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ABREVIATURAS

AMP: adenoaina monofosfato

ADP: adenoaina difoafato

ATP: adenosina trifosfato

DPN: difosf0piridín dinucleótido

GMP: guanosina monofosfato

IMP: inOSina monofosfato

TGA: ácido tricloroacético



Capítulo“;

INTRODUCCION

METABOLISMO DE LA UNIDAD "01'I

El descubrimiento de la unidad de “C ", tiene sus origenes en el

estudio de la interconversión glicina-serina. En el año 191%Kn00p(1)

anunció la posibilidad de que la serina se desdoblara en glicina y un

compuesto derivado de su carbono Q . En 19HHRoepke y col. (2) aisla­

ron una mutante de Escheriggia_ggli que no desarrollaba sin la preseg

cia de glicina o serina. La primera demostración de la conversión ¿n­

ligg de serina en glicina fue hecha por Shemin (3) en 19H6, trabajan­

do con ratas y cobayos a los cuales administraba serina marcada Junto

con ácido benzoico. En la orina excretada media la radioactividad del

ácido hipúrico eliminado.

La transformación de la glicina en serina fue confirmada por

Ehrensvárd y col. (H) en Torulopsis utilia; Winnick y col. (5) en ho­

mogenatoa de higado de rata libres de células; Siekevitz y Greenberg

(6), y Goldsworthy y col. (7) en cortes de higado de rata. Estos úl­

timos que trabajaron con glicina marcada en los carbonos uno y doa,eg

tudiaron la distribución de la radioactividad en la glicina y serina

de las proteinas; la glicina-vall+ , produce serina-LC11+, la glicina
-2 el”, marca los carbonoecx y Q . Prolongando la incubación veintiún

horas, las radioactividades de la glicina y serina se igualan. La in­

terconversión fue también comprobada en plantas (8,9), en Bombixmo­

r; (10), en el hombre(ll-12), y en una fracción particulada, obte­
nida por disrupción osmótica de mitocondriaa de higado de pollo (13).

Sakami, en 19MB(1h), inyectó fonmato-Clha ratas y obtuvo seri­

na-3 01k. Este fue el primer esfuerzo por aclarar la naturaleza del

compuesto de un átomo de carbono "Cl", que participa en la intercon­
versión:

Glicina + "Cl" .____.__>serina

Si el "Cl" era formato, del trabajo de Goldsworthy y col. (7) debía

deducirse que la glicina ademásde entrar integramente en la serina,

era capaz de liberar formato de su carbon0<4 . Siekevitz (15-6) ob­



tuvo datos semejantes.

Nakada y Weinhouse (16) incubaron glicina 2 Cll+ con homogenatos

y cortes de hígado de rata, y supusieron que el "formato" se produ­
cía en la siguiente forma:

CJ'LüízNH2 Cll+OH
—-—4 I + NH (I)

coon *--— COOH 3
. . 1% ,gllclna-ZC ac. glioxílico

lH
C OH 1
l + i oa—__¡ HC L*00H+ 004 (II)

COOH " ' '

ác.glioxílico ác. térmico

lh
C OH CHOOH

| + é-Oa -———+ ¿ (IIa)COOH ‘ ‘_ _ 00H

ác.glioxílico ác. oxálico

1% lk
HC 00H + H202 ——, c 02+ H20 (III)

La reacción I) sería catalizada por una oxidasa o una transami­

nasa; no se conocen las enzimas para la reacción II) y en la reacción

IIa) intervendría la xantino dehidrogenasa; la concentración de glic­

xalato necesaria no es fisiológica. En la reacción III actuaría una

cocarboxilasa y 1a CoA.

La conversión del ácido glicólico en glicina fue observada por

Calvin (17) y Tolbert y Gohan (8) en plantas; y por Weinhouse y Frieg

man (18), Chao y col. (19) en ratas.

Tolbert y Gohan(8) trabajaron con glicólico-Z Clu; con este úl­

timo comprobaron que la serina se marca en los carbonoact y(3 .

Weissbach y Sprinson (20) suministraron glioxalato-Z Cl1+y gliq¿

na-2-C11+a ratas y palomas. La radioactividad incorporada al ácido

úrico, glicina, eerina y acetato ea la mismacon ambossustratos. Un
trabaio reciente de Fleming y Croabie (21) demuestra la transaminación

"no enzimática“ entre glicina y glioxalato, lo que pondría en duda el

esquema prepuesto por Nakada y Weinhouse (16). Nakada y Sund (22) han

encontrado el sistema enzimático aislado de mitocondrias de hígado de
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rata que cataliza la reacción II, el que requiere glutamato, DPN,MnTÏ

y difosfotiamina. Obtuvieron 002, y N-formil glutamato en lugar de

formato libre. Suponen que el mecanismode esta reacción es el siguien
te:

ïOOH - cOOH

oHNH2 HC-N=CH-COOH

cH2 fl ¿H2

CH2 + HC-COOH _____‘,_, CH2 002 +

COOH COOH

ác. glutámico ác.glioxílico

C H

00 9
HC-NH-CH

CH
+ | 2

GHz

COOH

N-formil glutamato

Otra posible vía de transformación de 1a glicina en "Cl" ha sido
evidenciada por Sheminy col. (23-24), quienes demostraron que el ca;

bono 5 del ácido S-amino levulínico puede incorporarse al carbono
de la serina.

COOH COOH
I I COOH

CH2 GH2 ¿H
I -NH I 2

CH 2 CH I
2 2 CH

I I ac n 2CO ïïïïï c0 rrrrrr 1 + l
l I - COOH

Ch2kd2 COH

ác. Siamino ác. succinicolevulinico

Estudios hechos con formato-01H. Los carbonos dos y ocho del an;

llo purínico provienen del formato. Sonne, Buchanan y Delluva (25), y

Greenberg (26-27) lo comprobaron in vivo e in vitro en palomas; Hein­

rich y Wilson (28) en diversos tejidos; Smellie y col. (29) en médula

ósea de conejos y en carcinomas ascíticos de ratón; Edmondsy col.(30)

y Kerr (31), en células proliferativas de levadura; Spilman (32) en

el hombre; Tomiseck y col. (33-34) en E. coli y ratones.
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Karlsson y Barker (35) encontraron que estos carbonos pueden ori­

ginarse en el carbono<Xde la glicina; Elwyn y Sprinson (36) en palo­

mas, Siekevitz y Greenberg (6) en cortes de hígado de rata y Weinhouse

y Friedman (37) en ratas enteras, obtuvieron la marcación de estos car
bonos a partir de la serina-3-Clh.

El formato-C11+tambíen se incorpora al metilo de la metionina.

Esta observación fue hecha por Sakami y Welch (39) en ratas y

cortes de hígado de rata y por Berg (HO-k1) en tejidos de cobayo y en

extractos de hígado de paloma libres de células; la metionina se for­

maría por fijación del formato sobre la homocisteína.

Sakami y Welch (39) comprobaron también que el formato da origen

al metilo de la colina.

El proceso inverso, es decir, la producción de "Cl" a partir de
estos metilos fue comprobadopor la marcación de las bases púricas a

partir de la metionina, colina y serina radioactivas por Siekevitz y

Greenberg (k2) y Elwyn y Sprinson (H3-29), en hígado de paloma y de

rata.

Mitoma y Greenberg (HH), y Krunhoffer (#5) observaron que incu­

bando formato-Cll+ con homogenatos de hígado de rata, no se marcaba la

serina. Con cortes y homogenatosno se obtenían iguales resultados.

formato-C11+ .__í_____‘____* . 1hConcortes: lu serina-3 C’ " ' " " glicina-z c ————--"""

. lglicina-axclh ______......, ser1na-3-C H
Con homogenatos: 1h _formato-C _____.______s no se incorpora

En homogenatosdebía faltar algún factor indispensable para su

incorporación. Elwyn y Sprinson (H6) usaron serina marcada en el car­

bonofi con Cl1+, y en los hidrógenos de la función alcohólica con deg

terio.

Los metilos de la colina y la timina, contenían el C1L+y los D,

comprobandoen esa forma que no era necesaria la transformación pre­

via del carbono 0 a formato.

Este resultado permitía suponer que tampocola glicina (7) debía

pasar a formato para incorporar su carbon0a< a la serina. Levine y
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Tarver (k7) encontraron que la etanolamina, incorporaba los metilos

de la metionina para producir la colina a su vez, y la etanol amina

podria producirse por decarboxilación de la serina.

Sakami (k8) demostró la incorporación del metilo marcado de la

colina al carbono p de la serina, y a su vez Elwyn y Sprinson (H9)

encontraron que en ratas el carbono G de la serina y el d.de la gli­

cina son utilizados en la N-metilación de la etanol amina y del car­

bono cinco de una pirimidina; en homogenatos de hígado de rata, la

serina da lugar a la formación de la sarcosina (4h).

El ciclo que podria establecerse entre estas sustancias sería
el siguiente:

COOH '-‘—“’ COOH . _
sarcosina _ | glicina

CHNH(CH3) enema

COOH CH2OHbetaina I serina
CEN (0113) 3 CHNH2

' 00H

oxidacion l -002
0H20H CH20H .colina etanol-amina

I ­

CEN(CH3)2 W 0H21vH2

El formato-Cl“ se incorpora a distintas sustancias y la propor­

ción en que lo hace no es igual para todas ellas. Berg (50) en ex­

tractos de hígado de paloma, Oro y Rapp0port (51) en cortes de yeju­

no de conejo. Tomiseck y col. (37) en ratones; Wells y Winzler (55)

en leucocitos leucémicos humanos, Goodwing y Kenney (56) en hombres,

encontraron que en forma apreciable se marcan las purinas, la timina,

la serina y en menor preporción la metionina, y, aunque no siempre,

la cistina y la cistationina.
Oro y RappOport (51) prOpusieron la siguiente interrelación pa­

ra algunas de estas sustancias:



a) Formato-ClhÏ+glicina .__. serina-Clu(3,6,lh)
b) serina-c14+.homocisteina ___. cistationina-Clh(50-51-52-53)
c) Cistationiná-clLF .__. cisteina-01H+ homoserina (5h)

d) 2 Cisteína-cll+ .__. cistina-Clk

e) Formato-Clk+.homocisteína .__. metionina-Clk(37-38'48)

El formato puede dar también origen al C2 de la histidina. Levy

y Coon (57) lo comprobaron con cortes de hígado. Sprinson y Rittenberg

(58) en ratas y palomas. Mitomay Snell en L. casei y L. arabinosus

observaron el proceso inverso el 02 de la histidina daba origen al
carbono fi de la serina, a los metilos de la colina y la etanol-amina

y a los carbonos dos y ocho de las purinas. Contra lo que podía supo­

nerse el ciclo imidazólico de la histidina no entra tal cual a las pu­
rinas.

En las bacterias lácticas, el carbono dos de las purinas produce

el carbono dos de la histidina, no asi el carbono ocho, a pesar de que

ambos provienen del formato. Levy y Coon (60) en levaduras hicieron

la misma observación. Amboscarbonos no deben seguirigual camino meta­

bólico.

Estudios hechos con formaldehído-cl“. No sólo el formato puede

actuar comounidad "Cl". Siegel y Lafaye (61) incubando homogenatos

de hígado con formaldehído-Cll+ comprobaron su incorporación al carbo­

no(3 de la serina. siendo comparativamente mayor que con formato, lo
que les induJo a suponer la necesidad de una previa reducción para la

incorporación de este último, pero Siekevitz (15), Berg (ho), Mitoma

y Greenberg (4h) demostraron que la fijación de cada una de estas sus­

tancias procede por una via independiente, ya que agregando formalde­

hído sin marcar y formato-CIM, no disminuye 1a fijación de este último

El formaldehído también da lugar al metilo de la metionina.Berg

(hl) lo comprobócon extractos de hígado de paloma, libres de células,

en presencia de homocisteína.

Los trabajos anteriores señalan de por si la importancia de 1a

unidad metabólica "C1" en distintos mecanismosbiosintéticos y esta­

blecen una relación entre todas ellas con respecto a un pool de "Cl",

unidad a la que podremos considerar formato o formaldehido activado.



glicina

C NH
IH2 2 formaldehído
COOH HCOH

CH OH
¡ 2 HCOOH formato

serina CHNH2
1 ‘\\ CH"cl" + 3

T- I

fi-ï “\\*-ïH2’k CH3 colina
C C,N\ / CHZOHCH3

purina l I :9
N=C-N CH4.

GHz-Níí 3 l
l . \CH betainacoo 3

CH
3

— - _— ..- o .C

Eli C CH. |Ch2 (¡I-IZNH2 | 2 S H3
o I' i ÏH2 metioninaC

N\\C?NH 00H- \N/ emma
H H 1

coon
timina histidina

Qgggarboxiiggión del forgato-Clu. El formato es capaz de descag

boxilarse y metabolizarse comoanhídrido carbónico.

Plaut y col. (62) fueron los primeros en demostrar que inyectan

do formato-01H a animales se produce clkoa, aunque una porción mayor

se incorpora a la serina. Plant y Lardy (63) encontraron que el for­
mato-01%marcaba al ácido acetoacético.

Mathews y VÉnnesland (64) incubaron formato-ClLF con extractos de

arvejas y evidenciaron la existencia de una DPN-fórmicodeshidrogena­

sa.

Nakada y Weinhouse (16) supusieron que la actividad de la catalg

sa comocomplejo peroxidante era la responsable de la oxidación del

formato en los tejidos. Posteriormente Weinhouse (65) describió el

sistema modelo siguiente:
xantina

Hipoxantina ._m_____, H202
oxidasa
+-H 0

HCOOH 2 2 002
catalasa
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La oxidación del formato sería un fenómeno aCOplado. En los ex­

tractos de higado de rata y yeyuno habría un complejo catalasa-agua

oxigenada reSponsable de la oxidación. Ley (66) trabajando con un cul

tivo de E. coli pobre en nitrógeno encontró una deshidrogenasa adapta

tiva que produce la decarboxilación.

Intervención del ácido fólico en el metabolismo de "Clfl¿ Plaut y
col. (62) notaron que la decarboxilación del formato y su incorpora­

ción a la serina dependían de la presencia de ácido fólico.

Esta vitamina favorecía la fijación en el carbono 0 de la serina,

y disminuía la decarboxilación, por lo que supusieron que eran proce­

sos relacionados, estableciendo la siguiente secuencia:

Ibrmato + glicina-———a serina -——a pirúvico-———a acetato + CO2

Este efecto inhibidor del ácido fólico sobre la decarboxilación fue

notado también por Schulmany Richert (67) durante la oxidación del

carbono d de la glicina.

La intervención del ácido fólico en los procesos que incluyen

la unidad "Cl", fue descubierta en el año 19H?por Shive l_gg¿. (68),
quienes estudiaron la bacteriostasis del E. coli con sulfonamida y ng

taron 1a acumulación del H amino-5-imidazol carboxamida (AICA), que

es un producto de degradación del ribótido correspondiente (AICAR).

Holland y col. (69) encontraron que el ácido fólico estimulaba

la síntesis de la serina en el S. faccalis. Plaut y col. (62,70) trg

bajando con ratas deficientes en fólico comprobaronque incorporan

pobremente el formato-Cll+ a la serina. Totter y col. (71) con homoge­

natos de higado de pollo carentes de fólico, y Elwyn y Sprinson (29)

en ratas deficientes, no obtenían interconversión serina-glicina. Si

se les suministraba glicina y serina (H3) predominabala utilización

de la primera, demostrandoestar inhibida la transformación serina­

glicina.
Drysdale y col. (72) con ratas deficientes comprobaronque la in­

corporación del formato-C1l+en las purinas de los ácidos nucleicos

del hígado se halla disminuida; Sakami y welch (39), notaron una me­

nor fiJación en la metionina, Stekol y col. (73) disminución en la

utilización del carbono p de la serina y del carbono<á de la glicina

para dar colina.
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Coenzigggïdel ácido fólico. Hay numerosas sustancias que poseen

actividad de vitamina BC.
Mitchell y col. (7k) designaron con el nombre de ácido fólico

(F) al ácido pteroil glutánico.
COOH

N 1

/4\ 3K CH2Z 1 |
\ O CH2

L í Ao IIN3 5 . -CH-N-/= -C-NH-CH
* Náy 2 \\ ;> lOH “-—’ COOH

ác. 2 amino-k hidroxi 6 pteri- ¿0. slutámico
dina, p-amino benzoico

En presencia de ácido fórmico (75) se produce su transformación

cuantitativa a ácido N-lO formil fólico (floF).

La hidrogenación catalítica con óxido de platino en solución al­

calina (76) produce el 7-8 dihidrofólico (FH2). También se PrOduCe
este derivado por reducción enzimática con un extracto de Clostridium

sticklandii (77-78) que reduce tambiéneúfonmü_derivado. La hidrogena­

ción sobre óxido de platino en ácido acético glacial produce el tetrg

hidro 5-6-7-8 derivado (Eau) que es fácilmente oxidable.’
Otra sustancia relacionada con el ácido fólico es el factor ci­

trovorum, ácido folínico, o N-5 formil tetrahidrofólico (f5FHH),des­
cubierto en concentrados de hígado por Sauberlich y Bauman (79) como

estimulante del crecimiento del Leuconostoc citrovorum. Es más activo

que el ácido fólico mismo.

El N-lO formil tetrahidroiólico (rlomh), es un intermediario
en la síntesis enzimática del fslfih.

Cosulich y col. (81-82) encontraron que el fSFBu en medio ácido

pierde una molécula de agua y produce al ácido Ns-Nlometenil tetra­
hidrofólico (fs-loFHh) también llamado anhidro o isoleucovorin; Lij­
man y Prescott (83) probaron que el stHn es estable, en cambio, en
medio alcalino

f5-10

Oir/f H+ \\ H+

¿nm <——f mu
OH­
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Perault y Pullman (8h) en recientes estudios hechos sobre la

estructura electrónica de estos compuestosestablecieron que la for­

ma activa de la coenzima debia ser el floEHu o el f5FH4 .

Rabinowitz y Pricer (85) encontraron un nuevo compuesto producto

de la degradación de las purinas, es el N5-formimino derivado(fi5EHu)

N N\ COOH

Han // / ¿m2

o CH

u á 2N l -CH2-N- -C-NH- H
Í\/\N/ H COOH

OH HC - NH

Poniendo en contacto formaldehído y Efin (86-87) se forma el "formal­
dehido activo".

Blakeley (88:89) sugirió que éste era el N5-NlO metilen tetro­

hidrofólico (hs.lo FHM)un compuesto en el cual el formaldehído hacia

de puente entre el nitrógeno cinco y el nitrógeno diez.

La reducción del fs-loïfifi con hidruro de boro produce el hS-lo

FHH(90), que no se obtiene partiendo de fSFHHo del floïflg. Blakely

no excluye la posibilidad de que existan transitoriamente el h5ïflfi o

el thFHq durante 1a transferencia enzimática de la unidad "Cl".
Reacciones enzimáticas con coenzimas del ácido fólico. Las reac­

ciones enzimáticas que incluyen a la unidad "Cl" pueden simbolizarse
en 1a siguiente fonna (91)

A01+F _._.__. FCl+A4......
FC1+B ———; Bcl+F

A, es la molécula que contiene una unidad "Cl" potencial; F represen­

ta 1a coenzima del ácido fólico y B, es el aceptor de unidad "Cl".

Incorporación de “Cl” alïggillo purínigg. En la bioaíntesis de
los ácidos nucleicos, hay dos etapas que involucran al "formato ac­
tivado“.

El primero corresponde a su inclusión en el carbono ocho del

anillo puri'nico . ¡
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CH H CH .NH

o.c-NH + f m __, O-C-NH
l

R-S-P R-E-P

glicinamida ribótido formil glicinamida
(GAR) ribotido (FGAR)

u . u 5-10 10El formato activado puede ser el f FHu o el f FH“

(92-93-9H); el flo puede transformarse en fs-lo53h Ffin por acción de

1a ciclohidrolasa. El aceptor es el GAR(95), y la enzima es la glici­

namidaribótido transformilasa. La reacción es aparentemente irrever­

sible, según lo observaron Warren y Buchanan (92). La segunda etapa

corresponde a la incorporación del “formato activado" en el carbono

dos y fue estudiada bloqueando la biosintesis de los ácidos nucleicos

en el E. coli con AminOpterin (68), produciéndose en esa forma la acu­

mulación del h-amino-s-imidazol carboxamida ribótido (31cm). El AICAR

(97) en presencia de extractos crudos de hígado de paloma produce el

ácido inosinico (DEP).

O O

= ¿IC - o

/ \ N HN/\ N H2
H2N u \\ + fu%flh '-——9 2 | \.____+. N/ e—-— N/<——

- -P R-S-P
\\N

I

H

AICAR 5 formamido-H imidazolcarboxamida-ribotido

O
u

N// \\-—-_—'N-———’

*‘* I l\ \Nz’
ÑN/ | a'cido inosínico

R-s-P IMP

Greenberg y col. (98-99) trabajando con extractos de higado de

paloma establecieron que el agente formilante era el floEHk, contra
lo sostenido anteriormente por Buchanany col. (100), quienes habien­

do agregado a extractos crudos r5ïfln produderon la reacción inversa
es decir la formación de AICAR,por lo cual supusieron que éste era

el portador de la unidad “C ”. Greenberg (98) observó que lo que su­

cedía en realidad era que en extractos crudos hay una previa isomeri­

zación del f5FHh a flOFHH, en presencia de ATP y Méh+. La enzima ami­
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no imidazol carboxamidaribótido transformilasa fue aislada y purifi­

cada de hígado de pollo (93-101), pero no pudo separarse de la activi­

dad inosicasa, que cataliza la pérdida de agua y formación del IMP;ne­

cesita la presencia de iones potasio para actuar. La reacción es reves

sible; la unidad "Cl" que se forma en esas condiciones puede ser toma­

da por algún aceptar, y de esa manera ser demostrada su presencia;FlakS
y col.(102) usaron comotal a la glicina; warren y Buchanan (92) al

GAR.

