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Capitulo I
INTRODUCGION

METABOLISMO DE IA UNIDAD "C,*

El descubrimiento de la unidad de “Cl", tiene sus origenes en el
estudio de la interconversidn glicina-serina. En el afo 191t Knoop(l)
enuncid 1la posivilidad de que la serina se desdoblara en glicina y un
compuesto derivado de su carbono ¢ . En 194k Roepke y col. (2) aisla-
ron una mutante de Egcherichia coli que no desarrollaba sin la presen
cia de glicina o serina. La primera demostracién de la conversién in-
vivo de serina en glicina fue hecha por Shemin (3) en 1946, trabajan=
do con ratas y cobayos a los cuales administraba serina marcada junto
con 4cido benzoico, En la orina excretada medfa la radioactividad del
4cido hiplrico eliminado.

La transformacidn de la glicina en serina fue confirmada por
Ehrensvéird y col. (4) en Torulopsis utilis; Winnick y col. (5) en ho-
mogenatos de h:'.gado de rata libres de ce'lulaa; Siekevitz y Greenberg
(6), y Goldsworthy y cole. (7) en cortes de higado de rata. Estos dl-
timos que trabajaron con glicina marcada en los carbonos uno y dos,es
tudiaron la distribucidn de la radioactividad en la glicina y serina
de las proteinas; la glic:‘.na-lvcll’ » produce serina-l—cll* ,» la glicina
-2--011*, marca los carbonoso y @ . Prolongando la incubacidn veintiun
horas, las radioactividades de la glicina y serina se igualan. La in-
terconversidn fue también comprobada en plantas (8,9), en Bombix mo-
ri (10), en el hombre (11-12), y en una fraccidn particulada, obte-
nida por disrupcidn osmdtica de mitocondrias de higado de pollo (13).

Sakami, en 1948 (14), inyectd fomato-cll*a ratas y obtuvo seri-
na-j3 Gll’. Este fue el primer esfuerzo por aclarar la naturaleza del
compuesto de un dtomo de carbono “C;", que participa en la intercon-
versidn:

Glicina + "C;" ——> serina
Si el “C,* era formato, del —trabajo de Goldsworthy y col. (7) debia
deducirse que la glicina ademds de entrar integramente en la serina,

era capaz de liberar formato de su carbono « . Siekevitz (15-6) ob-



tuvo datos semejantes.
Kakada y Weinhouse (16) incubaron glicina 2 cll+ con homogenatos
y cortes de higado de rata, y supusieron que el "formato" se produ=

cia en la siguiente forma:

Mupnm, cMou
—_— + NH (1)
COOH ——— CooH 3
14
glicina-2C 4c. glioxilico
1k
¢ OH
{ + 4 0,—— uct¥oo + co, (11)
cocH -~ ’
4c.glioxilico 4c. férmico
ClMOH ClkOOH
| + 30— J; (1Ia)
COOH - O0H
4c.glioxilico 4c. oxdlico
14 14
HC'00H + Hp0p —— € 0p+ Hy0 (111)

La reacoidn I) serfa catalizada por una oxidasa o una transami-
nasa; no se conocen las enzimas para la reaccién II) ¥y en la reaccidn
IIa) intervendria la xantino dehidrogenasa; la concentracidn de glio=
xalato necesaria no es fisioldgica. En la reaccidn III actuarfa una
cocarboxilasa y la CoA.

La conversidn del dcido glicdlico en glicina fue observada por
Calvin (17) y Tolbert y Cohan (8) en plantas; y por Weinhouse y Fried
man (18), Chao y col. (19) en ratas.

Tolvert y Coban (8) trabajaron con glicdlico-2 Clu; con este dl=-
timo comprobaron que la serina se marca en los carbonos <« y(2 .

Weissbach y Sprinson (20) suministraron glioxalato-2 Clu ¥y glici
na-2 Gll+ a ratas y palomas. La radioactividad incorporada al 4cido
drico, glicina, serina y acetato es la misma con ambos sustratos. Un
trabaio reciente de Flewing y Crosbie (21) demuestra la transaminacidn
¥no enzimftica" entre glicina y glioxalato, lo que pondria en duda el
esquema propuesto por Nakada y Weinhouse (16). Nakada y Sund (22) han

encontrado el sistema enzimftico aislado de mitocondrias de higado de
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rata que cataliza la reaccidn II, el que requiere zlutamato, DPN,Mnff

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

formato libre. Suponen que el mecanismo de esta reaccidn es el siguien

te:

COOH

-

i,

G, s
(;OOH

dc. glutdmico

?OOH
HC-N=CH=~COOH
: e
H(!-COOH - C|}H2 co, +
(I:OOH
4c.glioxflico
COOH 9
H?-NH-CH
+ ?H2
‘I’Ha
COOH

Ne-formil glutamato

Otra posible via de transformacidn de la glicina en “C," ha sido

evidenciada por Shemin y col. (23-2%), quienes demostraron que el car

bono 5 del 4cido 5S-amino levulinico puede incorporarse al carbono

de la serina.

Goox
‘I’Hz
‘i"Ha
co

|
CH,NH,

4c. 5 amino
levulinico

COOH
| c|‘.oon
CH
2
- | CHp
NE, CH, |
| wg, CHp
= co _— 1o+ |
| COOH
COH

4c. succinico

Estudios hechos con formato-cm. Los carbonos dos y ocho del ani

1lo purinico 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

dsea de conejos y en carcinomas asciticos de ratén; Edmonds y 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 « de la glicina; Elwyn y Sprinson (36) en palo-
mas, Siekevitz y Greenberg (6) en cortes de higado de rata y Weinhouse
¥y Friedman (37) en ratas enteras, obtuvieron la marcacidn de estos car
bonos a partir de la serina-3-01’+o

El formato-clh tambien se incorpora al metilo de la metionina.

Esta observacién fue hecha por Sakami y Welch (39) en ratas ¥
cortes de higado de rata y por Berg (40-41) en tejidos de cobayo y en
extractos de higado de paloma libres de célu.laa; la metionina se for-
maria por fijacidn del formato sobre la homocistefna.

Sakami y Welch (39) comprobaron también que el formato da origen
al metilo de la colina.

El proceso inverso, es decir, la produccidn de "cl" a partir de
estos metilos fue comprobado por la marcacidn de las bases puricas a
partir de la metionina, colina y serina radiocactivas por Siekevitz y
Greenberg (42) y Elwyn y Sprinson (43-29), en higado de paloma y de
rata,

Mitoma y Greenberg (44), y Krunhoffer (45) observaron que incu-
bando for:mate-(}]"+ con homogenatos de higado de rata, no se marcaba la

serina. Con cortes y homogenatos no se obtenfan iguales resultados.

forlmaﬂzo-c]',+ _— 14
Con cortes: 14 serina-3 C
- "_ glicina-2.¢*f —

glicina-2.0™ ______, serina-3 c¢**
Con homogenatos: 14

formato=C no se incorpora

En homogenatos debfa faltar algin factor indispensable para su
incorporacién. Elwyn y Sprinson (46) usaron serina marcada en el car-
bono # con Clu , ¥ en los hidrdégenos de la funcidn alcohdlica con deu
terio.

Los metilos de la colina y la timina, contenfan el ct¥ y los D,
corprobando en esa forma que no era necesaria la transformacidn pre=~
via del carbono 3 a formato.

Este resultado permitfa suponer que tampoco la glicina (7) debia

pasar a formato para incorporar su carbono« a la serina. Levine y
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Tarver (47) enconiraron que la etanolamina, incorporaba los metilos
de la metionina para producir la colina a su vez, y la etanol amina
podria producirse por decarboxilacién de la serina.

Sakami (48) demostrd la incorporacidn del metilo marcado de la
colina al c;arbor.o @ de la serina, y a su vez Elwyn y Sprinson (49)
encontraron que en ratas el carbono (> de la serina y el X de la gli-
cina son utilizados en la N-metilacidn de la etarol amina y del car=-
bono cinco de una pirimidina; en homogenatos de nigado de rata, la
serina da lugar a la formacidn de la sarcosina (44).

El ciclo que podria establecerse entre estas sustancias serfa

el siguiente:

-CHy
COOH _— COOH .
sarcosina | | B glicina
CHNH(CH 3) CHoNH,
ey [
COOH CH20H
vetaina | serina
cm«(cna) 3 CHNH,
, 00H
oxidacion 1 -C0y
H CH,O0H
colina §Ha0 "o etanol-amina

CHI(CH3)2 ST CH,NH,

El formato-clh se incorpora a distintas sustancias y la propor-
¢idn en que lo hace no es igual para todas ellas. Berg (50) en ex-
tractos de higado de paloma, Oro y Rappoport (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 puriras, la timina,
la serina y en menor proporoién la metionina, y, aunque no siempre,
la cistina y la cistationina.

Oro y Rappoport (51) propusieron la siguiente interrelacidn pa-

ra algunas de estas sustancias:



a) Formato-clu+ glicina —_ serina-cl“(3,6,ll+)
b) Serina-c" 4 homocisteina —_, cistationina-Cr¥(50-51-52-53)

1l

¢) Cistationina=C . ciatefna-c™+ homoserina (54)

14

d) 2 Cistefna-C —_— cist:'.na-cll'

e) pomato-cll", homocistefra —., metionmaoclu(37-38“*3)

El formato puede dar también origen al C, de la histidina. Levy
¥y Coon (57) lo comprobaron con cortes de higado. Sprinson y Rittenberg
(58) en ratas y palomas. Mitoma y Snell en L. casei y L. arabinosus
observaron el proceso inverso el 02 de la histidina daba origen al
carbono 3 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 podfa supo-
nerse el ciclo imidazdlico de la histidina no entra tal cual a las pu-
rinas.

En las bacterias ldcticas, el carbono dos de las purinas produce
el carbono dos de la histidina, no as{ el carbomo ocho, a pesar de que
ambos provienen del formato. Levy y Coon (60) en levaduras hicieron
la misma observacién. Ambos carbonos no deben seguir igual camino meta-
bélico.

