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PROLOGO.

Esta Tésis 63 el resimen de trabajos emprendidos a fines
del afio 1943 en ol Instituto de Fisiologia de la Facultad de Cien-
clus M8dioas de Buenos Aires. Al hacer su presentacién a la Facul-
tad de Ciencias Kxactas, Ffsions y Katureles de la Universidad de
Buenos Aires, ¢s mi deber dejar constancia de mi reconocimiento
al Profesor Dr. Bermardo A. Houssay que me iniciara en 1la inweati-
gacién clentifios, dispensindome en todo momento, estimulo y ense-
fansas. Al Profesor Dr. Venancio Deulofeu bajo cuya direccién he
trabajado en témes de quimioca org#nica y bioldgica deade el aiio
1938 y de quien he recibido eficas apo0yo y cordiul amistad y a los
Profesores de la Facultad de Ciencias Examctas, Flsicas y Naturales,
especialmente & los Doctores Alfredo Sordelli y Ventura Morera por
las ensefanzas recibidas y el favor personsl con gue siempre me han

distinguido.

Buenos Alres, Setliembre de 1945,
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INTRODUCCIOTR.

A)- Reparticién del &cido ¢itrico en 1a naturalesa. X1 dcido

citrico se enocuentra ampliamente difundido en la naturaleza. in el
CUADRO - I se detallan los mamteriales de origen animal en los que
se puede demostrar su presencia. Un resimen completo sobre la dis-
tribucién del citrico en los vegetales, se encuentra en la monogra-
ffa de Hartmann y Hilling (22).

B)- 1 dal &cido oftrico. Parece que @l primero que
empezd a estudiar el dcido cftrico desde el punto de vista bioldgi-

co fué Mitscherlich (38) en 1845. Kastudios posterioraes de Sabbatani
(47) o Loed (34) , Auer (4) , Robertson (46) etc. , se ocupan del
mismo asunto, considerando al cftrico desde un punto de vista
toxicolégico. 3n 1911 aparecen los trabajos de Thunberg (54) y
Batelli y Stemm (5) los que infician el estudio de la oxidaecidn
del cftrico in yitro por sistema de enzimas.

Salant y Wise (48) fueron los primeros que comprobaron
la oxidacidn del dcido ci{trico en animales enteros, observando que
el citrato de sodio desaparece rapidamente de la circulacién cuan-
do se 10 inyeocta en 1la vena de perro, ;6t0 y conejo ; la cantidad
de citrato eliminada corresponde al 12 - 13 % del citrato admi-
nistrado, 10 yue indica que el cftrico desaparece de la sangre por
ser oxidado por los tejidoa. Cuando la cantidad de citrato inyecta-
do es menor que 0;5 gre. por kilo de peso, no aparece citrato en
la orina ; el ocitrato de sodio tiene ademis una accidn alcalini-

zante de la orinae

BEn 1917 Amberg y MacClure (3) encuentran dcido citrico



CUADRO-~1

Citrico en materiales biolégicos de origen animml.

Material Autor Ao . Mdtodo | Concentracidn.
SARGRE ’
humana Bennnu; etc. ( 9) 19301 Thunberg | 0,009-0,048 grepelitro
or ;
Mattill 31) 1933 . 0,026~ .
conejo o 31) 1933 | » 0,013~ .
perro Pucher otae (45 19.56i Pucher etod 0,9 - 1,9 mgepe100 ml.
. Sharman 52) 1936 | 1.5 m:ePelCO mle
gato Martensaon 39) 1938 ' 'munberg 7¢8=947 mgepes100 ml.
GOHOJO . (35 1938 } 4.33’6.78 m.p.loo mlo
humana !
normal :
ratolog! de Oya é“; 1942.; Pugher etges 0,80-2,93 mg.L¢100 ml.
perro Grande Covian (19) 1942: . 1,54-2,10 mgep.100 ml.
LIQUIDO ;
CEFALO :
RAQUIDEO. :
humans | Benni ‘ 1930 Thunberg | 3,0-15,0 mgepe100 ml.
- Nitzescu 1930 . 0,075-0,080 br.p.ntro.
perro . } 1930 | . 0,090-0,100 @ ®
humano 2Booyhby ; !
Adams 11) 1934 | . 1,9-11,9 mgepelitzo,
i
{ P
HUMOR 3 i
ACUOS0 ;
conejo | Gronvall 1930 ; Thunberg | 0,060 grepelitro.
cobayo . 1930§ . 0,0 .
humano . 1930 . 0,030 .
. Nitzesocu 1950 . 00040 et
vagcuno . 1930? . 04012 *®




1 ne 0164 d { animal,
Material Autor Afi0 Método Concentracidn.
LECHR
vaocuno | Hemkel 23) | 1888 | Henkel 0,9-1,1 gre 0o/00
humana | Schelibe 50) | 1891 . 0,54-0,57 gre 0/00
vaouno | Wohlk 59) | 1902 | Kunz 0,6-0,8 .
vacuno | Beau 6) | 1904 | Deniges 1,81-2,24 .
v Van Slyke
Bosworth 256; 1915 | stahxe 2,37 -
humana | Kuns 30) | 1915 | Kuns 0,44-0,62 b
humana Bleyler
Schwaibold (10) {1913 . 1,0-1,5 .
cabra Kieferle
Schwaibold
Haclanann 25 1826 . 1,55~-1,80 -
vaeuno " 25) { 1925 . 2,70 .
vaouno | Allen 1) {1931 | Thunberg 1,0-4,0 .
ORINA
humana |(Amberg
MacClure ( 3) 1917 | Kuns 0044-0,48 grepedia
cerdo Salant R
Wiae (48) {1916 | Deniges 0,5 gre ©/00
humana ' ‘
niflo MagClure
Sauer 36 1922 mt"w1.°.q 0.3‘0.0. 431 Br.p.m
humnana MacClure 37 1922 { Kunz 0,18-0,34 .
cerdo Woods 61 1926 . 04020 .
humana | Thunberg 55) | 1929 { Thunberg 0,36-1430 .
humna | Ostberg 42 1931 - 04,23=-1,080 "
humana | Fasold 15) | 1930 ! Kuns 0e23=0,76 0/00
humana | (Kuyper
(Mattill tsl 1933 . 0,18=0,32 gr.pedia
humana | Rizryh 16) | 1934 | Minnibeck [0,525-U,900 "
cobayo - 16 1954 o 0 006=-0,015 .
gonejo bl 16) | 1934 . 0,009-0,012 »
perro . 16) 11934 " 0,007-0,009
cerdo . (16) | 1934 . 0,025-0,031 *
humana Boothby
Adams 11) | 1934 | Thunberg 0,09=0,99 .
perro Puaher etce 45) | 1936 | Puaher eta, {0,0013-0,06 *
perro Sherman 52) | 1937 . 0,008-0,050 .




sigue CUADRO = I
Cftrico en mmtexinles bioléiicos de orfcen animal.

Material Autor Alo uMétodo Concentrwacién.
ESPXRMA
humano smorsten 1929 | Thunberg 1,68=4,1 ar.p.o/oo
Cobayo 1929 * ! 1.0-1.8
oerdo 1929 . 6,0 .
LIQUIDO
FOLICULAR
vacuno : Nitzesou (39)i 1930 | Thunberg 4,00 mgepel00 ml
H
.
+
LIGUIDO
AMNIOTICO !
i
humano Nitzeaocu 39)i 1930 | Thunberg 2,5=2,7 mgepelitro
humano Genell 17 1931 f . ® .
!
1
SUDOR ;
humano Leake (32)§ 1922 | Stahre
! Salant y 045-1,17 mgep.100ml
humano Schersten (51){ 1930 ! Thunberg 1,2 mgepelitro
1
i
SALIVA i
numano | Pucher eto. (45)| 1936 | Pucher etae | 0,04-1,3 mgepel0Oml
PEREO
rinén Pucher atce (45)] 1936 | Pucher etce | 1,2-1,9 mygeps100 ml
misculo . 45} 1936 . . 4
hfgado . 45) 1936 » 0,1 .
. 45 . 1,5 .

coraszén

1936 |




en la orina humana normal, en cantidudes préximas a 0,05 ygr. por
litro y Salant y Wise (48) demuestran la presencia de cftrico en
orina de cerdo. La eliminacién de c{trico urinario (3) aumenta
por administracidn de citrato, aunque suprimiendo el cftrico de
la dieta la eliminacidn renal continia, de lo que los autores
citados (3 = 48) dedujeron la existencia de formmocidn enddgena
de dcido eftrico.

Rn 1921 Amberg y Maver (2) aislaron el citrico de la
orina y lo identificaron, observacidén confimmada por Fusold (1%)
en 1930 mediante la determinacidn del punto de fusidn, Durante
mucho tiempo una importante dificultad en el estudio del metabo-
lismo del eftrico, la constituia el hecho de que los métodos anali-
ticos (Stahre,Denigds) para dicha substancia eran poco preciaose.
Un adelanto importante lo constituyd la aparicién en 1929 del
método de Thunberg (55) con el cual se hicieron la mayoria de
los estudios que sobre el metaboliamo del cftrico aparecisron
entre los afica 1929 y 1937, afio en que aparecid el método de
Pucher (45)e

Ostberg (42) en 1931 fué el primero ue tratd de hallar

un aignificado metabdlico al dcido ¢ltrico. Demostxd yue la eli-
minacién de citrato urinario estaba regulada por el equilfbrio
acidobdsico, sumentando cuando se administraba valenciss bdaicas
y disminuyendo por ingestién de cloruro de amén.o y cloruro de cal-
cio o en el coma diabaticoe. xn la diabetes y uremia disminuye
1a eliminacidén de cftrico.

En 1934, Boothby y Adems (11) estudiarom con el método
de Thunberg (54) la eliminacién de citrato urinaxio en diferentes

condicionea, comprobando que e3 de 0,5 gr. por dia en conidiciones



normaless En una serie de enfermos, no se pudo comprobar una rela=-
cién entre el estado 01fnico de 108 mismos y la eliminacién de
citrato. Si bien la administrecidn de bases o &cidos aumenta o dis-
minuye 1a eliminacidén de citrato urinario, Boothby y Adums (11) no
oreen que el papel del cftrico sea el de regular el equilfbrio
acidobdsico, sino que el oftrico posee una importancis metabdlioa
no conocida hasta entonces. Asf{ durante el  .ayuno, cuando los hi-
dratos de carbono no se oxfdun (CeRe 0,69) la eliminacidn de ci-
trico disminuye , para aumentar luego, de lo que dedugen, debe pro-
venir de las gresas o de las proteinus. Ademus comprueban que en

el perro, el citrato se forma fuera del hfgado y que dicho &rgano
destruys &cido citrico. la tiroides y suprarrenal no parecen tensr
influencia sobre el metabolismo del cftrico.

En 1933,Kuyper y Mattill (31) comprueban que la aloalé-
sis y la aciddsis determinadas con bicarbonato y cloruro de amdnio
respectivamente aumentan y disminuyen el citrato sangu{neo s 1a
inanicidén yroduce tambien disminuci&n. aumen tdndola lu ingestién
de alimentos. Demuestrun ademds, concordando con Boothby y Adams
(11) que las variaciones determinadas por el squiliurio acidobdsioco
no expliean la influencia de la alimentacién sobre los cambios en la
eliminacién del citrato urinario. Verifican ademds que el ocftrico
se oxida intensamente en el organismo humano.

®¥n 1934, Firth y col. (16) estudian la relacidn entre el
metabolismo del citrico y el de los hidratos de carbonoe Veriffcan
una vez mas 1la influencia del bicarbonato de sodio sobre la eli-
minacidn de citrato. No sncuentran accidn glucosurica o antiosto-
géndtica del citrato de la diabétes floridzirica, Bl ayuno dismi-
nuye la eliminacién de citrato urinario, 1o mismo que la administra-



cién de unus diete sin hidratos de carbono. De una serie de supuestos
precursores del doido cftrico (acetato, lactato, malato, oxalacetato,
algohol y glicerina) solo el acetato exagera 1la eliminacidn del
citrato en la orina. No encuentran accidn glucogenéetica del eftrico
en la rata, como hablan sefialado Satta (49) y Greenwald (20).

En 1937, Pucher,Sherman y Vickery (45) publicaron un
método colorimétrico para citrato que tuvo gran aplicscidn. sherman
Mendel y Smith (52) a) y b) , revisaron 1los datos de la literatura
previa, comprobando era exacta la observeciln de Ostbery (42)
sobre las relaciones entre c¢i{trico urinurio, pi de la orina
¥y equilfbrio acidobdaico. ¥n algunos casos una dieta abundante en
hidratos de carbono, sumentaba la eliminacién del citrato en el
perro siendo sn ideénticas cirounstancias mucho mayor el aumento
del citrato urinario determinado por la ingestidn de dlcali que
cuando la dieta es pobre en hidratos de carbono. Como no ae en-~
cuentran dep8sitoa importantes de citrato en hfgados, misculo y
rifin ; debe aceptarse lu formacién de citrato endd:enc.

Orten y Swith (40-41) en 1937, estudiaron la influencia
de una serie de precursores posibles de dcido c{trico sobre la
eliminacidén del miswo en la orina. Solo tuvieron una accién posi-
tiva el malonato, succinato, fumarato y malato , siendo muy signi-
ficativo el heaho de yue el lhctato, acetoacetato y butirato fue-
ran negativase La transformmcidn tendrfa lugar en el rindmn, pues
en ratas inyectadas con los &cidos dicarboxilicos mencionados
unicamente el rifidn , presenta aumento importants de citrato. Estos
hechos fueron confirmados en su mayor parte por Krebs , Salvin y
Johnson (26),



Bn 1942,de Oya y Rodriguez Mifidn (43) encontraron que el
cftrico eat aumentado en la sangre de los diabdticos. La admi-
nistracién de glucosa por via intravenosa u orsl, determina una
aumento de la oitremia. la insulina intensifica el uumento de la
citremia por inyeccidn de glucosa, mientras que la diabetes humana
o la pancreatectomfia no parecen tener mayor influencia.

C) - detabolimeo del foido citrico in yitxo. 51 bien
ilgunoa autores hablan realiando estudios sobre los mectnismos de
formacién y destruccién del &cido c{trico in vitro, solo pueden
considerarse de verdadera importancia los de Knooy y martiue (24),
que en 1936 anunciaron una nueve concepcifn sobre el mecaniamo
de oxidacién del dcido cftrico, cuyo preducto finul er: el Soido

o cetoglutérico. in el capi{tulo sobre oxidacidn enzimética del
‘citrato se diascute la teorfa.

Xl mecanismo de la formacién del cftrico se vinculd estre-
chamente a partir de 1937 con la oxidacién de los hidrutos de car-
bono y en especisl del dcido pirivice. Un resimen de Krebs (29)
desoribe la teoria del ciclo del oftrico que, dado el cardoter ge-
neral de esta introduccidn solo mencionaremos en los Luntos esenciales.
De acuerdo a la teoria primitiva del ciclo sostenida por Krebs (29)
entre 1os afios 1937 y 1940 el cftrico resultaba de lu condensacién
de piruivico con oxnlacetico (en el CUADRO II) ae resimen los meca~
nismos propuestos y se esquexatiza lu teoria de los ciclos). Luego
se oxldaba segin ol esyuema de Martius y knoop (Caplitulo III) pa-
sando por las siguientes etdpas: 1) acorftico, 2) isocitrioco,

3) x cetoglutdrico, 4) sucoinico, 5) fumérico, 6) milico, 7) oxa-

lacdtico, este ltimo ae condensaba con una moldcula de piruvico



a)

b)

)

d)

e)

)

Mocanismo de formeoiln del ofsrigo.