En ausencia de la ciclohidrolasa los agentes formilantes de estas

reacciones son aun más específicos (103); el AICARacepta el formilo

5610 del floI‘H¡+y el GARde rs'lom.

Degradagién_gg_¿ggupugingg. En 1a degradación de las purinas, es­

tudiada por Rabinowitz y Pricer con extractos libres de células de

Clostridium cxlindrosporum (10h) y por Sagers y Beck (105) en extrac­

tos de giggtridium acidi-urici se produce formiminoglicina (FIG);

Sagers y col. (106) demostraron que se descompone dando formato, amo­

niaco y glicina, en presencia de EH“.
COOH
g

FIG + FH“ ———+ fisFfih + CHaNHa

fiSFHJ+ —-D FHLF + NH3 + H-COOH

Rabinowitz y Pricer (85-96-107-108) demostraron que el FIG puede

funcionar comofuente de energia, produciendo ATP.

¡'IG + ADP + Pi ——a glicina + formato + NH3+ATP
Las etapas intermedias serian

COOH

EïG formimino f_5FH CH NHFIG + _—-—.... 1 +
EH“ transferasa k 2 2

.5f1 ­
fiSEHh EHh «i f5 1033“ + NH3ciclodeaminasa

5-10 ciclohidrolasa 10
r FH¡++H20_.__——————_¡ r ¡un

Degradación de 1a histidina. La degradación de la histidina (109)

conduce a formimino L-glutámico (FIGLU). Miller y Waelsch (110-111)

con extractos de hígado de ternero, Tabor y wyngarden con extractos

de higado de cerdo (112) demostraron una secuencia de reacciones si­

milares a las postuladas para FIG en bacterias.



.13

FIGLU formimino___..____..-....;
4 < glutámico + risFHhFIGLU + FH ._._..transierasa

.5
fi 33h f5_lo
W
ciclodeaminasafiEFfin Fflh + NH3

¿.10th1+ 4' Hao ciclohidrolasa f10FHl+

Activación del formato. El fIOFHh es el "formato activado";
Greenberg (98-113) fue el primero en demostrar que se forma enzimáti­

camente, trabajando con un sistema de higado de paloma; la reacción

necesita ATP.La enzima se llamó tetrahidrofólico formilasa; unaenzi­

masimilar, de origen bacteriana, fue purificada y cristalizada de

extractos de C. cxlindrosgorum por Rabinowitz y Pricer (11k). Whiteley

y col. (115) la obtuvieron del giggggggcus aerógenes; Taxeda y Hakaga­

wa (116) de E. coli, Pseudomonas aerógenes y de Aerobacter aerógene .

El mecanismo prOpuesto por Whiteley y col. (115) comprende dos etapas

AT? + FHn ‘¿:::""'—'> FHhP + ADP

FHHP '* HUOOH 'ï—‘_* floFHk+ Pi

La formación del ADPpuede demostrarse acaplando el sistema de

la quinasa pirúvica-dehidrogenasa láctica.

fosfoenol-piruvato + AD]?Z piruvato + ATP

piruvato + DPNH+ H+ —-—->: lactato + DPN"'

La formación de FHnP fue comprobada cromatográficamente usando ATP32.

La reacción requiere iones magnesio ó manganeso y algún agente reduc­

tor. Osborn y col. (117) aislaron una enzima de extractos de hígado

de buey que cataliza la hidrólisis del floFHu.
El formato activado se interconvierte con el "formaldehído acti­

vado". La prueba de ello es la equivalencia del formato y del carbono

5 de la serina para dar lugar a1 carbono dos y al ocho de las purinas.

Jaenicke (118) observó que el TPNaceleraba las reacciones en las

cuales debia cambiar el grado de oxidación de la unidad de carbono. La

enzimaque cataliza la interconversión es la hidroximetil tetrahidrofé
lico dehidrogenasa.

ml} + TPN+—-—-* floF}1¡++ TPNH +H+
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Osborn y col. (119) purificaron esta enzima de extractos de hígado de

pollo y observaron (120) que cuando no había contaminación con ciclo­

hidrolasa, la reacción era:

11540211“ + TPN+(_-__—-*___rs’lorm + TPNH

Berg (121), con extractos de hígado de paloma, comprobó la rápida in­

corporación del formato-C11+al carbono 6 de la serina. La reacciones

estimulada por la homocisteína. Tratando los extractos con Dowexl, la

incorporación cesaba y no se reanudaba con el agregado de FH“ sólo;
era necesario añadir ATP, DPN, iones manganeso y glucosa 6 fosfato. Si

se omitía la glucosa-ó-fosfato, el formato se incorporaba a otros com­

puestos que no eran serina. Si no se agregaban iones manganeso y DPN

sólo disminuía la velocidad.

Kisliuk y Sakami (122) con extractos de hígado de paloma inacti­

vados comprobaron que en presencia de formaldehído y glicina, agregan­

do EHuse obtenía serina; si en cambio se ponía formato y glicina, era
necesario añadir además ATP, DPN, iones manganeso y glucosa 6 fosfato.

El mecanismo que se prepuso fue

F31,
HCOOH+ ATP ——--) fsm + ADP

5 5 +
f FHh + DPNH-—-6’h FH“ -+ DPN

wright (123) aisló del C. sticklandii una enzima que cataliza la

transformación de la serina en glicina y formato. Esta transformación

necesita DPN,iones.manganeso, fosfato de piridoxal, ortofosfato y una

serie de poliglutamil pteridinas obtenidas de extractos hirvientes de

C. cïlindrosporum.
Activación del formaldehído

Blakeley (lZH-l25) con un extracto de hígado de conejo al que

agregó formaldehído, glicina y FH“ obtuvo serina. El formaldehído en

presencia del FHMpodría producir ácido Ns-hidroximetiltetrahidrofóli­

co o N5-Nlometilen tetrahidrofólico

HCOH + FHM --——> h FHh

Otros cofactores en la interconversión glicina-serina.

El fosfato de piridoxal es necesario para la interconversión gli­

cina-serina comolo han comprobadoKisliuk y Sakami (126) en tejidos

de aves, Blakely (125-127) en mamíferos, Wilkinson y Davies (9) en te­
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jidos vegetales, Wright (123) en C. sticklandii, Lascelles y Wbods

(128) en S. faqulig y Morris y Wbods (129) en E. coli. Además, 1a

oxidación de la glicina y el formato a anhídrido carbónico en homo­

genatos de higado disminuye con menor cantidad de vitamina Bó

(Schulmany Richert (67)). La reacción necesita iones manganeso (123)

cuando la enzima es de origen bacteriano, pero es inhibida por éste

y por otros iones metálicos si se obtiene de mamíferos (127) o de

aves (130). El proceso podria ser semejante al prOpuesto por Metzler

y col. (131) para reacciones generales de catálisis por el fosfato

de piridoxal; la serina formaría con la vitamina una base de Schiff,

y luego se eliminaría el carbono<3 , hidrolizándose la base para li­

berar glicina.

Origen del;ggtilo de la tggigg

El formato, el formaldehído y el carbono(3 de la serina son pre­

cursores del metilo de la timina. Tanto in vivo comoin vitro son mas

efectivos que la metionina. El AminOpterin inhibe en suspensiones ce­

lulares la incorporación del formato en la timina; esto fue comproba­

do por Goldthworthy y Bendich (13k) con extractos de intestino de ra­
tas.

La deoxi-uridina se transforma en timina. Friedkin y Roberts (136

lo observaron en embriones de pollo y en preparaciones de médula de

conejo y pollo; Phear y Greenberg (137) en preparaciones de glándula

del timo de rata, y Blakely (138) en la de conejo.

La reacción es inhibida por el AminOpterin y estimulada por el

f5FHH­

Friedkin (139) encontró en extractos de E. coli que la deoxiuri­

dina-5‘-fosfato se convierte en timidina-5‘-fosfato en presencia de

formaldehído 6 serina comounidad de "Cl"; el aceptor sería probable­
mente el nucleótido y no el nucleósido.

Los donantes de la unidad "Cl" pueden ser el hFHHo el hS-lOFHk

y por acción de una timidil quinasa en presencia de iones magnesio y

ATP, el TDRPpasa a TTP.

11th+ U-DRP__. TDRP+ m
ATP+ ++mu» ___ïg_, m

De acuerdo a este esquema la unidad de "C1" se trasladaria y lue­
go reduciría a metilo
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deoxi-uridina-í'-fosfato hidroximetil-deoxiuridina-5‘-fosfato(h-DRP RP). h­

h-UTDRP+ DPNH + H+—> TDRP + DPN+

Greenberg y Humphreys (lkO-lkl) trabajaron con una enzima de timo

de rata, y de acuerdo a sus resultados suponen que la reducción del

grubo hidroximetilo se halla a00plada a la oxidación del EH“, debido
a la variación de concentración de éstos en el momentode formación

de los metilos.

UDRP + hFH4-———» TDRP 4- EH2
+

m2 + DPNH—-’ mk +DPN+

El DPNHsólo favorece la reacción en determinadas concentraciones.

Normalmentese aísla 1a 5-hidroximetil y la S-metil citosina (hCDR

y MCDR);es probable que sean intermediarios.

CDR —-> h-CDR —--> m-CDR

1am2 1 -NH2 l -NH2

h-UDRUDR m-UDR

Cohen y Barner (1H2) encontraron en E. coli una CDRdeaminasa que de­

samina al mpCDR;debido a que la transformación de CDRen UDRes muy

rápida, ha sido difícil establecer cuál es el aceptor de la unidad

"Cl".
Kit (133) trabajando con células tumorales de timo de rata, ob­

servó que la CDRy no la UDRestimulan la incorporación de formato­

C1I+en la metil-citosina del DNA,pero el UDRes nueve veces más ac­

tivo en la síntesis de la TDR,en el sistema usado por Phear y

Greenberg (137).

Origen del metilo de la metionina.

La incorporación del formaldehído y la serina al metilo de la

metionina necesita Ibn, homocisteína, ATP, iones magnesio y TPN,y
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es estimulada por el agregado de la metionina. Así lo comprobaron Na­

kao y Greenberg (lk3-lhk) con preparaciones de hígado de oveja,Stevens

y Sakami (IMS) en hígado de cerdo, Doctor y col. (lhó) en el de pollo.

Nakao y Greenberg (lhk) observaron que el fosfato de piridoxal

estimula la incorporación de la serina, probablemente debido a que por

acción de la serina hidroximetilasa, se formara el 5-10 metilen FHu.
Doctor y col. (lkó) prOpusieron la siguiente secuencia:

Homocisteína+ 5-10 metilen tetrahidrofólico __.___+
S-hidroximetil-homocisteína

S-hidroximetil homocisteina .—ÏÏÏEÏÏÏÉE———»metionina

No se conoce la estabilidad del compuestohidroximetilado de la

homocisteína; es probable que se cicle, dando lugar al ácido tiazane
1+carboxílico .

c SH S-CH OH s

¿H2 mu CH/\c
¡Hz -—————-+ I ---———> l 2 [Ha
CHNH2 CH
_ l CH2 NH
coou CHNH /

l CH
COOH l

COOH

ácido tiazane-H carboxílico

Este compuestojunto con la cistationina constituyen los princi­

pales productos encontrados durante la incorporación de la serina-3-Cll+

y el formaldehído-C1l+de los que sólo un seis porciento entra a la me­

tionina (1k3).
Stevens y Sakami (lh5) usaron concentraciones bajas de S-adenosil

homocisteína, y encontraron que era más efectiva que la homocisteína;

el requerimiento de ATPpersiste. El esquemaque propusieron fue el

siguiente:

adenosina-S-CH2-0H2-CH2-COOH + hI‘H¡+2 adenosina-Ï-Cflz-CHQ-ïH-COOH
0H20H NH2

+TPNH+H +

adenosina-S-CHz-CHQ-CH-COOH --—--*** adenosina-S-CHQ-GHz-CH-COOHl l "”""“‘ I I
CHQOH NH2 CH3 NH2

adenosil-metionina

adenosina-S -CH2-CH2-?H-COOH4-HS-CH2-CH2-ïH-COOH ---—--*

CH3 NH2 NH2
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adenosina-S-CHé-CHá-ÏHACOOH -+ S-CHa-CH2-?H-COOHl

NH CH NH2 23

Nopudo demostrarse la existencia de una actividad correspondiente a

la enzima que actuaria en la última transformación, 1a adenosil metig
nina-homocisteína transmetilasa.

Sakami y Ukstins (147) aislaron una enzima de extracto de hígado

de cerdo que promueve la incorporación del metilo en la acetil-homocig

teina, en presencia de ATP, iones magnesio y una sustancia que proba­

blemente sea el ácido 5-metil tetrahidofólico (m5FHH).Ademáscompro­
baron que la adenosil metionina no es intermediaria en el proceso.

Kisliuk (IHB), y Buchanan y col. (lh9), han encontrado que en

la biosíntesis de la metionina en el E. coli, interviene una enzima cg

yo núcleo prostático es la vitamina B12.

Origen del metilo de la coligg

Stekol y col. (73-150) observaron que en ratas fólico deficientes

la incorporación de la metionina-Cl.+ en la colina se reducía; agregan­

do fEFHuo dimetilamino-etanol, volvia a incorporarse;de ésto deduje­

ron que probablemente uno sólo de los metilos derivaria de la metioni
na.

Stekol y col. (151) trabajando con higado de rata encontraron que

la S-adenosil metionina-Ómh3 era más efectiva como antecesor que la

metionina-CIHH3. In vivo sucede al revés. La adenosil metionina se fo;
ma enzimáticamente por acción de una enzima extraída de la levadura

de panaderia y en presencia de ATP (152).

Bremer y Greenberg (153) estudiaron la síntesis de la colina a

partir de la denosil-metionina por acción de una enzima de microsomas

de higado de rata. Esta enzima fue encontrada también en otros teji­

dos de rata.

venkataraman y Greenberg (15h) con una preparación de higado de

rata observaron que los tree metilos pueden derivar del formaldehído

sin incluir un pasaje previo por metionina

m+A -——> h-A+FH|+
h-A -———+_ m-A

é, simboliza al aceptor; pá es el hidroximetil derivado y'má es el me­
til derivado.
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Influencia de la vitamina 312

La vitamina B12 interviene en 1a sintesis de los metilos a par­

tir del pool de "Cl".
Stekol y col. (155) en ratas, Helliner y Woods(156) en E. coli

lo observaron, asimismo. White y Arnstein (157) observaron que el

Ochromonasmalhamgggig en ausencia de vitamina 312 incorpora menos

metionina y serina a las Proteinas, y aumenta la descarboxilación del

formato. El papel de esta vitamina no es aún muy claro. Las relacio­

nes entre las coenzimas del ácido fólico y las sustancias en cuya big

sintesis intervienen, se pueden resumir mediante el siguiente esquema:



FGARÁ-—ePurinas—__—___+Histidina
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Mg"M8AICARribótidotrans­

formilasa

FIGFIGLU

5FH4FIGformíggpo—z"
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++

312M8, acetilhomocisteína

Metionina
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MATERIALES Y METODOS

Levadura: se utilizó la levadura SaccharomycesGerevisiae, faci­

litada por la CompañíaArgentina de Levadura.

Suspensigpgscelulares utilizadas:

Célulasben reposo. Se utilizaron suspensiones lavadas y ayunadas

de acuerdo a técnicas ya descriptas (158). La concentración celular
fue determinada turbidimétricamente con el fotocolorimetro Crudo Ca­

magno, habiéndose construido previamente una curva patrón con concen

traciones conocidas por determinación de peso seco a lO5°C durante

24 hs.

Células proliferativas. La suspensión de las células lavadas fue

cultivada durante siete hs. a 30°, con aereación en el siguiente me­

dio: extracto de levadura Difco, 3 g.; mosto, 200 m1.; fosfato mono­

potásico, 2 g.; sulfato de amonio, 0.8 3.; glucosa, lO 3.; y agua has

ta‘un litro. El pH es aproximadamentecinco.

Previamente se hizo la curva de crecimiento de la levadura, de­

terminando el aumentode la población celular turbidimétricamente,ut;

lizando comoblanco el medio de cultivo. El periodo de inducción tiene

una duración de cinco horas, lafaselogarítm.comnrende desde la quinta

a la décimotercera; a partir de este momentose halla en fase estacig

naria. A las siete horas, la levadura se encuentra en plena fase logg

rítmica. Estas suspensiones se agregan en ese momentoa los erlenme­

yers en las incubaciones respectivas.

Técnicas gg_incubación: Los experimentos fueron realizados a 30?

en vasos de Warburg o erlenmeyers. Todas las incubaciones fueron reg

lizadas por duplicado. El consumode oxigeno se determinó por el métg

do directo de Warburg, expresándose los resultados enfll de oxigeno

por hora y por mg. de célula. El sistema se equilibró previamente du­

rante diez minutos; el co2 se fijó en 0.15 m1. de HONaal 50%libres

de C02, colocados en la cepita central. El volumen final en el vasito
de Warburg era de tres m1.

Fraccionamiento de las muestras: De cada una de las suspensiones

celulares provenientes de los distintos experimentos se tomóun ml. y

se recogió en un tubo con nueve m1. de metanol, previamente tarados.
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Cuando en el medio de reacción se agregó buffer o bien se trabajó con

células proliferativas en su medio de cultivo, la suspensión se lavó

por dos veces con cinco ml. de agua destilada helada, centrifugándose

después de cada una de ellas a O°Ca 1500 r.p.m., decantando y resus­

pendiendo después de la última en un ml. de agua, agregándose asi al

metanol. La densidad de esta mezcla metanol-agua es 0.81. Unaalícuo­

ta (300l.) se tomópara determinar la radioactividad, que se eXpresa

como c.p.m./mg. de peso seco (158). Se centrifugó y se hizo una nueva

determinación de la radioactividad en el sobre nadante metanólico

(300K). Se decantó el precipitado, en el que están contenidos los áci

dos nucleicos, las proteinas y polisacáridas, y se procedió a separa;
lo en dos nuevas fracciones. El sobrenadante metanólico se concentró

al Vacio en frío, hasta 0.5 m1., para ser cromatografiado.

Precipitagg.
l) Acidos nucleicos: se lavó con tres mil. de metanol, se centrifugó

y se decantó. El sobrenadante se despreció. Se agregó tres ml. de

TCAal 5%, y calentó durante media hora a 90°C. Se centrifugó a 1500

r.p.m., se hizo un lavado del precipitado con un ml. de TCAal 5%, y

se unió al extracto anterior (159). Los ácidos nucleicos se encontra­

ban en esta fracción: se hizo de 1a misma una determinación de 1a ra­

dioactividad sobre una alícuota (look), y luego se procedió a su hi­
drólisis.

Obtención de nycleótidos y base : al extracto anterior se le agregó

H Cl hasta llegar a una concentración final 0.5N(160). Se calentó a

baño maría hirviente durante una hora; se extrajo el TCAcon éter,

dos veces con un m1., aspirando suavemente con trompa de vacio para

eliminarlo. En estas condiciones se obtuvieron las bases púricas y

los nucleótidos pirimidinicos. Estas muestras se concentraron al va­

cío con frio hasta sequedad y se tomaron luego con 0.5 ml. de meta­

nol, para ser cromatografiadas.

g) Proteinas: el precipitado restante contenía las Proteinas.
Obtención de aminoácidos: las proteínas se sometieron a una hidró­

lisis con 3 m1. de HCl 6N, en un tubo cerrado a la llama, durante 15

horas (161), a ICS-108°. Cuando la cantidad de huminas formada era

mucha, se centrifugó para eliminarlas. Se concentró al vacio enfrian

do, hasta llegar a sequedad; se agregó 0.3 ml. de metanol y se volvió
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a llevar a sequedad para eliminar totalmente el HCl, que podía romper

el papel cuando se cromatografiara. La muestra se resuSpendió en 0.5
ml. de metanol.

Medidas de radicactividgd. Se hicieron sobre planchetas de alu­

minio, distribuyendo las alícuotas uniformemente, y evaporando a se­

quedad con aire caliente o lámpara de infrarrojo. Las medidas se efeg

tuaron con un tubo Geiger Müller, conectado a un escalimetro decimal,

de marca Tecnitrón. Comopatrón se utilizó una plancheta testigo, a

la que se asignó un valor de 700 cuentas por minuto (c.p.m.), hacién­
dose las correcciones de todas las lecturas en función de las varia­

ciones que este patrón sufriera. La fórmula utilizada (158) permite

expresar los resultados en c.p.m. por mg. de célula (peso seco).

A - (c.p.m.-Bg)700 P.V
St.v.d.p.L

A=c.p.m./mg. de célula

Bg =back-grotmd

P = peso de la suspensión de levadura (un ml.) más nueve ml. de meta­nol.

44 n Volumentotal de la suspensión en el vaso de warburg o erlenmeyer

v = alícuota tomada en la plancheta

densidad de la mezcla metanol-agua (0.81)Da
||

peso de la levadura en la'susoensión recogida (nueve ml. de meta­
nol mas l ml. de suspension)-(nueve ml. de metanol

’d
ll

L = peso seco total de la levadura utilizada en la experiencia.

Las determinaciones se hicieron por duplicado, promediándose los re­

sultados.