Estudios hechos con rormaldehido-clh- No sdlo el formato puede
actuar como unidad "Cy". Siegel y Lafaye (61) incubando homogenatos
de higado con tomldehiu‘o-cn’ comprobaron su incorporacidn al carbo-
no (3 de la serina, siendo comparatfi.vamente mayor que con formato, lo
que les indujo a suponer la necesidad de una previa reduccidn para la
incorporacidn de este dltimo, pero Siekevitz (15), Berg (4C), Mitoma
y Greenberg (4l) demostraron que la fijacidn de cada una de estas sus-
tancias procede por una v{a independiente, ya que agregando formalde-
nfdo sin marcar y formato-clk, no disminuye la fijacidén de este ultimo

El formaldehido también da iugar al metilo de la metionina.Berg
(41) lo comprobd con extractos de higado de paloma, libres de células,
en presencia de homocistefna,

Los trabajos anteriores sefialan de por s{ la importancia de la
unidad metabdlica "C)" en distintos mecanismos biosintéticos y esta-
blecen una relacidn entre todas ellas con respecto a un pool de "cy'y

unidad a la que podremos considerar formato o formaldehido activado.
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glicina
CH_NH,
HZI formaldehldo
cooH
CH,0H
12 HCOOH formato
serina CHNH2
|
COOH “,» 3
ﬂ-('; ~— <|:H2.N- LH3 colina
c C-N CH,0H cH3
purina
N c-N’ -
caz m/ 3
. \CH betaina
coo
CH
3
E - CH,-CHNH, CH_.S.CH
.dN c cn3 ‘ oH, 3
| | L8 .
0= N\ NH COOH | 2 metionina
v~ g )
H 2 1
COOH

timina histidina

Descarboxilacidn del formato-cll*. El formato es capaz de descar

boxilarse y metabolizarse como anhidrido carbdnico.

Plaut y col. (62) fueron los primeros en demostrar que inyectan
do formato-C ll' a animales se produce Clhoz, aunque una poroio’n mayor
se incorpora a la serina. Flaut y Lardy (63) encontraron que el for-
mato-cll"r marcaba al 4cido acetoacético.

Mathews y Vennesland (6l4) incubaron formato-clh con extractos de
arvejas y evidenciaron la existencia de una DEN-férmico deshidrogena-
8a.

Nakada y Weinhouse (16) supusieron que la actividad de la catala
sa como complejo peroxidante era la responsable de la oxidacidn del
formato en los tejidos. Posteriormente Weinhouse (65) describid el

sistema modelo siguiente:

xantina
Hipoxantina - Hp0p
oxidasa
+H,
HCOOH 2%

Coy
catalasa
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1a oxidacién del formato serfa un fendmeno acoplado. En los ex-
tractos de higado de rata y yeyuno habria un complejo catalasa-agua
oxigenada responsable de la oxidacidn. Ley (66) travajando con un cul
tivo de E. coli pobre en nitrdgeno encontrd una deshidrogenasa adapta
tiva que produce la decarboxilacidn.

Intervencidn del dcido f8lico en el metabolismo de "C,". Plaut y
col. (62) notaron que la decarboxilacién del formato y su incorpora-
cién a la serina dependian de la presencia de decido félico.

Esta vitamina favorecia la fijacidn en el carbono ¢ de la serina,
y disminufa la decarboxilacién, por lo que supusieron que eran proce=

sos relacionados, estableciendo la siguiente secuencia:

Formato + glicina —— serina —— pirdvico —— acetato + €0,

Este efecto inhibidor del &cido félico sobre la decarboxilacidn fue
notado también por Schulman y Richert (67) durante la oxidacidn del
carbono X de la glicina.

La intervencidn del dcido fdélico en los procesos que incluyen
la unidad "C;", fue descubierta en el afio 1947 por Shive y col. (68),
quienes estudiaron la bacteriostasis del E. coli con sulfonamida y no
taron la acumulacidn del L amino-5-imidazol carboxamida (AICA), que
es un producto de degradacidn del ribdtido correspondiente (AICAR).

Holland y col. (69) encontraron que el gcido fdlico estimulaba
la sintesis de la serina en el 8. facealis. Plaut y col. (62,70) tra
vajando con ratas deficientes en félico comprobaron que incorporan
pobremente el formato-clu a la serina. Totter y col. (71) con homoge-
natos de higado de pollo carentes de félico, y Elwyn y Sprinaon (29)
en ratas deficientes, no obtenian interconversidn serina-glicina. Si
se les suministraba glicina y serina (43) predominaba la utilizacidn
de la primera, demostrando estar inhibida la transformacidén serina-
glicina.

Drysdale y col. (72) con ratas deficientes comprobaron que la in-

1 en las purinas de los dcidos nucleicos

corperacidn del formato=C
del higado se halla disminufda; Sakami y Welch (39), notaron una me-
nor fijacidn en la metionina, Stekol y col. (73) disminucidn en la

utilizacidn del carbono ( de la serina y del carbono o de la glicina

para dar colina.
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Coenzimas del dcido félico. Hay numerosas sustancias que poseen
actividad de vitamina Bc.
Mitchell y col. (74) designaron con el nombre de dcido f£dlico

(F) al 4cido pteroil glutédnico.

COCH
N )
/A f\\ CH,
HoNi3 1 |
\ 0 o
. 7 40 ] |
Na s o =CHy=Ne ~———— \ ~-C-NH-CH
v\ 2 N > ]
OH — COOH
4c. 2 amino-l hidroxi 6 pteri- dc. glutdmico

dina, p-amino benzoico

En presencia de dcido fdérmico (75) se produce su transformacidén
cuantitativa a dcido N~10 formil f£dlico (fml‘).

La hidrogenacidn catalftica con éxido de platino en solucidn al-
calina (76) produce el 7-8 dihidrofélico (FH,). También se produce
este derivado por reduccidén enzimdtica con un extracto de Clostridium
sticklandii (77-78) que reduce también al forwil derivado. La hidrogena-
cidn sobre dxido de platino en 4eido acético glacial produce el tetra
hidro 5-6-7-8 derivado (FH,) que es fdcilmente oxidable.’

Otra sustancia relacionada con el 4cido fdlico es el factor cie
trovorum, 4cido folfnico, o N-5 formil tetrahidrofdlico (stHl*), des-
cubierto en concentrados de higado por Sauberlich y Bauman (79) como
estimulante del crecimiento del Leuconostoc citrovorum. Es mds activo
que el 4cido fdlico mismo,

El N-10 formil tetrahidroZdlico (tlom,_}), es un intermediario
en la sintesis enzimdtica del tsm.

Cosulich y col. (81-82) encontraron que el fsm en medio dcido
pierde una molécula de agua y produce al dcido Ng-Fj metenil tetra-

5=10

hidrofdlico (f FH\,) también llamado anhidro o isoleucovorin; Lij-

man y Prescott (83) probaron que el stHq es estable, en cambio, en

medio alcalino
5=10
£
ow~/ u* \ E*
5 pH-7 19
£, £
OH"
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Perault y Pullman (84) en recientes estudios hechos sobre la
estructura electrdnica de estos compuestos establecieron que la for-
ma activa de la coenzima debia ser el flOFHH o el tsm .
Rabinowitz y Pricer (85) encontraron un nuevo compuesto producto
de la degradacidn de las purinas, es el N5-formimino deriﬁdo(fism)

5 /N\ 'coon

HzN / CH,

0o b
N ~CH,-N- - -‘(‘:-Nﬂ-éﬂz
\/\N/ H \ doon

OH HC - NH

Poniendo en contacto formaldehido y FH1+ (86=-87) se forma el "formal-
dehido activo'.
Blakeley (88-89) sugirid que éste era el N5-K 10 metilen tetro-

5-10

hidrofdlico (h FH,) un compuesto en el cual el formaldehido hacia

de puente entre el nitrégeno cinco ¥y el nitrdgeno diez.

5-10 5-10

La reduccidn del f FH), con hidruro de boro produce el h
FH)_*(90), que no se obtiene partiendo de t5FH4 o del flom. Blakely
no excluye la posibilidad de que existan transitoriamente el hsm o
el hloFH;, durante la transferencia enzimdtica de la unidad "C;*.

Reacciones enzimfdtioas con coenzimas del dcido fdlico. Las reac-

ciones enzimdticas que incluyen a la unidad "01" pueden simbolizarse

en la siguiente forma (91)

ACp + F ——— FCp + A
FC +B ———3 BG, +F
A, es la molécula que contiene una unidad "C," potencial; F represen-
ta la coenzima del dcido fdlico y B, es el aceptor de unidad “C,".

Incorporacién de “c " al anillo purfnico. En la biosintesis de
los 4cidos nucleicos, hay dos etapas que involucran al "formato ac-
tivado".

El primero corresponde a su inclusién en el carbono ocho del

anillo purinico. |
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GH_NH CH,.NH
22 5-10 { 2 \cox
OaC-NH  + £77TFH 0=C-NH
| |
R-5-P R-5-P
glicinamida ribétido formil glicinamida
(GAR) ribdtido (FGAR)

El “formato activado" puede ser el fs-lom o el floFHu

(92-93-94); el flom,‘_ puede transformarse en -0

FH,, por accién de
la ciclohidrolasa. El aceptor es el GAR (95), y la enzima es la glici-
namida ribdtido transformilasa. La reaccién es aparentemente irrever-
aible, segin 1o observaron Warren y Buchanan (92). La segunda etapa
corresponde a la incorporacidn del “formato activado" en el carbono
dos y fue estudiada bloqueando la biosintesis de los dcidos nucleicos
en el E. coli con Aminopterin (68), produciéndose en esa forma la acu-
mulacién del 4-amino-5-imidazol carboxamida ribdtido (AICAR). El AICAR
(97) en presencia de extractos crudos de higado de paloma produce el
dcido inosinico (IMP).
) I
/ ’ e

AN S
B §>+ o, — I \—

N/
BN / | S 0=CE | +H20
R-5=P R-5-P
\N
|
H
AICAR 5 formamido-k imidazol
carboxamida~-ribotido
/‘3
—_— N N
— A
.
N/ | dcido inosinico
R~5-P bt

Greenberg y col. (98-99) trabajando con extractos de higado de
paloma establecieron que el agente formilante era el t103'1i|+, contra
lo sostenido anteriormente por Buchanan y col. (100), quienes habien=
do agregado a extractos crudos f5 FB|+ produjeron la reaccidn inversa
es decir la formacidn de AICAR, por lo cual supusieron que éste era
el portador de la unidad "C,". Greenverg (98) observéd que lo que su-
cedfa en realidad era que en extractos crudos hay una previa isomeri-

zacién del fsm a rl(’m. en presencia de ATP y Mg'". La enzima ami-
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no imidazol carboxamida ribdtido transformilasa fue aislada ¥y purifi-
cada de higado de pollo (93-101), pero no pudo separarse de la activi-
dad inosicasa, que cataliza la pérdida de agua y formacidn del IMP;ne-
cesita la presencia de iones potasio para actuar. La reaccién es rever
sible; la unidad "C;" que se forma en esas condiciones puede ser toma-
da por algin aceptor, y de esa manera ser demostrada su presencia;flaks
¥y col.(102) usaron como tal a la glicina; Warren y Buchanan (92) al
GAR.