Virtanen (7)

COOH

I HoC — COOH

P2 T _ hot— 0o
+ = — H

b+ boou= "

COOH

Buclner, Wistenfeld (7)

HoC — COOH
COCH CHz
| + 2 é =  HOC— COQH
COOH OOH
H2 - COUH
Fuler (7)
CHz — COH GH s~ COOK
HOC — CHy = HOC — COOH
Chrsaszcx (13) ?OOH
ﬂzc-—-COGH
CHz COR ?{2 CHy
| + | = + | = HOC — COCH
COQH GOCH GCHOH QOUH
Lmn{ HQG'—-GOQH
Tieland (57) ?OUH
?OQH COOH ?Hz
CH3 3 - Cvl'lz
&OO&
Martius Knoop (24)
Krebs Johnson (26)
COGH
(llmz + (l:o+ 0 = HOC —— COOH + €O,
COOH COOH CH,, — COOk



€ ) - Kmebs y col. (27)

. clgooa COOH HpC — COOH
To THs (:2112 4+ HOC— GOOH + Co,
G, + tlao = (fn OK Hy G — COOH
rloon COOH COOH
h) Krebs (29)
COOH
F:H <i'.n3 KC—COOH + Hy0 HpC — COOH
+ ¢ = C—-C000H T—> HOC —— COOH
ébon éoon HoC — COOH :;_ oG — COGH
i) - Wood (60)
claoou Tocm + Hgo T
CH CHx CH HG¢ — Cooll
gon + cI:o-nzc = c':'-cuz-co—ooon —> C~—CooH
J:OOH GH éoon HoC—=COo0H

J) = Lipaenn (33)

?OOH
cl:'a COPO4K HC——COOH
clzon + ay; T <l:——ooon
COOH H,G——COOH
k) - Krebs (29) (hipotético)
COOH
sz HGQ— COOH
(lm + OCH—COgH = |
o C—COOH
1
J;OOH nzv—coon
1) - Breusch(12)
?(3 cl,'oou Hz?—COOH
HOC——COOH

©o« T2 T I
cna CcO HQ—GOOH



Ciclo de los dcidos tricarbox{licos sagin Krebas (29)

glllcido
trioua
—_—
aspar%ato / plruvato € alanins
oxaloasatato - 24
4
+ 2H l + 2H + HO
malato aconitato Z———= citrato
A + 002 —520
- Hxo [T+ nz0 - Hgl + H0
v v
fumarato isocitrato
+ 21 — 2H —2H
v
succinato + CO, oxalosucainato
+ R0 T Co2

=21

ol ootoTItarato

glutamato



para reiniciar nuevamente el proceso. Impertantes objeciones , ea-
pecislmente por Kvans y Slotin (14) obligaron amodificar el esquema

aceptdndose actualmente la siguiente teorfa del ciclo modificado ;
riruvato se condensa con oxaloacetato, formando aconitato que esta
en equilfbrio reversible con ocitrato. il aconitato se trunsforma en
isocitrato prosiguiendo luego la oxiducién como en el esquema prece-
dente, LBl esquerw. del ciclo de los Acidos tricarboxflicos, es actual-
mente la hipétesis de trabajo mus conveniente para explicar la oxi-
ducidn del &cido pirivico, (Krebs , 29).

1l dcido cftrico he sido vinculado & la oxidacidn de los &ei-

dos grasos, eapeciulmente por Breusch (12) y Wielund y Rosenthal (58).
Segun Breusch (12) el aoetoacetato‘ae condensa con oxaloacaetato por
accidn de una enzima denominada citrogenasa formando citrato. la en-
3ima existe en cantidades considerables en misculo, riiidn y cerebro
coincidiendo eon los conocimientos que se tiene sobre la oxidacidn
de los cuerpos ceténicos por diferentes tejidos. Alln e¢3 demuaiado
pramturo decidiree sobre lu teorfa de Breusch (12) mus wlin cuando
8e han encontrado olertos hechos que no conouerdan con la misma,es8~
peclslmente por Krebs y Lggleston (28).

En la prescnte Tésie hemos estudiado algunos puntoa sobre
el metaboligmwo del &cidc oftrico, esjiecialmente: &) la composicién
del sistema enzimdtico del oftrico in visrxo, asl como la formuaién
de compuestos fosforados de alto potencial energético; b) el consumo
¥y 1l formmeiln de citrico por tejidos pertenecientes a animales nor-
males y diab&ticos, ¢) las relaciones entre el oftrico y los &cidos

dicarboxflicos con los coupuestos fosforados de la sangres
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Desde que Cahours (1) descubri la reacciln de la pentabro-
moacetona, han apareacido numerosos métodos para la valoracidn del
dcido oftrico. lLa mayorfa de los que se han apliondo & materiales
bioldgicos, se fimdan en la reaccidn de la pentabromoacetonae Kunz
(5) fué el primero que utilizd dicha reaceiln aomo método ocuantita-
tivo, deteminaido grevimdiricamente ls pentabromoacetona formudas

Salant y Wise (9) adaptaron el método de Denigés pars la
acetona, a la determinacién del doido cf{trico, transforméndolo a
este en acetona por oxidacidén oon permangunato de potaalo. Eate
método fus poco utilizado posteriormente dada su escasa especificidad.

En 1929 aparecid el mdtodo de Thunberg (11) que consistia
en utilizar la oapmsocldad ds la citriocodshidrogaenase para reduoir
el azul de metileno en anaerobiosis. Kste método si bien de téonica
delicada, permiti8 dosar con exactitud oantidades de citrico menores
que 1 mge , cosa imposible de realizar con los métodos quimicos
que 8e emplearon hasta varios aiios después.

El mdtodo de Kunx (5) se continud usande haata una épooca
relativamente red ente, siendo utilizado por Martius y Knoop en
sus estudios sobre la oxidacidn enzimitica del cftrico em 1937-39.
El método gravimsdtrico es exacto, pero requiers cuntidades rela-
tivamente elevadas de citrato y ademis, la desecacién del precipi-
tado es delioada, por el peligro de que se volatilice la pentabro-
moacetona.

En 1931 Kometiani (4) trensform$ en volumétrico al método



gravimétrico , valorundo el bromo por iodometria, Siillmann y
Schaersr (10) adaptaron el mdtodo de Kometiani a la determinacién
del citrato urinario disolviendo la pentabromoacetona en etanol
96 % agregando acético y IK en solucién alcohélica y titulando
el I, ocon tiosulfato.

Pucher y cols (6) en 1934 estudiaron la reacciln de
Kometiani y llegaron a la conalusidn de que 1la deahalogenaoién
de la pentabromoacetona no es cuantitativa sino en condiciones
muy rigurosas. Por ello substituyeron la deshalogenacidn por IK
con el método propuesto por Kretov,Panchenko y Savich en 1931,
(citeen 6), es decir con solucilén acuosa de sulfuro de sodio. Por
scidificacién con sulfiirico y ebullicién se eliminu el sulfhfdrico
quedando el bromo como BrNa vwalorandose luego asegin el método
clfaico de Volhard. Xl método tiene un error probable de 5 % oon
cantidades de cftrico que osoflan entre 1 y 20 mg.

Bn 1936 Pucher y col. (7) obsexvaron que el color emarillo
que 8e desarrolla cuando se extrae la pentabromoacetona con sulfuro
de sodi1o, puede sexr utilizado como método cuantitativo. Por dicho
método se pueden dosar cantidades de ci{trico que oscilan entre 0,1
¥y 1,0 mge con una exactitud del b » »

En 1944 aparecieron dos métodos volwsdtricos importantes,
el de Goldberg y Bermheim (2) para citrato em orins que determina
entre 1 y 50 mge con uns precisidn del 0,2 % y el miordmetodo
yolundtrico de Pucher (8) que walora cantidades de c{trico entre
0,06 y 1 mge con con una aproximecién del 5 % o

Cuando el presente trabajo fué iniciado en 1943, el método
ms conveniente y mes en uso era el de Pucher (7) colorimétrico de

1936, Con &1 hemos realizado nuestros experimentos.



Al método desoripto por Pucher (7) 1lo hemos aplicado
con las siguientes modificaciones. lemos substituido la piridina
que 86 utiliza como estabilizador de la solucién final de sulfuro
de sodio, por dioxano, oomo aconseja Johnson (3).

La reduccién del exceso de permanganato con sal ferrosa
(primer procedimiento de Pucher) presenta el inconveniente de gue
cantidades sumamente pequeiias do Fe que quedan en las llaves o
108 esmerilados de 103 smbudos de decuntacidn después de ls extrac-
cién de la pentabromoacetons con &ter de petrolec. Al extraer el
dter de petroleo con solucién de sulfuro de sodio pars desarrollar
el color se forme BFe negro que perturba considerablemente la foto-
metrfa. Esto obliga & lavar cuidadosamente el éter de petroleo no
menos de cuatro veces con agus deastilada. Por ello es yue ensayamos
otro reductor, empleando nitrito de sodio &l 10 » con buenoa re-
sultados, como se deduce del CUADRO II. kn este caso 8010 se requie-
ren dos lavados del &ter de pesroleo. La reduccién del nimero de
lavados no 8010 economiza tiempo 3ino que evita la posibllided de
pequenas pérdidas de éter de petroleo, por leo que el método gana
en exactitud,

Pucher y col.(6) aconaejan enfriar la solucidn acuosa
que contiene la pentabromoacetona a 10°C ocuando se utiliza
perhidrol como reductor del permanganato, dada la posibiliduad de
que siendo grande el efecto témsico de la oxidoreduccién, la penta-
bromoacetona se descomponga al elevarase la temperatura. lEn nuestro
caso determinuciones realizades a 5°C - 15°C y 25°C sobre idénti-
cas cantidades de cftrico no revelaron diferencias apreciables en
las extinciones obtenidas, 10 que se exylica por que el efeato

térmico de la reduccidn del permanganato oon nitrito es muy peguefio



como se deduce fecilmente de los datos temmoquimicos.

Hemos utilizado siempre dter de petroleo YePeFe PE 30%-56°
rectificedo en el laboratorio. Numerosos controles nos permitieron
astablecer la constuncia del coeficiente de extincidn especifica
con &ter de petroleo de la misma procedencia y caracter{sticas.
Pucher (8) ha sefinlado que cuundo vuria la procedencia del éter
de petroleo, puede cambiar el coeficiente de extinsidn especifica.

Las extinciones qua hemos obtenido al realizar la fotometria
aon estables dentro de loa 1) minutos de realisada iu extraccién
de la pentabromoacetona ocon sulfuro de sodio. lin ciertos casos el
color se atenila rapidemente imposibilitando la lestura, pero elle
oourrié solo con clertas muestras de dioxmno, las que fueron dese-
chadase

En 1os CUADROS I y II se encuentran los valores co-
rrespondientes & las curvus do calibracidn euplesdas en nuestro

trabajo.

cacsss () eceves



GUADRO=1I

Medida del coeficliente de extincidn eapecifica.
Reductor: Sulfato ferroso.

c‘t:;::o B: K3
agr l-lo' I
mge 6.5 P
l 10 IO c
6,52 8,60 1,31
6952 8,80 1,39
5,70 8,20 1,44
5970 8,40 1,47
4,89 5,52 1,13
4,69 9,060 1,14
4,08 5o30 1,29
4,08 5,20 1,27
344 3y 56 1,04
3926 4,12 1,25
1,63 2,74 1,37
1,63 2,44 1,49
0,81 1,04 1,29

PromediO.........1,29 £ 0,022

CUADRO - 1IX

Medids del coeficiente de extincién especifica.
Raductor: nitrito de sodio.

1,44 1,34 0,93
1,44 1,45 1,01
1,44 - 1,32 0,91
1,44 1,48 1,02
0,72 0,71 0,99
0,72 0,72 1,00
0,72 0,72 1,00
0,72 0,71 0,99
0,36 0,53 0,96
0,36 0436 1,00
0,36 0,34 0,95

PromediOeeccsecse 0.97:0.006
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INTRODUCCION, “"
Thunberg (49) y Batelll y Stexrm (5) en 1911 fueron los pri-
meros en demostrar la oxidacidn del cftrico in vitro con tejido

hepdtico en aerobiosis y en anaerobiosis. Meyerhof (36) en 1919
hizo la misma comprobacidén en misculo aislado de rana, obervende
que la oxidacién es acelerada por el azul de metileno y el &oido
fumdrico, comportandose el primero como un tranaportador de hidrégeno.

Los estudios sistemdticos sobre la composicién de la ensima
del oftrico, se inicisn con la enzime desoripta por Bernheim(7) en B2t

in 1933 Andresson (3) compruebs que l& cozliiaa ¢3 necesa-
ria para la actividad de la citricodehidrogenasa, hecho confirmado
por Neef y Reichel (4, ¥Wagner Jauregsg y Rauen (52) en 1935 y por
Adler y colaboradores (1) en 1939, eastubleciendo estos ultimos que
de werdsdera importuncia es s0lo la coenzima II., Wagner,Jauregg y
Rauen (52) y Keef y Reichel (41) observaron udemss que el fermento
amarillo es otro de 1os componentes del sistema ensimidtico cftrico
y que el &eido acetondicurbonico aceptado hasta entonces como pro-
ducto inmediato de la oxiducién del citrico, podia ser eliminado
del esquema de oxidacidn,

wn 1937 Martius (31) y Murtius y Knoop (32) en 1937-1939
demueatran que la enzima que oxida &l cf{trico puede descomponerse
en las siguientes: a) una unzima que cataliza la transformacién del
citrico en aconitico o isoaitrico (eaquema I) llamaaa aconitasa
por Breusch (10); b) una enzima que oxida al isoacitrico, verdadera
enzima oxidante o citrico deshidrogenaasa.



— COOH—Hz0 HC-0OGH + H0  HO HG—COGM
HO — C — COOH —— g—ooou — HG—COOH  a)
uac': ~—— GCOOH + Hy0 nzé-ooou —HgO H,C—CO0K
aftrico aconftico isocftrico
HOHG— COOK 2 OG-COO  —COp  GO-CoGM
Hé‘———'cooﬂ —_—> ﬂé—OOOH —_—>

| Cligp b)
HoC —— COOH azé—coou uzJ:—coou
isocftrico =<ceto (learboxiglutarico =< cetoglutarioo

in 1939 Johnson (20) eatudia 1la aconitasa y Adler yéoh-

boradores (1) ccmprueban que el lg**o el ln++ son necesarios pare

1a oxidacidn del cf{trico por la enzima, hecho que hasta entonces
no habia aido observado con ningunsa otrxa deshidrogenasa.

Como Chlmeyer y Ochoa (43) habian coaprobado que dicnoa iones

4
xg** yountt

rilantes, Adler y col.(l) vinocularon hipoteticumente la oxidacidn

eran neacesarios para la acoidn de las enzimas foafo-

del citrato con fenomenos de foaforilacidn, es decir tranmmisién de
energfa por grupos fosfatos labiles. Xn eate capftulo hemos tratado
de aclarar alin mas la complejidad del sistema oxidante de &cido

citrico teniendo en cuenta espocialmente la importancia de los me-

oaniemos de transmision de la energfa por los campuestos fosforadose

Refinicién v sistemdtica de la ensjma.

Dentro de une clasificacién en ese a la accidn de la enzima y a

1a naturalesa del substrato, tal como la propuesta por Franke (15)



puede definirse a la isocitricodehidrogenasa, ensims bdsica del
sistema del oftrico como una anaerodehidrasa compleja, con accién
eapeci{fiocn sobre el isocftrico. Con ello se significa que se trata
de una enzime aotivadora de hidrégeno ocapas de cederlo a otros trans-
portadores de muyor potencisl oxidante,como el fermento amarxillo el
citocromo o el azul de metileno, pero no directamente al oxfgeno y
que ademds requiere lu presencia de una coenzima dimlizable (coensi-

ma I1I) para su accidne .
Deagripgién de los sio&%a_mz%ﬂiy_s
utilizados en Jlu oxidagion del citrico.

Una osusa en parte ha conspirado contra el conocimiento de

la citrodenldrogenusa, lu oonstituye la diferente naturaleza de los
preparados enzimiticos utilizados por 10s autores. A fin de facili-
tar la disousidn posterior del tema, se resume la composicidn de
los diferentes tipos de ensima utilizados hastu ahors por diferentes
investigadores.
a) - Ensima de Batelll y Stern (5): pulpa de misculo; asul
de metileno coww aceptor o sranasportudor de hiergeno.
b) - Enxime de Meyerhof (36): a) cortas o papilla de misculo o
de higado. , b) idem lavados ¥ con agregado de caldo de
misculo. (Kochsafi) - Asul de metileno como aceptor o
tmnaportadores
o) - Bnsima de Thunberg (47) : papilla de misculo.
d) - inzima de Bernlieim (7): se trata de tejido hepdtico tan
finamente dividido como sea posible gon igusl peso de
acetonae. e filtra y el residuo se demeca en el vacio.

Para obtener lu dehidrugenasu se suspendem 30 gr. de



polvo seco en 100 ml., de agua, 8e filtra por muselina, se centri-

fuga y el sobrenadante se dializa durante 7 horas. Se forma un

e)

f)-

precipitado que se elimina, utiliréndose el sobrenadsnte .

que contiene hemoglobina; sl ae d sea climinar a éata

Ultima, se lu precipita con sulfato de amonio & media .

saturacidn. Se puede obtener de la misma munera, de nls-

culo e higndo embrionariocs. Como transportador de hidrégeno

smplea azul de metileno.