El co2 radioactivo fijado en el álcali de la copita central se

precipitó como CO3Ba, agregando un ml. de cloruro de amonio lN y un
ml. de cloruro de bario l M(l58) y se filtró a través de papel

Schleicher and Schull 5892, previamente tarado, sobre un filtro de

plástico, cuyo diámetro era el de una plancheta, utilizándose ésta cg

mo saporte. Las actividades de los COjBase eXpresan como 103c.p.m.,

y las actividades específicas como 103c.p.m./íng..deCO3Ba.Los valores og

tenidos deben ser corregidos de acuerdo al espesor de la capa deposi­

tada sobre el papel del filtro, mediante una curva previamente cons­

truida.
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Los cromatogramas, se cuentan con un tubo Geiger Müller tipo

Scott. Los resultados se eXpresan comoel porcentaje de las cuentas

totales de cada cromatograma que corresponde a cada una de las man­

chas.

Cromatografias e identificaciones: Metabolitos solubles en me­

tanol¡ x aminoácidosresultantes de la hidrólisis de proteinas. se
realizaron cromatografías bidimensionales de acuerdo al método de

Benson y col. (162), en papel WhatmanNo.1, lavado previamente con

ácido oxálico al 10%; en un sentido se utilizó el sistema de solven­

tes fenol-agua (durante 20 hs.), y en el otro butanol-ácido prOpió­

nico-agua (durante 18 hs.). Posteriormente fueron radioautografiadas

poniéndolas en contacto con placas radiográficas durante un mes. La

identificación de cada una de las manchas se realizó por cocromato­

grafía con patrones puros, con lo menos dos sistemas de solventes, y

posterior radioautografia. En cada caso se hicieron los sprays convg

nientes para la ubicación de las manchaspatrones no radioactivas.

Para aminoácidos, con ninhidrina al 01%en acetona; para ácidos

orgánicos con azul de bromo fenol al 0.05% en alcohol a pHgH.8.

Los nucleótidos fueron ubicados con 1a lámpara ultra violeta

que absorbe en 260 mu. El análisis cromatográfico de los aminoácidos

obtenidos por hidrólisis de las proteínas es sumamentedifícil. Se

usan los mismossolventes que para los extractos metanólicos, pero

la cantidad de material es mayor en este caso y eso afecta la clari­

dad y distribución relativa de las manchas en el cromatograma.Sien­

do muydispar la radioactividad y distribución relativa en las dis­
tintas sustancias no es posible tomar alicuotas de esta fracción

sin que se pierdan aminoácidos y por consiguiente información. La

identificación de las manchas es engorrosa. Los Rf se ven muyafec­

tados por las condiciones de trabajo, y la revelación con ninhidrina

que puede orientar, sólo evidencia los aminoácidos que se encuentran

en mayor cantidad y que no coinciden siempre con las áreas radicac­

tivas del cromatograma. La gran cantidad de algunos aminoácidos ha­

ce que se desdoblen en más de una mancha, o que en otros casos se

engloben otros con Rf cercanos. Esto complica aún más la identifi­
cación de estas sustancias. En algunos casos los aminoácidos iden­
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tificables se han desdoblado durante el proceso de cocromatografía,

coincidiendo siempre la mancha mayor con el patrón. Las razones de

este comportamiento pudieron ser dos: o bien el aminoácido presente

en mayor cantidad engloba a otros o el proceso de elución seguido de

recromatografía con el patrón produce alteraciones en parte del matg

rial original. Esto ocurre con la sustancia que generalmente se en­

cuentra en mayor cantidad, la serina. Es probable que algunas manchas

no identificadas correspondan a desdoblamientos semejantes en la cro­

matografía original.

Nucleótidos x bases. Se hicieron cromatografías monodimensiona­

les durante treinta y cinco horas, en papel WhatmanNo. l, de acuerdo

al método de Wïatt (163), que utiliza alcohol iSOprOpílico (libre de

peróxidos), HCl (Dall9) y agua, en proporción 68:17.6:lk.k. Las iden­

tificaciones se realizaron igualmente por cocromatografía con patro­

nes y nueva radioautografía. La ubicación de las manchas, se hizo con

la lámparaultra violeta.

METODO DE LA DEGRADACION DE LA SERINA

El método utilizado se basa en la reacción de Shinn y Nicolet

(16h) parac( hidroxiaminoécidos con meta periodato de sodio.

CH2OH H H
| I i

CHNHÉ + IokNa ______, co2 + COOH + COH
I

COOH cl c2 c3

Originalmente para serina no radioactiva, se dosaba solamente el

carbono beta comoformaldehído, que se precipitaba con una solución

de dimedón al 0.k% dejando el frasco en reposo durante k8 a 72 hs.,

asegurándose de que la preporción de dimedón a formaldehído fuera dos

a uno.

Posteriormente Rees (165), comprobóque era preferible destilar

el formaldehído hacia la solucíon de dmmedón.Chargraff y Sprinson

hicieron un estudio detallado de la reacción, y comprobaron (166)que

era posible analizar también, los compuestos derivados de los otros

carbonos. La aplicación a la serina fue finalmente completada por Sa­

kami (167), quien realizó la degradación de acuerdo al siguiente

esquema:
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CHZOH H_CHO IONa H-COOH Hg co2
i Iowa +
CHNZ -+ Hg++1 pH=5.8 H-COOH_____, 002
COOH +

co.2

Este método tiene la ventaja de que todos los carbonos se deter­

minan como COáBa,pero, de acuerdo a los estudios hechos por Vernon y
Aronoff (168) y posteriormente por Tomlinson (169) la absorción de la

radioactividad de distintos compuestos por espesor es la misma siempre

que no contengan átomos de alto peso atómico; luego bastará con refe­

rir cada uno al peso de la serina utilizado.

El esquema de Sakami (167), modificado en el dosaje del formalde­

hído, que se realizó directamente con dimedón, de acuerdo a lo que in­

dicara Rees (166) en su trabajo, fue el utilizado. Los aparatos fueron

diseñados de acuerdo a las necesidades del método.

Método: Las manchas de serina de los cromatogramas se eluyen con

agua destilada y se dividen en dos. Unamitad se destina a combustión

total, de acuerdo al métodoya descripto (170), la otra, se lleva a sg

quedad en el tubo que se ha de utilizar para la determinación del car­

bono uno. En el método de Sakami se parte de un derivado de la serina,

que necesita para su disolucion NaOH.En nuestro caso no es necesario;

se agrega directamente la serina carrier, siendo una cantidad conve­

niente, aproximadamente,entre los veinte y veinticuatro mg., y el bu­

ffer de fosfato 0.5 M, pH=5.8.

El aparato utilizado es el siguiente:
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Los cierres esmerilados deben untarse con silicona. Es convenieg

te purgar el aparato con N2 antes de agregar el IOhNa; asimismo debe

conectarse el N2al finalizar la experiencia, para arrastrar todo el

002. El burbuJeo del gas debe ser constante y suave, aproximadamente

120 burbujas por minuto. El 002 se recoge en 15 m1 de HONa01 N re­

tirando el tubo sin interrumpir la corriente de N2. se precipita

con el agregado de l ml de CláBa 1 M y l m1 de ClflHn 1 N.

El iodato y periodato se eliminan de acuerdo al método de Saka­

mi; y el sobrenadante y aguas de lavado llevados a pH=3se recogen

en el matraz en que va a determinarse el C2.
Para esta determinación se utiliza el aparato que se consigna

a continuación.
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La mezcla oxidante utilizada contenía 8%de Cl2Hg; 2%de acetato

de sodio y 2%de ácido acético. El aparato se purga con nitrógeno al

comenzar. El calentamiento debe ser suave pues la oxidación se produ­

ce a lOOOC.Los refrigerantes a reflujo tienen por objeto evitar la

pérdida del formaldehído que se encuentra en solución. Al finalizar

la Operación se permite nuevamente la entrada de N2 para arrastrar el

CO2que no hubiera pasado.

Para la determinación del C3, el filtrado anterior, alcalinizado
a pH 6 se destila casi a sequedad, en el aparato que figura a continua

ción, recogiéndose en agua helada. Se agrega por dos veces 15 ml de

agua al matraz de destilación y se repite la Operaciónanterior.

El destilado se pasa a dos tubos de centrifuga, a los cuales se

agrega 25 m1 de solución de dimedón al 0.4%. El pH debe ser cercano

a 5. Se deja precipitar durante 72 hs., se centrífuga decanta y re­

suspende en agua destilada para filtrar.

De cada una de las Operaciones anteriormente descriptas debe ha­

cerse un ensayo en blanco con los reactivos sólos, sin serina, y de­

ben restarse los valores obtenidos a los correSpondientes de la mues­
tra.

Se mide luego la radioactividad de los carbonatos y el complejo

formaldehído-dimedónico (metilen-bis-metona); se pesan, calcula el

rendimiento, y en función de éste se corrige la radioactividad.

La otra mitad de la muestra se somete a una combustión total (7),

y el dato de radioactividad obtenido permite controlar 1a degradación.
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Reactivos. se utilizaron los siguientes: ácido acétido glacial,

Atanor; glucosa, Biochem; acetaldehído, The British Drug Houses; pi­

ruvato de sodio, Matheson Colemany Bell; ácido fórmico, mallinckrodt;

rtalato ácido de potasio, Merck; Actidione, The Upjohn Company.Kala­

mazoo. Michigan; Antimicina A, Sigma, Chemical Company; fluoruro de

potasio, The British Drug Houses; hidroxilamina, Analar. Hepkins y

Williams Ltd.; azida sódica, Fluke, Hartens;.2-H dinitrofenol, The

British Drug Houses Ltd; fosfato monosódico, Analar. The British Drug

Houses Ltd.; meta-periodato de sodio, E. Merck; cloruro mercúrico,

May & Baker; dimedón, E. Merck

Compuestos radioactivos. Se obtuvieron de The Radiochemical Cen­

tre, Ameraham,Bueka (Inglaterra).

La actividad especifica de los compuestosutilizados expresada

en mQ/mmoles: formato-Cl“, lmQ/O.206 mmol.; bicarbonato-01k. l mC./

0.27 mmol.; serina-3 01h, l mC.mmol. Las cantidades utilizadas de ca­

da uno de éstos eran de radioactividad equivalente y se diluyeron con

sustancia sin marcar cuando fue necesario utilizarlos en un mismoex­

perimento con igual actividad especifica.
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CAPITULOIII

EFECTO DE VARIOS SUSTRATOS SOBRE LA INCORPORACION

14
DEL FORMATO-C POR LA LEVADURA

Con el objeto de comparar la incorporación del formato-Cll+ por la

levadura, con y sin el agregado de sustrato sin marcar, se realizaron

los eXperimentos descriptos en las Tablas l, 2, 3, h y 5.

El ácido acético y el ácido pirúvico, aunque se utilizan comota­

les, al pH interno de la célula se encontrarán comoacetato y piruvato
reSpectivamente y asi hemosde considerarlos.

Los resultados obtenidos son los siguialtes: a) La levadura in­
corpora al formato-01h, comolo demuestran los valores obtenidos de

clu total incorporado. b) La cantidad fijada es mayor cuando al for­

mato-014 se le agrega acetato sin marcar (Tablas l, 2, H y 5). g) La

incorporación es aumentada por otros sustratos, comoel piruvato, que

en igual concentración que el anterior, tiene una acción mas estimulan

te (Tablas l, 3, H y 5); el acetaldehído, cuyo efecto es aún mayor qua

el del piruvato (Tablas 3, k y 5), y la glucosa, que es el más eficaz

de todos los sustratos probados (Tablas 3, h y 5). g) En la experien­

cia descripta en la Tabla 5 las muestras fueron obtenidas por duplica­

do, recogiéndose una en metanol y la otra en agua helada, siendo esta

última centrifugada a cero grado, y sometida luego a un nuevo lavado.

El objeto de esta Operación era eliminar los electrolitos que pudieran

interferir posteriormente en las cromatografias. Los resultados de am­

bas muestras fueron coincidentes. e) El consumode oxígeno es mucho

mayor cuando se agregan los sustratos sin marcar (Tablas l, 2, 3, H y

5). Los valores superiores se obtienen con glucosa en presencia de oxi
geno y con acetaldehido, siguiendo los obtenidos con ácido pirúvico y

por último con ácido acético. g) La actividad eSpecifica del anhídri­
14do carbónico cuando el formato-C es utilizado comoúnico sustrato es

mayor que cuando se agrega ácido acético, pirúvico, acetaldehído o glu

cosa, pero la cantidad de anhídrido carbónico formado es menor. El ac;

do pirúvico y la glucosa en ausencia de oxígeno son los que producen

anhídrido carbónico con mayor actividad especifica (Tablas 3 y k);les
. I

siguen en orden el acetaldehido, la glucosa en presenCia de ox1geno,
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y por último el ácido acético (Tablas l, 2, 3, H y 5).

De los datos de consumo de oxigeno, desprendimiento de anhídrido
1% total incorporado se deduce que la adición de un sus­

1htrato conjuntamente con el formato-C , estimula la metabolización del

carbónico y C

mismo.De los sustratos utilizados, la glucosa y el acetaldehído son

los más efectivos, pues producen mayor consumo de oxígeno, acompañado

de una mayor incorporación, y menor actividad específica en el anhi­

drido carbónico, lo que supone una dilución del 002 radioactivo con

anhídrido carbónico producido por oxidación del sustrato sin marcar y
11+de sustratos endógenos. g) El formato-C se incorpora a sustanciassoLe

insolubles en metanol. El porcentaje en cada una de estas fracciones

varia con el sustrato y la duración del experimento.

gfiÏ;¿lea fracción soluble en metanol. La incorporación al solu­
ble en metanol varía igualmente con el sustrato agregado y con la dura

ción del experimento. Las Tablas l, 2 y 3 representan eXperimentos de

90 min.; 1a Tabla k, de 120 min. y 1a 5 de 1to min. Con la prolonga­

ción del tiempo de incubación disminuye la incorporación porcentual a

esta fracción con el consiguiente aumento en el insoluble. El formato­

Clh sólo, es el que contiene más Cll+ en los metabolitos solubles en mg

tanol (entre el 60 y 65%de la radioactividad incorporada en los expe­

rimentos de 90 min., y 30%en los de mayor duración). Con el agregado

de los otros sustratos varia entre el H5 y 50%en las incubaciones de

90 min. y entre el 25 y 30 % en las otras.

1“ en la fracción soluble en metanol (Tabla 6)Distribución del C
La distribución de la radioactividad en el soluble en metanol de­

muestra que el formato-01k acompañadode otro sustrato sin marcar se

incorpora fundamentalmentea la serina, oscilando su porcentaje (a los

120 minutos) entre el HOy 70%según el sustrato usado, en cambio con

formato-Cl” sólo, el más marcado es el ácido glutámico, evidenciando

éste en realidad, la concentración del ácidod -ceto glutárioo, asi co­

moel ácido aspártico y la alanina representan al ácido oxalacético y

pirúvico reSpectivamente; la marcación de estos aminoácidos es repre­

sentativa del funcionamiento del ciclo de Krebs, y con formato-Clu co­

moúnico sustrato, parecería que la incorporación de la serina se vie­

ra disminuída en beneficio de éstos. Conacetato la marcación del aci­

do glutámico y del ácido aspártico es menor; con piruvato el ácido glu
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támico constituye el 17,5%de la radioactividad total, ocupa el segun­

do lugar después de la serina, siendo menos radioactivos el ácido as­

pártico y la alanina; con acetaldehido están poco marcados los tres;

con glucosa, el ácido aspártico no se detecta y el ácido glutámico y

la alanina tienen valores aún más bajos que con los otros sustratos.

Los otros aminoácidos tampoco incorporan muchoClk, salvo la fenil ala

nina (10%) en la incubación con acetato y la histidina (9%) en la que

se hizo con piruvato.

Los ácidos del ciclo de Krebs incorporan poca radioactividad.

El IMPse marca con todos los sustratos, salvo con acetaldehído y
lh

con formato-C ; el DPNcon ácido acético y con glucosa; el AMP,y pro

bablemente ADPy ATP, también con glucosa. La pr0porción es pequeña.

cl“ en la fracción insoluble en metanol.

g) clh en la fracción soluble en TCAa145%en caliente. El porcentaje
de incorporación a esta fracción oscila en todos los casos entre el 25

y el 35%del c11+fijado. La prolongación de los experimentos no produ­

ce una gran variación, y el agregado del sustrato sin marcar tiene c0mo
efecto bajar ligeramente la incorporación.

Distribución del Cll+ en la fracción soluble en TCAal 5%. Los valores

que se consignan comoadenina en la Tabla 7, representan en realidad la

sumade la radioactividad obtenida en ésta más la del ácido adenilico,

ya que la prOpordión en que cada una de estas sustancias aparece en el

cromatogramadepende del grado de hidrólisis alcanzado. Asimismo, las

manchasno identificadas deben ser probablemente nucleótidos pirimidi­

nicos, ya que absorben también en 260 mu“ En todas las incubaciones

hay una mayor incorporación en la adenina que en la guanina; los por­

centajes oscilan entre el 60 y 75%aproximadamente para la primera y

el 15 y 25%para la segunda.

b) Residuo insoluble en TCAal EZ en caliente. La prolongación de los

experimentos se traduce en un aumento de la incorporación de 01Ha

esta fracción en detrimento, fundamentalmente,de los metabolitos solu­

bles en metanol. Conacetato y piruvato en las incubaciones de 90 min.

las proteínas contienen entre el 25 y el 30 %de la radioactividad;en

las de mayor duración llegan hasta el 55 ó 60 %. Con acetaldehido

los porcentajes oscilan entre el H5 y 60 %. Conglucosa en presencia

de oxigeno van del H0 al 55%; en anaerobiosis, es el 35 %. Con el sus­
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trato radioactivo sólo los valores son más bajos, y varian entre el

10 y el 50%.

Cl1+en el residuo. kTabla 8). La serina incorpora la

_Clk

Distribución del

mayor parte de la radioactividad; con formato comoúnico sustrato,

prácticamente toda la de esta fracción se concentra en este aminoáci­

do. En las otras incubaciones los valores van desde el 55%, con gluco­

sa en presencia de oxígeno, hasta el 86,5%, obtenido con piruvato. Tag

bién se marcan la homoserina, la metionina, la histidina y la fenil

alanina, pero su incorporación no pasa en general de un 10%del total.

CONCLUSIONES

l) La levadura es capaz de incorporar el formato-01k.

g) El agregado de un segundo sustrato aumenta la radioactividad fijada

3) Los sustratos utilizados son de eficacia distinta, y pueden ordena;

se de la siguiente manera: glucosa, acetaldehido, ácido pirúvico y

por último ácido acético, que es el que menor incorporación produce

I-F'
El efecto del segundo sustrato sobre el consumode oxígeno y la in­

corporación de Cl“ en las distintas fracciones es similar.

í) La distribución de la radioactividad en cada fracción es función de.

sustrato y del tiempo de incubación.

á) En la fracción metanólica salvo en la incubación con formato-01h sg

lo, 1a sustancia más marcada es la serina. Su porcentaje de radioag

tividad oscila entre el H0 y 70%según los sustratos no marcados, y

es aproximadamente el 30%con formato-Clu­

Z) En el soluble en TCAa1 5%a 90°C se marcan principalmente las ba­

ses púricas, pero en mayor pr0porción la adenina que la guanina.Los

valores de la primera oscilan entre el 60 y 70%de la radioactivi­
1%dad de esta fracción, salvo en el caso del formato-C solo, en

que es prácticamente el 100%. La guanina contiene aproximadamente

entre el 15 y el 25%.

fi) El residuo, contiene proteinas cuyo aminoácido más radioactivo es

la serina. Los porcentajes varian entre el 55 y el 85%de acuerdo

al sustrato no marcado que se adiciona, y es casi el 10Q%para el

formato-C11+ 5510­
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2) El anhídrido oarbónico que proviene de la oxidación directa del

formato-clu y de otros metabolitos endógenos tiene mayor actividad

eeppcífioa con formato-c11+sólo, pero la cantidad formada es menor,

lo que hace pensar en una menor oxidación de metabolitos endógenos,

sin que disminuya la descarboxilación del formato-cl“, o aún se vea
aumentada.
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CAPITULO IV

VARIACIONES EN LA INCORPORACION DEL FORMATO-Cll+ POR LA

LEVADURA EN FUNCION DE SU ACTIVIDAD

ESPECIFIQA Y CONQEETRACIQE

Con el prOpósito de comprobar las variaciones en la incorpora­

ción de formato-clL+modificando la concentración y actividad especi­

fica del mismo se hizo el experimento descripto en la Tabla 9.

En esa incubación se ha mantenido constante la concentración de

la glucosa sin marcar, y se ha variado la concentración y actividad

1“ por medio del agregado de formato sin mar­especifica del formato-C

car al original radioactivo.

Las concentraciones van disminuyendo en forma aproximada a la

mitad, y consecuentemente van aumentandolas actividades específicas
del formato-Cl“.

Concentración de formato Actividad esoecifica del
mM formato-C

mQ/mM

0.021 0.24

0.011 o.u5

0.06 0-.83

0.0035 1.k3

0.00228 2.19

0.00103 h.85

Para analizar los datos de la Tabla 9 es necesario tener en cueg

ta las actividades específicas del formato-01H, tomando comobase de

comparaciónlos valores obtenidos con la mayor actividad, es decir

con “.85 mQ/mM.

En 1a primer columnase encuentran las radioactividades resultan

tes con una actividad especifica de formato-Cll+veinte veces menor;

sin embargo, comparando el 01h total incorporado, observamos que es

aproximadamente el 50%del patrón; equivale entonces, a una incorpo­



ración diez veces mayor que en éste.

Con 3,7 mMde formato con 5 uC, 1a actividad es diez veces menor

y la incorporación es el 70%, de donde se deduce que es siete veces

mayor. En el exuerimento hecho con 2 mMde formato con 5 uC, 1a acti­

vidad es casi seis veces menor, y el Cl1+total es aproximadamente el

80%, de donde se desprende que es 5 veces mayor que la patrón. Con

1.16 mMde formato, resulta una actividad específica tres veces y me­

dia menor, la incorporación de C11+es aproximadamente la misma, es de­

cir que es tres veces y media mayor. Y por último con 0.76 mMde for­

mato la actividad es algo menos due la mitad, el 01Htotal es casi

igual, de donde resulta que la incorporación es el doble.