En ausencia de la ciclohidrolasa los agentes formilantes de estas
reacciones son aun mds especificos (103); el AICAR aceota el formilo
5-103“»

Degradacidn de las purinas. En la degradacidn de las purinas, es-

sd10 del £7%m, y 1 AR de £

tudiada por Rabinowitz y Pricer con extractos libres de células de
Clostridium cylindrosporum (104) y por Sagers y Beck (105) en extrac-
tos de Clostridium acidi-urici se produce formimino glicina (FIG);
Sagers y col. (106) demostraron que se descompone dando formato, amo-
nfaco y glicina, en presencia de FH, .
?OOH
FIG + FH,+ —_— tisl'Hu + CllaNﬂa

fisi‘l:hl, — ¥H + NH3 + H-COCH

Rabinowitz y Pricer (85-96-107-108) demostraron que el FIG puede
funcionar como fuente de energia, produciendo ATP.
FIG + ADP + Pi —— glicina + formato + NH3+ ATP
Las etapas intermedias serfan

COOH
FIG formimino 215 (I:H -
FIG + —_——— i +
. transferasa FH'* 22
215 -
fism T 2 10y, + NHy
ciclodeaminasa

- ciclohidrolasa 10
2 lomu+nzo _—_ T,

Degradacidn de la higtidina. La degradacidn de la histidina (109)

conduce a formimino L-glutdmico (FIGLU). Miller y Waelsch (110-111)
con extractos de higado 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.
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FIGLU formimino
FIGLU + FH4 e m—————

glutdmico + r15ml,

transferasa
;5
fi
ri5m r5'1°m + NEy
ciclodeaminasa
-10 ciclohidrolasa
2 FH, + Hp0 ————————> :lom

Activacidn del formato. El tlom, es el "formato activado”;
Greenberg (98-113) fue el primero en demostrar que se forma enzimdti-
camente, trabajando con un sistema de higado de paloma; la reaccién
necesita ATP, La enzima se 1lamd tetranidrofdlico formilasa; unaenzi-
ma similar, de origen bacteriano, fue purificada y cristalizada de
extractos de C. cylindrosporum por Rabinowitz y Pricer (114). Whiteley
¥ col. (115) 1la obtuvieron del Microccocus aerdgenes; lakeda y lakaga-
wa (116) de B. coli, Pseudomonas aerdgenes y de Aerobacter aerdgenes.

El mecanismo propuesto por Whiteley y col. (115) comprende dos etapas
—
ATP  + FH, - FH,*P + ADP

. 10 .
FHHP + HWOUH — ¢ FHI;* Pi
La formacidn del ADP puede demostrarse acoplando el sistema de

la quinasa pirdvica-denidrogenasa lictica.

fosfoenol-piruvate + ADP — piruvato + ATP
piruvato + DPNH + Ef —— lactato + DPN*
La formacién de FH,P fue comprovada cromatogrdficamente usando a2,
La reaccidn requiere iones magnesio s manganeso y algin agente reduc-
tor. Osborn y col. (117) aislaron una enzima de extractos de higado
de buey que cataliza la hidrdlisis del rlom.

El formato activado se interconvierte con el "formaldehido acti-
vado". La prueba de ello es la equivalencia del formato y del carbono
B de la serina para dar lugar al carbono dos y al ocho de las purinas.

Jaenicke (118) observd que el TPN aceleraba las reacciones en las
cuales debfa cambiar el grado de oxidacidn de la unidad de carbono. La
enzima que cataliza la interconversidn es la hidroximetil tetrahidrofé

lico dehidrogenasa.

aFm, + TR —— 'Om, + TENE + &'
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Osborn y col. (119) purificaron esta enzima de extractos de higado de
pollo y observaron (120) que cuando no habfa contaminacidn con ciclo-

hidrolasa, la reaccidn era:

2%, + o 770

Berg (121), con extractos de higado de paloma, comprobd la rdpida in-

FH, + TPNE

corporacidn del f.cv:r.'m.ato-cll+ al carbono g de la serina., La reaccidnes
estimulada por la homocisteina., Tratando los extractos con Dowex 1, la
incorporacidn cesaba y no se reanudaba con el agregado de FH, sdlo;
era necesario afiadir ATP, DPN, iones manganeso y glucosa 6 fosfato. Si
se omitfa la glucosa-6-fosfato, el formato se incorporaba a otros com-
puestos que no eran serina. 3i no se agregaban iones manganeso y DPN
sdlo disminufa la velocidad.

Kisliuk y Sakami (122) con extractos de higado de paloma inacti-
vados comprobaron que en presencia de formaldehfdo y glicina, agregan-
do FH) se obtenfa serina; si en cambio se ponfa formato y glicina, era
necesario affadir ademds ATP, DPN, iones manganeso y glucosa 6 fosfato.

El mecanismo que se propuso fue

FH,

HCOOH + ATP —— fsm + ADP
f5 5 +
FHy + DPNH —— h'FH, + DEN

Wright (123) aisld del C. sticklandii una enzima que cataliza la
transformacidén de la serina en glicina y formato. Esta transformacidn
necesita DPN, iones manganeso, fosfato de piridoxal, ortofosfato y una
serie de poliglutamil pteridinas obtenidas de extractos hirvientes de
C._cylindrosporum.

Activacidn del formaldehido

Blakeley (124-125) con un extracto de higado de conejo al que
agregé formaldehido, glicina y FH, obtuvo serina. El formaldehido en
presencia del FH) podrfa producir gcido Ns-hidroximetiltetrahidroféli-
co o Ns'NlO metilen tetrahidrofélico

HCOH + FH, —— b FH,

Otros cofactores en la interconversidn glicina-serina.

Bl fosfato de piridoxal es necesario para la interconversién gli-
cina-serina como lo han comprobado Kisliuk y Sakami (126) en tejidos

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

(128) en S, faecalis y Morris y Woods (129) en E. coli. Ademds, la
oxidacidn de la glicina y el formato a anhidrido carbdénico em homo=
genatos de higado disminuye con menor cantidad de vitamina 36
(Schulman y Richert (67)). La reaccidn necesita iones manganeso (123)
cuando la enzima es de origen bacteriano, pero es inhibida por éste
¥y por otros iones metdlicos si se obtiene de mam{feros (127) J de
aves (130). E1 proceso podr:l'.a ser semejante al propuesto por Metzler
y col. (131) para reacciones generales de catdlisis por el fosfato
de piridoxal; la serina formarfa con la vitamina una base de Schiff,
¥y luego se eliminaria el carbono ® , hidrolizdndose la base para li-
berar glicina.

Crigen del metilo de la timina

El formato, el formaldehido y el carbono # de la serina son pre-
cursores del metilo de la timina., Tanto in vivo como in vitro son mds
efectivos que la metionina. E1 Aminopterin inhibe en suspensiones ce=
lulares la incorporacidn del formato en la timina; esto fue comproba-
do por Goldthworthy y Bendich (13W) con extractos de intestino de ra-
tas.

La deoxi-uridina se transforma en timina., Friedkin y Roberts (136
1lo observaron en embriones de pollo y en preparaciones de médula de
conejo y pollo; Phear y Greemberg (137) en preparaciones de gldndula
del timo de rata, y Blakely (138) en la de conejo.

Ia reaccidn es inhibida por el Aminopterin y estimulada por el
FHy,

Friedkin (139) encontrd en extractos de E, coli que la deoxiuri-

£

dina-5*-fosfato se convierte en timidina-5'-fosfato en presencia de
formaldehido o serina como unidad de “Cq"; el aceptor serfa probable-
mente el nucleStido y no el nucledsido.

Los donantes de la unidad "cl" pueden ser el hﬂk o el hS-lO

i,
¥ por accidn de una timidil quinasa en presencia de iones magnesio y
ATP, el TDRP pasa a ITP.

LFH, + U-DRP ——— TDRP + FH,

ATP +Mg*t
mee AT ME gy

De acuerdo a este esquema la unidad de "Cl" se trasladarfa y lue-

go reduciria a metilo
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OH (‘)H
|
/
N// N/\ -CH20H
hFH, + o=| l —->o:l l + B
s/ T Ny~
N N
| |
R R
deoxi-uridina-? ‘-fosfato hidroximetil-deoxiuridina-5*-fosfato
(h-DRP) - h- )

h-UDRP + DPNH + H® —— TDRP + DpN

Greenberg y Humphreys (140-1kl) trabajaron con una enzima de timo
de rata, y de acuerdo a sus resultados suponen que la reduccidn del
grupo hidroximetilo se halla acoplada a 1la oxidacidn del .E‘Hu, debido
a la variacidn de concentracién de éstos en el momento de formacién
de los metilos.

UDRP + hFH, —— TDRP + FH,

+
H

FH2 + DPNH ——» Fﬂu +]JP)?
E1 DPNH sélo favorece la reaccidn en determinadas concentraciones.
Normalmente se aisla 1la S-hidroximetil y la 5-metil citosina (hCDR
y MCDR); es probable que sean intermediarios.

CDR — h-CDR —— m-CIR

I-NHZ l -NHp l -NHp

h-UDR

UDR m-UDR

Cohen y Barner (142) encontraron en E. coli una CDR deaminasa que de-
samina al m-CDR; debido a que la transformacién de CDR en UDR es muy
répida, ha sido diffcil establecer cudl es el aceptor de la unidad
ucln.

Kit (133) travajando con células tumorales de timo de rata, ob-
servd que 1a CDR y no la UDR estimulan la incorporacién de formato-
clk en la metil-citosina del DNA, pero el UDR es nueve veces mds ace
tivo en la sintesis de la TDR, en el sistema usado por Phear y
Greenberg (137).

Origen del metilo de la metionina.

la incorporacidn del formaldehfdo y la serina al metilo de la

metionina necesita FH,, homocisteina, ATP, iones magnesio y TPN, y
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es estimulada por el agregado de la metionina. Asi lo comprobaron Na-
kao y Greenberg (1k3-14lt) con preparaciones de higado de oveja,Stevens
y Sakami (145) en higado de cerdo, Doctor y col. (146) en el de pollo.

Nakao y Greenberg (lllt) observaron que el fosfato de piridoxal
estimula la incorporacién de la serina, probablemente debido a que por
accién de la serina hidroximetilasa, se formara el 5-10 metilen FH,V

Doctor y col. (146) propusieron la siguiente secuencia:

Homocisteina + 5-10 metilen tetrahidrofdlico — s

S-hidroximetil-homocistefna

S-hidroximetil homocisteina _ﬂlfiién—> metionina

No se conoce la estabilidad del compuesto hidroximetilado de la
homocisteina; es probable que se cicle, dando lugar al 4cido tiazane

4 carvoxilico.

CH,SH §-CH OH s
éﬂz FH, & c / \c
|“2 | |Hz |H2
CHNIL, CH

| CH, NH
COOH CHNH

I CH

COOH |

COOH

4cido tiazane-k carboxilico

Este compuesto junto con la cistationina constituyen los princi-
pales productos encontrados durante la incorporacidn de la serina-3-clu
y el fomldehido-cll* de los que sélo un seis porciento entra a la me=-
tionina (143).