Inzimas de Neef y Reichel (41): a) polvo de higado dese-

cado con acetona; b) exiracto acuoso de hizado cuyas pro-

teinas se precipitan variaus veces con agetona; ¢) idem

b) pero partiendo de polvo de higado desecado con acetona.

Pnzima de Martius y Knoop (31) identica a la de Bernheim ;

posteriormente utilizaron "Brei® (pulpa de higado o de

misculo. )

Bnzima de Adler y cole(l): utilizen. coraszdn de cerdo como

materia prima, que es molido y deéhldrntado con acetonse.

Ge obticnen tres tipos de enzimag

A) Se suspenie el polvo seco an agua, se filtra, dializa
y centrifuga. El sobrenadente contiene isoclitricodehi-
drcgenasue

B) Se prepara una suspensidn de polvo de corazdn. Se filtra
y 8e preciyita 1la enzima con sulfato de asonio (66 4 )
a pH 645 o Se disuelye el precipitado y se geprcoipita
de la misma manera dos Yeces mas. Se obtiene una isooci-
tricodehidrogenasa muy activa y aconitasa.

C)-Se prepara una suspensidn idéntica a las anterioras.



h) -

i) -

Para le re

Se precipita la enzime con acetona a 0° = secindoss
el residuo con agetona y 8ter. Se obtiene isooftrico-
deshidrogenasa sin aconitusae
La aconitasa utilizada por Johnson (20) estd constituida
simplemente por una suapensidn de misculo pectoral de
palomn.
Isa enzima utilizeda en nuentros expexrimentos es diferente
4 las mencionadas anteriormente. Su preparacién se detalls
b3 adelante.
De 108 prep&rados ensimdticos citados son realmente im=
portantea loa pre(::i'dos por lued letrésa d ~ e = £ = g - h - 4.

Los restantes 50lo tienen interés secundario o simplemente

historico.

dxperimental.

alinacién de este capitulo se han utilizado los métouos

que¢ & continuaciln se mencignan.

a) -

b) -

e) -

d) -

Valoracién de oitrato., Se rewlisd segin se indica en el
eapitulo JI de &cuerdo & Pucher y colaborandores, modifi-
cado por Johnson y por nosotrcse

P8aforo minerale Seglin Fiske y Subbaxow (14) utilizando
1las alfcuotes convenientes.

»8sforo de adenilpirofosfato. Por hidrélieis en sulfiri-
co N durante 7 minutos a 100° ; por diferencia con el
mineral se obtiene el P de adenilpirofosfato.

P8aforo de foafopi=uvato. Se considera el féaforo mine-

ral liberado por hipoiodite O,1 N a temperatura ambiente



durante 20 minutos (Meyerhof y Kiesaling , 34).

e) - P8aforo de acetilfosfato. Se determind sexin Lipmann T.
¥y Tuttle (28). Consumo de oxfgeno y eliminacidn de anhi-
dro carbdnico.

Las medidas respiretorias se realizaron segin el método di-
recto de Warburg {(54) con vaso central y divertisulo lateral. kn
generel se emplearon en cuGa experimerito nanfmetros para temoba~
rémetro (1); para consumo ae ox{geno de la pusta sin subatrato (1);
oon substrato : para consumo de oxfgeno (1) , para csarbdénico ini-
oial (1) y pare oarbénico final (1). La tdcnica con todos sus de-
talles estd ampliamente desoripta en lu monografis de Dixon (12).

En el citocromo y el adenilpirofosfato, fueror prepara-
dos por el Bre. Mufios , segun Keilin y Hatree (23) y el adenilpiro-
fosfato segin Lohman (30). 31 fumarato y el citrato se obtuviexon
de British Drug lLousea Ltd.

Exgpgzggiég de la enzima.

L6 obtuvo en forma simlilar a ln desoxipte por Kuiox y
Leloir (40}

Los hicndoo o rifiones de rata o cobayo, se extrajeron inme-
diatamente después de la muerte por decapitacién o concusibn. Se
lavaron dos veces con spua destiladsn a 0°‘y da colocaron en un
cilindro de &cero (2,6 x 25,0 meme) conteniendo cuatro volimenes
de agua deatiladn. Una bols de acero (C,5 mm menor que el tubo)
colocada en 1la extremidad de un vAstago del wmismo metal, se forzd
en el interior del tubo y se movid verticalmente 60 veces, mante-

nicndo la tenperatura'dél conjunto aproximadamente a 1°C , mediante



un dispositivo de refrigeracién adecumdo. Se agregé 0,1 volimen
de Cl, Mg O,1 M o He £iltré por muselina y centrifugé 3 minutos
a 6000 RePeMe on uns centrifugs enfrisdae X1 preparado fud nueva-
mente sometido a idéntico tratamiento después de suspenderlo en

3 volumenes de agus dcatilada. Se repitieron 3 nuevos lavados oon
agua destiluda y soluciln de Clp Mg.

La pasta que contiene el sistems enziuftico se amari--
llenta y se dispersa er. el agua sin disolverses Recicn Lrepurada
tiene un pH do.5.8 a 6 que aumenta en pocos minutos. ¥ista al
microscépio preserta nicleos y restos celulurea, pero no contiene
célulus ernterase 1l residuo seco (100° - 105%) varia entre 25 y 36
mge pOXr mle El fluoruro suments la actividad del sistema Yy en algu-
nos cas0s resulté conveniente afiadir FRa 0,2 M durante la pre-

paracién de la misama.

RESEULTADOGS,

Primeramente hemcs revisadc la composicidn del sistema enzimitico
del cftricc. luego dada la importancia manifiesta de los transpore
tadores de féasforo hemos entudiade lu formacién de compuestos
foaforedos durente la oxidscidn del extractoe.

4#IKATICO. Antes de estudiar sistemitioca~

mente la composicién de la enszima del cliride,se estudié el fun-
cionamiento de leo. misma, mediante medidas respiratorisse. X1 CUADRO

- I mueatra los resultados obtenidos,



Hespirecidn.

C U A DR O -~ I

Cociente raspiratorio de rinién de rata, sistema completo conm fluo-
ruro. Tiempo de medida 40 minutos, incubuciln & 25° en oxfgenoce

Las c{frus indicen micromoles.

C0o COg Oy
) CeRo
inicial tinal | en 40 min.
Exptoe. I:
Blanco.eee- 40 92 46 1,1
92 43 1,8
citrico..s. 71 368 180 1,6
wne 358 174 1,6

cftrico conaumido an 40 minutos, 7,6 micrawoles, O s2a yue & 1 mol

1,7 de carbdnico.

de cf{trico corresponden 1 mol de oxigeno y
Exptoe. 1I:
BlancoOeeceee 35 80 51 1,1
82 43 1,1
ci{trico.ees 66 264 185 1,5
186

citrico consumido en 40 minutos 6,7 mio les, O sea qué a 1 mol

de oftrico corresponden 1,2 moles de oxigeno y 1,9 de oaridniaco.



A 1a oxideoién del cftrico corresponde un CeRe de 1,34 y a cada mol
de oftrico oxidado 4,5 moles de oxfgeno y 6 de carbénico. En base a
loa datos obtenidos,pueden hacerse las siguientes consideraciones:
la oxidaciln total de 1 mol de c{trico se desarrolla de
acuerdo a la siguiente ecuacién: CeOqlg + 4950, = 6CO, +4H0

o2

k)

G2
Pero la oxidacién no es instantanea, s5ino que se realiza & traves de

varias eotapas intermedias,cada une de las cuales tiene un ofeoto res-
piratorio prorio,siendo el cociente respiratorio(Cels)total,suma de
los CeRe percialet correspcncdiertes & cade una de dichas etapaseDu-~

rante mucho tiempo se sostuve que la oxidacién enzicdtica del cftrioco
se reelizabe de lz miuma manere que lz oxidecidn quimica,vale decir
transformindose c¢n &cido acetondicerbénico Y luege cn acetons.segﬁn
Walker y cole(53) ctos Daspube de los trabajoe de Wieland(55) Marthis
(32) Martius y Knoop(31l) Miiller(40),8reuscn(10) y Neef y Reichel(41}),
ge udmitc quo la transformacidn sc produce de la siguicnte nnné}az

10 que implica un CeRe = 1,34

LS QU ENMA - II

HoC — COCH—Hg0 HC-COGH  + IHC HC HG—CUOH
HO— ¢ — CO0ie——= (-GOOH &  HC—CUCH a)
neri: —— GOOH + K0 H2(|: ~COOE  —Hg0 naé——coou
cftrico uconftice iaceftrico
HO HC— COOH —=2H 0C-COOK — C0p GO -COUH
m‘: — COOH — né-coac —> Gl )
H,C — GOCH Hgtlz-ccon H,C— COUH

i1socitrico =< aceto Pcarhoxiglutarioo ~ setog;lutéarico

En la reaccidén a) no hay intercsmbio respiratorio, de manera que

el CeRe @8 O o Bn la reaocién b) el cociente respiratorio es 2 o de



mnera que a la transformscidn citrato —ol{getoglutarato le corres-
ponde un C.R. de £ . De acuerdo a la concepcidn astusl de la oxi-
dacién de los G, diocarboxflicos, lus etapas inmediatas siguientes
en la oxidscién del ~Ccetoglutdriso son: |

?OOH
T oo
+0 —> A,
2

0) ?l “ + 002

)

|

&OOH COOH

?OOH ?OOH ?OUH
o L =1 7

4+ H, ——|| + H,0—H, =
(lmz 2 CH 2 < Cﬂg
COCH éOl)H COCH

A la reaccidn ¢) le corresnonde un CeRe 2 y & 0)4 d) 0,66 o BEn
total las reacciones a) , b) ¥ d) tienen el siguiente eifecto sobre

la respiracién:

0607“81’1.502' C 90,4 ?‘2002 4-1120
que implica un CeRe igusl 1,34 o Dmdo el CoRe Observaido en nuestros
esperimentos que es 1,5 puede oonsiderarse que la demolicidn del
cftrico se deticne entre las etapas c) y d)s La pasta ocontiene por
otra parte, las enzimas necesaries para reializar las trans formaoclo-
nes mencionadas, en especial las succinodeshidrogenasa, como 1o

hemos comprobadc es experimentos que no se publican. Se puede afimar



entonges que la oxidacidn sin ser total, es relativamente intensa
¥ tiene la particularidad de gue el cociente respiratorio es tanto
menor cuantoc mas completa sea la oxidncién, a diferencia de lo que
ocurre en la oxidacidn de le glucosa, <onde aumenta & medida que

1la oxidacidn tiende & ser totsl.
RDO del siste

Los experimentos sigulentes permiten establecer la composicién del

sistema ensimdtico del oftrico.

CUADRO ¢ II

Componentes del sistems oxidante del doido cftrico. la composigién
del sistems coumpleto esté indigade en el tgitoe las cifras in
micromoles de ocitrico coneurido, entre narenteeio la cantidad de
citrico consumido antes de la 1gcubuclon. que fud en oxfgeno a 25%
En todos los experimentcs se uso fluoruro, menos en el segundo ,
higado de rata.

_ — m“____u_a_}q;-
N Rindnm Higado
Minutos de incubacidn 45 90 60 60
ciftrico inicialessccs (5844) (91,0) (35,0) (3540)
Sistema oconipletOscese 26,9 26,0 17,0 11,6
Sin citocromleccveses 4,6 15,0 6,8 4,0
51n 8dDeccscccsvessee Ged 9,0 840 260
Sin foufatOeesccocsee (13.4)*' 26,0 10,2 8,0
Sin fumaIratOeececsccee - - 25,0 15,9 6,0
(:1.3.4)IME - = - - - -
oin citricoecsecccsss - - 340 1,4

¥ Tiene tres veces mas foefato que ¢l sistema complete.

T o

* ¥ $in fluerure pero con cuatro veces mas adp que el coampleto.




COBAYO
rifén Higudo

EKinutos de incubucifnececees 90 90
cf{trico inicialececcccscona (112,0) (52,6)
Sistemy COMPlatOeveveccsssce 62,40 20,3
Sin citocroriCesccococceccee 2€40 10,1
S5iN BAPerorveccccnccoccssen i 26,0 16,4
Sin foB8fRt0ecccrvcesccaccse | 44,0 2343
Sin MMM TBL0ecececssscnnvece - - - =
3in flMOXUTOesseccccccncnne i 37,0 i “led
Sin oftricOececesecesoccane | 4,8 - -

adp significa adenilpirelfosfatou,

De los experiumentos clitados en los cusadros,pueden deducirse varios
hechos: 1° : 51 citocromo es indisgenaable para el buen funciona=
miento del sistema, pucs su ausencla determina una Jiswinucién
importente ‘en la actividad de la pastae 2° ; Lkl adenilpirofesfate
tambien es impertante, Luee el sonsumo de oftrice diswinuye cuande
no se aureghs &) sistemae 3° ; la presencia de fosfato es negesaria
para ¢l funcienardento e la enalma de higade de rata y rinén de
cobayo; las concentraciones grandes de fosfato inhiben al rifidn de
rata. lstas diferenciss se deben probablemente & yue la’pasta li-
bera cuntidades variebles de fosfate durante la incubaciénm.

4° X1 fumarato os necesarfic en un experimento de higado de rata ain
flueruro, 5° ; Fundamentslmente el flueruro sumenta la actividad



del sistema on tedos los casos,

1 transporte de hidrdgeno del isoc{trive al ox{ ene
casecso eatd constituido por une serie de oxidorodgccionos inter-
mediase Bl citocromo C es indispensable, pu&a la‘eliminaoi‘n
del mismo del Bistems determina unu reduocién muy importante (70 %)
de actividade. 81 tien la pasta contiene leos citocromos A y B
la destruccién de lss sstructuras celulares los inutiliza practica-
mente. La panta contiene por otra narte ¢l fermento reapiraterie
(citocromo oxidesa necesario Lara el funcionamiento del oitecrome).
La actividad residual que queda despueés de la eliwinucidn del
cltocrome, puede ex;licarse por restcs del mismo y por la actividad
del flavinnuecleotido que contiene lu pustae In las enziuns emplea-
das por Bemmhein y Adler y col. se utiliza como tranapcrtador de
ox{ieno el azul de netilene.