Es evidente que una mayor concentración de formato produce un

aumento en la incorporación del mismo.

En la fracción soluble en metanol esta influencia es aún mayor,

con 7 mMla incorporación en el soluble en metanol es el 75%de la

patrón; con 3.7 mMes el 95%; con 2 mMes el 80%; con 1.16 mMy con

0.76 mLIes el 100%.

En el soluble en TCAa1 5%en caliente la incorporación se ve

aún más favorecida; con 7 mMes el 90% de la que tomamos como base de

compración; con 3.7 mMes el 115%; con 2 mMes el 1k0%; con 1.16 mM

es el 130%;y con 0.76 mMel 10Q%.

En el residuo, en cambio, la incorporación es comparativamente

menor que en las otras fracciones. Con 7 mEel Clu en el insoluble

en TCAal 5% en caliente es el 17%de la del patrón; con 3.7 mM, el

35%; con 2 mM, el 60%; con 1.16 mMy con 0.76 mM es el 85%.

En cuanto al anhídrido carbónico producido con las distintas cog

centraciones de formato la cantidad, expresada comomg. de 0033a es
algo mayor que con la usada comopatrón, pero las diferencias no son

suficientemente significativas. El Cll+en el anhídrido Carbónico ex!

presado por mg. de GOjBa es con 7 mmel 25% del testigo; con 3.7 mM

y con 2 mm, aproximadamente el 10Q%; con 1.16 mMy con 0.76 mM, el

75%­

Los QOZ son en general superiores al del patrón salvo con 1.16
mM, en que es el mismo.

Resumiendoestas relaciones, resulta:
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Actividad espeÏÉfica deformtO-C Oo 2. ¡+0
mG/HM

lu %respecto del
c incorporado, 50 7o 80 100 100 100%

. por el patrontotal 1n­
relación con

corporado el patrón 10:1 7:1 5:1 3,5:1 2:1 1:1

cln en el í respecto del
b incorporado, 75 95 80 100 100 100%so-rena' por el patron

dante me­
tanolico l i,re ac on con , , _ , _ ,el 905.1 5.1 3.5.1 2.1 lo].

el“ en el % respecto del
soluble en incorporado, 90 115 IHO 130 100 100%
TGAal 5% por el patronen calien­
te relación con

el patr5n 18.1 11.5:1 8.5:1 k.5:1 2:1 1:1

1h % respecto del
c incorporado, 17 35 60 85 85 100%

por el patron
en el

.. relación con
residuo el patrón 3.5:1 3.5:1 3.5:1 3:1 1.5:1 1:1

lu fl respecto del
0 incorporado, 25 100 100 75 75 100%

por el patronen el

co2 rela°i°n,°°n 5:1 10:1 6:1 2.5:1 1.5:1 1:1el patron

De donde se concluye que una mayor concentración de formato se traduce

en un aumento de la incorporación del mismo, la influencia se deja sen­

tir, sobretodo, en las fracciones soluble en TCAa1 5%en caliente y o;

tracto metanólico, siendo muchomenor en el residuo.

En el anhídrido carbónico, en cambio, parecería que hubiera un

máximo de estimnación cun una concentración de formato 3.7 mMy decre­

ciera tanto a1 aumentar comoal disminuir dicha concentración.

Los Q
0

2
servan no son significativas.

están dentro del mismoorden; laa variaciones que se ob­
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C11+en la fracción soluble en metanol. Los porcentajes de incor­

poración al soluble en metanol respecto al Cl1+total, son los siguien­
tes:

deremato ïrázcïss°zzïzïïáóznezetiol

7 ml 35%

3.5 mM 35%

2 mM 25%

1.16 mM 25%

0.76 mu 25%

0.31} mM 25%

Con las dos concentraciones más altas es el 35%y luego pasa al

25%.La composición de esta fracción fue analizada por cromatografía.

Digtgihygjág dg] gl1+en la fracción soluble en metano . Los re­

sultados de la distribución de la radioactividad se consignan en la

Tabla 10. Estos datos nos permiten concluir lo siguiente: l) Las va­

riaciones de concentración de formato con su consecuente disminución

en la actividad especifica del mismono afectan a la incorporación re­

lativa del formato-C11+en la serina. Los valores oscilan siempre alre­

dedor del 50%. g) El ácido glutámico, en cambio, disminuye su radio­

actividad con la disminución de la concentración del formato. 3)

Igual ocurre con la fenilalanina y alanina. k) La cisteina aparece
recién con una concentración de formato 1.16 mMy se mantiene con va­

lores semejantes. í) El ácido málico tiene una concentración constan­

te alrededor del 3%hasta una concentración de formato 0.76 mM;luego

desciende a la mitad. ‘é) El ácido cítrico sólo aparece esporádicamen­

te, ya que su radioactividad es muybaja, y debe perderse en algunas

cromatografias. Z) Los nucleótidos DPNe IMPbajan al disminuir la

concentración de formato y con la concentración más baja aparecen AMP,

ADPy ATP. fi) Las manchas no identificadas aparecen a partir de una
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concentración de formato 2 mn y los porcentajes oscilan entre el 12

y el 17%.

C11+en la fracción_soluble en TCAal 5%en caliente. Los ácidos

nucleicos representan el 35%de la radicactividad con las concentra­

ciones 7 mM, 3.7 mMy 2 mMde formato, el 30% con 1.16 mMy el 20%

con 0.76 y 0.3% mM. Al disminuir la concentración del formato, dis­

minuye también la incorporación porcentual a esta fracción.

Distribución de; Cl)+en la fracción soluble en TCAal 52 en ca­

liente. (Tabla ll). La radioactividad se distribuye fundamentalmen­

te en las bases púricas, sobretodo en la adenina, y queda un resto no

identificado que probablemente sean nucleótidos pirimidinicos.

C1l+en eligegiggg. Esta fracción que contiene proteínas y poli­

sacáridos es la que refleja realmente los efectos de la variación de

la concentración del formato; cuando ésta es 7 mM,la radioactividad

incorporada es el 20% de la total; con 3.7 mMes el 30%, con 2 mMel

H0%, con 1.16 mm es el H5%, con 0.76 mM, es el 5Q%, y con 0.3k mM, el

55%­
1k

Distribución del c en el residuo (Tabla 12). La serina, que

es siempre el aminoácido más marcado, contiene entre el 55 y el 75%

del C11+fijado por las proteínas. El valor máximocorresponde a la

concentración de formato 7 mM,y el mínimo a la 0.3% mM; la homoseri­

na aumentasu incorporación al disminuir la concentración; la metioni­

na tiene valores que oscilan entre el 2 y el 7%;la histidina contie­

ne siempre alrededor del 5%, y la fenil alanina sólo se marca con la

concentración más baja de formato.

CONCLUSIONES

14l) La incorporación de formato-C se ve afectada con la utilización

de distintas concentraciones y consecuentes variaciones en la ac­

tividad eSpecífica del mismo.

2) Un aumento en la concentración de formato se traduce en una mayor

incorporación del mismo.

3) Las diferencias se evidencias en todas las fracciones, pero sobre­

todo en la soluble en TCAal 5%en caliente y en el soluble en me­

tanol.

E) Los porcentajes de incorporación a cada fracción también varían;



í)

Z)

2)
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en el extracto metanólico y en el soluble en TCAal 5%en caliente

aumentan con una mayor concentración de formato, en cambio bajan en
el residuo.

La sustancia más marcada del soluble en metanol es, con todas las

concentraciones de formato, la serina y los valores oscilan siempre

alrededor del 50%.

En el soluble en TGAa1 5%en caliente la adenina y la guanina no

se ven afectadas en sus porcentajes relativos por los cambios de

concentración del formato. La adenina contiene entre el 60 y 65%

de la radioactividad incorporada y la guanina entre el 15 y 20%.

En el residuo insoluble en TGAal 5%en caliente la mancha más ra­

dioactiva es siempre la serina, pero el porcentaje relativo sufre

variaciones con los cambios de concentración del formato, y va des­

de el 55 al 75%con las concentraciones menor y mayor, respectiva­

mente, de formato.

El anhídrido carbónico formado, no tiene diferencias significativas

para las distintas concentraciones.

La radioactividad incorporada al anhídrido carbónico es relativa­

y baja al au­mente mayor con una concentración de formato 3.7 mM,

mentar y disminuir la misma.
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.1 | Distribución del C14 ngOELQIHÏO u
en el egperimento ¿e l

CQnQfintIuclÓ;

7.00 3.70 2.00

fi cpm/mg. cpm/mg. % cpm/
de cél. de cél. de r

C ' k ­Jl” .t‘mlï 3300 4418¿ncorporaao

014 en la fracción A o
soluble en metanol 1144 1481 1

Aminoácidos

erinu

'iuteínnïl

do lutámico

tionina-valina

—alanina

Acidos del ciclo de Krebs

Acido málico 3 34 3 44 3_5

Acido cítrico —— —- __ _- 2

Nucleótidos

(probable)

. fi . .1.‘FCL/d;_‘3

TP(probable)

Eoidentificades l —— l -­



C14 iggoglornño u la fracción soluble en metancl
l experimento ¿e la Tabla 9

Concentracifin de ¿ornato-Cl4LmL344C 4:5 C

2.00 1.16 0.76 C.34

me. fi cpm/ma. % cpm/me. % cpm/mg- É cpm/mc­
él. de cél. ie cél. de cél. de cél.

8 54?? 6413 6037 6479

1 l?39 1587 1633 1515

'6

1

8

3

4 3.5 13 3.5 55 3 49 1.5 21

- 2 P4 —— —- -— -- 1 14

'7
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Tabla11.DistribucióndelCl4’incor;oradoala?racciónsolubleenTCAal5%encalienteenelexperimentodelaTabla0

J

CQnentracióndelform'tW):014:5C

7.003.702.001.160.760.34

‘t’R

%cpm/bg.%cpm/kg.

C14totalincorporado33004418542264136037 C14enlafracción16Q1y811251lsolubleenTCAal5:419400a9415 ' Adenina637816096567.5131062.5113464.587563.5 Guanina17.521720.533014.5282193451621614 Noidentificados19.524119.531!1835918.533617.573222.5

cpm/tg.wcpm/mg.pcpm/mg.wcpm/mg.

decél.decél.Secél.decél.decél.decél.
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Consentracióndeformatogay);014:5¿lC
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7’:cpm/mg.‘34cpm/Ina-3‘cpm/mg.%pm/mg.74?cpm/mg.%

decél.decél.decél.ecél.decél.

C14totalincorporado33004418542264136037 Cl4enelresiduo61613282?4l30413053 Serina7747473.597€u6.5149057.517¿963192354.5
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CAPITULO V

CINETIGAQ DE LA INCORPORACION DEL FORMATO-01% POR LA LEVADURA

Conel objeto de estudiar la variación en la incorporación a las

distintas fracciones a lo largo del tiempo se hicieron una serie de e;

néticas con formato-Cl|+y otro sustrato no marcado, en distintas condi

ciones, é incluso en dos de ellas se utilizaron células proliferativas

de levadura cultivadas de acuerdo a comose describe en el capítulo de

materiales y métodos. En todos los experimentos se determinó simultá­

neamente el consumode oxígeno. Las incubaciones para las cinéticas se

hicieron en erlenmeyers, a 30°C, y con agitación. Es necesario desta­

car que la posible diferencia entre los eXperimentosrealizados en er­

lenmeyers respecto de los hechos en vasos de Warburg estaria en la fi­

jación del anhídrido carbónico por el álcali de la c0pita central. Es­

te inconveniente se subsana en parte utilizando tapones de algodón no

compacto; de esta manera el anhídrido carbónico difunde a la atmósfera

y la agitación permite una renovación constante del aire dentro del

frasco. Puede considerarse entonces, que las condiciones son muy seme­

jantes a las de los experimentos anteriores.

Efecto del_piguvato sobre la incorporación de formato-Cll+ . En la
14figura l se describe una cinética con formato-C solo y con éste acog

pañada de ácido pirúvico. En los primeros cinco minutos de incubación

todas las curvas presentan un incremento neto, pero luego aparecen di­

ferencias significativas. Conformato-C1|+y piruvato la incorporación
1hde C aumenta con el tiempo pronunciadamente, mientras que con forma­
1%to-C casi no hay variación. En presencia de piruvato se llega a un

valor máximoa los 90 min., y luego decrece.

En la incorporación de Clu a los metabolitos solubles en metanol­

agua se repite lo observado en la incorporación total. La radioactivi­
_Clh. . ' Idad a los cinco minutos es mayor con formato solo, pero no varia

a lo largo del tiempo; en cambio en presencia de piruvato se producen

continuos incrementos hasta los 90 min., y luego se mantiene.
11+En la incorporación de C a los ácidos nudeicos se observaron va

riaciones tanto con formato-01k, comocon éste acompañado de piruvato,
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pero son menos notables con el primero. A los cinco minutos ya es ma­

yor la radicactividad correSpondiente a la incubación con los dos sus

tratos, y a lo largo del tiempo la diferencia se acentúa. En presencia

de piruvato, a los 60 min. se alcanza la incorporación máxima, lo mis­

mo con formato-Cll+ sólo, pero ya no sufre nuevas variaciones.

E1 cll‘Lno se incorpora a las proteinas antes de los treinta minu­

tos, y sólo en la incubación con formato-CIM y piruvato aparece en ese

momento; con formato-Cll+ sólo recién se marcan a los 90 min. y permang

ce tal cual a los 120 min.; los valores son menores en ausencia de pi­
ruvato.

Efecto del acetaldehido sobre la incorporación de formato-01%.

En la fis. ll se encuentran los valores obtenidos en una incubación si
14 sólo y con éste y acetaldehído. Inicialmentemultánea con formato-C

el (:1)+fijado en ambasincubaciones no ofrece diferencias significati­

vas; en las dos aumenta con el tiempo, mucho más en presencia de ace­

taldehído.

En los metabolitos solubles en metanol agua, la incorporación de
1h . e . . .formato-C comienza desde los ClnCOminutos. A ese tiempo con forma­

1H . 1h . .to-C el contenido en C es solo un 15%menor que en presenCia de

acetaldehïdo; con el tiempo se incrementa con este último, en cambio

con el sustrato radioactivo sólo permaneceen el valor anterior.
1h

9En los ácidos nucleicos, con acetaldehído y formato-C en la
11+primera hora se incorpora menos C que en los metabolitos solubles en

metanol-agua; desde los sesenta hasta los ciento veinte minutos los v3

lores se mantienen por encima de los de la fracción metanólica y son

casi paralelos entre los ciento veinte y ciento cincuenta minutos. Con
1“ del soluble en TCAes siempre menor que el delformato-Cll+ sólo el C

extracto metanólico. A los cinco minutos con acetaldehído y formato­

clu es 20%mavor la incorporación que con el radioactivo sólo; igual­

mente el tiempo acentúa la diferencia, ya que con acetaldehído sube

hasta las dos horas, y desciende luego lentamente; sin éste, aumenta

hasta la hora, manteniéndose los valores por debajo de los obtenidos

con acetaldehído y luego inicia un suave descenso.

En las proteínas la incorporación no comienzahasta los treinta

min. Con formato-C11+ sólo a este tiempo el C11+es un 35% del Cl1+in­



corporado con acetaldehido y formato-Cl”. El contenido en Cll‘Lsube

lentamente con el sustrato radioactivo solo; con acetaldehido, en cam

bio, el incremento es constante y muchomayor a lo largo de todo el

tiempo.

CONCLUSIONEÉ

11+
a) El C total incorporado aumenta con el tiempo; mucho más con el

agregado de piruvato y acetaldehido. b) La incorporación se produce

primeramente a los metabolitos solubles en metanol-agua; luego a los

ácidos nucleicos y finalmente en las proteinas, en las que no se de­

01htecta radioactividad antes de los 30 min. g) Conformato- , siendo

baja la incorporación a los metabolitos solubles en metanol-agua el

clLlraumenta poco en los ácidos nucleicos y en las proteinas.

14Incorporación del formato-C por células en reposo y prolifera­

gigas. Influencia de la glucosa. (Fig. III y IV)

Conel fin de observar las diferencias de incorporación del for­

mato-Cl)+con y sin el agregado de glucosa se hicieron incubaciones

con células enxeposaypnflif.de levadura. Con estas últimas sólo pueden

obtenerse datos en presencia de glucosa, ya que el medio en que se

las desarrolla previamente, y durante el experimento, la contiene.Las

cantidades de levadura, expresadas comomg. de peso seco de células

en reposo, y proliferativas, es casi la misma; la diferencia es de un

5%­
14El C total incorporado a los cinco minutos es casi el mismopa­

ra las células en reposo incubadas con glucosa y para las prolifera­

tivas; con formato-Clu sólo, es un HO%menor. A los diez minutos, los

valores de las incubaciones con glucosa se distancian aún más de los

obtenidos con el sustrato radioactivo sólo, y se insinúa además una

mayorfijación de Cll+por las células proliferativas; a partir de es­

te momentola incorporación por las células proliferativas se distan­

cia cada vez más de la de las células en reposo, alcanzando un máximo

a los 120 min. y comenzandoa descender luego. Las células en reposo
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incubadas con glucosa, suben constantemente su contenido en Cl1+hasta

las dos horas, y luego mantienen su valor; en cambio en ausencia de

glucosa, las variaciones son poco significativas.
14La incorporación de C a los metabolitos solubles en metanol por

las células en reposo incubadas con formato-01kLsólo, es 92%más alta

que con glucosa; con respecto a las células proliferativas también es

mayor, y la diferencia es de un 33%.Hasta los treinta min. se mantie­

ne esta situación en las células en reposo, no asi en las proliferati­

vas, cuyo contenido aumenta luego en un 100%, llegando a un máximo a

los 80 min. que se mantiene hasta las dos horas, y luego desciende.

1h bajan la incorporaciónLas células en reposo incubadas con formato-C

a partir de la hora; en presencia de glucosa el máximose alcanza a

las dos horas, y este valor se mantiene hasta el final del experimen­
to.

En los ácidos nucleicos de la incubación con glucosa y formato­

Clk a los cinco min. se ha incorporado nueve veces más Cl“ que con

el sustrato radioactivo sólo; en las células proliferativas, la radig
actividad es el 40%de la obtenida con glucosa y formato-01k. A los

diez min. las células en reposo incubadas con glucosa, y las prolife­

rativas igualan su contenido, situación que con diferencias no signi-­

ficativas se mantiene hasta el final del eXperimento. Las células en

reposo, con formato-Cl“ sólo, suben lentamente su incorporación alcan­

zando el máximoa los 12o min., valor que se mantiene.

En las proteínas no hay incorporación antes de los treinta min.

A ese tiempo en la incubación de las células en reposo con glucosa y

formato-Cl“, se obtiene una radioactividad prácticamente igual que en

las células proliferativas; las células en reposo, con formato-Gin,

fijan un 65%menos de 01H. A partir de este momento, la marcación de

las proteínas de las células proliferativas es menorque la de las

células en reposo en presencia de glucosa, aunque las diferencias sonde

un lO a un 15%. Las células en reposo incubadas con formato-Cll+ sólo,

contienen entre un 20 a un 25%del Cll+de las anteriores.
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CONCLUSIONES

lh
El C total incorporado a lo largo de la cinética en presencia

de glucosa es mayor; las células proliferativas incrementan mu­

lk que las células en reposo.cho más su C

La incorporación a los metabolitos solubles en metanol-agua es

baja desde el principio.
Los ácidos nucleicos obtenidos en las incubaciones de células en

reposo en presencia de glucosa, y de células proliferativas, con­

tienen más Cl1+que los reSpectivos extractos metanólicos; en cambio

con formato-C11+sólo sucede a la inversa.

Las proteinas no se marcan hasta los treinta minutos; su radicac­

tividad aumenta con el tiempo; a partir de la hora de incubación

les corresponde el mayor indice de incorporación.



Figura I. Efecto del agregado del yiruvato en la incorporación del
formato-Gli
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45.5 mg de levadura; piruvato, 27.5 mm; 2.06 ¿en de formato de so­
dio con 10 ¡»0; volumen final, 14 m1.; en erlenmeyers. Línea A, C14
total incorporado en presencia de piruvato y formato-C14. Linea B,
ídem sin piruvato. LíneaC, C14 incorporado al soluble en metanol en
presencia de piruvato y formato-C14. Línea D, ídem sin piruvato. Li­
nea E, Cl4 incorporado al soluble en TCAal 5%en caliente en presen
cia de piruvato y formato-014. Linea F, idem sin piruvato. Línea G,
C14incorporado al residuo en presencia de piruvato y formato-014.
Línea H , idem sin piruvato. QO2en presencia de piruvato,30; tes­tigo, 3o



Figura II. Efecto del acetaldehíio en la incorporación ggl forggto-Cl4.
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Tiempo (m/n.)

70.4 mg de levadura; acetaldehído 27.7 mM; 4.12 ¡UMde formato-C14 con 2C
¿#C; volumen final,12 m1.; en erlenmeyere. Linea A, C14 total incorporado
presencia de acetaldehído y formato-014. Línea B, ídem sin acetaldehído.
Línea C, C14 incorporado al soluble en metanol en presencia de acetaldehí
y formato Cl4. Línea D, ídem sin acetaldehído. Línea E, C14 incorporado e
soluble en TCAal 5%en caliente en presencia de acetaldehido y glucosa.
Linea F, ídem sin acetaldehído. Línea G, Cl4 incorporado al residuo en pl
sencia de acetaldehído y formato-014. Línea H, Idem sin acetaldehído.
Q02en presencia de acetaldehído, 60; testigo, 5.