Stevens y Sakami (1'-}5) usaron concentraciones bajas de S-adenosil
homocistefna, y encontraron que era mds efectiva que la homocisteina;
el requerimiento de ATP persiste. El esquema que propusieron fue el
giguiente:

adenosina-S-CHy-CH,-CH,-COOH + hFH, = adenosina-?-CHz-CHZ-CH-COOH

CH,O0H NH,
+TENH4H ¥
adenosina-8-CHy-CHy-CH-COOH —————* adenosina-S-CHy-CHp=CH~COOH
| | — | !
CH,0H N, CHy NHp
adenosil-metionina

adenosina=-S -CH2-0H2-('3H-COOH + HS-CH2-CH2-?H-COOH —_—

CH3 NH, NH,
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adenosina-S-CH,-CH,-CH-COOH + S-CH,-CH,-CH-COOH
1 \ 27772 \
NH.

CH NH

2 2

3
No pudo demostrarse la existencia de una actividad correspondiente a
1a enzima que actuarfa en la dltima transformacidn, la adenosil metio
nina-homocisteina transmetilasa.

Sakami y Ukstins (147) aislaron una enzima de extracto de higado
de cerdo que promueve la incorporacidn del metilo en la acetil-homocis
tefna, en presencia de ATP, iones magnesio y una sustancia que proba-
blemente sea el 4cido 5-metil tetrahidofdlico (mslﬁu). Ademds compro-
baron que la adenosil metionina no es intermediaria en el proceso.

Kisliuk (148), y Buchanan y col. (149), han encontrado que en
la biosintesis de la metionina en el E. coli, interviene una enzima cu

yo nicleo prostético es la vitamina By,

Crigen del metilo de la colina

Stekol y col. (73-150) observaron que en ratas fdlicc deficientes
la incorporacitfn de la metionina-clh en la colina se reducia; agregan~
do fsl‘H‘+ o dimetilamino-etanol, volvia a incorporarse;de €sto deduje-
ron que probablemente uno solo de los metilos derivaria de la metioni
na.

Stekol y col. (151) trabajando con higado de rata encontraron que
la 5-adenosil metionina-dlltﬂ-j era més efectiva como antecesor que la
metionina-cll*ﬂy In vivo sucede al revés. La adenosil metionina se for
ma enzimfticamente por accidn de una enzima extraida de la levadura
de panaderfa y en presencia de ATP (152).

Bremer y Greenberg (153) estudiaron la sintesis de la colina a
partir de la denosil-metionina por accién de una enzima de microsomas
de nigado de rata. Esta enzima fue encontrada también en otros teji=-
dos de rata.

Venkataraman y Greenberg (154) con una preparacién de higado de
rata observaron que los tres metilos pueden derivar del formaldehido
sin incluir un pasaje previo por metionina

hFHy, + A panm— h-A + FH,
h-A ——— m-A
pE—

A, simboliza al aceptor; bhA es el hidroximetil derivado y mA es el me-
til derivado.
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Influencia de la vitamina 312

La vitamina Bio interviene en la sintesis de los metilos a par-
tir del pool de "Cl“.

Stekol y col. (155) en ratas, Helliner y Woods (156) en E. coli
1o observaron, asimismo. VWhite y Arnstein (157) observaron que el
Ochromonas malhamensis en ausencia de vitamina B,, incorpora menos
metionina y serina a las proteinas, y aumenta la descarboxilacidn del
formato. E1l papel de esta vitamina no es aun muy claro. Las relacio-
nes entre las coenzimas del &cido f£dlico ¥y las sustancias en cuya bio

sintesis intervienen, se pueden resumir mediante el siguiente esquema:
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CAPITULC I1

MATERIALES Y METODOS

Levadura: se utilizdé la levadura Saccharomyces Cerevisiae, faci-
litada por la Compafifa Argentina de Levadura.

Suspensiones celulares utilizadas:

Células en reposo. Se utilizaron suspensiones lavadas y ayunadas
de acuerdo a técnicas ya descriptas (158). La concentracidn celular
fue determinada turbidimétricamente con el fotocolorimetro Crudo Ca=
magno, habiéndose construfdo previamente una curva patrdén con concen
traciones conocidas por determinacidn de peso seco a 105°C durante
24 hs.

Células proliferativas., La suspensidn de las células lavadas fue

cultivada durante siete hs. a 30°, con aereacidn en el siguiente me-
dio: extracto de levadura Difco, 3 g.; mosto, 200 ml.; fosfato mono-
potdsico, 2 g.; sulfato de amonio, 0.8 g.; glucosa, 10 g.; y agua hag
ta un litro. E1l pH es aproximadamente cinco.

Previamente se hizo la curva de crecimiento de la levadura, de-
terminando el aumento de la poblacién celular tu.rbidimétricamente,uti
lizando como blanco el medio de cultivo. El perfodo de induccidn tiene
una duracidn de cinco horas, lafase logaritm.comorende desde la quinta
a la décimotercera; a partir de este momento se halla en fase estacig
naria. A las siete horas, la levadura se encuentra en plena fase loga
ritmica. Estas suspensiones se agregan en ese momento a los erlenme-
yers en las incubaciones respectivas.

Téonicas _tg_incubacidn: Los experimentos fueron realizados a 30°

en vasos de Varburg o erlenmeyers. Todas las incubaciones fueron rea
lizadas por duplicado. El consumo de oxigeno se cetermind por el méto
do directo de Warburg, erpresa'ndose los resultados enul de oxigeno
por hora y por mg. de célula. El sistema se equilibrd previamente du=-
rante diez minutos; el CO, se £ijd en 0.15 ml. de HONa al 50% libres
de coz, colocados en la copita centrals E1 volumen final en el vasito
de Warburg era de tres ml.

Fraccionamiento de las muestras: De cada una de las suspensiones

celulares provenientes de los distintos experimentos se tomd un ml. y

se recogid en un tubo con nueve ml. ce metanol, previamente tarados.
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Cuando en el medio de reaccidn se agregd buffer o bien se travajd con
células proliferativas en su medio de cultivo, la suspensidn se lavd
por dos veces con cinco ml. de agua destilada helada, centrifugdndose
después de cada una de ellas a 0°C a 1500 r.p.m., decantando y resus-
pendiendo después de la Ultima en un ml. de agua, agregdndose asi al
metanol., Ia densidad de esta mezcla metanol-agua es C.8l. Una alicuo-
ta ( 3001\) se tomd para determinar la radioactividad, que se expresa
como c.pem./mg. de peso seco (158). Se centrifugd y se hizo una nueva
determinacidn de ia radioactividad en el sobre nadante metandlico
(300h). Se decantd el precipitaco, en el que estdn contenidos los dci
dos nucleicos, las protefnas y polisacdrides, y se procedid a separar
lo en dos nuevas fracciones. El sobrenadante metandlico se concentrd
al vacio en tr:'.o, hasta 0.5 ml., para ser cromatografiado.
Precigitﬂ.

1) Acidos nucleicos: se 1avd con tres mil. e metanol, se centrifugd

y se decantd. El sobrenadante se desprecid. Se agregd tres ml. de
TCA al 5%, y calentd durante media hora a 90°C. Se centrifugd a 1500
T.p.., se hizo un lavado del precipitado con un ml. de TCA al 5%, y
se unid al extracto anterior (159). Los dcidos nucleicos se encontra-
ban en esta fraccidn: se hizo de la misma una determinacidn de la ra=
dioactividad sobre una alicuota (1004), y luego se procedid a su hi-
drdlisis.
Cbtencidn de x;ucleétidos Yy bases: al extracto anterior se le agregé
H Cl hasta llegar a una concentracidén final 0.5N(160). Se calentd a
baffo maria hirviente durante una hora; se extrajo el TCA con éter,
dos veces con un ml., aspirando suavemente con trompa de vacio para
eliminarlo. Fn estas condiciones se obtuvieron las bases puricas y
los nucledtidos pirimidfnicos. Estas muestras se concentraron al va-
cio con frio hasta sequedad y se tomaron luego con C.5 ml. ce meta-
nol, para ser cromatografiadas.
2) Erotefnas: el precipitado restante contenfa las proteinas.

Obtencidn de aminodcidos: las proteinas se sometieron a una hidrd-

lisis con 3 ml., de HCl 6N, en un tubo cerrado a la llama, durante 15
horas (161), a 105-108°. Cuando la cantidad de huminas formada era
mucha, se centrifugd para eliminarlas. Se concentrd al vacio enfrian

do, hasta llegar & sequedad; se agreg6 0.3 ml. de metanol y se volvid
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a llevar a sequedad para eliminar totalmente el HCl, que podia romper
el papel cuando se cromatografiara. Ia muestra se resuspendid en 0.5
ml. de metanol.

Medidas_de radioactividad. Se hicieron sobre planchetas de alu-
minio, distribuyendo las alicuotas uniformemente, y evaporando a se-
quedad con aire caliente o l4mpara de infrarrojo. Las medidas se efeg
tuaron con un tubo Geiger Miiller, conectado a un escalimetro decimal,
de marca Tecnitrdn. Como patrdn se utilizd una plancheta testigo, a
la que se asignd un valor de 700 cuentas por minuto (c.p.m.), hacién-
dose las correcciones de todas las lecturas en funcidn de las varia=~
ciones que este patrdén sufriera. La férmula utilizada (158) permite
expresar los resultados en c.p.m. por mg. de célula (peso seco).

A (Cepem.=Bg)700 P.V

SteveGepel
A=C.peL./mg. de célula

Bg = back=ground

-]
n

peso de la suspensidn de levadura (un ml.) mds nueve ml. de meta-
nol.

volumen total de la suspensio'n en el vaso de Warburg o erlemmeyer
alicuota tomada en la plancheta

densidad de la mezcla metanol-agua (0.81)

o e 4 <
n

peso de la levadura en la suspensidn recogida (nueye ml. de meta-
nol mds 1 ml. ce suspensidon)-(nueve ml. de metanol

L = peso seco total de la levadura utilizada en la experiencia.
las determinaciones se hicieron por duplicado, promedidndose los re-
sultados.