La rresencia de fumarato resultea necesaria acl dmperi-~
mento con higado de rata, si bien al otro experimentc no es total-
mente demostrative. Cabe argumentar que tratiniose de un aistema
que oxidaceitrsto, 1¢s experimentos sin furdrice resultan poco
demosiratives pués la cxideciln enzinftica del cftrico forma rapi-
damente auntidudes importantes de turcrato. Vas concluyentes son
los eoxporimentos con rRlunsto, quUe COMO 8e Vara mas adelante resulta
un inhibidor irmporiante aiin en solucienes 0,01 M . Siende que el
malénico actia inhibiendv la succinodehidrogenasa (Goszy y LYazent
Gyorcy (16), Straubh (46), Quastel y Woolrildge (45) «s necesarie
udmitir que la serie de reaccionca de demolicidi del citrato se
detiene en succinuto, no fomindose fumurmio. Resulta muy diffoil

admitir que el succinato ¢ sus precursores sean inhibidorea de la



iscoitricedehidrogenasa en 1la concentracién posible en ol sistema
POr lo cual resmulta finalemnte cue es por falta del catalizador
fumarato que la remccién se deticne.

i1 papel del fuanrato ocomo catalizadorx, ha sido resumide

por Szont Gyorey (47)e Gegun Szent Gyorygy 105 sistenas

fumarato+ 2H ;—_'? sucelinate

oxalacatatet LH — malate

constitugen etepas intermedias ce la cadena de oxidoreduccién
mediante la ocual se renliza el trunsjcrte de hidr&geno Yy se ub{can
entre la flavinoucleotido y el ciltocrcmce BL 8l coso jarticular
del citrico, laki (24) ha comprebado que el cltrico se comporta
eomo dador de hidrégenc en presencia de asul de metileno, utilizan-~
do enzima de miscule y que mientras el malonstc inhibe la reduceién,
el fumarato lu restablece. Ademas \51) el fermento wiarille se compor-
ta coumc tranaportador intermedio entre el substrato y el fumdrioo.

in cuanto ul papel de la ceoenzima II y del fermento amari-
110 queda bien establecido que los eatudios de Andersson(3), Neef y
Reichel(41) ,¥egner Jauregg y Rauen(52/ y Adler y col.(l), la importan-
cia del adenilpirofosfuto que hausta shora no hebia aildo sefinlada ee
notoria. Segiin Lipmann (25) los procesos de oxidoredicoidn van acompa-
fiados de foenémenos de fostorilecidn, les que se desarrollan en las
etapas siguientea: 1° Intreduccidn de un grupo foafato en una unidn
de tipo ester; 2° « Generacidn de grupcs de alto contenidc energs-
tico { que represéntanse por phv) por oxidoreduccibén ; 3° - Dis-
tribucidn de 1la energfa aowmulads en los grupes phv* poxr oatalisa=



dores adecuados como el £cido adenflico; 4° - yUtilizacidn de la
energia y regeneracidn del résforo inorgédnice. Fara que el meca-
nismo funaione correctamente, los equilibrios deben realizarase
practivamente en condiclones de reversibilidade. isto explica la
importoncia del 4&cidc adenflico en las reacciones de exidoreduog-
cién donde aotiia no en la oxidoreduccién propiamente dicha, sino
removiendo los grupos ph .

zeta toorfu ostd fundada ci los sigulentes liechos exyeri-

mentales. Warjurg y Christian (54) encontrxaron (ue:

piridina + difosfogliceraldenida —=
dinidropiridina +fosfoglicerilfosfate ()
fosfo,liserilivefuto + adeniluifosrate =2
fosfoglicarato + adeniltrafesiuto (2)
51 el foafoglicerilfosfuto no es deafoaforiludo en (2) se acu-
mula en (1) haciendo retrogradar la reaccidn de oxidoreducoidn
.que temina por detenersece la du;;resién del {ciao adenilico gue
actls comoc eatallzador produce ese efecto. Un eiectc siwilar ha
aldc observado por Jangam, Ochoa y Feters (4) an ia oxadacidn deld
dcido pirdvieco, actuando sl adenilico couo catallzador y tambien por
Lipmann (27). Si bien la formacidn de compuestos fosforados en
1a oxidecidn del citrico se analizari inmedlata .ante, puede de-
cirse gque el paprel del dcido adenflicc conaiste er. la remocién
de gruvos fosfatcs de contsnido energético elevadc.
¥l papel del fluorurv resulte tambien de suso interes,

Ochoa (42) he demoatrado gque el fluoruro inhibe la adenilpiro-
fosfatasa, en a&usencia de asubstratos oxidables, impidiendd aaf



la transformacién del adeniltrifosfato en adenflico, jue cutaliza
dicha enzime, en ausencia de subatretos oxidables. la proteccion
que ejerce sobre el catalizador, serfa pues el factor determinunte

de la acelaracion de la reaccidn.

XENOMEFOS Ii; FOSPORILACION KN Lh OXIDACION Diil GITRICO.

De loa CUADROS IIXI y IV se deducen los hechos siguien-
tes: cuando se oxide oftrico se puede poner de manifiestp+2° Una

Uad - 111

LA e
Yariaciones de P por higado de cobayo, aistema o b; los dos
primeros experimentos son con fluoruro. las offras indfcan micre-
moles de oftrico y miocrodtomos de rfésfore. Incubwcion: 90 minutos
a 25° en oxigenoc.

citrioo Pe inorge P T | P de P
Bxptos 1 ncial. -- 139,0 20,3 3,0
Final... 142,0 14,3 0,0
Expto. Il
Inicial. 493,0 143,0 11,4 0,0
Finale.. 249,0 9545 31,6 29,8
Expto. IIIX
Inicial. 507,0 143,0 39,2 0,0
Finale.. 300,0 142,0 2,7 11,2
Expto. IV
Inicial. -- 143540 24,8 0,0
Final... - - 165,0 3,0 13,5




U 0 -

én de cobayo, siastema completo con fluoruro.90 min. a 25° en
oxigenoe.

citrico Pe inozxge P T P de PP
Inicialececcvcocese 112.0 27.1 1.4 0
Final sin oftrico.. 4,8 | 30,2 1,7 0
Final con oftricoe.s | 50,0 25,2 4,7 0

diaminuciérde réaforo inorxgdnico; 2° Un aumento de féaforo hi-
drolizable en 7 m. & 100° oon $0,H, 1 N (adenilpirofosfato);

3% Un aumento de fdaforo hidroliszable por hijpoiodito en medio
alcalino (fosfopiruvato)e. Todo ello significando que los fend-
menos de oxidacidn van acompafiados por la aparieién de moléculus
fosforadas de contenido energdtico elevado. Heclios almilures ham
8ldo observedos por Lipmann (27) en la oxidacidn del pirivico;
Benga, Ochoa y Peters (4) en el miamo casv; Muiios y Leloir (39)
en la oxidacidén de los &cidos gremsos; Mufioz y Stoppani (36) en la
oxidacién de los cuerpos ceténicos. X¥n el caso particulur de los
doidos C; diourvoxflicos, Kalekar (21) y Colowick, Welch y Cori
(11) han demostrado gque ls oxidacién del milico en presencia de
glucosa ve acompaiieda por formmmcidn de fosfopizuvato, preswaioendo
la formacién de oxmlacetato como compuesto internacdiOe

Dadas laa estrechas relaciones que existen entre ci-

trico y mflico u oxalacético resultan facilwente ‘ex; licables

nuenstros resultados.

El aumento de adenosinadifosfato que se desarrolla



simul taneamente con la resccidn de oxidacidn tiene similitud con
la formaoidn de ATP que ae obaerva en la tranaformacidn, fosfo-
gliceraldehida fosfoglicerato acoylads con lu fouforila-
cién del Scido adenflico aseyiin Meyerhof (35) o en la oxiduoién
de la glucosa, Kalcimr (21), etce

INHIBIDORIS. La oxidacién del cltrico por la enzima cstudiada es
inhibida por las sigulentes suvstanciaa: selenito y glicocols
(0,003 M), malonato, iodoacetato y pirofosfato0,0l M . Ll oxalato,
cloruro de amonio, sulfito, semicarbaxzida, glicerofosfato y foufo-
glicerato no tienen accidn. Los inhibiuores son un poderoso instru-
mento para el estudio de 1os sistemas enzlméticos, pues actuando
mas 0 menoa especificamente sobre determinadsas ensimaas, permiten
demostrar la presencia de las mismus en un alstema dado.

La acoidn del iodoscetato ha sido ya vista por Adler y cole
(1) con concentraciln 0,01 M empleando azul de metileno como
aceptor de Hy .« Es sabido que el iodoacetato inhibe & un grupe
de dehidrogenasas constituido por por la trioasafosfato y aleohol
apodehidrogenasa (levadura), Adler (2) ; triosafosfato dohidroge-
nasa de los tejidos animeles, Green (17); succinodehldregenasa,
Hopkins (18); alaochol dehidrogenasa, Adler (1) ; glioxalusa, Lohman
(28) etce su mecsniamo de la acoién inhibidore se explica como una
ocombinacién con los tiogrupos que constituyen sl grupoc active de

la enzima,
La accifn inhibidora del pirofosfuto ha sido tumbien vista

por Adler y col.,{1)e Se explica por 1ls combinacidn del ng*"'o
Mn* % ocon el pirofosfato por lo cual el Mg" T un"? es eliminado



del aiatema.

El malonato result§ inhibidor, a diferencia de lo observado
POr Adler y col.(1l). Debe tenerse en cuenta sin embargo que los
slstemss enzimiticos utilizados por nosotros y los autores suecos
eran diferentes. Ia oxiduocidén inhibidora del malonato a3 bien co-
nocida especialmente por su accidén sobre 1la deshidrogenasa succinica
como 10 han establecido Goszsy y Saent Gyorgy (16), Streudb (46),
Hopkins y col (18) etce La importancia de la accién inhibidora
del malénico como medio para establecer la composicién del sistema
ha alido mencionada anteriormente. x1 selenito es un poderose inhi-
bidor y actia destruyendo la activided de los tiogrupos oxidativa~
mente como 10 han demostrado Bersin y K8ster (8) en lu uressa. Kl
selenito y el iodoacetato actian entonces sobre los mismos grupos
sulridrilos.

Ia accidn inhibidora de la glicocola es interesante y re-
sulta diffcil explicarla. Waelsoch y Busztin (51) han observade que
inhibe 1la aceidn de ciertas smidasas. No parece on nuesatro causo
tratarse de una liberscién de umoniaco por dicho aminodecido Lués
el cloruro de amonio no resulta inhibidor como ocurre en el caso
de la enzima de los cetdnicos.

Kl hecho de que el oxalato, cloruro de «monio, sulfito,
semicarbazida, glicerofosfato, feafoglicerato, no tengan agcidn;
tiene las siguientes consecuencias:

1° - La ausencia de cobre em ol siatemu (oxalato); Belfanti
¥y c60le(6)s 2° - Ausencia de grupos ocarbonilos activos (sulfito),
(semiocarbazide) puds dichas subat«ncims son reuotivos especificos

de 108 grupos carbonilos como la ha demostrado Zeller (%) con

diferoentes aminoxidasas.



sguailn.

De los experimentos realizados, varios puntos adquieren interxés pa
part&oular. La enzimin estudiads es mns pure (ue las estudiadas por
otros autores ccmo Barnheim (7) y Adler (1). Ksto ha permitido

un conooimiento mas completo del sistems y descubrir la impor-
tancia de ciertos componentes que antes no habfan sido comprobados
como el adenflico. La pasts que cs insoluble en acetons contiene
uns serie de enzimas especiaslimente lu lsocitriecdenidrogenasa,
succinodehidrogenasa etc. lLa isocitricodehidrogenasn (apoenzima)
parece ser en buena parte soluble, de otra manexs no se justifican
las enzimas de Adler y Bernheim, pero queda tambien en parte
retenida en el precipitado proteioco insoluble. Kl precipitado
contiene ademfs, coenzima II y la flavinanucleotido como corres-
ponde dada la solublilidad de ambos. X1 lavado prive a la pasta de
citooromo C , que como os sablido es soluble y puede ser facilmente
extraido, Keilin (22), Theorell (48). Dada lws naturialeza soluble
de las enzimas de Bermmheim y Adler, ambas oontienen Lcido adenflico,
por 1o cual no es poasible con dichos siatemns demostrar la nece-
eidad de ese catalizador. La accidn inhibidora del aelenito,
iodacetato y malonato, conjuntamente con el efecto catulitico

del fumerato permiten eastablecer la importancia del sictema fums-
rato 3= succinato como transportador intermedio entre la flavina
y el citocromo. Finalmente la aocidn catdlica del adenflico y

del fluoruro, asf como la demostracidén de formnocidn de compuestos
foaforados (&cido foafépiruvico y adenilpirofosférico) demuestran

la existencia de un meocanismo de tranamisidn de energia vinculado




& grupos fosfatos (transfosforilacifn) el cual se halla acoplado
& la reacoién de oxido-reduccidn y cuya perturbscidn transtomna
la oxidoreduccién #l punto de inhibirla totalmsnte.

Se ha estudiado el sistema oxidante del &cido cftrico. sl sistema
(1socitricodehidrogenusa) se halla constituldo ademds de la
apoenzima por la coenzima II y la flavinanucleotido ue habian
sido sefialadas por otros autores. A estos componentes ae deben
agregsr un C, dicarbox{lico (fumarato), &oido adenflico y
citocromo, (juntamente con las correspondisntes apoenzimas).

Se trata de un sistema que transporta hidrégeno acoplado a un

mecanismo de trasnporte de emergia mediante procesos de fosfo-

rilacién.
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CAPITULO -~ III. T
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La oxidecidn del &oldo oftrico en los tejidos de animales pertens-
olentes a especies superiores, es un heacho conocido. kn la intro-
ducoién se mencionan numerosos trsbajos donde se comprueba, sea

la desapariciln rdpida del citrato inyectado en la vena ain que
luego se 10 pueda recuperar en los tejidos o bien en la secrecién
urinaris; o bien mediante sxperimentos de balance, en la pequefia
cantidad de citrato (ue pﬁoda recuieraras ouando se adminiatra
por booa. Estos hechos indican que eikste una oxidacidn importante
del cftrico administrado en 10s tejidos. Un estudio sistemitico
sobre los érganos que tienen papel preponderante en l: eliminucién
del citrato de la sangre, ha sido hecho por varios autores prin-
cipalmente por Martensson (19). Segin sste autor el riiidn es el
érgano mas importante en la oxidacién del oftrico y eliminacién
del mismo. El hfgado es tambien de gren importancia, como ae de-
muestra por extirpacifn del mismo, con 1o cual aumenta sl citrato
de la sangre o bien mediante perfusiones de dicho 8rgano, las yue
prueban que el citra:.o ez cxidado. Hechos similares a estos habfan
sido observados por Boothby y Adams (3). Saegin Martensson (19) los
tejidos pariféricce y en especial el wisoulo, no consiimen citrato,
puesto que inyecténdole en animeles eviscerwdos practicamente no
desaparace de lo sangre. Esto tiltimo estd en abierta contradiccién
con . 1o observado pOr numerosos autores que han estudiado la
oxidocifn ensimftica del oftrico y verifiocado la existencia de
citrico deshidrogenasa en el misoulo. En una primera parte hemos

estudiado la influencia del hfgado y del riinln sobre la desapari-



¢ién del oitrato inyectade en la sangre. Ademfs teniendo en cuenta
1a importancia del eftrico y sus derividos para 1la aoccidn de 1la
insulina sobre sl metabolismo de los hidratos de carbono como la
hen comprobado Risce y Evans (26), stare y Baumann (29) y Kreba y
Eggleston (13), hemos estudiado el consumo de citrato por animslea
normales y panoreatoprivos.

En una segundsa parte hemos estudiado la influencia de
1a glucosa sobre lu formmcidn de citrato en la sangre. De Oya y
Rodrigues Mifidn (23) han observado que lu administracién de glucosa
por via oral 0 intravenosa determina un aumento del citrato do.la
eangre,encontrando algunss alteraciones en los diabéeticoa. Por
ne atra purte hewos tratado de establecer esta accidn de la gluco-
sa sobre el citrato de la sangre, tratando de establecer su meca~-
nismo y localizer el sitio de transformaciln de lu glucosa o sua

derivados en c{trico.

Zigodoso

Los experimentos se han realizado en perros. Tres tipos de opera-
ciones se realizaron sobre los miamos: a) nefrectomfa. b) nefrec-
tomfa y extirpacién del aparato digestivo, ¢) evisceracidn abdomi-
nal. Las téanicas ocorrespondicntes as{ como la pancreatcmia

pars obtener perros diabdticos fuercn las que habitualmente ae
practican en el Instituto de Fisicloy{a de 1la Facultad de Ciencias
M&diocas de Buenos Alres y se encuentran descriptas en el 1ibro de
Markowits (20) . Los perros fueron anestesiados con nembutal en la
gran mayoris de los casos. La sangre para los andlisis ae obtuve
directamente de la arteris carotida, procediéndose pare cada de-
terminacidn en forma eapecial. Se trutad de realizar experimentos



breves (1 y 2 hoxras) a fin de disminuir 1la influensia que pudiera
tener ol shock sobre los resultados. las substancias inyectadas lo
fueron en la vena yugular. Como en ciertos omsos el volimen de flui-
do a inyectar era considerable, la inysccidn ae realizé lentamente
Yy en un espacio de tiempo no menor de 25 y no mayor de 40 minutos
osailande el voldmen de fluido alrededor de 70<10 ml. En sl caso
de substancias &oidas (ciirato, suscinato etc.) las mismas fueron
inyectadas como sales de sodio a pH 7,4 .

Los m8todoa anal{ticos utilizados fueron los sigulentes:
El dcido eftrico se determind segin el método de Pucher (25) modi-
ficado por Johnson y ligeranente por nosoastros, como se detalla en
al oapitulo IX. kl witodo fué periodicamente controlado, dada la
influencia que nukerosos fagtores circunstancianles pueden tener
sobre el miswo. Las aaetexmin.ciones de citrico en higado y miaculo
se realizaron enfriando rapidamente los tejidos con nieve carbdnica
y moliéndolos luego lo mas finanente posible. 58 debe hucer notar
8in embArgo que no se tuvieron diferencias apyreciables cuando los
trozos de 8rgano fueron pesados y luago molidos en worteros con
arena, precipitando luego laa proteinas con tricloracético frio.
Nuestros datos Lor otxa parte socnousrdan con los hallados por
Fucher (26) y sus colabuoradorese

Bn algunos oxsos se hioleron detemminaciones de acido

1dcti00o utilisando el mdtodo de Barker y Summerson (1). Tambien
se dttemin& en algunos omsos &cido pirivice utilizando el mdtodo
de Horvath, consolasio y Dill (11), el cual por otra parte corres-
ponde con el desoripto por Friedmann y Haugen (8)« Las determinacione
de glucosa se hicieron segin el método de Hagedorn y Jemsen (10).