Figura III. Incorporación de formato-014 por células proliferativas y en
regoso.Influencia de la glucosa.
C14 total y 014 en el ggluble en metanol.
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46.2 mg. de levadura(células en reposo); 48.6 mg. de células proliferati­
vas; glucosa 13.3 mM;2.06.ÁOM de formato con lO/bC; 2 ml. de buffer de
ftalato pH=4.5; volumen f1nal,l2 m1.; en erlenmeyers. Línea A,Cl4 total
incorporado por células proliferativas. Línea B, ídem por células en repo­
so en presencia de glucosa y formato-C14. Linea C, ídem por células en ree
poso en presencia de formato-C14. Línea D, C14 incorporado al soluble en
metanol por células proliferativas. LíneaE, ídem por células en reposo en
presencia de glucosa y formato-C14. Línea F, ídem por células en reposo
en presencia de formato-014. Q02en presencia de glucosa, 45; testigo, 6



Figura IV. Cl4 incorporado a las irucciones soluble a insoluble en TCA
al 5%en caliente
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Linea A, C14 incorporado al soluble en TCAal 5%en caliente por células
proliferativas.Línea B, idem por células en reposo en presencia de glu­
cosa y formato-C14. Linea C, idem por células en reposo en presencia de
formato-014. Línea D, C14incorporado al residuo por celulas proliferati­
vas. Linea E, ídem por células en reposo en presencia de glucosa y forma­
to-Cl4. Línea F, idem por celulas en reposo en presencia de formato-014.
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CAPITULO VI

INCORPORACION DE FORMATO-Cll+ Y'BICARBONATO-Cll+ POR LA IEVADURA

Con el fin de diferenciar la incorporación de formato-Cl)+ como

tal y la de éste previamente oxidado a anhídrido carbónico, se reali­

zó el experimento descripto en las figuras V, VI y VII utilizando co­

mo sustratos radioactivos el formato-C11+y el bicarbonato-Cl“, res­

pectivamente, con igual radioactividad; la experiencia se hizo con

células en reposo, y células proliferativas. Es necesario aclarar,que,

a diferencia con los demás experimentos, este se efectuó en erlenme­

yers cerrados con tapones de goma, lo cual impedía una normal renova­

ción del medio gaseoso dentro del mismo, ya que sólo se abrieron lo

indispensable para retirar las muestras, lo que puede haber generado

sobrepresiones de anhídrido carbónico en distintos momentos, y de esa

manera haber aumentado la solubilidad del mismo en la mezda incubada.

Al pH utilizado, k.5, el bicarbonato marcado se encuentra comoácido

carbónico, es decir comoanhídrido carbónico solubilizado en equili­

brio con el del medio gaseoso, que lo diluye, y en esa fonna se in­

corpora a las células. Siendo idénticas las condiciones de incubación

con formato-Cl“ y con bicarbonato-C11+ es de sUponer que influye sobre

ambos igualmente.
1hEl C total incorporado a las células en reposo incubadas con

1k
glucosa y formato-C o bicarbonato-C1l+ respectivamente, comosustra­

1L»
to radioactivo, es muydiferente. A los cinco minutos con formato-C

es veinticinco veces mayor que con bicarbonato-Clh; en general los va­

lores son entre quince y treinta veces mayores con formato-Cl que con

bicarbonato-01h.

Las células en reposo incubadas solamente con los sustratos ra­

dioactivos, presentan igualmente diferencias apreciables en la incor­

poración total de Cl“. A los cinco minutos, con formato-C11+es doce

veces mayor que con bicarbonato-Cl“; 1a incorporación con formato-C11+

en todo el experimento es entre ocho y doce veces mayor que con bicar­

bonato-Clh;

Estas diferencias se acentúan notablemente trabajando con célu­

las proliferativas. A los cinco minutos, la relación de la incorpora­
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es diez a uno
14

1k Clhción total de c con respecto a la de bicarbonato­

y con el tiempo aumenta mucho mas la incorporación del formato-C

que la del bicarbonato-01h.
lkLa relación entre el C incorporado al soluble en metanol con

1k . .formato-C reSpecto del fijado con bicarbonato-Cll+ es menor en cada

caso que la existente entre las respectivas radioactividades totales.

Esto se debe a que practicamente toda la radioactividad incorporada
14con bicarbonato-C se encuentra en el extracto metanólico.

Las células en reposo incubadas con glucosa y cada uno de los

sustratos radioactivos, contienen a los cinco minutos de iniciado el

01H 14experimento, veinticinco veces mas con formato-C que con bicar­

bonato-clu; en los distintos tiempos, con el agregado de glucosa la
. . I . . .incorpora01on resulta entre diez y veinte veces mayor que Sln ésta.

11+Distribución del c en la fracción soluble en metanol.(Tabla 13)

l) La incorporación de ClL+a los metabolitos solubles en metanol,

por las células de levadura de panadería, ya sea en reposo o prolife­

rativas, es mucho mayor con formato-C11+que con bicarbonato-01% a lo
le

largo de todo el experimento. g) La distribución del C en esta

fracción presenta diferencias notables según el sustrato radioactivo
1h ' 1h

haya sido el formato-C o el bicarbonato-C , según se acompañe es­

tos sustratos de glucosa ó no; y por último según sean células en re­

poso ó proliferativas las usadas. 3) Conglucosa y formato-Cl”, la

serina es desde un principio el compuesto más marcado, y se mantiene

asi hasta el final; la serina representa a lo largo de todo el expe­

rimento aproximadamente el 50%de la radioactividad. Con formato-Cll+

sólo, en cambio se mantiene con ese valor hasta los diez minutos, y

luego desciende a lo largo del tiempo, hasta llegar al 10%a los cien

to cincuenta minutos. En las células proliferativas, igualmente, de

un 65%se llega a un 12%a los ciento cincuenta minutos. Estos datos

hacen presumir que la serina sea el primer compuesto de condensación

del formato-CIM. Conbicarbonato-Clu, en todas las incubaciones, la

serina se marca sólo ocasionalmente, y su porcentaje no es nunca com­

parable al obtenido con formato-01h. E) En la incorporación al acido

glutámico, se observan también diferencias. Las células en reposo in­

cubadas con glucosa y formato-Cl“, aumentan poco la incorporación a
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lu sólo y en las célulaseste aminoácido con el tiempo. Con formato-C

proliferativas este incremento es mayor y acompañaal decrecimiento

en la incorporación a la serina. Conbicarbonato-Cll+ y glucosa este

aminoácido, a los cinco minutos, ocupa el segundo lugar por su marca­

ción ya que el primero es el ácido succínico, con un valor que es más

del doble que el del ácido gluta'mico. Ya desde los diez minutos, pasa

a ser el más marcado y continúa así hasta el final del experimento,

conteniendo aproximadamente el 50%de la radioactividad incorporada.

Con bicarbonato-C11+ sólo, comienza siendo el más radioactivo a los

diez minutos se iguala con el ácido succínico y desde la hora se dis­

tancia del mismo, oscilando su incorporación alrededor del 60%. Con

las células proliferativas, se mantiene desde un principio aproximada­

mente en un k0%. _í) La marcación de la alanina es siempre superior

con bicarbonato-01%. á) La homoserina, metionina y fenil alanina apa­

recen radioactivas sólo con formato-Cl”. Z) El ácido cítrico aparece

más marcado con bicarbonato-01k lo mismo que el ácido málico y el suc­

cínico. fi) Los nucleótidos, se marcan con formato-01h. 9) En las in­

cubaciones con formato-C1L+aparecen las manchas nueve, diez, doce y

catorce, no identificadas pero que se marcan sistemáticamente.

La mancha diez que aparece constantemente en los cromatogramas de
1klas incubaciones con formato-C fue recromatografiada con el fin de

comprobarsi se trataba de una sola manchay proceder a su identifica­

ción. En la cromatografía original corría menos que la serina tanto en

fenol-agua comoen butanol-ácido pr0piónico-agua; en la recromatogra­

fia se dividía en dos, tres o cuatro manchas que corrían casi con el

frente del fenol, y que presentaban Rf crecientes con el butanol-pro­

piónico. La intensidad de las manchasno permitía ya una posterior co­

cromatografia con patrones. Esta manchano presentaba absorción al ul­

travioleta, no respondía a la reacción con ninhidrina, a la reacción

de Trevelyan y Harrison, para azúcares no reductores. a la del molib­

dato para fosfatos. Estas reacciones no son concluyentes, porque es

posible que 1a sustancia en cuestión estuviera presente en cantidades

menores que las de la sensibilidad del método. De todas maneras, es
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indudable de que está constituida por más de una sustancia que se

marca con el formato-C11+y que no resiste el proceso de recromato­

grafía.

C11+en la fracción soluble en TCAal 5%en caliente. En la

fracción que contiene los ácidos nucleicos, no se observa incorpora­

ción con bicarbonato-Cl)+ comosustrato. Con glucosa y formato-01k la

incorporación es mayor que con formato-C11+ sólo, y en ambos aumenta

continuamente a lo largo del tiempo. Lo mismo sucede con las células

proliferativas.
Distribución del C1h en la fracción soluble en TCAal 5%en

caliente (Tabla 1k) 1) La guanina contiene entre el 10 y 20%en

las células en reposo incubadas con glucosa y formato-CIM, y con fo;

mato-01Hhasta la hora, luego desciende hasta un 5%. Las células prg

liferativas varían desde el 28 al 19%aproximadamente. 2) La adeni­

na es la más marcada de las bases. Con glucosa y formato-Cll+ repre­

senta alrededor del 70%de la radioactividad incorporada; con forma

to-ClLlrentre el 60 y 75%. En las células proliferativas entre 55 y

75%.

C11+en el residuo
1%

Las proteinas no se marcan con CIHO3HNa.Con formato-C y glu­
1h desde los cinco minutos, reprg

01k

cosa, las células en reposo fijan C

sentando el 10%de la incorporación total; con formato- solo, es

alrededor del 5%;las proliferativas, tienen en las proteinas el 15%
de la radioactividad.

En las incubaciones de células en reposo, a los 90 min., las

proteinas contienen el mayor porcentaje del Cll+incorporado,.aumen­

tando con el tiempo; con células proliferativas ya a la hora, contie­

nen más Cll+que las otras fracciones, acentuándose la diferencia con

el tiempo.

Distribución del Clh en el residuo.

Comopuede observarse en todos los casos y a todos los tiempos,

hay una incorporación netamente mayor en la serina, (Tabla 15) que

oscila entre el 60 y 75%. Otros aminoácidos que son comunes a todos

los cromatogramasson la fenil-alanina y la metionina, pero sin que

porcentualmente representen más de un 10%.
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CONCLUBIOÏES

1h por las células de levadura, tanto en repo­

so comoproliferativas es muchomayor a partir del formato-ClL+que

l) La incorporación de C

del bicarbonato-61H, en todos los tiempos.

g) En los metabolitos solubles en metanol de las incubaciones con for­

mato-Clu la sustancia más marcada inicialmente es la serina. En pre

sencia de glucosa, las células en reposo disminuyen poco el conteni

do porcentual de este aminoácido; en ausencia, al igual en las celu

las proliferativas, baja con un consiguiente aumentodel ácido glu­

támico. Conbicarbonato-Cll+ no hay marcación de serina, y si, en

forma notable, de ácido glutámico.

3) El formato-ClLFse incorpora a las bases púricas, no sucediendo lo

mismo, en iguales condiciones de actividad eSpecífica, con el bi­
1hcarbonato-C .

LF El bicarbonato no marca las proteinas de la levadura. El formato

se incorpora a la serina, metionina y fenil-alanina.
1h al metabolismo de la levadura es

V La incorporación del formato-C5

directa, sin requerir transformación previa a anhídrido carbónico.

DEGRADACION DE LA SERINA

. ., hDe acuerdo a los resultados de la distribuCion del Cl en los so­

lubles metanólicos de los experimentos descriptos en las Tablas 6, lO

y 13 la manchamás radioactiva es siempre la serina. De acuerdo a la

Tabla 13, la serina contiene desde los cinco minutos entre el 50 y

60% del 011+

del formato-Cl

. Con el objeto de comprobar si ésta se fOrmapor fijación

H sobre la glicina, se procedió a la degradación de la

misma con un método basado en la reacción de Shinn y Nicolet (16h) pa­

ra=4 hidroxiamino ácidos con meta periodato de sodio, de acuerdo a co­

mo se describe en el capitulo de materiales y métodos.

Resultados

Se degradaron las muestras de todos los tiempos correspondientes

a la cinética realizada por incubación de células de levadura en repo­

so con glucosa y formato radioactivo. Los valores obtenidos se consig­

nan a continuación.



.h5

Tienpos Combustión cl c2 c3
mln°) c.p.m./ng c.p.m./hg % c.p.m./hg % c.p.m./ng %

5 3000 - - 45 2 2h35 98

10 1216 - - no 3,5 1071 96,5

30 3195 - - 138 53+ 2387 94,6 ‘

60 1700 - - 103 7,2 131M 92,8

9o 29u1 - - 281 9,9 26Ho 90,1

110 3710 - - 381 11,8 2837 88,2

13o 635o - - 771 13,2 505o 86,8

150 3050 - - 379 16.5 2650 83.5

n
Comopuede onservaree, a ios cinco minutos ia incorporación de C‘L

se produce casi en su totaiidad en el Ca). A io Largo del tiempo estos

resuitadoe varian ientamente, y a ios ciento cincuenta minutos el Cd

contiene el i6,5% de la radioactividad. El C1no se marca.

Estos resultados permiten suponer que la serina se forma por fi­

.jación del formato-Cl“ sobre 1a glicina, pero además debe haber otra

vía ya que el Cat se marca, sin que aparezca glicina radioactiva en

ningún cromatograma.

Nyc y Zabin (171) han demostrado en ratas que administrando ácido

pirúvico 301%,la serina que se forma tiene igual radioactividad en

el 02 y en el C3 a través de la formación previa de un compuesto si­

métrico de cuatro carbonos. Comoel C3 proviene también del formato­

Clh, se explicaría la gran diferencia de marcación entre los carbonos

2 y 3 y la no radioactividad de 1a glicina.



Tabla13.DistribucióndelC14incorrordoalafracciónsolubleenmetanolenclexperimentodelasfigurggV.VI.yVII

Tiempodeincubación:5min.

CélulasenreyosoCélulaspr011f0r0t1vaa

GlucosaFormato-014ÜíucoaaBicnrbonato-CláYbrmato-CldBIcerEonnïo-CII‘ formato-C14bicarbonato-014

ficpm/mg.ícpm/mg.ficpm/ng.ínpm/mg.fcpm/hs.fopi/ng.

de061.decél.dec‘l.ie061.decél.de061.

C14total1ncor¡orado51734820271672168 C14enlafracciónaolublgen409259153a91195
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Tnbla13.

Tiempodoincubación:lOmin.

CllulaaenreposoCélulasproliferativao

GlucosaFormato-014Finca-nourOI._15rlaf03011líosrfionnfo-CII‘ formato-C14bicarbonato-014

ficpm/ne.ficpm/ne.íval-c.fipvlvha.fcpm/nc.fcpm/na.

de061.decél.oell.loo‘l.decél.de061.

014totalincoryorndo49436941731235210 C14enlafracciónsolubleen38834o2o35901108
metanol
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Tabla13.

Tiempodeincubación:30nin.

CélulasenrepasoCélulasprolircrtt1van

GlucosaFormato-014GlucosaIionrbonnto-CIÁFormato-014lícarfionafo-CII‘ {ornato-014bicarbonato-014

7‘cpm/ne.9‘cpm/ne.f¡I/Ic.fInn/Ia.fcpu/nc.fcpu/Ia.

decól.deC61.oo‘l.e061.decál.deell.

Cl4totalincorporado60473428862986264 C14enlafracciónsolubleen36043820551103145 netanol ¿ginoácidoe Soria.6021634150----46507913 Ciateiáa--14 _-.._-_­ Acidoglutámico4.51672
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Tabla o

Tiempodoincubaciónzóomin.

CllulaaenreposoCélulasproliferativae

GlucosaFormato-C14GlucosaBícáïbonnto-CI4Formáïo-CldHïcarEonaïo-CIZ‘ formpto-C14bicarbonato-014

ficpm/me.frpm/ns.fvalia.1apnfine.1cpm/me.ficpm/ms.

decél.decél.oc61.lecél.decél.decél.

014totalincoriorado86574129866511302 C14enlafracción solubleen metanol
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tabla13.

Tiempodeincubación:90min.

CélulasenreposoCélulasproliferatlvae

¿”WAGlucosaFormato-014ÜlucosaÏííafbonnto-CI4Formato—014BIcurBonafo-CII

formato-014bicsrbanato-Cl4

fcpm/ng.ficpm/mg.fipn/ie.1npm/mg.fcpm/me.ícpm/m6.

docól.decél.oc‘l.Becál.decél.decél.

10258787067104823::
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Tablal3 o

Tiempode1ncubac16n:llOmin.

Célulasenreposo

Glucosa formato-C14

Formato-C14

Glucosa bicarbonato-014

Célulasproliferat1Vaa

ÉlcarbonatoïCÏÏ"TÏbrmáÏb-CIJ

Bicurbonato.C1l

cf¡o

cpm/mg.

cpm/mg.fi él

Alec.

decél.

1

cpu/m8. de061.

1

cpm/m6­ Eeoél.

fl

cpm/mg.5 decél.

cpm/m5. decél.

C14totul1ncor;orado

1093801
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314enlafracción solubleen metanol
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Tabla13.

Tiempodeincubac16n2130min.

Célulasenreposo

Célulasproliferatzvaa

Glucosa formato-CIA

Formato-C14Glucosa

bicarbonato-014

Íïcarbonnto-CI4

Pornsfo-Cld

Fïéaíbonnto-Cld

1

cpm/ne­ do061.

flcpm/mg.fi

decél.

pnl/le. dec‘l.

f
ppm/na­ Fe061.
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cpm/ns. decél.
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cpm/ne. de0‘10

Cl4totalincoryorado
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C14enlafracción solubleen metanol
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Tiempodeincubación:150min.

CélulasenreposoCélulasproliferatlvas

GlucosaFormato-SléGlucosaBicarbonato-CídFormato-C14curbonaf6;C14 formato-C14bicarbonato-014

ficpu/mg.ficpm/Lg.ficpm/mg.fiBPW/mg.ícpm/m5.ficpm/mg.

decél.de051.decél.iecél.decél.decél.

014totalingur¿oradc110677?476312889344 C14en19fracción solubleen metanol

415338471061994334
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Alanina

1C

¡é

AC1.1T,

whpírtiro

Homoaerin 11..
Lx

Funiï-alaninu
AcidondelciclcdeKrebs Acidocítrico Ac.

Iosfoenóï

1rúv1co

Ac1dosílice Acidosuccínico

12

NncleótidosW DPN

3.5

15

1C.5

1.530

Noidentificadas

9

19

u'\
o

L)

1C

«roo

33

(\I

12

r-i

14

2.5

10

6120

Otras

14.5

60

f“) Nv

25.5508

45.5



Tabla14,Distribucióndel014incorporadoalgg¿gg;gñggTCA_912É_gg_galienteenelexgariqggtodelasfigurasV,VIyVII

Tiempodoincubación:5min.

CólulaoenreposoO‘lilnlproliforltivaa

Glucoac1brnnto+014GlucosaBicarbonato¡br-¡to-Cl4Bicarbonatb-Cl4 formato-014' ubicarbonato-014_

ïcpu/he.'41onliñcoíEb-MicaFnn/¡c-í'ermita.fipn/hg.

dec‘l.doell.bc‘l.deo‘l.do061.o661.

C14totalincorporado51734820271672168 014en1QfracciónsolubleenTCAa151563o-.——133 encaliente Guanina10511,53 __--__-_' 2838_-..

95675--“

Adenina Noidentificadas13.5723.57



Tabla14o

Tiempodeincubación:

10min.

Célulasenreposo

Célulasproliferativas

Glucosa formato-C14

Formato-C14

Glucosa bicarbonato-C1:

Bicarbonato

Formato-C14

Bicarbonato—C1¿

1'17

cpm/meoí decél.

cpm/ha.í dec‘l.

cpm/Eh. decól.

C14totalincorporado

494

36941

C14enlafracciónsolubleenTCAal5% oncaliente

80

irpm7fig.

Becél.

73

áI

cpm/mg. decél.

1235

Jflcpm/mg.

decél.

210

Guanina

16.5

Adenina

69.5

2357

47
104

loidentificadas

14

26



Tabla14.

Tiempodeincubación:30min.

_fir_..__._.

CélulasenreposoCélul;¿prolifernt;va

GlucosaFormato-CLIGlucosaBicarbcnatcP‘urmato-CláBien-bc: formato-C14bicarbonato-Clá

cpm/mg.í cpm/mg.ficpm/ig.í?cpfi7ht.ícpm/h¿.í L‘

C14totalincorporado60473428862986

‘ C14on1afracciónÏ
solubleenTCAa15%81146—-__496encalientel_____J

' _____..4_.,__,-.-__W.-._.___4_-____.__-.__._A._._._-H_A

mas15121218---ï -—---r --275136 Adonina69.5566392__.._M_..__"58277ï m.- Ioidentificadas15.5132535-'““”““’14’s78‘

-T-_..

decél.decél.decél.tecél.deC61.ú».L

r----'-'— " T ‘fi



Tabla14.

Célulusproliferativau

Tiempodeincubación:60min. I_1

CélulasenreposoÍ

a

GlucosaFormato-014GlucosaBicarbonatoFormato-C14Bicqrbonxto-CÍ formato-¿14bicarbonato-C1:

”cpm/mg.%cpmÏíe-ícpm/hp.í'crm/mt.Lcpm/ma.x

wecél.decél.decél.Uvcél.¿ecél.