El 002 radioactivo fijado en el dlcali de la copita central se
precipité como 003Ba, agregando un ml. de cloruro de amonio 1N y un
ml. de cloruro de bario 1 M(158) y se filtrd a través de papel
Schleicher and Schull 5892, previamente tarado, sobre un filtro de
pléstico, cuyo didmetro era el de una plancheta, utilizdndose ésta co
mo soporte. Las actividades de los 00333 se expresan como 103c.p.m.,
y las actividades especificas como 103c.p.m./fns.deco3Ba. Los valores ob
tenidos deben ser corregidos de acuerdo al espesor de la capa deposi-
tada sobre el papel del filtro, mediante una curva previamente cons-

trufda.
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Los cromatogramas, se cuentan con un tubo Geiger Miiller tipo
Scott. Los resultados se expresan como el porcentaie de las cuentas
totales de cada cromatograma que corresponde & cada una de las man-
chas.
Cromatografias e identificaciones: Metabolitos solubles_en me-
tanol, y aminodcidos resultantes_de la hidrdlisis de proteinas. oe

realizaron cromatografias bidimensionales de acuerdo al método de
Benson y col. (162), en papel Whatman No.l, lavado previamente con
4cido oxdlico al 10%; en un sentido se utilizd el sistema de solven=
tes fenol-agua (durante 20 hs.), y en el otro butanol-dcido propid-
nico-agua (durante 18 hs.). Posteriormente fueron radioautografiadas
poniéndolas en contacto con placas radiogrdficas durante un mes. La
identificacién de cada una de las manchas se realizd por cocromato-
graffa con patrones puros, con lo menos dos sistemas de solventes, y
posterior radioautografia., En cada caso se hicieron los sprays conve
nientes para la ubicacidén de las manchas patrones no radioactivas.

Para aminodcidos, con ninhidrina al Ql% en acetona; para 4cidos
orgdnicos con azul de bromo fenol al 0.05% en alcohol a pHal.S8.

Los nucledtidos fueron ubicados con la ldmpara ultra violeta
que absorbe en 260 mu. El andlisis cromatogrdfico de los aminodcidos
obtenidos por hidrdlisis de las proteinas es sumamente dificil. Se
usan los mismos solventes que para los extractos metanélicoa, pero
la cantidad de material es mayor en este caso y eso afecta la clari-
dad y distribucidn relativa de las manchas en el cromatograma.Sien~
do muy dispar la radioactividad y distribucidn relativa en las dis-
tintas sustancias no es posible tomar alicuotas de esta fraccidn
sin que se pierdan eaminodcidos y por consiguiente informacidn. La
identificacidn de las manchas es engorrosa. Los Rf se ven muy afec-
tados por las condiciones de trabajo, y la revelacidén con ninhidrina
que puede orientar, sdlo evidencia los aminodcidos que se encuentran
en mayor cantidad y que no coinciden siempre con las dreas radioac-
tivas del cromatograma. La gran cantidad de algunos aminodcidos ha-
ce que se desdoblen en mds de una mancha, o que en otros casos se
engloben otros con Rf cercanos. Esto complica aun mds la identifi-

cacidn de estas sustancias. En algunos casos los aminodcidos iden-
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tificables se han desdoblado durante el proceso de cocromatografia,
coincidiendo siempre la mancha mayor con el patrén. Las razones de
este comportamiento pudieron ser dos: o bien el aminodcido presente
en mayor cantidad engloba a otros o el proceso de elucidn seguido de
recromatografia con el patrdn produce alteraciones en parte del mate
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-
matografia original.

Nucledtidos y bases. Se hicieron cromatografias monodimensiona-
les durante treinta y cinco horas, en papel Whatman No. 1, de acuerdo
al método de Wyatt (163), que utiliza alcohol isopropilico (libre de
perdxidos), HCL (D=119) y agua, en proporcidn 68:17.6:1lk.4. Las iden~
tificaciones se realizaron igualmente por cocromatografia con patro=-
nes y nueva radioautografia. La ubicacién de las manchas, se hizo con

la l4mpara ultra violeta.

METODO DE LA DEGRADACION DE LA SERINA

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

(164) para« hidroxiaminogcidos con meta periodato de sodio.
e P
CHNH, + IO,+Na — 002 + COCH + COH
COOH o c, ¢y

Originalmente para serina no radioactiva, se dosaba solamente el
carbono beta como formaldehido, que se precipitaba con una solucidn
de dimeddn al 0.4% dejando el frasco en reposo durante 48 a 72 hs.,
asegurdndose de que la proporcién de dimeddn a formaldehido fuera dos
a uno.

Posteriormente Rees (165), comprobd que era preferible destilar
el formaldehfdo hacia la solucion de dimeddn. Chargraff y Sprinson
hicieron un estudio detallado de la reaccidn, y comprobaron (166)que
era posible analizar también, los compuestos derivados de los otros
carbonos. La aplicacién a la serina fue finalmente completada por Sa-
xami (167), quien realizd la degradacién de acuerdo al siguiente

esquemas
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++
it 08 hecno _IONa  H-CooH Hg** co,
i IO],‘_Na .
CHN2 — ++
1 pH=5.8  H-covs _H& ",  co,
COOH .
co,

Este método tiene la ventaja de que todos los carbonos se deter-
minan como 00333, pero, de acuerdo a los estudios hechos por Vernon y
Aronoff (168) y posteriormente por Tomlinson (169) la absoroidn de la
radioactividad de distintos compuestos por espesor es la misma siempre
que no contengan §tomos de alto peso atdmico; luego bastard con refe-
rir cada uno al peso de la serina utilizado.

El esquema de Sakami (167), modificado en el dosaje del formalde-
nido, que se realizd directamente con dimeddn, de acuerdo a lo que in-
dicara Rees (166) en su trabajo, fue el utilizado. Los aparatos fueron
disefiados de acuerdo a las necesidades del método.

liétodo: Laa manchas de serina de los cromatogramas se eluyen con
agua destilada y se dividen en dos. Una mitad se destina a combustidn
total, de acuerdo al método ya descripto (170), la otra, se lleva a se
quedad en el tubo que se ha de utilizar para la determinacidn del car-
bono uno. En el método de Sakami se parte de un derivado de la serina,
que necesita para su disolucfon 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 convenien
te purgar el aparato con Ny antes de agregar el IO,_'_I\Ia; asimismo debe
conectarse el Ny al finalizar la experiencia, para arrastrar todo el
COp. El burbujeo del gas debe ser constante y suave, aproximadamente
120 burbujas por minuto. E1 CO, se recoge en 15 ml de HONa Q1 N re-
tirando el tubo sin interrumpir la corriente de N,. se precipita
con el agregado de 1 ml de ClBa 1 M y 1 ml de ClNH,_,_ 1N,

El jodato y periodato se eliminan de acuerdo al método de Saka-
mi; y el sobrenadante y aguas de lavado llevados a pH=3 se recogen
en el matraz en que va a determinarse el 02.

Para esta determinacidn se utiliza el aparato que se consigna

a continuacidn.
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La mezcla oxidante utilizada contenia 87 de C1,Hg; 2% de acetato
de sodio y 2% de 4cido acético. EL aparato se purga con nitrégeno al
comenzar. El calentamiento debe ser suave pues la oxidacidén se produ=
ce a lOOOC. Los refrigerantes a reflujo tienen por objeto evitar la
pérdida del formaldehfdo que se encuentra en solucidn. Al finalizar
la operacién se permite nuevamente la entrada de N2 para arrastrar el
CO, que no hubiera pasado.

Para la determinacidn del 03, el filtrado anterior, alcalinizado
a pH 6 se destila casi a sequedad, en el aparato que figura a continua
cidn, recogiéndose en agua helada. Se agrega por dos veces 15 ml de

agua al matraz de destilacidn ¥y se repite la operacién anterior.

El destilado se pasa a dos tubos de centrifuga, a los cuales se
agrega 25 ml de solucidn de dimeddén al C.4%. E1l pH debe ser cercano
a 5. Se deja precipitar durante 72 hs., se centrifuga 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 s6los, 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
formaldehido-dimeddnico (metilen-bis-metona); se pesan, calcula el
rerdimiento, y en funcidn de éste se corrige la radioactividad.

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

y el dato de radioactividad obtenido permite controlar la degradacidn.
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Reactivos. se utilizaron los siguientes: dcido acétido glacial,
Atanor; glucosa, Biochem; acetaldenfdo, The British Drug Houses; pi-
ruvato de sodio, Matheson Coleman y Bell; dcido fdérmico, Mallinckrodt;
ftalato dcido de potasio, Merck; Actidione, The Upjohn Company. Kala-
mazoo. Michigan; Antimicina A, Sigma, Chemical Company; fluoruro de
potasio, The British Drug Houses; hidroxilamina, Analar. Hopkins y
Williams Ltd.; azida sddica, Fluka, Hartens; 2-li dinitrofenol, The
British Drug Houses Ltdj fosfato monosédico, Analar. The British Drug
Houses Ltd.; meta-periodato de sodio, E. Merck; cloruro mercidrico,

May & Baker; dimeddn, E. Merck

Compuestos radioactivos. Se obtuvieron de The Radiochemical Cen=-
tre, Ameraham, Bueka (Inglaterra).

La actividad especifica de los compuestos utilizados expresada

14

en mC/mmol es: formato-C ', 1mC/0.206 mmol,; bicarbonato-cm. 1 mC./

0,27 mmol.; serina=3 cll’, 1 mC.rmol. 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 mismo ex-

perimento con igual actividad especifica.
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CAPITILO IIT

EFECTO IE VARIOS SUSTRATOS SOBRE LA INCORPORACION
1l

DEL FORMATO-C™" POR LA LEVADURA

Con el objeto de comparar la incorporacidn del formato-cll* por la
levadura, con y sin el agregado de sustrato sin marcar, se realizaron
los experimentos descriptos en las Tablas 1, 2, 3, 4t y 5.

El 4cido acético y el dcido pirdvico, aunque se utilizan como ta=-
les, al pH interno de la célula se encontrardn como acetato y piruvato
respectivamente y asi hemos de considerarlos.

Los resultados obtenidos son los siguientes: g) La levadura in-

14

corpora al formato-C™', como lo demuestran los valores obtenidos de

cll" total incorporado. 2) La cantidad fijada es mayor cuando al for=
mato-cL¥ se le agrega acetato sin marcar (Tablas 1, 2, ¥y 5). ¢) La
incorporacidn es aumentada por otros sustratos, como el piruvato, que
en igual concentracidn que el anterior, tiene una accidn mfs estimulan
te (Tablas 1, 3, 4 y 5); el acetaldehido, cuyo efecto es ain mayor que
el del piruvato (Tablas 3, 4 y 5), y la glucosa, que es el mds eficaz

de todos los sustratos probados (Tablas 3, 4 y 5). d) 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

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

El objeto de esta operacidn era eliminar los electrolitos que pudieran
interferir posteriormente en las cromatografiaa. Los resultados de ame~
bas muestras fueron coincidentes. e) El consumo de oxigeno es mucho

mayor cuando se agregan los sustratos sin marcar (Tablas 1, 2, 3, 4 y
5). Los valores superiores se obtienen con glucosa en presencia de oxj._
geno y con acetaldehido, siguiendo los obtenidos con @cido pirdvico y
por Ultimo con 4cido acético. £) La actividad especifica del anhiari-

1t es utilizado como Unico sustrato es

do carbdpico cuando el formato-C
mayor que cuando se agrega &cido acético, pirdvico, acetaldehido o glu
cosa, pero la cantidad de anhidrido cerbdnico formado es menor. El dei
do pirdvico y la glucosa en ausencia de ox{geno son los que producen

anhfdrido carbdnico con mayor actividad especifica (Tablas 3 y 4);les

siguen en orden el acetaldehfdo, la glucosa en presencia de oxigeno,
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y por dltimo el dcido acético (Tablas 1, 2, 3, 4 ¥y 5).