Hemos substituido la separacién de las proteinss por filtracidnm,
por la separecién por centrifugacidn, lo cual resulta mas econdmico
en material y tiempo y evita el uso de papel de £filtro cuyo poder
reductor no siempre§ es constante. Las determinad onea de féaforo
que se hicieron en algunos experimentos, se realizarcn segin el
método de Fiske y Subbarow (7) haciende las lecturas con el
fotémetrc de Pulfrich o Lien con un fotocolorimetro Lvelyn. Se
reduj exon convenientemente las alfcuotas, 10 que pemite trabajar
con mayor economfa de tiempc y material, utilizdndosc en déada oaso
entre 0,5 ¥y 1 nl. de filtrado trialorecético de sangre total o
Plaama segin los cas0se’

Se eatudiaryron en sangre las sigulentes fracciones de los
compueatos oxgdnicos del féaforo: a) P, , corresponde a fésforo
mineral y en las tablas ustd expyresado el correspondiente al plasma,
b) P,.p : corresponde a la aiferencia entre el £8aforo minersl
(P,) v el fésforo total por hiirélieis & 100° en Zcido sulfirico
1,0 ¥ durente 7 minutos; estd constituide por f£éaforo correspon-
diente a adenosina trifoafato (ATP), (16); @) Pyp 8e obtuvo por dife-
rencia entre sl féeforo rineral obtenido por hidrélisis a 100°
durante 180 minutos en fcido sulfiirico N menoa el B,p « Bstd
constituido principalmente por hexosadifosfeto (8); d).rlc se obtiene
por diferencis entre el fosfato &cido soluble total y Pyy ; estd
constituido principalmente por 1o0s dcidosc (2 y 3) fosfoglicericos(9).
Dada la desigual reparticidn de los compuestos acidonolubles del
£8aforo en la sangre halldudose el féaforo mineral en 6l pluuma
y 1os restantes compuestos orgd&nicos en loa glévulos, a fin de

obtener las oconcentraciones reales y para evitar gue los resultados



estuviesen afectados por las varisoiones de la relacidn plamma
glébulos, hemos utilizado la sorreccidn propuesta por Kerr (12)

. 100 (P" - r“)

’ L

6" 8 P1/G1

donde P, significa la concentracién en gldwulos de una fraccin

de féafore; P, 1s misma fracoién en suerc; P ; la misma en
sangre total y P1/Gl 1la relacidn plusma en glébulos.

Bn algunos experimentos se determind el féaforo hidroli-
zable en medio alaslino y por hipoiodito obteniéndose sumaentos
sumaments pequelfios o variaciones inconstantes.

En la mayoria de 1los casos loa resultados han sido tratados
estadisticamente obtenidndose el promedio de una aerie de deter-

mincciones. in enc0a 08_ge ha ealculado el error medio probable

del rpromedio

(n=1)n ; (15) efectuando la correccién

correspondiente al nimero limitado de determinaciones realizadas.

UL DOS8

a) = Oxyanes que intervienen en la regulucidn de la citremia:
TABLAG I = 11 y III1
La extirpacién de los rifones no determine rodificaciones impor-
tantes en el perro, produciende solamente un ligero &umento.
Martensscn (19) he comprcbado hecho similar en el gato mientras
que en el oonejo la extirpacién de los rifiones determina un in-
tenso aumento del citrato sanguineoc. La extirpacién cel aparato
digestivo y de los rifiones, determina un aumento ligeramente

supericr del oitrato sarguineo. kn el corejo, la axtirpacién



TABLA-=I

Citrato en sangre - Perros nefrectomizados.

Tiempo kxperimento Promedio
an
horas ) § 2 3 4
v 2432 2,8 2,34 2040 2427 20,01
1 2,60 2,34 2,52 2,50 2,49 20,08
2 2,87 3934 3,01 2,70 2,98 20,04
4 3,30 3,61 2,74 2,50 3,00 0,50

TABLA-I1]

Citrato en songro. Perros sin rifioncs y pparato digeativo
(insluso punoreas y hasog.

Tiempo Kxporiasnto Promeudo
en
heras 1 2 3 4 5
0 2,50 2,70 2,20 2,40 2400 299 T 0,17
1l 2,83 3,50 2440 2538 2,00 2,6t 0,34
2 2.80 - - 2.70 3.6 2.28 2.7 t 0.27
3 3.20 3. 50 3.50 3. 50 - - 3.4*: 0.0l
4 3,30 - - 3,10 - - 2,178 J,1F 0,18
« 2,80
* Sup 1ep§tica '
et ) _

TABLaA- 11

Citrato en sangre y misoulo. Perros sin higado.rmonea bazxe ,pancreal
y aparato digestivo(eviscerados abdominales

Tiempo Zaperimento Promedioc
en 1l 2 3| 4 S5 6 7

horas 5 N § M
o 2,38 2,94 |2,34 12,92 |2,07 |2,10 |[4,9 |1,81 4.afo.50 2,3210,08
1 5045 ]4,05 6,05 |4,82 |3,50 (5,44 |4,9 |2,40 4,50:0,62
2 5436 5,89 7,95 |65,66 5,20 6,45 [4,9 |3,40]|44370,35| 547370481
3 €25 = = |63 = |8,30]5,7 |- 6,8570,97
4 8465 - - - - - - - - - - -




del aparato digestivo y de los rifiones suprime el aumento de la
citremia obtenida por nefrectomfa, ocomo han comprobado Lundsgaard
¥ co0le(17), por 1o vual dichos autores afirman que el aparato
digestivo as un eitio importante dec fommmcidn endfgena de citrato
probablemgnte oiriginundo en los miecroorganismos intestinales. Hsto
oourres sobre tode en los animales hoerviboros.

la extirpaciln de todos los §rgunos abdoninales determina
un aumcnto marcede del citreto sangufneo (TABIA IIX1) que alcansa
al triple de li concentracién inicial. las variaciones de citrato
en misculo no son lo suficientemunte significativas cowo pare
permitir efirmar que se produzca aumento @ disminucibu. La destruo-
cién o extirpaocién del nfgado determina un aumento de la citramia
segin Xartensson (19) debido a unu formscién permanente de cftrico
por el tejido muscular. El hfgado serfa el 8xrgano que roalizaria
la deatruscién del citrato. Dado el aumento que se jroduce en el
piruvato y lastato de 1lc sangre en los perros sviscerados(CUADRO VI)
y teniendo en cuenta la situacidn relutivamente extra fisteléglea
de ¢3tos animales, no pusde oconcluirse con e€stos argwaentos solumen~
te que ¢llo ocurra asf.

IIn los perroa evisserados y pancreatoprivos as produce

un aumento del citrato sangufneo el ocuul es aproxim:udamente simi-
lar sl obaervado en 108 perros normrles. Pe Oya y Grande Covian (24)
no han encontrado diferencia en la formacién de oitrato en los

PErros normales y diabdticos inyectados oon piruvato.
b) - Congume de gitratos

TABLAS » YV = VI - VIII y 1X

La inyeocién de citrato en diferentes dfsis determina aumento ré-



TABLA-1IV

Citrato en sangre y misculo de rerros pancreato-
privos evisceredos abdominales,

Lxperinento
Tiempo 1 2 3 Promedie
en Glucemia Glucemia Glucenia
horas | 0,284 gre » | 0,300 gre % | 0,250 gre |Sangro Musculo
8 ) ' 3 ) '} 5 |
0 1,60|4,670,8 | 1,43/4,7%0,2]0,9 4,3%0,6 11,5%0,60 [4,6%0,18
1 2,80]5,550,7 | 2,46)4,8%0,2|2,0 2.40.40 4,850,119
1,5 { 3,45 + 3,10]4,2¢0,213,0
2,0 | 3,94]5,230,8 3,2 | 3,450,413,20,40 [2,40,36
3 4,80
TABLA-YV
Citrato en gangre y m’isculo. Perros evisceredos riormales
inyeccioOn de citrato:50 mgs pe. kge en 15 minutos,
smp Experimento
R ) 2 3 4 Promedio
rasl 8 M 8 M S M 5 M Sengre |Musculo
o |z,9 2,68| 3,20,07| 1,94|4,220,6]2,52[3,% 0,1] 2,5150,31]3,25 0,05
0,5{16,5 20,0 14,8 28,5 17, 4$1 45
1,513, 14,2 5.5 0,21]13,6 |3,7Z 0,4|12,0]3,4 0,2 13,20*-0_ 62|4,4 0,13

Idem anterior, perc

TABLA-YVI

e inyecta el citrato en 30 wminutos
(citrato en sangre)

Experimento . )

Tiewpo en horas XE Prouwedio
1 2 3

2e65 2,70 3,0 2,6%+0,15

8:2 6390 7320 7450 74202 0,20

Idem autaxior, Se inyecta 20 nge

TABLA-YVII

de citrato por kge

Tiempo cxperimeante . _
en 4 2 < Prouedio
noras s M 8 M S X 5 N
0,0 245 4,2 256 | 3,9 2,56 446 2,5(;: 0,05 4,2?0,15
0,5 6,0 5,8 8,6 + 6,@;-1 »0 i




TABLA-VIiIa

Citrato en sangre.Perros inyectados gon 50 mg. de uitrico por kge.

YTiempo en Xxperimento Promedio
hores 1 T2 3
0,40 3,4 3,0 1,7 2,7Y0,44
0.5 4.8 4.5 3.9 4.4 :0.25
1,0 3,4 4,0 3,8 3,74 0,15
1,5 399 3,6 3.0 3,4+ 0,13

TABLA-VIII

Citrato en sungre,misculo e higauo.Ferros
nefrectomizados inyectadoe oon 50 mge de sftrico en 15 minutes

Tiempo Exverimento Promedio
en 1 B 31 4
horus S K H|[ S K K] S S I K B
0,0 2,6 | 3,814,812,5(3,714,2{2,9]!3,2| 2,6%0,12 | 3,730,07 | 4,6
1,0 | 11,0 i 10,7 : 4,0111,9%0,7
2,0 | 11,35 | 7,5 11,6/11. 0 {10,4%0,7
2,5 | 1043 | 3,113,9]7,6[4,513,7(10,5/ 0,1 | 9,620,5 | 5,6%0,08 | 3,8
§
TABLA-IX
Citrato en sanygre. Forros pancreatoprivos eviscerados
inyectados con 50 mg. de citrato en 30 minutos.
Ixnerimento
Tiempo p < 3 Promedio
en Gluoenia Glucaemia |Glucunia
horas 02266 gre ;¢ | 0,291 gre 0,280 ¢gr %
3 M o , R S ) X S |
0.0 1,1 3,6 | 1,2 | 343 | 1,3 | 305 | 21,2%0,00| 3,3Y0,3
0,5 4,0 o,
1.0 6.3 “l.b 6.1 ?.@U.‘L
1,5 8,2 53 | £43 | 3,3 | B2 | 4,2 6,2£0,C5| 4,280,861

TABLA-X

Citrato en sangre. P6rros pancreatoprivos ncirectoud zudos
inyeatados con 50 mge ce oltrico por kge(15 minutos).

Tiempc en Lxperinionto
horas 1 2 3 Promedio
0,0 2,5 3,0 348 2,91 0,18
1,0 10,8 13,2 12,3 12,1+ 0,62
1,5 10,6 15,2 15,3 13,7% 1,34




pido del doido citrico en la sangre. kil doido oftrico desaparece
con una velooidad proporcional a la concentracifn sangufnea y

as{ cuando la inyeccién se hace rupiGamente (TABLA - V ) las
concentraciones son mwas elevadas que cuundo la inyeccién se rea-
1iza en doble perfodo da tiempo, (TABLA - VI). la inyeccidn de
gitrato en los perros nefrectomizados demuestra que la eliwinacidn
del gitrato sangufneo es mas lenta que en los nornules, 10 gque de=
muestra el importante papel del rifidn en la oxidacidn y elimina-
cién del eitrato como lo ha comprcbado Martensson (19), coneor—
dando ello oon observaciones mas antiguas coxu las de Oatbexg (22),
Shesman y c¢ole(27),0rten v &mith (21). Bl papel del riiion es en
parte , de eliminacidn pero princip.lmente de destruccidn cowo

1o observé Martensson (19) con experiuentos de perfusidn.

Que 6l citratc es oxidado por los tejidos, resulta de
TABLA - VII1 , puesto que la concentracidn de citrute su misoulo
e higado permanece constante durante el experimento.

Bl conaumo de citrato en 1los perros evisceruados alionl=-
nales es Trelativamente menor (ue en los perros nefrectomlizados
aunqus existe uns oxidacidn inportante de cftrico, la cual puede
estimarse entre 20 = 50 mg. por Xilo de peso tedrico y poxr hora
TABLA VI y VII , 51 cf~-trico demapareco de la sangre peruanaeciends
constante la conaentracifn de citrato en misculo. Kwestros datos
contradicen 8 lo obaervado por Martensson en el econejo y en el
cobaye, donde la extirpaeifn del hfgudo suprime la oxideacién del
cftrico.

El consumo de cftrico en los perros pancreatoyrivos evis~
cerados es similar al que oourre en los perros nornules, por 1o

ocugtl no existe diferenacia sntre ambos casos.



o) - Yermugidn dg citrate.
CUADROS I - II - III - IV.

La inyeccién inprevenosa de glucosa determina un aumento del citre-
to de 1a sangre ( TABIA = I ) el cual es estadisticamente asignifi-
cativo. De Oya y Rodrigues Mifién (23) encontraron un hecho andlo-
g0 dando glucosa por boes. Esta transformacién permite estudiar ex-
perimentalmente la relacidn entre el c¢ftrico y el metaboliamo de
los hidratos de oarbono,in vive. El higado parece ser responsable
de la miama,puesto que en los animnles eviscerados no se producee
3&1 realidad resulta sorprendente la elevada cantidad de ;;lucosa ne-
cesaria para producir una wodificacién relativamente pequeiis del
citrato de la sangre. Debe tenerase en cusnti sin embargo que la
glucoaa oxidada representa una fraccién relativamente pequefia de
1a gluocsa que se inyscta.

Dadas las estrechas relaciones entre el c{trico y los
hidratos de carbono hemos sstudlado lun influencia de la insulina
y del pancress endSorino sobre la transformaoién glucoss ——pcitrato.

BEn los perros pancreatoLrivos la glucosa aumenta el citra-
to de la sangre mas que en los normmles, siendo la diferencia obser -
vada estadiaticamente, significativa (CUADKO III). La insulina
30la o conjuntamente con glucosa disminuye sl citrato de la sangre
siendo el efecto tanto mayor cuanto rma elevada sea la ddais de
insulina inyectada. Nueatros drtos estén en franca contradiccién
con 1lo observado por De Oya y Grande Covian (24) los cuiles han
vis to que el citrato sanguineo aumenta cuando se inyecta insulina
¥ que la insulina exagers la transformacidn glucosa ——> citrato.

En nuestros experimentos se puede observar una relacidn

entre citrato sangufneo y consumo de hidrates de carbono (como re-



CUADRO~-IX

Citrato en sangre.lerros nefrectomizados inyectados
con glucosa 3 gr. por kge

Tiempo erimento
en 1 3 4
horas el. | glucendold ucem | ol |glucem Promedio
0,0 2,8 11l |2,9]| 0,80 | 3,2( 1,24 [3,2 |2,9%0,14
0,5 3,3 6,04 (4,7 | 6,80 | 4,3 - 3,5|3,9%0,30
1,0 3,7 Del0 (4,2 | 4,40 | 4,7 4,96 |4,3 |4,2% 0,18

CUADRO-IX

Citruto en sungre. Perros eviscerudou inyectudos con
S gre de glucosa por kge

T4 expo Axperimento
n 1 2 | 3 Promedio
horas giucemia Glucemis Glucemia
0,0 2,9| 0,94 [2,3 1,20 [2,1| 0,95 2,6 0,23
0,8 3,0 6,62 36 7,10 3,2 8,00 3,0Y 0,14
1,0 3,2| 6,00 [4,6 6,50 [3,9| 6,20 3,9% 0,23
1,5 367 4,00 5,4 6,20 WU,5 5,10 4,57 0,32

CUADRO - III

Citrato en sangre.rerros .ancreatoprives nefrectomizados
inyectados con 3 gre. por kg. de glucosa.