_._‘_4__,_.Y.q____..b._.._4..T4“

C14totalincorporado86574129866511 914enlafracciónsolubleenTCAal5%75125n-1509l enCaliente _"A-w__lp

' ..-A__.1...--.-_.___.

Guuninu15ll149518-v-—--—24.5370-ï ­ Adeninh67.55162.5'78-----6192°h."."' Noiñentificndun1705132329”"'"'"14’s219 _m‘" Lff.



Tabla14.

Tiempodeincubación:90min.

CélulasenreposoCélulasproliferativas

GlucosaFormato-014GlucosaBicarbonatoFormato-C14Bicarbonuto-Cl¿formato-C14bicarbonato-C14

acpm/mg.icpm/bg.ficpm/ig.í?cpm/m5.gcpm/he.flcpm/mg.

decél.decél.deC61.flecél.decél.decél.

—--4}-a

C14totalincorporado1025878706710482329 C14enlafracciónsolubleenTCAul5%12014 .-__"_2767__. encaliente.

C".

24664-—_.

l

3

i

í

S

Guanina1316 Adenina69336495-wvuwaue541771«o-— Noidentificnüua183227¿9 "-*-«———12332——-­

Amuy:m-n¡"¡.’.'n)x'.¿mm-m7:



Tabla14.

Tiempoieincubación:110min.

CélulasenronoeoCélulasproliferativas

GlucosaFormato-Cl!GlucosaBicarbcnatoFormato-C14Bicarbonato-Cl4formatooC14bicarbonato-Clé

vcpm/mg.ficpm/ha.%7cpm/bg.ípm/ms.5cpm/mz.1pm/mg.

Hecél.Secél.HeCél.“Hsél.de061.decél.

——-—+ —<>—A-—-<—-—«r-—————-<—-—---A—--<—--1

C14totalincorporado1093801489910347390 C14enlafracciónsolubleenTCA.151se:136139—-a.2645... encaliente

______________,“1..

Guanina13.5185.58 -—_—-m-—-16.5436Ï ...-­

.-.fl.-__...._._.___¡.___—————

Al

Adenina67.59278 mlCS_J-n w__-oL_DÏ:_A”¿-_621640 Noidentificadas1926160523---u-21.5569l -wv­



Tabla14.

Tiempodeincubación:130min.

Célulasenreposo

Célulasproliferativas

g

GlucosaBicarbonatc bicarbonato-C14

GlucosaFormato-Cl¿

Formato-014

Bicarbonato-Cli

A

forgggo-Cl4

4cpm/mg.í

deC61.

rm/mg.

vpm75k.¿7cpm/hp.í

SeCél.

decél.decél.

A.r._._.__._.__.A.«Al-.___u.4,_._._.«

C14totalincorporado

1126893C60

U\

C14enlafracciónsolubleenTCA115% encaliente

186

7cpm/mg.

decél.

gl,

cpm/me. decél.

11478

311

____.r..__.__..-__

2820

Gunninu

19335.5

Adenina

7614172.575

651833

Noidentificadus

152821,516..

380



Tabla14.

Tiexpodeincubación:

150min.

Célulasenrenoao

Célulasproliferativas

GlucosaFormato-016Glucosa

bicarbonato-C15

BicarbonatcFormato-C14Bicarbonuto-Cli

formato-Alá

“7cpmmg.f

deCélo

cpm/Er.

Cpu/ig.fi

he061.

¿eCél.

._.V_...___.__._+._-__._4

C14totalincorporado

110677247

“14enlnfrscción
woluble“1Si

encliente

.m‘en‘LA

240116­

flcpm/mg.

deCélo

flycpm/mg,ifcpm/m6­

.“.__.._.__.__4.‘

6312889344 -—2772..

r1....,y,L“LLÁI-.L1L..

16.54C

Alem..1!­

esié}

¿oj¿ntificnun

15.53728.5
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Tabla15.

exerimentodelasfi;u:u¿V,VIyVII.

Tiempodeincubaciónz5min.

Célulasenreposo

Célulasproliferativas

._.—_.4

Glucoga formato-C14

Formato-C14

Glucosa bicarbonato-C14

Bicarbonato

F0rmato—€l4

Bicarbonato-Cl4

A-­

fipm/mg.

oc61.

f
cpm/m8, deC61.

f
opa/ms. decil.

fi

cpm/me­ deC‘lo

¡('-c#418o

decél.

fi
cpm/mse"

d

decél:

014total

incorporado517

348

20
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1672

l
41

014enel

residuo52

AÓQ
1
¡.(14

Il
L m

Serina Acidoglutámico-#-­ Alanina Mationina

74168

í
_.

l

Fenil-alanina-.. Hietidina
Noidentificadas
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Tabla150

lic-poe.incubaczint10min.

061u1aaonrnpoao‘ \cllnlnsproliferativaa

(¡lucenremato-014Glucosamona-Manorouge-cu“Mute-014 formatcb014biqttbencto-Gl4' ­

fiofiI‘Nímn.gwoha.í

Esmíïï. UI0‘100CK.Í!6‘1060'0‘10

fi’

L

014totalincorporado49436941731235210 014enelresiduo7844--304-­ Serina68.553---—--.; _-75231.___ Acidoglutánico-——--—-—------­

l
I

I
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Tabla15.

Tiempodeincubación:

Célulasenreposo

Célu3usproliferativas

hCl4

Formato-014

bicarbonato-014

Formato-014

cpm/me. deC61.

7€

ovni/me. decil.

cpu-“frus­ de(él.

014totalincorporado

604

734

2986

C14en91

residuo

"123

154

941

Serina

81

5'105

79

Acidoglutámico

9.5

15

Alanina Metionina

4.5

Fenil-alanlnh

6.5

Hietidina

14

Noidentificadas

20

24



Tabla15.

Tiempodeincubación:

Célulasenreposo

Célulasproliferutives

Glucosa fogggto

h-Cl4

Formato-C14

Glucosa bicarbonato-014

Bicarbo

nato

Formato-Cl4BiCurbnnat0»Ü14

fi

cpm/me. decél.

con/mr.7‘ de061.

9€

cpm/mg. de061.

cpu/ma. de061.

ficpm/mg.

deCélo

ncpm/5.

decél.

x

014

totalincorporado

865

86

6511302

014enel

resiJuo

280

3195133

Serlna

67.5
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Acidoglutúmico Alaninn

0.5

letionina

3.5

lO

Fenll-alunlnn

1.5

Hlatidina

6.5

18
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Tabla o

Tiempodeincubación:90min.

CélulasenreposoCélulasprolifc;¿tdis

GlucosaFormato-C14GlucosaBicarbonatoFormato-314BicarbonatnnÚld formato-C14bicarbonato-C14

\

1cpm/nc.ficpm/me.fcpm/mg.Acpm/mg.Acpm/s.flcpm/me­

decél.decél.decél.dec‘l.decól.decél.
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Tabla15.

Iiolpodeincubación:110min.

Célulasenreposo

Célulasproliferativas

Glucosa formatch14

Formato-014

Glucosa bicarbonato-014

Biearbonato

Formato-614Bicarbonato-Cl4

7‘ppm/mg.

¡de061.

fi

OFWÍÉGO dec61.

f

f
PIM/ne.pec‘l.

cpu/mg. deCélo

1cpm/mg.í

deCélo

014totalincorporado

1093

801

99

10347390

Uldenelresiduo

504

405

5708-—

Serina

65.5

70

283

Acidoglutánico

0.52

774395
2114-._

Alanina Metionina

4.5

18

l57-­

Fenil-alanina

3.518

2.5

lO

2114-_.
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3.518

Hoidentificadas

_“3.5

¡._._

14
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Tiempodeincubación:130min.

CélulasenreposoCélulasproliferativan

GlucosaFormato-014GlucosaBicarbonatoFormato-014Bicarbonato-Cl4 formato-C14bicarbonato-C14

1cpm/Ir7‘cpm/me.7‘cpm/m6.ficpm/me.clan/w.5‘cpm/me.

decél.de061.decól.de061.decél.decél.

\

014totalincorporado1129689306011478311 U14enelresiduo509401—--6671.. Sorina6935170281----—75 l5003-_.. Acidoglutámico--l4 --—-—-167_... Alanina--l4----167__.. Motionina10.5S3520----1.5100-.. Fenil-alanina1.572.510--——-..2133_-.._ Noidentificadas157618.7?---- _18 _200-­



Tabla15.

Tiempodeincubación:150min.

cglulasenreposoCélulasproliferativas

GlucosaFormato-014GlucosaBicarbonatoFormato-914Bicarbonato-Cl4 formato-ClJbicarbonato-014

dwcpu/ny.mcpm/:3.ícpm/mg.ficpm/ma.ficpm/y.ficpm/mg.

decél.decél.deC61.de061.decél.decél.

¿latotalincurïorado1106772476312889344 -.1.:11‘-(:si.-Í5u0726426----7139 v‘‘..1
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Figura V. Inoogporaoión del :grmatg-Clg x el bicarbonato-015 por células en
reposo.Cl& total y Gli en el soluble en metangl
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¿V4fy'aa’o(CÍS/m/h/mg667.)

Tiempo (m/n.)

1016 mg. de leVadura; 8.28,uu de formato de sodio con 0.04 mC; 1.67jLM de
bicarbonato de sodio con 0.04 mC; glucosa 16.6 mM;3 ml. de buffer de ftala­
to pH=4.5; volumen final, 18 ml. . Linea A, 014 total incorporado en presen­
cia de glucosa y formato-Cl4. Línea B, ídem con formato-014. Línea C. ídem
con glucosa y bicarbonato-C14. Línea D, ídem con bicarbonato-C14. Línea E,
C14 incorporado al soluble en metanol en presencia de glucosa y formato-C14.
Línea F, ídem con formato-014. Línea G, ídem con glucosa y bicarbonato-C14.
Línea H, idem con bicarbonato-C14. Q02 en presencia de glucosa, 58; testigo.
5.
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línea A, C14 inocrjcr do al sol ble efi ICA al 5%en caliente en presencia

de glucosa y formato-014. línea 3, ídem en presencia de formato-014. Li:

C2 C14 incorporado al residuo en pr sencia de glucosa y formato-C14. Línea

D,1demen presencia de formato-C14.



Figura VII. Incogporación del formato-Cl44y el bicarbonato-CIQApor célu­
las proliferativas
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77empo (ml/7.)

171.6 mg. de levadura; b.2ó_a.M de formato de sodio con 0.04 mC;l.67 ¿LM de
bicarbonato de sodio con 0.04 mC; glucosa 16.6 mM;3 ml. de buffer de ftala­
to pH=4.5; volumen final, 18 m1.. Línea A,Cl4 total incorporado en presencia
de formato-014. Línea B, ídem en presencia de bicarbonato-C14. Línea C, C14
incorporado al soluble en metanol en presencia de formato-C14. Línea D, idem
en presencia de bicarbonato-C14. Línea E, Cl4 incorporado al soluble en TCA
al 5%en presencia de formato-014. Línea F,Cl4 incorporado al residuo en pre­
sencia de formato-C14.



CAPITULO VII

INCORPORACION DE FORMATO-Cl1+ Y SERINAgj Cl1+

La serina marcada en el carbonoi3 es la sustancia más radioactiva

de los sobrenadantes metanólicos, y de acuerdo a los resultados que se

consignan en la Tabla 13, a los cinco minutos su porcentaje de incorpg

ración es el más alto. Disminuye luego a lo largo del tiempo a medida

que aumenta el de otras sustancias, lo que hace sUponer que se trata

ln al metabolismo
lh

del primer compuesto de incorporación del formato-C

celular. Según esa suposición, si en lugar de incubar con formato-C
1+. . . l . . . .se hiciera con ser1na-3C , la incorpora01ón debiera produc1rse con ma

yor velocidad, y la distribución en los metabolitos derivados podría

verse alterada por una mayor concentración y radioactividad de la se­

rina.

Para comprobarestas hipótesis se realizó una cinética utilizando

en forma simultánea formato-C11+y serina-3Clk con igual actividad es­

pecifica y concentraciones equivalentes, ambosincubados con células

en reposo, con y sin glucosa. Los resultados se consignan en las figu­

ras VIII, IX, X y XI.

A los cinco minutos con glucosa y serina-301)+ el C11+total incor­
)

porado es un 50%mayor que el obtenido con formato-01+; con el trans­

curso del tiempo las diferencias se hacen cada vez más notables. A los
14

sesenta minutos se alcanza la máximaincorporación con serina-3C y

luego se mantiene constante. Con formato-014 la incorporación aumenta

hasta las dos horas y a partir de ese momentono varia hasta el final.

Cuando se alcanzan los máximos valores la relación entre ambos es de

cuatro a uno. En las incubaciones con los sustratos radioactivos só­

los los desniveles son muchomenores, e incluso inicialmente la incor­

poración es ligeramente inferior con serina-3Clh, pero después de los
sesenta minutos comienza a disminuir lentamente el contenido en ClLF

proveniente del formato-CJ"+mientras que con serina-3C11+ sigue aumen­

tando hasta 1os noventa minutos, sin bajar después.
14C en la fracción soluble en metanol. En la fracción soluble en

metanol, a los cinco minutos todos los valores coinciden, salvo el

obtenido son glucosa y serina-3CJJ+ , que es un 100%mayor que los otros
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A partir de este momentohay grandes aumentos con glucosa y serina-3C11+

hasta la hora, iniciándose luego un brusco descenso. Conglucosa y for­

mato.cl1+ el máximose alcanza igualmente a los sesenta minutos; en ese

momentola relación entre ambas incorporaciones es uno a trece. Se ini­

cia entonces el descenso del contenido en C11+de los metabolitos solu­

bles en metanol-agua lentamente. Conlos sustratos radicactivos sólos,

comosucedía en la incorporación total, los valores son muy semejantes

hasta los treinta minutos de incubación, con formato-Cl“Lse inicia en

ese momentoel descenso, mientras que con serina-3Clh el aumento conti­

núa hasta los noventa minutos; la relación de incorporaciones en ese

momentoes de tres a uno. El valor alcanzado se mantiene hasta el final

del experimento y es superior al obtenido con glucosa y formato-Cl“.

Distribuciégydel Cll+incorporado a la fracción soluble en metanol.

(Según Tabla 16). La incorporación de ClL+a los metabolitos solubles en
. 14 1h .

metanol es mayor con ser1na-3C que con formato-C , ya sea con o sin

glucosa. La sustancia más marcada es inicialmente la serina, pero,mien­
14 . 1k .

tras con glucosa y formato-C y con serina-3C se mantiene como tal

hasta el final del experimento, con formato-Cl“ y con glucosa y serina­

3Cl1+no es asi. El ácido glutámico aumenta su porcentaje a lo largo del

tiempo en todos los casos;mucho más con formato-Cll+ sólo, pasando a ocu

par el primer lugar entre las sustancias marcadas en esa incubación a

las dos horas. La disminución de la incorporación porcentual a la seri­

na se traduce además en un aumento en la marcación de la alanina en to­

dos los casos;homoserina y cisteína, con glucosa y formato-Clk;fenil

alanina,con glucosa y serina-3Clh.
Ademásde los valores que figuran en la Tabla 16 aparecen marca­

dos en forma esporádica ácidos del ciclo de Krebs, comoel succínico,

a los ciento cincuenta minutos de incubación con glucosa y scrina-3Clh

(0:5 %, 38 cpm/mg. de cél.); el málico, a los cinco minutos con gluco­

sa y formato-C1L+ (2.5%, ll cpm/mg. de cél.), a los noventa minutos

con glucosa y serina-3Clh (15%,1lH cpm/mg. de cél.), y a los ciento

veinte minutos (1.5 %, 105 opm/mg.de cél.); el ácido cítrico a los

ciento veinte minutos con glucosa y serina-3Cll+ (1.5 %, 105 opm/mg.

de óel.). Tambiénse marcan nucleótidos, el IMP, con glucosa y se­
urima-3Cl a los sesenta minutos (155,13h cpm/mg.de célula), a los
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noventa minutos (3.5%, 399 cpm/mgde cél.), y a los ciento veinte

(2%, 1%0 cpm/mg. de cél.), con glucosa y formato-C11+a los ciento

cincuenta minutos (h.5%, 25 cpm/mg. de cél.); el AMP,con glucosa y

serina-3Clh a las dos horas de incubación (0.5%, 35 cpm/mg. de cél.);

el IPN, con glucosa y formato-CIM a los cinco minutos (H%, 19 cpm/mg.

de cél.);

Cl1+en_la_fracción soluble en TCAal 5% en caliente. La incorpo­

ración inicial a los ácidos nucleicos en presencia de glucosa es la
1h

misma. con formato-01h y serina-3C , aumentando luego continuamente

con ambos sustratos, pero en forma más pronunciada con serina-3Clk.

Con formato-C11+se alcanza el mátho a las dos horas de incubación,

y luego se mantiene el valor alcanzado; con serina-3C11+ se incremen­

ta hasta el final del experimento; en ese momentola relación entre

ambasincorporaciones es de tres a uno, Conlos sustratos radioacti­

vos sólos, son muy semejantes a todos los tiempos, pero netamente in­

feriores a las obtenidas en presencia de glucosa.

Distribución del Cln incorporado a la fracción soluble en TCAal

5%en caliente. (Tabla 17). En presencia de glucosa la adenina con­

tiene entre el 55 y 60%; con formato-C11+sólo, entre el 69 y el 70%;

con serina-3Clk, lo mismohasta la hora de incubación pero luego va

bajando hasta llegar aproximadamente al 50%. La guanina, en las incu­

baciones con glucosa contiene alrededor del 20%hasta la media hora,

y luego baja lentamente, más con serina-3Clh, con la que representa

un 15%del Cll+incorporado. Con los sustratos radioactivos sólos se

marca aún menos; con formato-Cl“ oscila alrededor del 10%, y con se­

rina-3Cll+ varia entre el lo y el 15%.

Cl1+enuel residuo. La incorporación a esta fracción comienza

después de los diez minutos de incubación, y comosucede en las otras,

la mayor fijación del Cl1+se produce con glucosa y serina-3Clk. Hasta

los sesenta minutos la marcación de las proteinas en las incubaciones

con glucosa es muy semejante, pero desde los noventa minutos se dis­

tancia netamente la obtenida con serina-3Clu, que llega a un máximo

a las dos horas, iniciando luego el descenso; con formato-01%, en cam

bio el valor alcanzado a ese tiempo se mantiene. La relación de in­
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corporaciones en ese momentoes de tres y medio a uno. Los sustratos

radioactivos solos, se fijan muchomenos, y los valores obtenidos

con ambos son muy semejantes.

Distribución del cm incorporado a1 residuo (Tabla 18) y a1

igual que en los sobrenadantes metanólicos la serina contiene los ma­

yores porcentajes de incorporación, que sólo disminuyen hacia el fi­
unal del experimento en las incubaciones con glucosa y serina-3C1 y

con serina-3Clu. g) El ácido glutámico se marca sólo en la incuba­
ución con glucosa y serina-3Clu, y al final con serina-3C1 . 3) La

ualanina aparece en las incubaciones con serina-3Cl y con glucosa y

serina-3cll+; ésta última, a las dos horas. tiene un 15%del o” fija­

do. E) La metionina se marca en todas las incubaciones, pero más con
. 14glucosa y serina-3C .

CON CLU_S__I*0NES

1+i) La fijación del c1 por la levadura de panadería es, en idénticas
condiciones mayor con serina-3Clu comosustrato radioactivo, que

con formato-Cl“.

g) La serina es la sustancia más marcada en los sobrenadantes metanó­

licos a los cinco minutos; en las incubaciones con formato-Clh,y

con glucosa y serina-3C11+el porcentaje incorporado a este amino­

ácido desciende considerablemente hacia el final del eXperimento
1+lo que no ocurre con glucosa y formato-Cl“, y con serina-3Cl . Las

. . le . . .sustancias que aumentan su contenido en C son: el ácido glutami­

co en todos los casos, pero sobretodo con formato-61k; la alanina,

con formato-C11+y con serina-3Clk; y la fenil alanina con glucosa
. 1L+y serina-3C .

14Tanto el formato-C comola serina-3Clu marcan las bases púricas.
V

1h . l
4) Las proteinas se marcan, tanto con formato-C como con ser1na-3C 3

recién después de los diez minutos. Al igual que en el extracto me­

tanólico el producto más marcado es la serina, apareciendo marcadas

en forma notable hacia el final del eXperimento la alanina, la fe­
unil alanina y la leuCina, en las incubaciones con serina-3Cl .
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Tabla16.

Tiempodeincubación‘lonin.

GlucosaFormato-014GlucosaSerina‘3014 formato-C14Betina-3014
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Tabla16.

Tiempodeincubación‘

mino
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.¿cmpodeincubación360min.
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Figura VIII. Incogporación del formato-C14 y la serina-} C15.
Cl} total incorporado.
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C’4Mac/o(6/8./m/n./mgce'l.)
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Ï/empo (mí/7.)

810 mg. de levadura; 4.12‘/oM de formato-C14 con 20 C; 4.12ljoM de serina­
3 014 con 20 /oC; 160 M de glucosa; 2 m1. de buffer de ftalato pH=4.5; vo­
lumen final, 12 m1.. Línea A. 014 total incorporado en presencia de glucosa
y serina-3C14. Línea B, ídem en presencia de glucosa y formato-C14. Línea
C, ídem con serina-3 C14.Línea D, ídem con formato-C14.



Figure IX. Clé incorporadg al so;ublg gn ngggg}.
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Line: A, C14 incorporado al soluble en metanol en pretenciu de gÏHPOFr Y

SE?inu-3 C14. Línea B, Idem con 32ana-3 31%. Línea C,ídem con glwcnsu y

formato-C14. Línea D, ídem con formato-C14.