De los datos de consumo de oxigeno, desprendimiento de anhidrido

14 total incorporado se deduce que la adicidn de un sus-

1t

carbdnico y C
trato conjuntamente con el formato-C~ ', estimula la metabolizacidn del
mismo. De los sustratos utilizadcs, la glucosa y el acetaldenfdo son
los mds efectivos, pues producen mayor consumo de oxigeno, acompafiado
de upna mayor incorporacidn, y menor actividad especifica en el anhi-
drido carbdnico, lo que supone ura dilucidn del COp radioactivo con
anhidrido carbdnico producido por oxidacidén del sustrato sin marcar y
de sustratos enddgenos. 3) El formato-clq se incorpora a sustanciassgol.e
insolubles en metanol. El1 porcentaje en cada una de estas fracciones
varia con el sustrato y la duracidn del experimento.

cl)+ en la fraccidn soluble en metanol. Ia incorporacién al solu-

ble en metanol varia igualmente con el sustrato agregado y con la dura
cidén del experimento. Les Tablas 1, 2 y 3 representan experimentos de
90 min.; la Tabla 4, de 120 min. y la 5 de 140 min. Con la prolonga-
cidn del tiempo de incubacidén dismiruye la incorporacidn porcentual a
esta fraccidn con el consiguiente aumento en el insoluble. E1 formato=-
c:"’+ so’lo, es el que contiene mds Cl,* en los metabolitos solubles en me
tanol (entre el 60 y 65% de la radioactividad irncorporada en los expe-
rimentos de 90 min., y 30% en los de mayor duracidn). Con el agregado
de los otros sustratos varia entre el 45 y 50% en las incubaciones de
90 min. y entre el 25 y 30 % en las otras.

14

Distribucidn del C' en la fraccidn soluble en metanol (Tabla 6)

La distribucidn de la radioactividad en el soluble en metanol de-
muestra que el fomato-cll* acompafiado de otro sustrato sin marcar se
incorpora fundamentalmente a la serina, oscilando su porcentaje (a los
120 minutos) entre el 40 y 70% segin el sustrato usado, en cambio con
formato-cl'* s6lo, el mis marcado es el &cido glutdmico, evidenciando
éste en realidad, la concentracidn del 4cido« -ceto glutdrico, asi co-
mo el 4cido aspdrtico y la alanina representan al dcido oxalacético y
pirdvico respectivamente; la marcacidn de estos aminodcidos es repre-
sentativa del funcionamiento del ciclo de Krebs, y con formato-cl)* co=-
mo dnico sustrato, pareceria que la incorporacidén de 1a serina se vie-
ra disminufda en beneficio de éstos. Con acetato la marcacién del dci-

do glutdmico y del 4cido aspdrtico es menor; con piruvato el dcido glu




.27
tdmico constituye el 17,5% de la radioactividad total, ocupa el segun-
do lugar después de 12 serina, siendo menos radioactivos el 4cido as-
pértico ¥y la alanina; con acetaldehido estdn poco marcados los tres;
con glucosa, el dcido aspdrtico no se detecta y el 4cido glutdmico y
la alanina tienen valores aun mis bajos que con los otros sustratos.
Los otros aminodcidos tampoco incorporan mucho Cll*, salvo la fenil ala
nina (10%) en la incubacidn con acetato y la histidina (9%) en la que
se hizo con piruvato.

Los 4cidos del ciclo de Krebs incorporan poca radioactividad.
El DP se marca con todos los sustratos, salvo con acetaldehfdo v

c L

con formato= ; el DPN con 4cido acético y con glucosa; el AMP, y pro

bablemente ADP y ATP, también con glucosa. La proporcidn es pequefia.

14

c'* en la fraccidn insoluble en metanol.

a) cll* en la fraceidn soluble en TCA al 5% en caliente. EL porcentaje

de incorporacidn a esta fraccién oscila en todos los casos entre el 25
vy el 35% del c]',+ fijado. La prolongaeio'n de los experimentos no produ=-
ce una gran variacio'n, v el agregado del sustrato sin marcar tiene como
efecto bajar ligeramente la incorporacidn.

Distribucién del C*" en la fraccidn soluble en TCA al 5%. Los valores

que se consignan como adenina en la Tabla 7, representan en realidad 12
suma de la radioactividad obtenida en ésta mds la del 4cido adenflico,
ya que la pmpordidn en que cada una de estas sustancias aparece en el
cromatograma depende del grado de hidrdlisis alcanzado. Asimismo, las
manchas no identificadas deben ser probablemente nucledtidos pirimidf-
nicos, ya que absorben también en 260 ma. En todas las incubaciones
hay una mayor incorvoracién 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.

g) Residuo_insoluble en TCA al EZ en caliente. La prolongacio'n de los
experimentos se traduce en un aumento de la incorporacidn de Cll* a
esta fraccidn en detrimento, fundamentalmente,de los metabolitos solu=
bles en metanol. Con acetato y piruvato en las incubaciones de 90 min.
las protefnas contienen entre el 25 y el 30 # de la radioactividad;en
las de mayor duracidn llegan hasta el 55 & 60 %. Con acetaldehido

los porcentajes oscilan entre el 45 y 60 %. Con glucosa en presencia

de oxfgeno van del 40 al 55%; en anaerobiosis, es el 35 %. Con el sus-
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trato radioactivo sdlo los valores son mds baios, y varfan entre el
10 y el 50%.

Distribucidn del CL¥ en el residuo. \Tabla 8). Ia serina incorpora la

mayor parte de la radioactividad; con formato-cll" como tnico sustrato,
prdcticamente toda la de esta fraccidn se concentra en este aminodci-
do. En las otras incubaciones los valores van desde el 55%, con gluco-
sa en presencia de oxigeno, hasta el 86,5%, obterido con piruvato. Tam
bién se marcan la homoserina, la metionina, 1a histidina y 1la fenil

alanira, pero su :i.ncorporacio'n no pasa en general de un 10% del total.

CONCLUSIONES

1) La levadura es capaz de incorporar el formato-ct¥.

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

3) los sustratos utilizados son de eficacia distinta, y pueden ordenar
se de la siguiente manera: glucosa, acetaldehido, 4cido pirdvico y

por fltimo dcido acético, que es el que menor incorporacidn produce

158
~

El efecto del segundo sustrato sobre el consumo de oxigeno y la in=-
corporacidn de Cll* en las distintas fracciones es similar.

La distribucidn de la radioactividad en cada fraccién es runcidn de

'~

1
sustrato y del tiempo de incubacién.

6) En la fraccidn metandlica salvo en la incubacidn con formato-cl* 80
lo, la sustancia mds marcada es la serina. Su porcentaje de radioac
tividad oscila entre el 40 y 70% segin los sustratos no marcados, y
es aproximadamente el 30% con formato-ct.

7) En el soluble en TCA al 5% a 90 °C se marcan principalmente las ba-
ses puricas, pero en mayor proporcidn la adenina que la guanina.Los
valores de la primera oscilan entre el 60 y 70% de la radioactivi=

4 solo, en

dad de esta fracci6n, salvo en el caso del formato-C
que es prédcticamente el 100%. La guanina contiene aproximadamente
entre el 15 y el 25%.

8) El residuo, contiene protefnas cuyo aminodcido mds radioactivo es
la serina. Los porcentajes varian entre el 55 y el 85% de acuerdo
al sustrato no marcado que se adicione, y es casi el 100% para el

1

formato-Clt s0lo.
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9) E1 anhfdrido carbdnico que proviene de la oxidacidn directa del

forma to-cll"

¥y de otros metabolitos enddgenos tiene mayor actividad
especifica con fornato-c]'l+ 3610, pero la cantidad formada es menor,
lo que hace pemsar en una menor oxidacidén de metabolitos enddégenos,
sin que disminuya la descarboxilacidn del tormato-cl'*, o alm se vea
aumentada.
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Tabla 3. Efecto del piruvato, acetaldehfdo, y glucosa (en mero y anaerobiosis) en la incorporacién del formato-Cl4 por le levadura
i2.52 mg. de levadura; 1.03 i M de formato de sodio-con 5 A C; incubacién durante 90 min. en vasos de ¥arburg.Adiciones segin se iniic

Adiciones
Piruvato |Acetalde- |Glucosa Glucosa Testigo Testigo Incorporacién |Incorroracién Incorporacién |In
hido (aerob) (anaerob) {(aerodb) (anaerob) |correspond. al |correspond al |correspond.a 1l4qco

27.5 mM  {27.7 mM 13.3 mdM  13.3 mM piruvato lacetaldehido glucosa(aerob) gl
€14 total incorporado 961 1270 1519 o78 495 422 476 975
Cl4 en la fraccién
soluble en 282 406 480 397 291 275 — 115 89
metanol
Cl4 en la fraccién
soluble en TCA al 5% 288 354 426 252 148 100 140 206 278
en caliente
Cl4 en el residuc 391 709 612 328 56 42 335 653 657 _
Cl4 en el CO3Ba 288.8 71.9 112.8 118.7 37.7 49.8 - - - .
co3Ba (mg.) 19.0 9.1 13.4 10.7 1.1 1.8 - - - ,
Actividad especifica 15.2 8.63 8.42 11.09 34.27 27.68 -— -— -
del C03Ba
uOm 15.2 16.3 - 3.2 - 3.2 12 13.1




1 piruvato, acetaldehfdo, y glucose (en sero y anaercbiosis) en_la incorporacién del formato-Cl4 por ls levadura

lure; 1.03 4 ¥ de formato de sodio-con 5 C; incubacién durante 90 min, en vasos de Farburg.Adiciones segin se indica.
V.2

Adiciones
Piruvato |Acetazlde~ |Glucosa |Glucosa |[Testigo Testigo |Incorporacién [Incorroracién |Incorporacién [Incor;oracién
hido (aerob) (anaerob) [(aerod) (anaerodb) |correspond. el |correspond al |correspond.a lqcorrespond.a la
27.5 mM  |°7.7 mM 13.3 mM  [13.3 mM piruvato acetaldehido glucosa(aerob) |glucosa(anaer)
)rudo 961 .70 1519 o78 495 422 476 975 1004 556
'n
282 406 480 397 291 275 - 115 89 122
'n
| 5% 288 354 426 252 148 100 140 206 278 152
391 709 612 328 56 42 335 653 657 281
m.
288.8 71.9 112.8 118.7 37.7 49.8 - - - r -
19.0 9.1 13.4 10.7 1.1 1.8 - — - i -
|
'ica 15.2 8.63 8.42 11.09 34,27 27.68 -— -— -— _ -
. 15.2 16.3 - 3.2 - 3.2 12 13.1 M -—
L