Tiempo Experimento
en 3 ‘ 2 3 4 Promedio

horas Glucenia Glucemia Glucemia Glucemia .
0,0 3,5 | 2,92 [3.2] 3,86 (3,2 5,76 [2,8] 2,64 [3,2%0u,06
0e5 4,0 9,64 |4,5| 13,20 (5,8 11,60 |[4,7| 9,72 {4,868t 0,16
1,0 5e4 6,5 10,20 [4,8] 9,36 [8,6%0,14
1,5 540 9,28 [5,6] 11,8 [6,6 8,00 [5,0[ 8,92 [5,6 £0,16
2,0 6,7 8,80
2,5 5,9 9,44 11,6




CUADRO~-IV

Citrato en sangre.Perros nefrectomizados inyectados con 3 gr

de glucosa por kg y 1 de U.le. insulina por kg.(sxxsepto en el ex-

gzrimunto IV que 3¢ inyectaron 3 U.I. de insulina; los valores de
trioo ocorrespondientes al mismo estan no incluidos en el promedio.

T4 expo BXPERIMENTO :
en 1 2 3 4 Prowedio
horas el [Clucem.| ol [Glucem. | ¢ |Glucem. | ci [Glucem.
0,0 | 3,6 3.2 0,94 | 3,7 0,80 | 3,2 | 0,120 5.510.11
0,5 | 3,6 2,8 5,14 | 3,2 2,6 | 6,84 |3,2t0,17
1,0 b, P, 2,6 2,70 2,6 2,50 1,9 Je24 |2,810,17
1,5 PO | 299 2,70 2,1 2440 1,9 1,56 |2,8t0,22
2,0 209 2,2 2,1 1,6 0,60 [2,3%0,12

CUADRO-Y

Citrato en sangre. Perros inyectados con lagtato 1 gre. porxr k.
Los experimentons 4 y 5 ,nefreotomizados y 1, 2 y 3 eviscerados,

Tiempo EI?ERIIEITQ‘
en 1 2 _ 4 R-3
hoxas | 1 |Pixu-| &I | Piru-| 61 [Piyu~-| Ci [Pixu- | C1 Piru-
vioo vioo vico vico vieo
0,0 | 2,5 0,95[2,8 1ol | 2,6 | 0,9 | 1,8] 0,9 0 0,9
05 | 3,7] 142015,0 2,1 [ 3,1 | 1,8 | 2,1 2,2 2,2 2,4
1.0 3.9 1.60 5.5 2.1 4.0 2.2 2.2 - 2.0 2.1
1.5 4.0 1.40 - 2.2 5.0 2.5 1.5 1.5 1.4 1.6
CUADRO-VI
Piruvato y laotato en sangre. Pexrxos eviacerardos.
Tiempo EXPERBRIMABIENTO
en 1 2 ) Praomedio
horas|P L P L P L
v,0 (0,82] 5,1 | 0,93 8,9 0,64 0,790,073
05 [1,2 17,3 | 1,29 12,2 +
1,0 }1,36 1,30 1,34 1,33= 0,013
1,5 [1,52]18,9 | 1,30 28,3 1,52 1,44% 0,064




CUADRO-VII

Piruvato en sangre. Perros eoviscerwdos inyectados
eon 3 gr. de glucosa.

Tiempo n s T O
en 2 3 Promedio
horas b7 L )] L P L
0,0 0,64 | 7,8 0,70 9,3 0,80 7.8 0.71 0,040
0,5 1,19 | 22,3 1,30 | 28,0 1,25 | 28,0 1.25-. 0,024
1.5 1.23 31.0 1.30 “.0 1.26 30.0 1.26 - 0.017
CUADRBRO -~ VIIIX
Plruvate en asangre.Perros pﬂncroatopr:lvos dnyectados con gluaoosa
S gre POT kge
Tiempo en ijgnmnn____
hores 1 3 Promedio
0,0 0,77 1,14 0,76 o.eoI 0,011
0,5 0,90 1,24 0,78 0,97+ 0,012
1,0 0,75 1,18 1,03 0, 98“' 0,011
1,5 0,90 1,18 1,16 1.08 0,008
CUADRO - IX
Piruvato en sungre.Perros nefrectomizados
Teatigos.
Tiempo en Experimento
horas 1 o 4 Promedio
0,0 053 0,47 ,91 0,56 0,62% 0,081
1,0 0,59 0,53 0,85 0,93 0,62+ 0,023
1,5 0,56 0,53 0,77 0,56 0,60+ 0,040

CUADRO-X
Piruvate en sungre. Perros nefrectomizados inyectados con J gre de

gluocosa por kge.
Tiempo Experiwento < "
en Promedio
horas Gluge- %Gfuoe- %m.- Gluce-
nia nia nia mia

0,0 |o,8el1,11 [11,5 | 0,84 0,80 [0,77[1,20 |0,77|1,27 |0,81¥0,009
0,5 |1,28/6,09 [15,6 [ 1,28] 6,80 |1,20[4,90 [1,60]|5,60 |1,34¥0,075
1,0 |1,52(6,0¢4 |17,5 (1,47 1,124,08 [1,64[{4,16 |1,41£0,075
1,5 |1.11(s010 [17:5 | 1,04| 4,0 0,90 1,40[3,90 |1,11%0,076
200 |1.00(5,00 18,0 | Ou94 4,16 [1,10 1,01%0,040




sulta de la variacién de 1la glucemia por inyecciém de glucosa),siendo
mas alta la citremia cuanto menor es el consumo de glucosa; (CUADROS
I-IIXy IV).

Hemos trat‘:do de establecer una relacién entre la formaaién
de citrato y los otros derivados de la glucosa de importancia meta-
bélioa que tisne lugar cuando se inyecta glucosa y en especial
hexosafoefato, fosfoglicerate y piruvato.

La inyecoién de glucosa en los pexres normales determina un
aumento de la hexpmsafoafato y a&denosinutrifoasfato y del foafoglice-
rato de la sangre, el cusl es mayor cuando simul tuneamente se in-
yecta insulina. En CUADRO XIII y XIV puo_do obnomue que la in-~
sulina ‘condiciona una intensa foaforilacidn, diswinuyendo el fés-
foro mineral y aumsntando los oompuestos de fésforo orgénico,sien-
do eapecialmente notable el aumento del foafuglicerato y de la
hexosafosfato. ¥n los perroe pancreatoprivos las variaciones no son
significativas, produciéndose por el contrario un cierto gredo de
disminucidn en los compuestos organicos del féaforo y aumen tando el
féaforo mineral. Paralelsmente occn el aumento de la glucemia, au-
menta 6l piruvato de la sangre, 3lendo eate aumento jartioularmente
maroado en lo0s Lerros normales y relativamente menor en los perros
pancreatoprivos. Ia tranaformecién glucosa-piruvato, parsce reali-
zajse en el nigado, pues en los perros eviscerados, no tiene lugar.

¥n los perrcs diabdtiocos, no ae encuentra la accién de la
glucosa sobre el piruvato de la sangre. Fueatras observacliones con-
cuerdan con las de Pueding y col.(4). Por su parte De Oya y Grunde
Cobian (?A) han comprobado que cuando se inyecta insulina aumenta
el piruvato de la sangre.



CUADRO-X1

Maforo en sangre. Perros nefrootomizados.Inyectados con
3 gre de glucosa por kge

- ————t -

Lxperimento - I
0,0 5,8 | 3,0 4,4 | 39,8
0.5 ‘0.4 ‘2.9 *2.1 <* 7.6
1,0 #1,6 | 43,0 +1,4 | 42,6
1,5 21,2 | +2,3 40,4 | +$1,0

Experimento ~ 11
0,0 Gy5 4,3 9,4 95,0
0,5 -0,6 | +0,4 +2,2 | +6,7
1,0 =17 | +3,2 +1,6 | + 2,9
1.5 -1.2 1’2.4 "0.4 +1.5

CUADRO - XII

FGaforo an sangre.Perros pancrestoprivos
nefrectomizados inyectados con 3 gr, de glucosa por kge

Experimsnto -~ 1

0,0 5,0 5,5 5,5 41,0 3485

0.5 '0.6 f 0.5 "'0.2 - ®

1,5 +0,9 | +# 0,3 +1,0 + 5,0
Experimento - II

0,0 5,8 642 7,0 40,8 3,490

0,5 +0,8 | #0,3 |4 0,8 -3,6

1.0 4+ 1.5 f0.2 o 1.4 -2.6

1.5 fl.? *0.3 & 1,8 -2.5
Experimento - 11l

0,0 5,8 4,4 552 | 55,0 2,64

0.5 *'0.7 1’0.5 + 0.2 "5.0

1.5 4 1.0 4’0.1 "0.1 + 3.2

2.5 +1.2 *0.3 -0.2 <+ 2.5




El lactato-piruvato parece no tener influencia sobre la oi-
tremia. 51 bien todas las teorfas sobre la oxidacién del pirtivico
se fundan en experimentos reslizados con piruvato in vitrxo , ocabe
reconocer ain embargo que la triosa que se gombina con el oxaloa-
cdtico pere iniciar el ciclo de reacciones oxidativas, parece ser
un compuesto foaforudo, Krebs (15) y que la foaforilacién directa
del pinivico, no ha sido demostreda hasta ahora.

Seskin, Levind y Hechter (28) ocomprobarxon que la insulina y
la glucesa determiran una disminueién del féaforo mineral y un au-
mento del féaforo dcido soluble de li sangre. Considerando las
fracciones del fésforo dcido soluble mas importantes que aotualmen-
te se conocen en sangre (9) hemos tratudo de averiguar a que com-
puestos fosforados se debia el aumento del féaforo dcido soluble
observado por Soskin y 00l.(28); en los CUADROS XI - XII y XIII ,
pueden observarse l1los resultados obtenldos.

d) - Apoilp de) melenato sobre ls jlucemis y la gitremis.(CUADROS
XXI - XXJI - XXIII). Stare y Baumann (29) observaron que el malo-
nato disminuye la ageifn de la insulina sobre la res:irecidn de loa
tejidos y que la inyeccién suboutdnea de malonato determina hiper-
clucemia e inhibe la accidn hipoglucemiante de lu insulins. Hemos
eatudiado 1la influencia del malonato sobre lu glucemin y el citrato
de la sangre. La inyeccidn de malonato en désls similares & laa
utilizadas por Stare y Baumann (29) determima una hiperglucemia
ostadisticaments significativa en comparoion con testigos inyecta~
doa con otros diearvoxflicos (fumfirico o suscinico), la yue es
independiente de la auprarrenal y del pancreas.,{(CUADRO XXI). xsta
hiperglucemia requiere para su desarrollo la presencia del higado

puds en los animales eviscerados inyectados con malonate no existe



CYADRO - XIXX

Maforo en sangre. Perros nefrectomizados
inyectados con 1- Uele por kge de insulina y 3 gT.30or kgede glucosa.

T1 en P ) 4 P ) 4
hosan’ o ATP uy G
Experimento - I
0,0 5,1 4,1 6,0 31,8
0.5 -2.5 -1.6 + 2.5 & 15.0
1.0 -3.5 "1.1 + 1.8 4 5.0
2'0 "3.1 0.1 -0.1 4 6.8
BExperimento - 1I
0,0 8,0| 0,4 56 40,0
0,5 "2.4 f 0ed + 19 & 14.9
1.5 -3.2 *C.G f3.2 + 10.5

CUADRO -XV

Citrato en sangre.Perros nefrectomizados
inyectados con 1 gr. por kg. de succinato.

Tiempo en Experimento

horas d 2 K 4 [ Promedio
0,0 2,0 | 2,12 | 2,18 2,0 2,3 | 2,12%0,03
0.5 5.4 4.0 3.16 5.27 - 5.45 :-0.09
1.0 4.36 - 4.8 5.24 5.3 4.77 m.”
2.0 - - 6.55 5.45 5.9 5.96 '0.2'7

CUADRO - XV

Citrato en sangre.Ferroa pancreatoprivos nefrectomizZados inyectados
oon 1 gre por kge de succinato.

Tiempo Experimento
en 1 2 S 4 5 Promedio

horas | Glucemia gluoe-la ucemlia ucemia

0.2“ W Q0,280 ﬁ O.I'D gr% 0'326 gr:‘ -
0,0 2,50 2,00 2,21 2,30 1,82 2,16 $£,09
0,5 4,46 5,48 4,42 4,86] 4,55 4,74 ;16
1,0 6,80 7,10 5,80 +
1,5 9,35 6,70 8,10 6456 P39
2,0 6,70 8,10 8,90 8,56 P,17
2,5 12,7 14,5 10,00 12,40 ©,68




CUADRO ~ XVI

Citrato en sangre.Perros nefrectomizados inyectados
con 1 gre de succinato y 50 mge. de citrato por kg.

Tiempo en _Exparimento
horas 1 2 3 Promedio
0,0 3,23 3,7 2,9 3,6 0 8
1.0 13.8 14.9 14.0 14 &'0031
2,0 13,C 14,7 13,4 13,33%0,18

CUADRO - XVII

Citrato en sangre.rerros nefrectomizados disbéticos inyectsdos con
succinato, 1 gr.pox kg y citrato 50 mg. por kg.

Tiempo ~Experimenino
en 1 —2- 3—
horas Glucemia Glugemia | Glucemia Promedio
0,240 gr ;s | 0,250 gr % '
0,0 2,30 2457 2,20 2435 +0 o7
1,9 12,8 12,9 13,2 12,96 30,09
1,5 14,2 13,7 14,5 14,1 0,17

CUADRO -~ XVIIX

Citrato en sangre.Perros normales nefreoctémizados inyectados con
0,5 gre por kge de funurato

Tiempo en Axperimento
horas b § 2 3 4 5 6 4 8 Pronodlo
0,0 2,40 [1,84 12,2 2,10 1,6 |2,0 |13} 2,0 2.15"0.06
0.5 6.30 4,9 V930 |33 4.45-0.54
1,0 7,40 | 5,1 | 5,0 [5,6 06 (449 [ 393 | 440 5,77-0,43
1,5 6,5 6,3
Ded 7.4

CUADRO - XX

Citrato en sangre.Perros nefrectomizados diabéticos inyectades con
1,0 yrepor kge de fumsrato.

Tiempo - X—P—-3-d--a—e-R-
en > —2 - 4 Promedio
horas Glucemia Gluceala | Glucemia
0,262 gr% 0,266 gr & | 0,380 gr%
+
1,30 1,40 1,40 2,28 1,59 ;0.19

G5 2,9 4,0 4,0 5,0 4,00 0,23
1,0 307 5,3 Se4 6,25 5916 —0,33
1,5 6,65
2,0

6,6 6,7




Citrato en sangre.larros nefrectomizados
1 gre de fummrico y 560 mg. de of

CUADRO - X

normales inyectados con
trico Jpor kge

Tiempo en m:%:nm
horus 1 3 Promedio
0,0 2,75 2,48 2,20 2,4 20,13
0,5 10,4 11,6 11,0 10,8 #0,32
1,0 9,0 9,7 9,5 9,4 0,31

CUADRO - X1
Citratc en sangrae y glucemde de jorros iny otados con wmalonsto
(200 mge pOY kgo), din rifOnesw, pulidPess y suprarreusl)

Tiempo Experimento _

en )

horas Ci. [Ulu. Cl. Ulu *C‘i. e, C& Glu,

&Y« 00 gre 0 Ere ;00 &Te 80

0,0 [2,78 | 1,16 |2,60] 0,99 |2,57| 1,20 |2,64¥0,048] 1,12%,05
CeB | 3,60 3,50 1,50
1,0 1,39 [3,60] 2,67 .
1,6 4,50 1,62 | 4,10 1,20 [3,90] 1,46 4.16i0.15 1,59+0,03
2,0 1,69 2,16

CUADRO - XXII

Glucemia de perros nefrectomizados y sin panocreas (1 y 2 inyec=
taacs oon 1 gre dc fuxurato poOr XKge

Tiempo en Eyer:lménto
horas Y 2 3 4 5 Promedio grefo
0,0 0,87 | 0,90 | 0,80 | 0,96 | 0,87 o.aef 0,02
0,9 1,01 1,02 0,96 1,02 1,06 1,01= Q,01
1,0 0.87 | 0,90 0.80 | 0,96 | 1,10 | 0,50+ 0,04
1,9 0,87 0,95 0,80 0,91 14350 0,96 +0,08

CUADRO - XXIIX

Citrato en sangre¢ y glucamia de perros inyectados con wmalonato
(200 mge por kge), nefrectomizados

Tiem orimento

en »o 1 2 ' 3 Promedio
horas ¢ci. [Glu, . ue [0 Tlu. 15 99 T

LTe R0 gre’o GTe50 EXe /0

0,0 | 2,83 [0,96 [3,0 [0,95 3,021,011 [2,60%0,31 |2,00% 0,042
0,5 | 4450 3,5 [1,25 .