Figura X. Gli incogpofado al solubxe en TCAal 5%en oallente.
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Linea A, C14 incorporado ¡l soluble en :C¿ el Si en presencia de glucosa y
serina-3 C14. Línea B, idem con glucosa 5 formato-014. Linea C,ídem con for­
mato-C14. Linea C, ide: con serian-3 Cl¿.



Figura XI. C14incorporado al residuo.
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Linea A, Cl4 incorporado al residuo en presencia de glucosa y serina-j C14.
Línea B, idem con glucosa y formato-014. Línea C, ídem con formato-C14. Lí­
nea D, ídem con serina-3 014.



CAPITULO VIII

EFECTO DE INHIBIDCRES ENZIMATICOS Y ANTIBIOTIQQÉ SOBRE LA

INCORPORACION DEL FORMATO el“ ron LA LEVADURÁ

Con el objeto de estudiar el efecto de algunos compuestos quimi­

cos (azida, fluoruro hidroxilamina, Z-Hdinitrofenol) y antibióticos

(antimicina A, actidione) se realizaron una serie de experimentos con

los mismos. La azida (173) en concentraciones lomMdesacOpla la fosfg

rilación oxidativa, e inhibe la reSpiración. El fluoruro (174) en con

centraciones bajas, 0.1mMinhibe la reSpiración actuando además sobre

la enolasa (175). El 2-h dinitrofenol (176) no inhibe la respiración,

pero reduce 1a formación de ATP. Sobre la hidroxilamina no se encuen­

tran datos en la literatura correspondiente, salvo su uso comodetec­

tor de aminoácidos activados (177). La antimicina A (178) es un inhi­

bidor respiratorio. El actidione (179) inhibe la multiplicación celu­

lar y el crecimiento de la levadura Sacharomxcescerevisiae.

EFECTO DE LA AZIDA.

La azida fue usada en dos concentraciones, 20 y lOmM,con y sin

el agregado de glucosa en cada caso, utilizando células de levadura

en reposo, durante ciento veinte minutos; paralelamente se hicieron

las incubaciones sin azida, con y sin glucosa, que se utilizaron como

testigos. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 19. El

C1h total incorporado con azida 20mMen presencia de glucosa, es casi

siete veces menor que el respectivo obtenido sin la presencia del in­

hibidor; la incubación correspondiente sin glucosa, sólo se ve reduci

da a la mitad. Con azida 10mm,los resultados son muy semejantes. El

anhídrido carbónico producido tiene, en todos los casos, actividad es­
pecifica muchomenor, aproximadamente la preporción es quince a uno;

sin embargo la cantidad producida es la misma. Simultáneamente la az;

da inhibe la respiración.
Cll+en la fracción soluble en metanol. En las incubaciones con

1h
glucosa yazida, esta fracción contiene la mitad del C que la res­

pectiva sin inhibidor. Sin glucosa y con azida 20mm,no hay varia­

ción; en cambio es algo menor el valor obtenido con azida 10mm.
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Distribucion del C en la fracc1on soluble en metanol. (Tabla 20)

Conazida 10mmy glucosa la incorporación porcentual a la serina es

igual a la del testigo. Al aumentar la concentración, aumenta al lOQ%

la radioactividad de este aminoácido. Sin glucosa, contiene igualmente

100%; el testigo en cambio, 29%.
1h

C en la fracción soluble en TGAal 5% en caliente. En las incu­

baciones con glucosa e inhibidor, la incorporación es seis veces menor

que sin éste. Utilizando el sustrato radioactivo sólo, es cuatro veces
menor.

Mgbución del Guineala fracción soluble en TCAalfi. Los re­

sultados aparecen en la Tabla 21. Con azida 20mmy glucosa, se encuen

tra el 25% en la guanina y el 50%en la adenina. Con azida lOmK, el

12%en la primera, y el 60%en la segunda. En la incubación correSpon­

diente sin inhibidor la guanina es el lh.5%, y la adenina el 70.5%. La

radioactividad incorporada en ausencia de glucosa es muy pequeña.
1%C en el_ggsiduo. no hay incorporación a esta fracción.

CONCLUSlogs

l) En las dos concentraciones utilizadas la azida actúa inhibiendo la

respiración de la levadura Saccharomxcescerevisiae disminuyendo nota­

blemente la incorporación del formato-01h por la misma y la decarboxi­

lación sin que varie la produccion del CO2a partir de metabolitos en­

dógenos, ya que la cantidad de 002 obtenida es la misma, y sólo varía

su actividad eSpecífica. g) La incorporación a todas las fracciones

se ve afectada por la presencia del inhibidor en las incubaciones con

glucosa;en ausencia de glucosa,en cambio, el soluble en metanol con­

tiene la mismaradioactividad y se reencuentra casi toda la radioacti­

vidad concentrada en la serina. .3) En las incubaciones con glucosa,

hay marcación en los ácidos nucleicos, muchomenor que en los testigm

E) Nohay incorporación a las proteínas. í) La formilación de la gli­
cina para dar serina persiste, así comola marcación de las bases pú­

ricas, pero aparentemente la metabolización posterior de la serina se

halla interrumpida, ya que no aparecen otras manchas en el sobrenadan­
. lte, ni se marcan las proteinas.
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EFECTO DEL FLUORURO.

El fluoruro se utilizó en concentraciones 20 y 10mm,con y sin

glucosa, incubado con células de levadura en reposo, durante dos ho­

ras. Igualmente se hicieron los controles con glucosa y formato-ClL+

y con este último sólo. Los resultados obtenidos figuran en la Tabla
22. Con glucosa y fluoruro 10mm, el ClL+total incorporado es el 40%

del que se obtiene sin esta última; con el sustrato radioactivo sólo

no se observan diferencias con y sin fluoruro. La reSpiración también

se modifica, pero solamente en las incubaciones con glucosa e inhibi­

dor; con fluoruro 20mm, se reduce a un 15%, con fluoruro 10mm, a un

tercio.

Igualmente se ve afectada 1a decarboxilación del formato-Cl“.Las

actividades especificas de los carbonatos obtenidos con glucosa, for­

mato-Cl“ y fluoruro en ambas concentraciones, son seis veces menores
lHque las respectivas sin fluoruro. Gonformato-C la diferencia depen­

de de la concentración del fluoruro, si es 20mmes cuatro veces me­

nor, si es 10mm,es el 66%reSpecto de la del carbonato resultante de

la incubación sin fluoruro. La cantidad de anhídrido carbónico produ­

cida con glucosa, formato-01H, y fluoruro 20mm,es la mitad que la des

prendida con glucosa, y formato-01%. No hay diferencias en las restan­
tes incubaciones.

cl“ en la fracción soluble en metanol. Gonglucosa, formato y

fluoruro 20mm,la radioactividad obtenida es ocho veces menor que sin

el inhibidor; con fluoruro 10mm,es la mitad. Sin glucosa, la incorpo­

ración a esta fracción no se ve afectada.

Distribución del Cll+en la fracción soluble en mentanol. (Tabla

23). Comose ve, con glucosa y fluoruro la incorporación a la serina

se halla disminuida, sobre todo con fluoruro 20mm,en que esta frac­

lh, reSpecto a la obtenida sin inhibidor.ción contiene mucho menos C

En ausencia de glucosa, hay, contrariamente, una mayor acumulación en

la serina. Luego la acción del fluoruro tendria dos aspectos, por un

lado disminuir, el efecto estimulante de la glucosa en la incorpora­

ción del formato y que se acentúa con un aumento en la concentración

del inhibidor, y por el otro, impedir la posterior diversificación de

ésta.
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14 en la fracción soluble en TCAal 5% en caliente. Con ¿lucosaC

y fluoruro 20mm,no hay prácticamente incorporación a los nucleicos;

en cambio con fluoruro lOmMes la mitad, respecto de la resultante sin

inhibidor. En ausencia de glucosa, con fluoruro 20mm,la radioactividad

se reduce a un tercio en cambio aumenta al doble con fluoruro 10mm.

gigizlpgglén_ggl_clu en 1a fracción solubie en TCAalpjí en gg;

liente. (Tabla 2h). Con fluoruro 10mm,tanto con glucosa comosin és­

ta, el 50%de la radioactividad está en la adenina, y el resto en una

mancha no identificada. No aparece guanina marcada. Es probable que es

to último se deba a que 1a radioactividad no haya sido suficiente co­

mopara impresionar la placa.

QÏÏ;gp el residuo. No hay incorporación con la concentración ma­

yor de fluoruro; es diez y ocho veces menor con glucosa y fluoruro

lCmMy tres veces menor sin glucosa.
1k

Distribución del C en el residuo. (Tabla 25). Aunqueaparente­
mente 1a distribución del clu no se ve afectada, es decir que los por­

centajes relativos se mantienen; es necesario destacar que la radicac­

tividad incorporada a la fracción proteica es muchomenor, sobretodo

en presencia de glucosa.

CONCLUSIONES

l) La acción del fluoruro sobre la incorporación de formato-Cll+ depen­
de de su concentración siendo tanto mayor la inhibición cuanto mayor

es ésta; además su efecto es más notable en presencia de glucosa. g)

La mayor concentración provoca inhibición en la marcación de la seri­

na en presencia de glucosa y consecuentemente reduce casi a cero la

incorporación a los nucleicos, y anula la de las proteinas; en ausen­

cia de glucosa, aumenta la incorporación a la serina, pero disminuye

su posterior redistribución. 3) Con fluoruro lOmMy glucosa hay igual
mente menor radioactividad en la serina, y otras sustancias, así como

en los nucleicos y proteinas, en las que sin embargono se afecta la

distribución porcentual, en ausencia de glucosa la incorporación to­

tal no disminuye, pero se ha concentrado más en la serina y en los
’ l .

nucleicos, bajando notablemente en las proteinas, aunque manteniendo

la distribución de los porcentajes.
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EFECTO DE LA HIDROXILAMINA.

ua hidroxilamina se utilizó también en dos concentraciones, 20 y

lOmM,con y sin glucosa, con células de levadura en reposo durante

ciento veinte minutos, e incubando igualmente sin inhibidor comore­

ferencia. Los valores obtenidos se consignan en la Tabla 26. Con
1hglucosa e hidroxilamina 20mmla incorporación de formato-C se redu­

ce aproximadamente a la mitad; con glucosa e hidroxilamina lOmMes el

H0%respecto de la obtenida sin hidroxilamina. Con el sustrato radio­

activo y la concentración más alta de inhibidor, la radioactividad es

un tercio de la que tomamoscomoreferencia; con la mas baja es el

60%de la resultante sin hidroxilamina. La actividad específica del

002 deSprendido con glucosa e hidroxilamina 20mMes el doble que sin

inhibidor; con hidroxilamina 10mmno hay diferencia. Sin glucosa,con

la concentración mayor de hidroxilamina, es doscientas veces mayor;

con hidroxilamina 10mm,es el 70%de la que se toma como referencia.

Las cantidades de CO2desprendidas en presencia de glucosa e hidroxi­

lamina son menores que la correspondiente sin ésta; en ausencia de

glucosa son mayores. La reSpiración no varía significativamente.
1%G en la fracción soluble en metanol. Esta fracción se ve afec­

tada por la presencia de hidroxilamina. Conglucosa e hidroxilamina

20mm,es el óqñ de la que se obtiene sin inhibidor; con la concentra­

ción 10mm,es el 25%. Sin glucosa, resultan ser el Hï% de la tomada

comoreferencia. La distribución del Cll+incorporado no ha sido po­

sible de estudiar, porque el cromatogramapresenta un aSpecto comple­

tamente distinto a los conocidos, y los Rf están aparentemente altera­

dos. No pudo encontrarse serina.

Clu en la fracción soluble en TCAalpfiá. Gonglucosa e inhibidor,

la incorporación es un 20%de la que se obtiene sin éste. Sin glucosa,

casi no hay incorporación con hidroxilamina 20mm,y en cambio es un

5QÁ mayor con 10mm.
. . . . . ICll+en el residuo. En presencia de glucosa e nidrox1lamina esta

casi completamente inhibida, sin glucosa, es un tercio de la que se

toma comoreferencia. Igual que en el sobrenadante metanólico, el as­

pecto del cromatograma cambia, y no puede ubicarse la serina.
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l) Hayuna acción inhibitoria de la incorporación del formato-01Hpor

parte de la hidroxilamina, y que varía con la concentración de ésta,
14sobretodo en la distribución del C en las aistintas fracciones es­

tudiadas. g) Aparentemente no habría incorporación a la serina, o

bien ésta no se encontraría comotal; sin embargolos ácidos nucleicos

se marcan. 3) Es notable su efecto sobre la incorporaciónialas proteí­

nas, en presencia de glucosa. E) La decarboxilación del formato-Clu

aumenta mucho con hidroxilamina 20mm,más aún en ausencia de glucosa.

í) Noafecta la respiración.

EFECTO DEL Z-k DINITROEENOL.

El 2-H dinitrofenolfue utilizado en concentraciones 0.05 y 0.15
mm,en presencia y ausencia de glucosa, con células de levadura en

reposo, en un experimento de dos horas de duración. Comotestigos se

realizaron las incubaciones sin inhibidor. En la Tabla 27 figuran los

resultados obtenidos. El Cll+total incorporado con glucosa y 2-h di­

nitrofenol 0.05mMes el 35%del obtenido sin 2-H dinitrofenol; con

glucosa y 2-H dinitrofenol 0.15mM,es el 25%. En las incubaciones sin

glucosa, no hay diferencia significatiya con el control. La decarbo­

xilación del formato-Cll+no varía en presencia de glucosa, ya que tan­

to la actividad cepecífica comola cantidad desprendida no difieren

mayormentede las correspondientes sin inhibidor; en cambio, sin glu­

cosa, la actividad eSpecífica del carbonato obtenido con 1a concentra­

ción 0.05mMes ocho veces menor que la tomada como referencia, mien­

tras que con 1a concentración 0.15mfi es tres veces menor; las cantida­

des de anhídrido carbónico recogidas son igualmente mayores que sin

inhibidor. Conglucosa y dinitrofenol 0.05mï hay una estimulación de

la respiración, en cambio con 0.15mmdisminuye en un 30%; sin glucosa,

con ambas concentraciones está aumentada.

Clk en la fracción soluble en metanol. En presencia de glucosa y

con la concentración más baja del inhibidor, se incorpora a esta frac­

ción un 15%menos de Cll+ que en la incubacián testigo; con 0.15mm, es

un 25%menor. Sin glucosa, en cambio, es un 50%mayor con dinitrofe­

nol 0.05mm, y se duplica con 0.15mfi.
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Dist ¿b cion d 1 lï_enmla fracción soluble en metanol (Tabla 28)6.-.»- ­

En presencia ce Slucosa el porcentaje de C1h incorporado a la serina

es semejante al del testigo; en ausencia de ésta, en cambio, es mucho

mayor, estando consecuentemente disminuida la del ácido glutámico.

Cl“ en la fracción soluble en TGAal 5%en caliente. Con glucosa

y dinitrofenol 0.05mM,se incorpora el 25%del Clu que en la incuba­

ción testigo, con 0.15mM, el 20%. Sin glucosa y con 0.05mM, el 35%;

con dinitrofenol 0.15mï, baja al 15%de la del testigo.
1k

Distribugión del C en la fracción soluble en TGAal fiá_gn_gg­

liente. Se estudiaron sólo los cromatogramasobtenidos con inhibidor

y glucosa, pues los otros no resultaron marcados. (Tabla 29). Con

0.05fiá, la guanina contiene el 20%y la adenina el 80%. Sin dinitro­

fenol, representan el 1%.5y 70.5%respectivamente.

Eïï;gg;el_rgsigug. Tambiénla incorporación a esta fracción se

ve afectada. Con glucosa e inhibidor es el 6% tan solo de la que se

obtiene sin éste. Sin glucosa, y con dinitrofenol 0.05mM,es el k0%

de la que se toma como referencia, con 0.15mMes el 25%.

01HDistribución del en el residuo. (Tabla 30) La incorporación

porcentual a la serina en las incubaciones con ¿unosa está aumentada,

tanto más cuanto mayor es la concentración del inhibidor. Sin glucosa

no varia.

CONCLQSIONEQ

l) El 2-H dinitrofenol disminuye la incorporación del formato-Cl“ en

presencia de glucosa; el efecto es mayor con una concentración 0.15mh

que con 0.05mM. g) Hay una ligera disminución en la incorporación

al soluble en metanol, en presencia de glucosa; en ausencia de ésta,

se halla aumentada. La serina es la sustancia más marcada de esta

fracción; con glucosa el porcentaje no sufre variaciones, pero sin és­

ta, hay una acumulación del Cl1+en este aminoácido. 3) La incorpora­
cion a los ácidos nucldcos está más inhibida en presencia de glucosa.

i) en el residuo la incorporación se ve más afectada en presencia de

glucosa. La serina es el aminoácido más marcado. í} La decarboxila­

ción del formato-C11+sin glucosa en presencia de dinitrofenol se ve

muyreducida; ashmismoaumenta la decarboxilación de otros metaboli­

tos endógenos. á) La reSpiración es estimulada.
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E ¿GTO DE LA ANTIMICIHA A.

La Antimicina A, fué utilizada en dos concentraciones, 25ug/m1 y

2.5ug/ml, con y sin glucosa, incubada con células en reposo durante

dos horas; comocontrol, se procedió en igual forma, pero prescindien­

do del antibiótico. Los resultados figuran en la Tabla 31. Conglucosa

y 25ug/ml de Antimicina, el valor del Clh incorporado es un 20%menor

que el del testigo; con 2.5ug/ml, un 30%menor. Sin glucosa y con

25ug/ml, es un 15%mayor; con 2.5ug/ml, es un 5%menor.

La actividad específica del anhídrido carbónico producido en pre­

sencia de inhibidor es mucho menor. Con glucosa, disminuye en un h0%y

en ausencia de ésta en un 75%. La cantidad de CO2no se diferencia de

los controles. La respiración se inhibe totalmente con 25ug/ml de An­

timicina, pero no se afecta con 2.5ug/ml.

Cl1+en la fracción solublg¿g¿¿ggtangl. En presencia de glucosa

y con la concentración más alta de Antimicina, la incorporación a esta

fracción es un 20%mayor que la que se obtiene en la incubación tes­

tigo; con la más baja en cambio es un 25%menor. Sin glucosa los valg

res obtenidos, son mayores que los del control; con 25ug/ml, un 1H0%

y con 2.5ug/ml, 100%.

Distribggión del Cl“ en la fracción soluble en metanol. (Tabla

32). se observa en este ererimento una mayormarcación de la serina

en detrimento de otras sustancias, comoel ácido glutámico, sobretodo

en las incubaciones sin glucosa.

Cl“ en la fracción soluble en TCAal 5%en caliente. Con glucosa

y 25ug/ml de Antimicina, hay prácticamente la misma incorporación que

sin el antibiótico; con 2.5ug/ml de Antimicina hay un 35%menos. Sin

glucosa, y con Antimicina en ambas concentraciones, hay también una

disminución del 35%.

Distribugión del Cluágn la fraccióneÉglgElg¿g¿¿ggíjghjfií¿yl¿gg­

liente (Tabla 33) En presencia de glucosa y con la concentración

más alta de antibiótico, hay una marcación muy semejante en la guani­

na y adenina, cosa que no ocurre con la concentración 2.5ug/ml, ni en

ausencia de Antimicina, en que la incorporación se halla muydesplaza

da hacia la adenina.

ClLren el residuo. En ausencia de glucosa, el antibiótico inhibe
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totalmente la incorporación a las proteinas. Conglucosa y 25ug/ml de
01hantimicina el es el h5%del que se fija en la incubación de refe­

rencia; con 2.5ug/hl, es el 70%.
1%Distribqgión del C en el residuo (Tabla 3k) La incorporación

a la serina se halla aumentada en detrimento de los otros aminoácidos.

CONCLUSIONES

l) La Antimicina A, en las dos concentraciones que han sido probadas,

inhibe parcialmente la incorporación del formato-Clu en presencia de

glucosa. g) Noafecta la incorporación a los metabolitos solubles en

metanol, antes bien, la estimula, sobretodo en ausencia de glucosa,

acumulándose en la serina. 3) Los nucleicos se marcan menos en pre­

sencia del antibiótico habiendo mas guanina en presencia de glucosa y

de Antimicina. E) Sin glucosa, inhibe la incorporación a las protei­

nas. En presencia de ésta, la incorporación disminuye, siendo mayor

el efecto al aumentar la concentración. Hay una mayor marcación de la

serina, en detrimento de otros aminoácidos comola metionina. í) La
l¡+decarboxilación del formato C está disminuida pero no la producción

de 002 desde los metabolitos endógenos. á) La concentración más alta

de Antimicina inhibe totalmente la respiración; la más baja casi no

tiene efecto.

MLQELAQHQLQNE­

El Actidione fué probado en una sola concentración lOug/ml, se lo

incubó igualmente con células de levadura en reposo, en presencia y

ausencia de glucosa, durante dos horas. realizando igualmente las in­

cubaciones de referencia sin antibiótico. Comopuede verse en los re­

suItados consignados en la Tabla 35, el Clu total incorporado no dis­

minuyepor su presencia, antes bien, hay una ligera estimulación.

La actividad eSpecÍÍica del C03Baobtenido de la incubación con
actidione y glucosa es el 70%de la de referencia, pero sin glucosa
la decarboxilación del formato-Cll+ se halla notablemente aumentada, ya

que es más de tres veces mayor que la testigo. La cantidad de 002 no

varia. Ejerce una acción depresiva sobre la reSpiración en presencia

de glucosa.

Cll+en la fracción soluble metanol. La incorporación a esta frac­

ción se halla notablemente aumentada; en presencia de glucosa es ca­
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si tres veces mayor, y sin glucosa dos.

lhpgnïla fracción soluble en mgtgggl. (Tabla

36) La serina contiene igual porcentaje de 01h con glucosa en pre­
4

Distribución del c

sencia y ausencia de actidione; con formato-Cl sólo, es mayor con

Actidione, disminuyendo consecuentemente la incorporación al ácido

glutámico.