Pabls 4. ofecto del acetuto, piruvato, uscciuldelfdo y la _plucosa en cerobicsis y snaerobiccic sobre la ineor or-
del formato-Cl4 :

11 mg. Jde Hm<ma5,m0u.ow\§mn e formato de sodio con 5 \to"o.m 1, do buiter cde ftolato w:nh.mmuvocnmowob.aﬂubsam 120 min, en vacoe de 1

indtcz. i
Adicionet 1—
Acetnlde<qGluc Slucosi. Incorrorzcién | Incorroracién |Incorrorzciéni {In
wwmmmao wwnc<n.«.o ,3..?0. Amw:maowv m.ucw,ou.\,, Testigo corresp. el coriesp. al corresp. al co
27.% i 7.5 =i CTeT me 1303 1543 nde scetato piruvato acetaldenfdo | it
tAtnl incor-orado | 340 6501 £70 7351 &756 1396 21°° 2145 3474
Ci¢ ¢r la fraccifn
sclulle en 1246 1684 1c52 190% 14G6 464 T2z 122¢ 588
metanol
CiZ en la fraccién
coluble en TCA al 8ce 1352 1569 2863 1484 386 1041 96€ 1183 '
% aliente :
1
|
Cl4 en el residuc 1350 1510 7249 2582 3866 546 285 8569 1703 ’
14 en ¢l CO3Ba 97.44 322.% 232.9 237.6 717.3 - -_— -—
C03Ba(mg. ) 8.7 . 6.2 15.5 1.0 - - - _
|
-
hetividad especf{fica .
del CO3Ba 11.¢ 50.38 38.58 21.78 237.32 -— |
Qo 35 4S 54 - 54 11 24 38 43




4. ofecto del acetuto, piruvato, zcctuldelfdo y la _giucosu er aserobiosis y anaerobiosis sobre la inco

eidn

‘ormato de sodio con 5 &C3C.5 .l. :c

Adiciones

del formato~Cl4

buifer

T or:
—

de ft.luto pl=4,5;incubacién,durante 120 min. en vasoe nm Warburg.Adiciones segln se

L

>mmw=wao-owcoop: wHCQOmw Incorrorzcidén | Incorroracién Incorporacién| [Incoryor=cidn Incoryoracién
~m«o w»ﬂ:<UMo ,JWco. cerob) Testigo curresp. el corsesp. al corresp, al corresy. « le |oeorresy. a la
i &7.5 @k (7T b 1543 ni acetate piruvato acetaldehfdo | klucosa{anaer) | jucona(cer)
501 £70 7351 756 1396 2150 3145 3474 5974 5205
C 1684 1052 1904 1406 464 T 122¢ 588 1442
0 1352 1569 2863 1484 386 1041 96¢ 1183 2477 128
1510 249 2582 3866 546 285 856 1703 205¢ 3920
i
2744 322.% ?32.9 5872 237.6 T7.3 -~ - - i - -
8,7 i 6,2 o 15.5 1.0 - - - - - -
1
T
1. 50.38 38.58|  Cu.cl 21.78 237.32 - -- - - -
|
35 45 54 - 54 11 24 38 43 - -
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< i
7.5 ril R
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.0l en ¢l experimentio

Siuce alaeren) T
Vi . . P Cpm/Lic. 2 [TV
cél, de 0 ~ e wél. ! ‘e cél,
<87¢ 7371 756 1:%€
PR 1906 1:2€ 164
3 -8 {1¢ o8 pt 53 et s} 134
— 0.9 o5 B <0 0.5 < P 23
298 5 53 4 76 3 4 el 171
79 3 3 -— - — _— 3 1
84 5 53 - - - - 3 20
£ € 53 3 58 3 - 11 1
- ".5 < i 2¢ .5 %4 22
1452 3 2 - — - — - -
- - - 1.5 29 1.5 21 - -
- - - 1 20 1 14 - -
94 - - 3 57 2 g - -
- - - - - 3.5 45 3 14
- -- - - -- 7 98 - -
— - - - - 3 47 - -
- - - - - 6.5 o1 - -
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CAPITULO IV

N

VARIACIONES EN LA INCORPCRACION DEL FORMATO-C]' POR LA

LEVADURA EN FUNCION DE SU ACTIVIDAD

ESPECIFICA Y CONCENTRACION

Con el pr0pésibo de comprobar las variaciones en la incorpora-
cién de formato-Cl* modificando la concentracidn ¥y actividad especi-
fica del mismo se hizo el experimento descripto en la Tabla 9.

En esa incubacién se ha mantenido constante la concentracidn de
la glucosa sin marcar, y se ha variado la concentracidn y actividad
especifica del formato-cll* por medio del agregado de formato sin mar-
car al original radioactivo.

Las concentraciones van disminuyendo en forma aproximada a la
mitad, y consecuentemente van aumentando las actividades especificas

del formato-c¥.

Concentracidn de formato Actividad especifica del

mi formato=C

mC/mM
0.021 Oo24
0.C11 O.lt5
0,06 0.83
0.0035 1.3
0.00228 2.19
0.00103 4,85

Para analizar los datos de la Tabla 9 es necesario tener en cuen
ta las actividades especificas del formato-cm, tomando como base de
comparacio'n los valores obtenidos con la mayor actividad, es decir
con 4,85 mC/mM.

En la primer columna se encuentran las radioactividades resultan
tes con una actividad eepecz'.fica de fomato-cl,"' veinte veces menor;
sin embargo, comparando el c:"li total incorporado, observamos que es

aproximadamente el 50% del patrén; equivale entonces, a una incorpo=-
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racidn diez veces mayor que en éste.

Con 3,7 mM de formato con 5 uC, la actividad es diez veces menor
y la incorporacién es el 70%, de donde se deduce que es siete veces
mayor. En el experimento hecho con 2 mM de formato com 5 uC, 1la acti=-
vidad es casi seis veces menor, y el C]'lf total es aproximadamente el
80%, de donde se desprende que es 5 veces mayor que la patrdn. Con
1.16 mM de formato, resulta una actividad especifica tres veces y me-
dia menor, la incorporacidn de cl# es aproximadamente la misma, es de~
cir que es tres veces y media mayor. Y por Ultimo con 0.76 mM de for-
mato la actividad es algo menos éue la mitad, el clk total es casi
igual, de donde resulta que la incorporacidn es el doble.

Es evidente que una mayor concentracidn de formato produce un
aumento en la incorporacidn del mismo.

En la fraccidn soluble en metanol esta influencia es atm mayor,
con 7 mM la incorporacidén en el soluble en metanol es el 75% de la
patrdn; con 3.7 mM es el 95%; con 2 mM es el 80%; con 1.16 md y con
0.76 mi es el 100%.

En el soluble en TCA al 5% en caliente la incorporacidn se ve
aln mds favorecida; con 7 mM es el 90% de 1a que tomamos como base de
compracidn; con 3.7 mM es el 115%; con 2 mM es el 140%; con 1l.16 mM
es el 130%;y con 0.76 mM el 100%.

En el residuo, en cambio, la incorporacidn es comparativamente
menor que en las otras fracciones. Con 7 mi el Clk en el insoluble
en TCA al 5% en caliente es el 17% de la del patrdn; con 3.7 mM, el
35%; con 2 mM, el 60%; con 1.16 mM y con 0.76 mM es el 85%.

En cuanto al anhfidrido carbdnico producido con las distintas con
centraciones de formato la cantidad, expresada como mg. de 00338 es
algo mayor que con la usada como patrén, pero las diferencias no son
suficientemente significativas. El clk en el anhidrido carbénico ex-
presado por mg. de CO3Ba es con 7 mM el 25% del testigo; con 3.7 mM
y con 2 mM, aproximadamente el 100%; con 1l.16 mM y con 0.76 mM, el
75%.

Ios Qoz son en general superiores al del patrén salvo con 1.16
mM, en que es el mismo.

Resumiendo estas relaciones, resultas
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Actividad eapecéﬁca de

formato-Ct 0.24 | 045 | 0.83 | 143 | 2,19 | 4.85
mC/uM
1 % respecto del
[+ incorporado 50 70 80 100 100 | 100%
. por el patron
total in-
relacidn ,con
corporado el patrén 10:1 7:1 5:1 {3,521 2:1 | 1:1
ol 1 % respecto del
en e incorporado 75 95 80 100 100 | 100%
sobrena=- por el patrdn
den§e me=-
tanolico 18014
relacidn con . . . . . .
el patrén 15:1{ 9.5:1| 5:1 {3.5:1 2:1| 121

cll* en el | # respecto del

soluble en | incorporado 90 115 140 130 1C0 | 100%
TCA al 5% por el patrdn
en calien=-
te i
ibteveto 18:1[11,5:1(8,5:1 | Wass1| 2:1| 1:1
P % respecto del
c incorporado 17 35 60 85 85 | 100%
por el patron
en el
‘2
residuo r:i‘;;‘:’;c;;“ 30551 3.5:1(3.5:1 | 3:1 |1.5:1| 1:1
14 % respecto del
c incorporado 25 100 100 75 75 | 100%
por el patron
en el
relacidn ,con . . . . . .
002 ol patron 5:1 10:1 6:1 245:1f1.5:1 1:1

De donde se concluye que una mayor concentracién de formato se traduce
en un aumento de la incorporacidén del mismo, la influencia se deja sen=
tir, sobretodo, en las fracciones soluble en TCA al 5% en caliente y ex
tracto metandlico, siendo mucho menor en el residuo.

En el anhidrido carbdnico, en cambio, parecerfa que hubiera un
méximo de estimuacidn cur una concentracidn de formato 3.7 mM y decre-
ciera tanto al aumentar como al disminuir dicha concentracidn.

Ios @ estdn dentro del mismo orden; las variaciones que se ob~
[]

2
gervan no son significativas.
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cll* en la fraccidn soluble en metanol. Los porcentajes de incor-

poracidn al soluble en metanol respecto al Clu total, son los siguien=~

tes:
Concentracidn de formato | Fracoiin shiiete s meranol
7 mM 35%
3,5 mM 35%
2 my 25%
1.16 mM 25%
0476 mM 25%
03k mi 25%

Con las dos concentraciones mds altas es el 35% y luego pasa al
25%. La composicidn de esta fraccidn fue analizada por cromatografia.