1,0 | 8,70 | 1,51 {4,0 4,5 1,49 | 4,18%0,20 +

1,5 5,10 | 1,49 |4,50|1,98 1,97 |[4,30%0,25 | 1,81 0,33
2,00 | 5,40 1,44




Una 1inhibiocién del consumo de glucosa a Juzghr por la variacidn de
1a glucemia. Ademia, el malonato detemmina un aumento manifiesto
del citrato de la sangre, hecho coneordante con las ohaervaciones
de Orten y Saith (21) y Krebs, Salvin y Johna.n.(14) quienes demos-
traroc que la administracién de malonato aumenta la eliminacién de
eitrato urinario. Dadaz la concentracién que tiene el zalonsto en
1la dé3is inyectada es necesaric admitir que su accidn debe rewli-
sarse actuando especificamente 8sobre la succinodeahidrogenasa. Clnadp
derando la similitud observada entre los tranatornos producidos
por la pancreatectomia y la inyeccidn de mslonato, hemos estudiade
las relacionen succinato gitrato y fumarato~citrato en perros noxr-
males J panareatoprivoas.

1a inyeccién du sucoinuto y fumarazo (CUADROS XIV - XIX)
detexmina un aumento del citreto de la sangre en 1¢s ;erros nefreoc~
tomizados. Llama la atencién la elevada cantidad de sucoinato o
fumarato requerida para producir aumentos relativamente pequefios
del cftrico. No existe diferencia importante en la formacidn de
gitrato por los perros inycctados con fumarato, normiles 0 pancreato-
privos, mientres que la inyeceidn de succinato en los panoreatopri-
vos determina un awsento do citrato superior al que se observa en

108 normiles.

_Discusibn.

De los experimeantes realizados se pueden eatablecer fime-
mente ocisrtos hechos. iixists una peyuenia formacién de citrato cuando
8e inyeatu glucosa. El citrato formado es inversamente proporcional
a la oxidacién de los hidratos de scarbono, puesto yue le inyoooiﬁn
de insuline, gue sumenta la oxidueidn de¢ la glucosa y la concentra-
0ién de los @#steres hexosa y triosa foafdricos en la sangre,disminuye



el oitrato presente on la misma y en los animales diabsticos en
los que hay un retardo en la oxidacién de los hidratos de carbono
1a inyeccién de glucosa determina un aumento de la citremia supe-
rior a la observada on los normiles. Bl piruvato no parcce hallarse
en relacidn directa con el citrato y cuando la axidezidn de la
glucuvsa sc encusntre perturbada, no aumenta el piruvato en la san-
gre, 81 se inyecta glucoss, ci0 se compruehé en los animales
diabdticos. Por otra rarte la inyeccidn de lactato cue aumonta

el piruvato, dada la reluacidén que existe entre ambas substancias
no aumenta ls ooncentraeifn del gitrato, por 1o que puedes excluirse
una relacién directa de transformmcidn de pizuvato a citrato.

El malonito tiene una accién hiperglucemiante por acoidn
directa aobre los tejidos y nc¢ mediante hormonas que regulan la
glucemia, cowo la insulins y la adrenalina. Zleva adewds el citrato
de la sangre y tiene una &coidn oetoeen‘tion aobre el niﬁldo aomo
ha sido comprobado por XKdson (6) por lo cual 1los transtornos deter-
minadoa por la inyeccidn de dicha substanacia, son eimilares & los
producidos por la extirpacién del pdncreas, si bien en un grado
relativamente monor.

De acuerdo al esquema aodificado de 1la oxidecidn del

dcido piritvico que se de3oxibe an la introduccidn (Krebs, 15) ,

el dcido citrico actuaria como un reservorio de &oidos diocarbo-
xf1icos que oatalizan in oxidacidén de 1a triosa. Auestres observ-
vaolones concuardan con 1la teorfa en el sentido de que disminuye
el oitratv de la sangre cuando se intensifics la oxidacidn de los
hidratos da carbono (inyecuidn de insulina) miemtras yue el oi-
trato aumenta cuando existe un retardo en ls oxidacidén (diabétes).

Comp el aconsumo de cftrico no estd modifioado en los perros dia-



bdticos, 31 mmenta el citrato en 1s sangre de loa diabéticos
mas que em los normules, cuando se inywcta glucosa, ello parece
deberse a que clertos metadolitos que normelmente se destruyen
por oxidacién, se soumulan transformindose en oltrato.

la oxidacidn del oftrico no parece eatar afeciada en los
tejidos dirbdticos, oomo lo prusben loz experimentcs asobre consu-
mo de oftrico en los perros nefrectonizados O evisserados punorea-
toprivos, 1o que concuerds con lo obacrvado pPor numerosos autores
de que la insuling no influye uobre lu oxideauidn del oftrioo
dn_vitro.

Los tejidos Leriféricos del,perro (sn especial el misculo)
consimen 6ftrico en cantidades apreciables, segin nuestros experi-
mentos en eviicerudos 1o que oconduwerdsa con las oebservaciones sobre

1l oxidactién del cftrico por sistemas enzimAticos in yitro.

Se ha estudialo la uxidaocidn de citrato an ei perro y al papel de
diferentes 8ryunos u¢n la uliminacién del citreato inw otado en 1la
sangre. El higado y el rindn eliminan caniidades considerablaes ,
como habfa sido cbservado anteriormente. 21 miaculo, interviense
tambien activamente an la oxidaocién del citrato oircuvlante. lLos
tejidos diabéticos consimen citrico de la misma meanera que loa
tejidos normmles. la gluocsa eleva 21 cltrate de la sangre,mientras
quz la insulina sola o oconjuntaments con glucosa la disminuye. la
goncentranifn de aitrato sn la sangre, parege estar rsgulada por

el consumo de hidritos de carbono,disninuyenio cuando este se exa=

gera y aumentando cuando la oxideeién disminuyee
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CAPITULO - IV,

BUENOS L”r ‘g

FELAGION KNYRk 105 AGLDOS GITRICO Y O, RICARBOXILICOS
X METABOLISMO DiiL FOSPRRQ.

La relacidén sntre el oitrate ¥y los 2oidoa ¢, dicarboxi-
licos por una parte y loa compnestos del fésfore con importancia
metabdlioa, data de 8poon recinnte. Aalckar [9) y Colowiak y o0le
(2) demostrarun que la oxidacidn del milato en prescncia de glu=
cosa va acompanida de un aumento de compuestos foasforaios ricos
en energla ocomo ademosinatrifosfato y fosfopiruvato. ror otre
parte, healios similares fueron demostrados por Ochos (16) en la
oxidacién del = catoglutarato a succinaio;por Colowick,xalckar y Cori
(3) en 1la oxidneidn del succinato a fumarato; por iuiioz y Leloir (1§
en la oxidacién del malato a oxelacetato. Mufios y sStoppani (15) en
contraron que la oxidacién del oitrato in yiyo va ucompaiiada de
forme.cidn de fosfopiruvato y adenil-pirofosfato.

La infiuencia que tione sobre los gompuestos fosforados
de la sangre ha sidc estudiada exolusivamente em relacidn eon ol
metabolismo de 1los hidratos de oarbono.(cori.(4) o Dorfmann (5),
Guest ('l}) o La inyeccidn de glucosa determins una disminucidn del
foe foro mineral y un awmento del fésforo total £oido soluble y la
inyeccién de insulina tiene un efecto similar (Savino). ksto no se
gomprueba en la diabetus, donae l:. respuesta a la inyeccién de
glucosa esta abolida. liemos realizauo un estudio sobre la influen-
eia del eftrico y los Aoidos dicarbox{licos sobre lus aistintas
fracciones de fésforo dcido soluble de la sanzre, especialmente

de lag fracciones correapondientes a 1la adenosinatrifosfato,




hexosafoafato y foafoglicerato., No obatante haber buscado las
variaciones en féaforo hidrolizable cn medio alcalino, y por
hipolodito en mudio alcalino, no hemos3 encontrado variaciones
signifioat.vas , por.lo ousdl nuestro eatudio se refiere a las
fragcioncy menclcinadus mna arriba.

_Hitoden,

Los métodos utilizados en uste oapitulo (6 =&t - 11) son si~
milares & los omplcados en el cupfiulo preceuente, por lo que remi-
timos al nismec., Todos los experimentos, se realizaron en perros
nefrectomizandos & fin de eviter la posibllidad de (ue las substan-
claa inyectsdss fueran elimin&acns en la orinae

Los reaultadvs se expresan en funcidn de las varisciones de
cada una de ias fracciones de fésforo anulizadase ius concentra-
ciones iniciales son las que corresponden al tiempo inicial, miem=
tras que los auxsentos o las diaminuciones correaponuientes se en-
cuéentran en laa filas reatautea. J.os aumentos ss simbolizan ocon sig-
a0 (4! y las diawinucioncs con vigno (=).

a) - Iafluengis de 1s pefrectords sobre ol f£sfoxo en sangre
los rem ltados pueden verse en ¢l CUADFO - I , donde se comprueba
que en algunoa experimentos hay un aumento dsl Po viculado pro-
baklements & defk ientes coadiciones res;iratorias, como lo corro-
Yoia el ligerc sumaento del pliuvato. Las variaclones de las otras
fracciones son pcco significativas, observéndose solamente un au-
monto inconstante del fosfcoglioceranto, probablemente viculado a

1a supresiln de un drgano rico en enzimas deafosforilantes como es
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CUADRO -~ IX]

P8afoxo en sangre.Perros nefrectomizados

inyectados con citrato.

Tiempo en horaaj Bg P.op Yup Prc
j‘ ]

Kxpdrimento I{: 50 rmg. de oftrico for kg.
0,0 | 4,4 645 6,9 37,0
005 '0.6 t 1.6 + 509 + 9.b
1,0 { «0,3 t1,8 + 2,8 ¥ 6,0

{
Expdrimento If : 100 mg{ de oftriod por ks
¢
0,0 | 6,0 4,9 746 37,0
1.5 { -1,9 + 4,4 "'1‘1 -
2.-0 i "0’4 t 1.1 "1.6 14.0

Expdrimento IfY ; 100 af. de olttiTo POT K.
0,0 | 4,7 2,0 E,1 37,2
0.5 -0.1 + 5.1 "0.8 ! + 12.7
1.0 -2.7 t 2.6 -2.9 ] ¥ 9.0
1.5 "’1.0 i *2’5 '!’0.'/ \ 4.7

CUADRDRG = IV

Fésforo en sangre.Perros panarsatoprivos
nefrectomizados inyveotados con sitrato.

lbm%erimnto * ; 50 mgede oitrico '}or kgeo
0.0 ‘; 5.7 5.4 6.7 “.b
1,5 : =0,6 i -"0.4 -1,7 + 5,0
2.0 4 "1.1 ’ 0.6 “2.8 ¥ 8.2
Expprineto *I : 100 ng.de oftricqd por Kge
0 i 51 | 4,1 6,0 34,0
0,5 i =0,3 { + 0,2 2,0 T 7,6
1.0 : -0.7 I +* 1.7 -2.5 + 15.1
2,0 | =i,2 | + 0.8 2,9 Y 4,0
szprinento rll ¢ 100 ngede oftrigo por kg.
0,0 | 8,6 | 3eB 6,0 40,0
0,8 i =C,0 + 0,6 “3,7 + 11,6
1. P ~1,9 * 54 <304 =
2,0 ! -D,6 | *0,9 + 0,0 ¥ 4,2
Experimento fv : 1C0 w*. de oitrLTo por Kie
0,0 | 50 | 36 | 5. 30,8
0.5 "0.9 : t 4.8 : 1’0.0 + 15.0
1‘0 "1.0 ¥ 2.2 "'0.4 - 12.5
2.0 "1.1 ¥ 1.b ' - 4 12.0

1 \
| : ¥




P8aforo en sangre.Perros nefrect

SQUADRO-Y

sados

inyeotados con l-Usl. de insuline y 50 mgeoitrico por kg.

Tiempo en hora Do P‘n, Pu Pm Glucemia
merncntcﬂ -1
0,0 47 4,1 6,1 44,5 0,80
g.g -1.2 16.4 -1.4 ':' 1.5 0.62
) ~248 -d09 10,39 V60
1°5 -2%% Wrmw -—$12 r 9 é ',u
0,0 099 1,4 763 37,9 0,94
005 '0.6 + 2.& + 0.6 + 6.8
1.0 "'1.0 + 4.2 "2.1 ¥ 7.2 0.49
1.5 -0.9 + 4.5 "2.2 - 4.1 0.“
luﬁyorimnto" - II
9,0 5,7 6,1 901 43,5 0,90
0.5 -1.0 + 3.0 -l.b + 6.7
1.0 -2.7 ) 4.2 -2-.0 10.0 0.60
1.5 -2.5 T 2.8 -0.2 10.6 0.&
CUADHO = VY
Péaforo en sangre.FPerros nefrectomizudos
inyectadoa oon fumarato.
Tiempo en horss| ¥, Par | P | Pm Piruvato
‘ T
Bxperisentol 2: G0 gre de fummxiago por K.
0,0 6,5 6,5 5,1 34,2
0.5 + l.b 0 2 4+ 1.6 - 7.0
1.0 + 2.1 0 2 2'3 - 4.2
240 Fe,4 +0.1 t 2,4 - J¢4
B‘xinri-ento 11: G,5 grede fumaricc por xyile
0,0 | 4,9 Go5 4,7 43,6
1,0 '+o 8 =03 +1,0 - 7¢3
2,0 i+1,6 +0,1 +3,0 - 8,9
Iglerimento} IXII: 100 age.de fuwirico POT Lge
0,0 Gol 6,8 2,7 4C,0 0,93
1.0 2 4 1.8 TU. + ‘J.:J - b.4 1.07
1,6 + 201 r0,1 + 0,9 -10,1 0,96
2.b *’Z.l -Q.b + l.é -u.U 0.“
Exﬂ-erimento IV: 100 mg.de fumdxico por kge
0.0 6.9 4.9 5.7 3?.1 1.50
1.0 + 1.8 i‘\" 0.1 * C.O "13.1 1.52
1,6 + 2,1 t+0,1 t 0,4 -10,3 1,56




wl riféa.

b) - Agoién de la ingpulina, La insulina determina una dis-
minucién evidente dul f6sforo mineral, hecho bien conocido (4=7-16)
¥ aumento del féaforo Srgénico doido soluble. Como se deduce del
CUADRO -~ II.,este asumento es debido & las tres fracciones estudia-
das, siendo e3pecialmente marcado el aumento dal fosioglicerato.

o) = Accién de) gigrato. Como se observa en ¢l CUADRO IXX
la inyecoidn del citratc va acempmiiudi de evidcntes feadmenos de

fosforilacién en un todo aimilares a 103 que produce la glucosa,
aunque de mayor intensidad. 8Son particuicrments Anteresantes la
disminuoién del rdaforo inorgdnico, ¢l aumento del résforo corres-
rondiente a la adenosina trifoafateo y al foafoglicerato. Ia pan-
createctomia no modifica lu oxidacidn del citrato y aparentaasnte
los fendmenos de transfosforilacifn se desarrollan d¢ la misme ma-
nera que en los normalea, 1o gue ests de aguerdo con lo ohservado
en el oapitulo precedeniqd soWre 9l consuwo de citrato por loa ani-
wales diab8ticose Tampoco afecta 1la i1asulina la transformacién

del citrato y luas varlacionss da los cciapuestos fosfcrados, sl bien
la diaminucidn del fdsforv minerel os mAs intensas.

d) - Influencin del fumsreio. La inyeocidn de fumarato
determina un aumento evidents del fésioro mineral y wuna disminucién
de las restanies fraccionecs en le uyangre, zrticularmente mareadas
respecto al foafoglicerato, CUADRO - VI. Besta disminucién,tenien~
do en cuenta el ligero sumento determinado por la nefrectoufa
equivale Al 30 o0 40 # del fosfoglicerato presanies, con la parti-
cularidad, que 6s mun marcuds cuande se utiliazs dbagis menores de

fumarato, lo que noe debe oxtrafiar, puesto que awmoentando el fumarate




CUADRO - YII

P8aforo en sangre. Perros pancreatprivos nefrectomizados

inyectados con 100 mge. de

fumdrico por kg.

