
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cero, es una parabola. Se podria concluir, a primera vista, que la
urea desaparece en la mezcla de reaccidn tan rapidamente, que el en-
zima, a partir de los treinta segundos, no trabaja a saturacién de
sustrato. A esto se objeta inmediatamente que las condiciones expe-
rimentales eran las mismas en todos los casos.

En el periodo de los treinta primeros segundos, la actividad para
el fumarato es alta, casi superponible en la grafica con la corres-
pondiente al L.-malato, lo que estaria de acuerdo con la hipétesis
del aprovechamiento del amoniaco. Sin embargo, a partir de estos
treinta segundos, hay una brusca bajada de actividad. No hay razén
ninguna para suponer que el enzima sintetizado sea distinto segtn
las fuentes de carbono. La tnica posibilidad seria que el enzima
formado haya side labilizado por alguna circunstancia que adn nos
es desconocida.

Los productos de la reaccidon de hidrolisis de la urea por la urea-
sa son dos. Y la presencia de amoniaco oscurece en gran manera el
hecho de que existe producciéon de anhidrido carbdnico. No hemos
investigado nada a este respecto. Pero este producto tiene varias €
interesantes vias de aprovechamiento, algunas de ellas (si se demos-
trara actividad piruvato carboxildsica en P. mirabilis) (77, 78) di-
rectamente relacionadas con la glucosa,

Si se acepta que la glucosa o, mis probablemente, un metabo-
lito relacionado con ella, ejerce represiéon sobre la biosintesis de
ureasa, el aprovechamiento del anhidrido carbdnico producido nos
abriria caminos nuevos en los mecanismos de regulacién metaholi-
ca de la bacteria por nosotros estudiada.

“También hay que hacer notar que la glucosa, en ciertos casos,
se comporta como una huena fuente de glutamato (79, 80). No sa-
hemos si éste es el caso de P. mirabilis, pero de nuevo se nos pro-
porciona otra magnifica hipétesis de trabajo.

Al tratar de resumir nuestro trabajo, queda una fuerte evidencia
de que lo realizado solo es una minima parte frente a la labor que
queda por realizar. La ureasa so6lo se sintetiza en una bacteria en
presencia; de un inductor. En el caso de que el inductor sea su prO;
pio sustrato, la consecuencia inmediata es la aparicién y, quizd,
ulterior aprovechamiento del amoniaco y anhidrido carbénico, Uno
de los productos para otra especie de Protens ha demostrado ser
represor de la biosintesis del enzima. Por nuestra parte, hemos de-
mostrado que un aminoacido, J.-glutamato, que podria ser produc-
to del aprovechamiento por la bacteria del amoniaco, ejerce también
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accion represora. Hasta aqui lo realizado. Demostrar la validez de
nuestras hipétesis de utilizacién de los productos de reaccién urea-
sica, investigacion detallada de los mecanismos de control, demos-
tracién en la bacteria por nosotros estudiada de los enzimas rela-
cionados con los procesos que hemos esbozado, tratar de encontrar
los verdaderos represores es el trabajo futuro.

3. CoNCLUSIONES

1. Se ha demostrado induccion de hiosintesis de ureasa en Pro-
teus mirabilis en presencia de urea. La sintesis del enzima parece

realizarse en detrimento de otras proteinas bacterianas,

2. La induccién también se da en presencia de otros compues-

tos relacionados con la urea, pero que no son sustratos del enzima.
La induccién parece ser no tan especifica como en el caso anterior,

va que la sintesis del enzima va acompafiada de crecimiento de la
poblacién bacteriana.

3. Se ha purificado el enzima 120 veces por método casi exclu-
sivamente cromatogréaficos. La velocidad de hidrélisis de la urea
aumenta progresivamente, en relacién lineal, con el aumento de la
cantidad de proteina enzimaticamente activa,

4. Las sustancias que se han revelado como inductores de la
hiosintesis de ureasa, vy que son anadlogos estructurales de la urea,
inhiben el enzima in wvitro de forma no competitiva e irreversible.
En ningtn caso han mostrado ser hidrolizadas por accidén enzima-
tica,

3. Se ha demostrado que la sintesis del enzima es reprimida por
la presencia de glucosa en el medio. Se cree, con fundamento, que
€sta represién no es consectencia directa de la misma glucosa, sino
de algunas sustancias relacionadas, o cuya sintesis es favorecida, por
la presencia de glucosa.

6. Se ha demostrado que la velocidad de sintesis del enzima es
funcién de la presencia de otra fuente de carbono exégena de que
la bacteria dispone y que esta velocidad debe estar también en fun-
cién del posible aprovechamiento de los productos de reaccién ured-
sica por la bacteria.

Rev, pE 1A Rear AcapeEMIA DE CIENCIAS.—1969.
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