Cl1+en la fracción soluble en TCAal 5%. Esta fracción contiene

más ClI+en presencia del antibiótico que sin él. En presencia de glg

cosa, la incorporación es un 15%mayor; en ausencia de glucosa es

tres veces mayor con antibiótico que sin éste.

Distribución del cïïggn la fraccion ggluble en TCAal 5%en ca­

liente. (Tabla 37) En presencia de glucosa la guanina se marca más

con actidione; la incorporación a la adenina es prácticamente la mis­

ma. Sin glucosa es mayor con Actidione.
l . . . .C H en el reSiduo. No hay incorporaCión a esta fracc1ón en pre

sencia de Actidione.

QQNCLUSIONEÉ

l) El actidione en una concentración de lO mg/l no disminuye la in­

corporación del formato-01M, por el contrario, se halla ligeramente

estimulada. lg) Los metabolitos solubles en metanol contienen más C11+

con Actidione que sin él, sin que se altere la distribución porcen­

tual en los mismos. 3) En los ácidos nucleicos la incorporación se

halla también aumentada, distribuyéndose el C1L+en las bases púricas

fundamentalmente. E) No hay incorporación a proteinas. 5) La decar­

boxilación del formato-Cll+ disminuye ligeramente en presencia de glu­

cosa; sin ésta, al contrario, se ve muyestimulada. No se afecta la
. . . . Idecarboxilación de metabolitos internos. á) La resp1rac1on se encueg

tra disminuida en presencia de glucosa.
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Acidoglutámico

85

57

37

261

Alanina

43

Acidoaspártico Homoeerina renil-alanina

48

11

57

li

78 42

14

-Ac1domálico

58“5

53

112
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29

Acidocítrico

48­

19

Nucleótidgg IMP(probable) AMP ADP(probab1e) ATP(probab1e) DE!

67

22

134
57

[No identificadas
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TablaQB.DistribucióndelCl

GlucosaGlucosaTestigo Dinltrofenol 8.15mM

Glúdóea Dinitrofenol 0.05mn

Dinitrofenol 0.15mH

Dinitrofenol

__V__f

cpm/me.f decél.

0.05v%!*

ficpm/mg.flcpm/meofi

decél.de061.

cpm/he.f decél.

cpm/he­ de0610

cpm/ig.fi deC610

_—.__}__4___,_Á

Cl4total incorporado

23771d541956165874891690

--——-1>—-—..«_»—..pA—-—<"-4.-——.

014enelsolubleenmetanol1907706

164810661408

Ï_____.‘

O
‘ k0

q.H

ég¿noácidoa

_._-.___._.r__..__._

Sorina53101029205

4r._«______l

50.583272J77046648

Cisteína-' -------4.586535

M

H
M
H

Ch

v
M
H

LA

Acidoglutámico699e859.5737261 Alanina699443--5-.-__357li78 Acidoaspártico--4.548-—-E-l ---642

á_..__-...J__-._._.

Homoserina' 455..._17239: __.._.......q444 renil-alanina465--14197i8117---.-4Á1



tabla29.Distribucióndel014inco

Glucoan Ditrofenol

.___Q.QíJmfl

'f

fi

alacan­ Dinitrbfenol 0.15'

fcpm/ne.

deC61.

614total Incorporado'

1956

014unoi solublnona-mus!

345

Guaáina

29

2069

Adoninn

ví

80276

loidentificadas



Glucosa

mew“?

WMV”-n

Glucosa

trenol

giagfigñfonolu_

Di

.__L__Q_.

1

cin/151" decil;

gïïitgfifenol

Glucosa

Testigo

-wm“’cpm/m8.

cpm/ha.fi

.de061.

de061.

014total incorporado

2377

‘_.s_'

14541956

fïcpm/ha.

!9+._­
1658

océl.

cpm/mz­ de(>61.

cpu/ms­ decól.

C14enol residuo

233.

250

144

7489

1690

3678

649

Sorina

66

85

Hetionina

2.5

Honoeorina Histidinn

:2005

610

220

13

386 183

Penil-claninn loidentificada­

24.5

.10.

92
831



Tablajl.EfectodelaantimicinaAenlaincorporacióndelforggfio-Cl;porlaleVadura.

11mg.delevadura:4Qflldeglucosa;1.03/LMdsformateadosodioconá/zct0-5nldebUÍferdeftalatopH=4.5incubacióndurante120min.envasosdeWarharg.Adicionessegúnseindica.

Adinnnn

‘”GlucosaGlucosaGlucosaTestigo

Antimic.Antimic,Antimic.Antimic. P5mL/l?5mg/l2.5mg/l2.5mg/l

014totalqÓhr1r1lfaninoquorsdo18h719572*6)15*?7«891,.“

___A_4...-4_..1A

014enlafracciónqr,rfiñAsolublesnmstanol¿3)7¿708l)*“141419U7706 014enlafracciónsolubleenTCAalsx18439191177?361904335 C14enelresiduo36??‘-—'?€72-—3’78'549 014snel0033.1931.093.5207.138x2838d.237.3 Coalo(na-)13.61.713.90.715.51.o Bsdioaotividadospecl-r,,n.ficadelco3na1‘02))o01»-954.7¿4.3937-3 °02
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fi25mgflGlucosa
Antinicina

Antimicina

.25

Glucosa
Antimicina 2.5mall

Antimicinaï 2-6

/1

Glucosa

Testigo

icpm/ing.
decél.

g

cpm/ms? decél.

fcpm/hs.

.(>61.

f
cpm]Ego docél.

cpm/hs. de061.

flcpu/neo

de0‘10

.Cl4total incorporado

rw­

5827

1997

5165

1517

7489

1690 _

014enelaolublo
¡Innotnnol'

2357

1708

1512

1414

1907

705 _

“¡23.1.92! harina

71

1673

100

1708

831255

90

1273

1010

Cilteína

86

Acidoglutámico

57

Alenina

165

345

57

Acidoaapártico Eomnaerina

59

renil-alanina

118

4-60



'Sorina

71

1673

100

1708

83

1255

90

127353

1010

205

Cilteína

-4.5

86

35

Acidoglutámico

57

261

Alanina

165

45

57

78

Acidoaspártico' Homooorina

59

42

118

60

Ponil-alanina 'A. ydec1 -Ac1domálico

á­

29

' Asgaocítrico

19

W
-IIP(probab1o) .AIP

‘¿ADP(probable)

Agggprobable)

M

71

22

—:[;;É;dentitioadasT

n.sÏ

271

¿41í 12

228



Tabla33.DistribucióndelC14incorporadoalsolubleenTCAal5fl encalienteenelexperimentodelaTabla31.

..-¡...AM._._

r____uc.W­

._<H..W_l_cq___lm_7

Glucosa,

.GlucosaTestigo

,__
n

í

I

I

i

!

+___

Glucosa

Antimicinai ¿ntimicinaI AntimicinaAntimicina

+

W
1i

_m22.gs¿lwm_"W_L_l25mun/lnH'2.5ma/l“.¿_.2.5ma/ll.

,l a iIÏfl'NÉcpm/mg.%¿cpm/mg.lp3cpm/mg.ifiícpm/mg.:ficpm/ng.

ldecél.Q¡decél.Qidecél.¿¿decél.i-decél.

.._—__Á__ñ

%¡cpm/mg.

deCélolll .,

.__...‘__m--.;.-_.N -A -

5í

r___H

014total

!incorporado

i3gl1997g5165‘1577

í

il

A“...._<-..._ï.__...4__<_. A.-.A.É_______Aj.;.___-_.__.4 oe.A'.4

014enelsolubleenTCAal5%219í1117É236‘1904339

___-A._e.l.....<_¡___.______.A-_.._..«A..._<4..A.._.

Guanina

4 a l l I s

1_____....A___._...<A___T_......_..l..v.

l I I l

ï

;s­

..--16.5194-a—-14.5I 276‘ -—-­
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l l
T I l i
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l l l V

AdenineÉ 461 848
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Tabln34.p1gggipu91finge;ClgincogporadoalresiduoenelexporimentodelaTabla31,

_r.__-__..._-__r

Glucosaï Glucosaï Glucosa'Testigo
AntimicinaAntimicina"AntimicinaAntimicinu95m¿/195"¡-¿J,r___ona¿gl/1___aani/1k

-IW

fcpm/mg.7‘cpm/mg.ícpm/mg.flcpm/ng.1cpm/mg.ficpm/mg.

decól.decél..decél.decél.decél.decél.

_‘._4,__.._.-,..Ñ

014total82l"'incorporado579979165151774891590 314onel 1527..2622-.3678649rcúduo t

.m4...4-..-.____/..+..-_.__.-._,-.-“4..-”-.-.

____..-.-.__.¡¡...____....

“01310811181.524--' -l26--—-6220213

¡1

Sorinna_751220——-I731914--54.5í 200594610

l

._..__Áp.____.‘..4,... ALn»-........-. ..,-__.,.-....._

thpoorina7.5J122..-5.5144“' -- fl10.5386.._­

fib-ÉJ.A_—-..r4.....—_-._.‘m.+—.u--pal.-.”_....._-_.u.... -_.-.-..-.....-Ñ...Y...‘..Ñ...

.39‘141'5......33.5..M'T...,_"'.285 ..._-.'.-.4183v--­

5x.

rom-mm-—-__-__--,_\,--La;92-—­loidentiíioaAa.*”ï5;5“”'”219_- -9.5249 -——.J21.5831' 426

A.____.A..__-.._.....LW... ‘___ï .__l.__.._.L..-_.___,.-.“___



Tabla35.Efectodeluctidioneenlaincorgoracióndelfcrmatc-Cl4410rla1eVHñura. llmg.delev.;4o/amdeglucosa;1.03/amdeformatodesodioconS/AC;0.5m1.debufferdeftalqtp23:4,5;innubgcígndurante1?Omin.envasosdeTarburg.Aáicionesue¿unseindica.

H_Afiipian95

GlucosaGlucosaTestigo
ActiflioneActidione

lOtng/l¿ng/1

F
Cl4totalincorporado7720236174391690 014enlafracción

o'Ï’‘nr‘

solubleenmetanol5‘6615«7¿Jw7 C1:enelsolubleen

alSiencalientePFJO54’1994í335
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' "'—T

‘

014enelCO3Ba194.91332.=

x

381.-:237.3i

! 1.0
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'Qoz161033í
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Tabla 36. JiutTiDUClón dal 31%iggorycrvño el scïuïle en set n01 en el.
1.. 'i‘aL ’

L
SD

-\.

. Gluc 0 sa ’Ï Í 1)(‘o s;¿4Actíñione Actidicne

nguJK‘ .- n- .L__.lQ_¿qL/lv_m_-____ w.__m_n_.w r"
fi CPE/16° fl CPE/3€. fi le]

Pe cél. He 061. 6‘
l

‘ ¡L

Ñ: .-¡._7 7”__7.w a“ ..,.____..T_.....

C14 total incorporado Ï 772G 3361
_ _._<_—

¡014 en el sciuble
¡en metano 5266 1527

__ÜL­

Amin0501608

Serina 2 55.? ' 2973 46.5 J 710 l 53 1-._.. __.__..4.-.., - . . ... í _._. ....4­
ICisteína z 1 l 53 4 É F1

Aciüo ¿lutfimico T 2.5 ¡ 132 21 33: 3
'IAcido aupártico 3 ¿

Alanina I 1 53 9.5 145 H _3"__

Fenil a}aq}pg I 8.5 418 __ __ __

Acidos del ciclo de Krebs

Acido DáliCO i 1.5 7Q í -- ..

Acido cítrico i 3.5 194 l ?.5 38

Nucleótidos é

IMP (probable) l E3 Aí -- -- 2 É
\ J _) ¡.1 I) O ‘J'l ¡.1 k9 HAMP A 3

ADP (rrqE%P}9)_ 1.5 79 1 -— -- ,>HU7. a
ATP(probable) ?.5 13? a - -- 3

DPN 3,5 18a 3 -_ -_ 5,5 ¿

[NÉidentificadas í 13 í rex í -; l ..­



"14 incorrOrnfio el soluïle en xet-nol en el ex: :imontc fie

lu Tabla :5

r 1

¡ Glucosa CÍUOOSa Testi¿0
, Actíflione Actidicne
L__Ll¿mgfi. -3mmwúmuu;3¿/1_-____Wmu____ .r |

‘ I¿J ,1

fl cpm mg. fl ppm/mg. p 'cpn/fg. / ¿CLK/bg.He cél. fle C61. be ce3. ‘áe cél.

, 7720 ?361 7489 i 1690
4 +

i ' 3

1 5206 1527 1907 7cc
3

V

¡__5É:‘ L“ 99?} 0
'O("ñ O

¿U'I

._._._.L.__.I 1 I 53 4 F" 1.: 8€ = 5 35
!u

. 2.5 i 132 21 332 3 57 E 37 cal
_3_._ a 33 M _ Ï

1 53 ‘l 61 —— _- i c :2 Y
- _r_ _ “"_3________3

1 53 9.5 1:5 _3fl >. 57 11 í 7a

8 . 5 r,.18 -— ..._ —- l .. ..- l __

rebs

Í 1.5 79 —- - 1.3 29 ‘ —— ÉÏ -­
3.’ 18.: 25 8 1 19 Í -_ I -­

I ’ ’ 3 h J 1

¡

l Í 53 Ï -- -- 2 38 -_ E -­
A _ r. _ .._. . r. . T

4 5 '10 1:.5 131 3., 67 3 22

É nm;.s 79 -- -- 7 _"_ 134 -— -­
í 7.5 13? - i -- 3 57 —- —­
l fi J. __, __

Í 3.5 184 i -— -— '.5 123 l -- _­

f9, __



Tablg¡1.DistribucióndelCl4incorporadoalsolubleenT.C.A.al5%encalienteenelexperimentodescriptoenlaTabla35.

glucosa

Actidione

lomgr/

Actidione
10aura/1

glucosa

Testigo

%cpm/mer I

decél.

la;

cpm/mer decél.

cpm/mgr decél.

E‘L

cpm/mar decél.

Cl4totalincorporado

7720

2361

7489

1690

Cl4enelsolubleen TCAal5%

2540

945

1904

335

Guanina

23584

276

Adenina

651651

91

860

70,5

1342

77.5

Noidentificadas

12304

9.5

90

15

196

21,5

72
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DISCUSION

La levadura de panadería incorpora formato-Cl“ y este proceso

se ve favorecido por el agregado de otros sustratos sin marcar. El

primer compuestode condensación dentro de la célula sería la ser;

na, formadapor formilación de la glicina; 1a alta radioactividad
porcentual de la serina en el soluble en metanol al comienzo de las

incubaciones y los resultados de la degradación de la misma config
man esta hipótesis. Si bien casi todo el 01h de la serina se con­

centra en el carbono 9 también se marca posteriormente el carbonod;

sin embargola glicina no aparece en los radioautogramas, debiendo

haber otra fuente para su formación que no sea su interconversión

con la serina. Su origen podría estar en la acción de la isocitra

sa sobre el ácido isocítrico; esta enzima fue descubierta por Ol­

son (179) en la levadura, y actúa desdoblando al ácido isocitrico

en ácido succinico y glioxílico. El glioxalato-2 C11+en palomas y

ratas (20) produce igual marcación que la glicina-2 Cll+, lo que

permite suponer su transformación en ésta por transaminación; es

probable que en la levadura suceda otro tanto.

La marcación del carbonod de la serina, sugiere la posibili­

dad de que ésta se transamine con el ácido pirúvico, el que daría

lugar a la formación de un compuesto simétrico de cuatro carbonos,

marcado en los centrales por randomización, comolo sugirieran

wang y col. (180) y Nyc Zabin (171), y que por decarboxilación prg

duzca un compuesto de tres carbonos que luego pasa a serina. Como

este proceso ocurre en menor prOporción que la formación de la se­

rina por formilación de la glicina, se explicaría la diferencia ng

table de marcación entre los carbonos'd y 8 .

A pesar de que el formato se oxida a 002, proceso más acentua­

do en ausencia de otro sustrato sin marcar, es evidente que la ma­

yor parte del mismo entra como tal. una comprobación de ésto lo

constituye la gran diferencia de incorporación entre el formato­

lu y el bicarbonato-C1l+ en iguales condiciones y la no marcaciónC

de la serina con este último.

La serina radioactiva después de un cierto tiempo se incorpo­
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ra a las proteinas; asimismo debe entregar su carbono 9 al pool de

unidades de "Cl" para pasar a constituir parte del núcleo de las
purinas.

En las incubaciones con serina-3 Cll+y formato-CIM en iguales

condiciones, la radioactividad incorporada con la primera es mucho

mayor. Este resultado es previsible, ya que la fijación del forma

to-C11+está limitada por la cantidad de glicina disponible, que a

su vez depende de la presencia de otras sustancias capaces de pro­

ducirla, comola glucosa. Se explicaría asi la diferencia de in­

corporación del formato a la serina a lo largo del tiempo en pre­

sencia ó ausencia de glucosa; sin glucosa el contenido porcentual

de este aminoácido disminuye aumentando el de otras sustancias,

sobretodo ácido glutámico; con glucosa no varía.

Tambiénel efecto de inhibidores enzivna'ticos y antibióticos

se acentúa en presencia de glucosa. En general todos ellos depri­

men la fijación de formato-C11+, salvo el actidione y el dinitrofg

n01, pero no actúan igual sobre las distintas fracciones. La azi­

da, el fluoruro y la hidroxilamina incorporan menos Cl1+a todas

ellas,inhibiendotxmitotalmente la incorporación a las proteinas con

azida y fluoruro. El dinitrofenol y la antimicina no disminuyen la

incorporación a los metabolitos solubles en metanol, pero si a los

nucleicos y proteinas. El actidione estimula la fijación en el so­

luble en metanol y en los nucleicos pero anula la de las proteinas.

Los tres primeros disminuirian la formilación de 1a glicina; el di

nitrofenol y la antimicina aotuarían sobre la metabolización de la

serina; su entrada al "pool" de unidades "Cl" y su diversificación;
el actidione, en cambio, impediria la formación de proteinas, con

el consiguiente aumento de Cl1+en los metabolitos solubles en meta

nol y en los nucleicos.”

Será necesario aclarar si el proceso de condensación de la gl;

cina con el formato-CJ"+en la levadura, ocurre en presencia de una

enzima formilante, que utiliza como coenzima a1 T H F A, como ya

se ha visto ocurre en otros microorganismos (113, 11H, 115).
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l”. Ell) La levadura Saccharomyces Cerevisiae incorpora al formato-C

agregado de un segundo sustrato aumenta la radioactividad fijada; el

más efectivo es la glucosa, y le siguen en orden el acetaldehído,ác¿
do pirúvico y ácido acético. En la fracción metanólica la sustancia

más radioactiva es la serina (ho-7o %), salvo en la incubación con

formato-Clusólo. Se marcan también las bases púricas de los ácidos

nucleicos y las proteínas; en el hidrolizado de estas últimas, 1a se
1krina contiene el mayor porcentaje del C incorporado. El formato­

Clh se oxida en parte a clho2, muchomás en ausencia de otro sustrg
to.

2) La incorporación del formato-C1|+medida por el Clk fijado depen­

de de la concentración y actividad específica del mismo; una mayor

concentración la favorece, y se traduce en un aumento de la radioac­

tividad en los metabolitos solubles en metanol y en los ácidos nu­
cleicos.

3) Las cinéticas realizadas con células de levadura en reposo y pro­

liferativas, con y sin el agregado de otro sustrato, demuestran que

la incorporación de formato aumenta con el tiempo de incubación.

La distribución del 014 en las distintas fracciones a lo largo del

tiempo cambia. Inicialmente el mayor porcentaje corresponde a las

sustancias solubles en metanol, el que va disminuyendo a medida

que aumenta la incorporación de Cl)+en los acidos nucleicos y en las

proteínas, en las que se acumula.
1hH) En iguales condiciones, la levadura fija más formato-C que bi­

carbonato-Cl“ . Con el primero la sustancia soluble en metanol más

marcada es la serina, que no aparece en cambio con el segundo. En

presencia de glucosa la serina mantiene el porcentaje de radioacti­

vidad incorporada a la fracción soluble en metanol. En ausencia de

ésta, desciende a1 mismo tiempo que aumenta en el ácido glutámico.

El bicarbonato-C1l+ , asimismo, no marca los ácidos nucleicos ni las

proteínas.
5) Durante la incorporación de formato el carbono B de la serina

concentra la casi totalidad del Cl1+. Con el tiempo se marca tambknï
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el d'. La serina seria el primer compuesto de condensación del forma­
lh ,

to-C dentro de la célula producido por formilacion de la glicina.

6) La serina-3C11+ es incorporada en mayor pr0porción que el formato­
1h . . .C , y se traduce en una mayor rad10act1v1dad en todas las fraccio­

nes. En presencia de glucosa y serina-301H, 1a incorporación de Cll+

a la serina, que es inicialmente el metabolito soluble en metanol más

marcado, desciende para dar lugar a un aumento en el porcentaje de

CJ"+en el ácido glutámico.

7) La presencia de glucosa acentúa el efecto de inhibidores enzimáti­

cos y antibióticos sobre la incorporación del formato-C11+por la le­

vadura. La azida, el fluoruro y 1a hidroxilamina producen disminución

en la fijación de Cl1+. La azida y el fluoruro afectan notablemente

la incorporación a proteínas. El dinitrofenol y 1a antimicina afec­

tan tanto a las proteinas comoa los ácidos nucleicos. E1 actidione

inhibe totalmente la incorporación a las proteínas.
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