I en P, [ Pup (Byp Ppg [Piruvato | Glucemia
i Expexrimento (I
0,0 3.9 5,0 6,5 | 43,0 1,34 2,22
loo *oos ¥ 1.0 r 0.8 - ".9 1.“
1.5 1'.0.6 + 0.5 + 1.3 - 9.0 1.50 2'0
2.0 +1.° *0.5 r 0.5 - 8’4 1.51 2.0
Expepimento |- II
0,0 5,2 5,5 5,9 | 36,2 1,11 3,40
1.0 +°.9 -3.0 + 1.3 - ‘.2 1.14
1.5 +1.9 f°.4 + 0.0 - 5.9 1.11
2,0 2,6 -8,2 | 10,9 I 4,9 1,6
Bxperimento -~ I1X
0,0 | 4,8 5,3 | 4,9 | 37,5 1,14 | 3,20
1.5 { "'1.8 "’0.9 I 0.0 = 6.3 1.11
2.0 5 *‘2.‘ -0.2 ! + 0.6 ut 5.7 1.10
! — ! A i
SUADPRO-= VIAL

PSaforo en sangre. Perroa nefrectomizados

inyeotados oon l- UsI. de insulina y 100 mge de £ 100 por kg.
7 7.
lxermntq I
0,0 | 4,5 545 5,2 | 37,7 1,43 1,04
1.5 .2.3 L4 4.1 -1.7 - 8.8 1.35
2.0 "'2.1 +4.° "0." - 9.7 1.32 0.50
mhrmntoﬂ e IX
0,0 | 4,3 442 5,9 | 40,0 1,03 1,0
1,0 {-1,2 +3,0 ~1,4 |=12,6 0,97 0,47
2.0 "1.4 +°.5 "1.8 - 804 1.0
lbwru:unto - IIX
O | 4,7 4,6 5,1 | 38,9 1,29 0,96
1.0 -2.5 ¥ 4.1 "1.7 "’10.2 1.\5 )
2.0 -1.3 "'0.5 "'1.9 - 9.5 1.29 0.50
; | |




CUADRO = IX

?8aforo en sangre, Perros normules
nefrectomizsados inyectados con succinato.

Tiempo en homi Po ! Pml Puy Ppg {Pimnto

Experimento J: 0,6 gm de sucofméto por kge

0.0 { 4.6 6.8 3.6 42.8 0.5
0.5 + 0.8 -1.6 + 0,2 - 5.7 -
1,0 r1.7 “lo4 | + 205 | -4,4 -
2.0 * 2.7 -0.3 + 1.7 -4.1 ' -

Experimento IX1 045 gme de sicoinico por kge

0.0 6.3 6.3 5.0 1 “.1 -
0.5 h g 0.6 -1.2 + 1.0 - 5.2 -
1.0 t 1.7 -2.3 "0." - 6.0 -
2.0 + 2.1 "2.3 1’0.1 -2.5 -

Experieunto IIX: 50 mge de succinico por kge

0,0 4,1 6,0 5,8 44,5 -

1,5 t 4,2 =1,0 | ¥ 2,5 - 4,9 -

2.0 ."4.3 -0.2 + 1.3 - 4.7 -
Experimento IV: 50 mg. de succinico por kge

0,0 5,0 8,2 2,2 | 39,8 -

1,5 + Jp2 -1,2 + 2,7 , - 4,5 -

2,0 t 4,4 =0,6 *1,4 - 4,8 -

Experimento V : 100 mg. de suacinico por kge

0.0 4.9 7.3 ?.5 41.6 0.?8
0,5 r' 0,4 0,1l | =2,9 -13,6 0,91
1.0 “'0.6 "1.0 "1.8 "'13.0 '. 0.96 ‘
1.5 + 1.0 -2.2 -1.7 - 6.3 0.92

Experimento YI : 100 mge de sucoinico por kge

0,0 3,9 73 6,1 3697 0,80
1.0 +'1.1 "'1.0 "2.6 -12.1 0.95
1.5 +1.2 "'1.9 "'0.4 - 7.1 0.92




SQUADRO - X
Féaforo en sangre. Perros pancreatoprivos

nefrectomizados, myo‘otad.u «tn 100 i’“ aucginato por k.
Tiempo en hotas B, | P,rp| Byp! Pyg | Piruvico | Gluoemia
Expe ato = I
0.0 5.0 7.2 3.2 39,8‘ - 3.36
Tl voi2 | 105 | 4007 | + 308 - :
.5 + 0.4 & 0.2 4 0.3 * 2.6 - -
Exporal.lonto - I
0,0 6,0 6,9 3,6 35,2 - 4,80
1.0 + 0’9 + 1.1 * 0.7 + 12.3' - -
1,6 +1,0 v+ 0,1 11,2 r 3,9 - -
Experimento r III
0.0 5.7 5.9 ' 3.8 “.25 - 5.20
3.0 + 0.1 + 0.8 *‘1.5 + 2.;" - -
1.5 + 0.5 ! +°.4 | \'0.3 + 3.2 - -
CUADRO H_
¥0aforo en sangru.Perros nefrectomizados
inyeotados con 1 - Uesl. insulina por kg y suoccinato
Experimento I: 0,5 de ccinico por kge
0,0 4,9 64,3 4,9 46,7 0,84 1,04
0.5 -0.9 L 4 1.5 + 2.0 "12.1 0.98 0.72
1.0 "1.4 + 1.9 R 1.9 "10.9 1.33 0,39
2.0 "1.9 + 0.6 ¥ 1.5 - 6.2 1.34 -
Experimento II: 0,0 de suocind®q por kg.
0,0 4,9 3.4 9,1 42,5 0,65 1,15
1.0 -0.9 + 0.1 * 0.7 - 6.7 0.65 -
2’0 "1.8 ¥ 0.6 + 0.4 - 7.1 1.26 0.61
8.5 -2.0 + 0.8 ¢ 1.4 - 9.9 1.70 -
ixperimento 1II: 100 mge de succinico por Tg
0,0 4,5 4,6 6,1 34,8 - 1,21
0.5 "0.7 + 0.4 +0.1 - 3.8 - 0.64
1.5 -1.1 r 1.1 + 0.3 - 4.2 - -
201 =0,7 +0,9 10,5 3,3 - 0,68
Experimento IV: 100 ag.de succinlioco por kgy:
0.0 4.4 6.1 6.1 33.3 - 1.10
0.5 -1.5 + 1.4 "'0.2 - 2.2 - 0.70
1.5 "2.3 + 1.5 + 0.4 "5.2 - -




la coomantraoidn de citrato, y siendo el oitrato capaz de mumentar
la concentracidn de fosfoglicerato, el citrato formado del fumarato
balancea 1w acoiln de este sobre el fosfoglicerato. La inyeccién
de fumarato no detemina modificaciones importantes del piruvato,
10 gue permite excluir la posibilidad de ,ue el fumarato actie so-
bre el foafoglicerato desfoaforildndolo. En los perros punoreato-
privos la acoién del fumarato es similar & la que se observa en
108 perros normales, 81 bien ligerumente msnor. La insulina aparen~
temente no modifice la accidn del fumsreto sobre 'el feafoglicerato
pero teniendo en ouenta que por sf la insulina awsenta el foufogli-
cerato, debe admitirse que en presencia de insulina, la accién del
fumarato ase exagera ligeramentae

e) - Agcidn del sucoinato. in los perros norusles, la
accidn del succinato sobre 1los compuestos foaforados de la 3sungre
es eA{.odo similar a la del fumarato,CUADRO - IX , verificdndoae
tambien que dfésis relativam nte pequefias de suocinato tisnen una
accién mas intensa sobre el fosfoglicerato, que dbsis mayores. Sin
embarge pequefins d8sis de succinato tisnen una acgidn menor que las
dsis medianase En los perros pangreateprivos, no se enguentra
acoién del suceinato, puds no hay aumento de fésforo mineral y no
dismimuye el fosfogliicerato. La insulina exagera la accidn del su-
occinato, sobre todo cuando se utiliza cantidades grandes de succi-
nato, mientraa que ocuando las cantidades son -onor\os. el efecto
es poco perseptible. ln algunos expsrimentos puede observarse um
aumento de 100 % del piruvato, el cual es ain embargo despreciable
ocomparado con las variaciones del foafoglicerato.

£) - Agciln del melato. Kl malato tiene una influencia

similar a la del fumareto y el succinatos Sin embargo a diferencia



SUADRO = XIX

Posforo en sangre. Perros nefrectomizados
inyectados ocon 200 mg de malonato por kge

Tiempo en horas ?, Bapr | Byp f Pyo Piruvato

Experimento - I

0,0 4,3 | 4,0 2,6 |38,2 0,52

1.5 + 1.3 -0.4 + 1.9 + 5.2 0.49

2.5 T 1.1 "0.3 ¥ 2.1 + 1'6 0.43
Experimento -~ II l

0.0 4.3 2.6 i 3.8 ! 28.0 0.50

0.5 + 1.0 "1.3 ' T 0.? + 5.0 0.41

1.0 + 1.4 "1.3 * 0.6 + 1.6 0.49
kxpericmnto - IXI

0,0 4,8 3,2 4,9 31,4 0,41

1,0 + 1,5 | =lg4 | *0,8 [|+1,9 0,49

2.0 i + 1.8 -1.5 + 0.8 ¥ 1.3 ; 0.46

SUADRO - XXX

P8aforo en sangre.Perros nefrectomisado
inyeotados con 200 mge de malénico y 100 mg.de fumarico por kg,

Experimento - I
0,0 3,7 ] 5,6 4,7 37,9
0.5 + 1.1 -1.7 +°.8 - 6.5
1.0 +~ 1.8 -1.7 ?0.4 - 7.7
1.5 + 2.7 "2.1 "0.2 - 8.0
2.0 + 3.0 -2.0 -0.1 1 - ?.1
nxporhepto - II
0,0 5e4 Bs6 | 2,5 42,6
0,9 * 12 | =252 +le4 =~ 7,4
1.5 + 1.8 "1.5 “'2.8 - 4.8
Experirento - III
0,0 4,4 | 4,6 | 2,4 | 41,7
0,9 ¥ 1,3 | =043 t1l,4 |= 3,5
1.5 é + 1.9 -1’6 ' r 2.7 I - 6.2
L




CUADRO - XIV

P8aforo en sangre. Perros nefrsctomizados
inyectados con 200 mge de maldnico y 100 mg.de succindso por kg

. - |
Tiempe en horas P, ] P APT[ Pup Pra Piruvato
Experimento - I
0,0 5,1 3,6 J4 20,8
0,5 =0s4 |1 0,2 + 1¢H + 6,3
1.0 "0.2 rQ.S t 1.6 i + 3.0
2,0 =01 (Y0,6 ¥ 1,3 ! = 2,0
lperimento -~ II
0,0 57 38 2,4 35,6
1.0 -1.0 -0.5 + 0.7 - 0.6
2.0 -0.5 -2.3 + 1.4 - 2.7
2.5 -0.1 -1.6 + 1.3 - 2.5 "
SUADBRO = XV
PSaforo en sangre.Perros nefrectomisados
inyectadoa con 200 mge. de malato por kge
Exgperimento - I
0,0 3,9 4,1 2,1 45,0 1,14
1.0 t 0.6 r 1.0 + 0.9 "14.0 1041
1.5 + 1.0 + 1.6 * 1.5 -19.6 1.53
2.0 + 1.4 &> 0.5 *r 2.2 -13.3 1.62
Expsrizmento - 11
0,0 4,1 4,5 3,0 46,4 1,23
1,0 t+ 0,8 + 18] + 0,5! ~=10,4 1,10
1.5 + 1.0 ‘\'1.4 + 0.6 -13.4 1.16
2.0 + 1.0 -0.3 + 1.2 -15.2 1.28
Xxperimonto - IIIX
i
0,0 4,7 369 3¢2 32,5 1,32
1.0 L g 0.7 ¥ 1.7 + 0.5 "12.2 1.28
1.5 = 1.1 L 4 1.5 T 0.? -14.5 ) 1.35
2.0 + 1.2 -0.1 + 1.8 "14.2 ; 1.41




de los &cidos aitados, produce un aumento del f£ésforo gorrespon-
diente a la adenosinatrifoasfato y su acoiln sobre el foafoglicerato
es la mas intensa de las obssrvadas, pueato que aloanza hasta el
50 % del foafoglicerato presente,

g) - Inflyengia del mslonate, ¥l malonato tiene por si pooe
influsnoia CUAFRO -~ XI1I, sin embargo puede observarse una disminu-
¢ién del résforo de la adenosinatrifosfato y un sumento del fésforo
mineral del plassa, 10 que no debe de extrafiar si se tiene en cusnta
su inluencia sobre la respirasién.

La inysocién simultanea de malonato y fumerato, no impide
que este Ultimo tenga su accién oaracter{stios, si bien se produce
uns disminueifn intensu de la adenosinatrifosfato que no se ve
cuando se inyecta fumaratv solamente.

La inyecciln del malonato y succinato inhibe la accidn
del succinato sobre ol fosfoglicerato, prodnolindosc un efecto si-
milar al que se observa con la inyeccién del succinato en los pe-
TTOs penorestoprivos, es decir una supresién de la disminucién del
fosfoglicerato que determina el sucocinato.

~Bisonsién,

En forma anfloga & 1l¢ que oourre en la oxidscién in vitxe
del citrico, cuando esta suvstancis se inyecta en animules enteros
da lugar a ls formaciSn de compuestos fosforados de contenido ener-
gético elevado (ATF) y de compueatos fosforsdos con tres atomos de
carbono, en nuestro caso, fosfogliserato. iun este osso es dirfoil
decicir el mecaniamo de transformaocidn, aunque es posible se trate
a traves de fosfopiruvato con el ocual el foafoglicerato e encuen-

tra en oquil{brio. Los tejidos diabéticos y la insulina no modifican



sensiblemente la transformacién, 1o ue concuerds ¢on nueatras ob-
servaciones del cap{tulo anterior sobre la oxidacién del cftrico
por animales pancreatoprivoa.

Sucgcinato, fumarato y malato disminuyen notoriamente la
fraceidn de fosfoglicerato de la sangrs, liberando f8aforo mine-
ral sin que aumente significativamente al piruvato. Dado que dichas
tres substuncias férmun citrato., todo parace indicaur que las mis-
mas se condensan cgon al fosfoglicerato o wna substancia similar,
(foefopiruvato) para formar un compuesto de adloidn (=< cetoglutarato)
de acuerdo ocon la teoria de oxideoién de los hiiratos de oarbono.
la accidn de estas substancias orece del fumareato al mslato, lo yue
incllina en favor de la teuria.

Kl hecho de que en los animales pancreatoprivos, no se
encuentre acoidn del succinuto sobre el foafoglioerato, pareceria
indicir que esta substancis encuentra un impedimento para trans-
formarse en fumarato, heacho que corrobora la accidn del malonato.
El malonato inhibidor de la sucocinohidrogenasa impide tambien la
aociln del succinato sobre el fosfoglicerato. Xs altamente signi-
ficativo que el malonato afiada & eeta accién diabeticomimetica a
otras que le son proplas, como la de producir hiperglucemia, inhi-
bir la accién hipoglucemiqpte de la insulina, aumentar la cetoge-
nesis, antagonizar la accidn de la insulina jipn vitxo etoe

Besimen,

Se ha eatudiado la inflnenciz del oftrico y varios C, dicar-
boxflicos sobre varios compuestos fosforades de la sangree la inyeo-
cién de citreto determina una disminucién del fésforo minerel y un
aumento del fésforo oorrespondiente sl foafoglicexato Y a la adeno-



sinatrifoafato. lata tranaformacién no es influsnciada por la
insulina o la pancreatectomia . il fumarato, succinato y amulato
aumentan el féaforo mineral, disninuyendo en un 30 % el f8aforo
de fosfoglicerato. El malonato, y la nefrectomia afectan escasa-
mente los compuestos rosforados, deteminsndo el malonato una li-
gera disminueién del féafoxro de sdenosinatrifosfato. la insulina
exAaZera la accién del succinato y del fumarato. La pa.noreat.ootonfa
¥y el malonato no modirfoan la sacién del fumarate y unilan la accién
del malonato.
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