Digtribucidn del gll" en la fraccidn soluble en metanol. Los re-
sultados de la distribucidn de la radioactividad se consignan en la
Tabla 10. Estos datos nos permiten concluir lo siguiente: ;) Las va-
riaciones de concentracidén de formato con su consecuente disminucidn
en la actividad especifica del mismo no afectan a la incorporacién re-

w

lativa del formato=C en la serina. Los valores oscilan siempre alre-
dedor del 50%. 2) El1 4cido glutédmico, en cambio, disminuye su radio=-
actividad con 1a disminucién de la concentracién del formato. 3)
Igual ocurre con la fenilalanina y alanina. &4) La cisteina aparece
recién con una concentracidn de formato 1,16 mM y se mantiene con va=
lores semejantes. 5) El 4cido mdlico tiene una concentracién constan-
te alrededor del 3% hasta una concentracién de formato 0.76 mM; luego
desciende a la mitad. §) El dcido cftrico sdlo aparece esporddicamen=
te, ya que su radioactividad es muy baja, y debe perderse en algunas
cromatogratfas. 7) Los nucledtidos DPN e IMP bajan al disminuir la
concentracidén de formato y con la concentracidén mds baja aparecen AUP,

ADP y ATP. 8) Las manchas no identificadas aparecen a partir de una
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concentracidn de formato 2 mM ¥ los porcentajes oscilan entre el 12
v el 17%.

¥ en 1a fraccidn soluble en TCA al 5% en caliente. Los 4cidos
nucleicos representan el 35% de la radioactividad con las concentra-
ciones 7 mM, 3.7 mM y 2 mM de formato, el 30% con 1,16 mM y el 20%
con 0s76 y 0e34 mM. Al disminuir la concentracién del formato, dis-
minuye también la incorporacidn porcentual a esta fraccidn.

Distribueidn dey ¢t
liente. (Tabla 11). La radioactividad se distribuye fundamentalmen-

en 1a fraccidn soluble en TCA al 5% en ca-

te en las bases puricas. sobretodo en la adenina, y queda un resto no
identificado que probablemente sean nucledtidos pirimidinicos.

cll* en el residuo. Esta fraccidn que contiene proteinas y poli=-
sacdridos es la que refleja realmente los efectos de la variacidn de
la concentracién del formato; cuando ésta es 7 mM, la radioactividad
incorporada es el 20% de la total; con 3.7 md es el 30%, con 2 mM el
40%, con 1.16 mM es el 45%, con 0.76 mM, es el 50%, y con O.34 mM, el
557

Distribucidn del ct en el residuo (Tabla 12). La serina, que

es siempre el aminodcido més marcado, contiene entre el 55 y el 75%
del cll* fijado por las prote:'.naa. El valor mdximo corresponde a la
concentracidn de formato 7 mM, y el minimo a la O.34 mM; la homoseri-
na aumenta su incorporacidn al disminuir la concentracidn; 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 sdlo se marca con la

concentracidn mds baja de formato.

CONCLUSIONES

4 ge ve afectada con la utilizacién

1) Ia incorporacidn de formato-C
de distintas concentraciones y consecuentes variaciones en la ac=-
tividad especifica del mismo.

2) Un aumento en la concentracién de formato se traduce en una mayor
incorporacién del mismo.

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

todo en la soluble en TCA al 5% en caliente y en el soluble en me=

tanol.

4) Los porcentajes de incorporacidn a cada fraccidén también varian;



3)

z)

9)

o34
en el extracto metandlico y en el soluble en TCA al 5% en caliente
aumentan con una mayor concentracidn de formato, en cambio bajan en
el residuo.
La sustancia mds 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 TCA al 5% en caliente la adenina y la guanina no
se ven afectadas en sus porcentajes relativos por los cambios de
concentracidn 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 TCA al 5% en caliente la mancha mds ra-
dioactiva es siempre la serina, pero el porcentaje relativo sufre
variaciones con los cambios de concentracidn del formato, y va des-
de el 55 al 75% con las concentraciores menor y mayor, respectiva=-
mente, de formato.
El anhfdrido carbdnico formado, no tiene diferencias significativas
para las distintas concentraciones.
Ia radioactividad incorporada al anhidrido carbdnico es relativa-
mente mayor con una concentracidn de formato 3.7 ml, y baja al au=-

mentar y disminuir la misma.
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Iabvla 10.

Distribucién del C14 incor,cr:l

en el experimento .e 1

Copcentrucid

7.0C 3.70 2,00
4 b pr/mg. % cpm/mg. % e/
ke cél. de cél. e o
C1li total , .
incorrorado 3300 4418 i
Cli en la fraccién . 5
soluble en retanol 1144 1481 1
Aninodcidos
Serina 53.5 612 49 726 45 5
Cistelna - - - - —
Acido clutdmico 16.5 120 9.5 141 6
‘e tionina-valina - - -— - -
Alanina 8 92 8 118 6
Fenil-alanina 11 126 11 163 7
Acidos del ciclo de Xrebds
Acido mdlico 3 34 3 44 3.5
Acido cftrico - - - - 2
Nucledétidos
[DEN 8.5 92 i’ 177 i 1
1MP(prcraile) 5.5 63 48 3.5
s - J—— - -
.0 (fpre: - — - - -
TP(probable) - — - - -
lNo identificades l - I — | . I . 7 l .




C1l4 dncor,crao u Li

fraccién soluole en metancl

1l experimento .e 12 Tabla G

Concentrucidén ¢e¢ formato-Cl4 (mi) :Cld:5 C
2.00 1.16 .76 C.34

me. % e pm/1 o % b pm/mg % cpm/mg. % b pn/me .
é1. ie cdl. He cél. de cél. He cél.
8 5170 6413 6037 6479
1 1739 1587 1633 1515
6 45 558 29,5 8¢ 5C 816 53 745
- - - 5 T 3 49 ) G4
1 6 74 7.5 48 6 98 3 12
- - - 2 3 5 82 - -
8 6 74 4 63 4.5 73 3 42
3 7 86 8 127 4.5 73 | - _
4 3.5 43 3.5 55 3 49 1.5 21
- 2 24 - - - - 1 14
7 ic 123 5 7¢ 6 98 6.5 91
8 3.5 a3 3 8 .5 24 2 28
- - - - — - 3.5 19
. - e | - — | -- - 7 98

-- - |- - |- - 3 42
- a7 ] 210 ] 12.5 l 198 I 16.5 | 269 12 l 168
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CAPITULO_V

CINETICAS DE LA INCORPORACION DEL FORLATO-CL* POR 1A IEVADIRA

Con el objeto de estudiar la variacidn en la incorporacidn a las
distintas fracciones a lo largo del tiempo se hicierrn una serie de ci
néticas con formato-cll* 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 como se describe en el capftulo de
materiales y métodos. En todos los experimentos se determind simultd-
neamente el consumo de oxigeno. Las incubaciones para las cinéticas se
hicieron en erlenmeyers, a 3o°c, y con agitacidn. Es necesario desta-
car que la posible diferencia entre los experimentos realizados en er-
lenmeyers respecto de 1os hechos en vasos de Warburg estarfa en la fi-
jacidn del anhidrido carbdnico por el dlcali de la copita central. Es-
te inconveniente se subsana en parte utilizando tapones de algoddn no
compacto; de esta manera el anhfdrido carbdénico difunde a la atmdsfera
¥y la agitacién permite una renovacidén constante del aire dentro del
frasco. Puede considerarse entonces, que las condiciones son muy seme=-
jantes a las de los experimentos anteriores.

Efecto_del piruvato sobre la incorporacidn de fomato-cl'* « En la

figura 1 se describe una cinética con formto-ct* solo ¥ con éste acom
pagiade de dcido pirdvico. En los primeros cinco minutos de incubacidn
todas las curvas presentan un incremento neto, pero luego aparecen di=-
ferencias significativas. Con formato-cll’ y piruvato la incorporacidn

de c]'l' aumenta con el tiempo pronunciadamente, mientras que con forma-

e casi no hay variacidn. En presencia de piruvato se llega a un

t0=C
valor mximo a los 90 min., y luego decrece.

En la incorporacidn de Cll' a los metabolitos solubles en metanol-
agua se repite lo observado en la incorporacio'n total. La radioactivi-
dad a los cinco mirutos es mayor con formato-cl* 8010, 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.
o1+

En la incorporacidén de a los 4cidos nudeicos se observaron va

riaciones tanto con formato-Clu. como con éste acompafiado de piruvato,
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pero son nenos notables con el primero. A los cinco minutos ya es ma-
yor la radicactividad correspondiente a la incubacidn con los dos sus
tratos, y a lo largo del tiempo la diferencia se acentda. En presencia

de piruvato, a los 60 min. se alcanza la incorporacidén méxima, lo mis-~

14

mo con formato-C sdlo, pero ya no sufre nuevas variaciones.

El c1l+ no se incorpora a las proteinas antes de los treinta minu-

tos, ¥y sélo en la incubacidn con formato-clL+ ¥y piruvato aparece en ese

1

nomento; con formato=C sdlo recidn se marcan a los 90 min. y permane

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

Efecto del acetaldenhfdo sobre la incorporacidn de formato-clu.

En la fig. 11 se encuentran los valores obtenidos en una incubacién si
multdnea con formato-Cit solo y con éste y acetaldehfdo., Inicialmente
el clh fijado en ambas incubaciones no ofrece diferencias significati-
vas; en las dos aumenta con el tiempo, mucho mds en presencia de ace-
taldehfdo.

En los metabolitos solubles en metanol agua, la incorporacidn de
formato-cllf comienza desde los cinco minutos. A ese tiempo con forma-
to-Cl1+ el contenido en clh es sélo un 15% menor que en presencia de
acetaldehido; con el tiempo se incrementa con este dltimo, en cambio
con el sustrato radioactivo solo permanece en el valor anterior.

4
’

En los dcidos nucleicos, con acetaldehido y formato=C en la

primera hora se incorpora menos Cl1+ que en los metabolitos solubles en
metanol-agua; desde los sesenta hasta los ciento veinte minutos los va
lores se mantienen por encima de los de la fraccidn metandlica y son

casi paralelos entre los ciento veinte y oiento cincuenta minutos. Con

14

formato-clu s0lo el C del soluble en TCA es siempre menor que el del

extracto metandlico. A los cinco minutos con acetaldehfdo y formato-

clu es 20% mavor la incorporacidn aque con el radioactivo sélo; igual-
mente el tiempo acentda la diferencia, ya que con acetaldehido sube

hasta las dos horas, y desciende luego lentamente; sin éste, aumenta
hasta la hora, manteniéndose los valores por debajo de los obtenidos

con acetaldehfdo y luego iricia un suave descenso.

En las proteinas la incorporacién no comienza hasta los treinta

) LT
min., Con formato-Cl¥* sélo a este tiempo el ¢ es un 35% del C % in-



£37
. 14 s 1l
corporado con acetaldehido y formato-C~ '« El contenido en € sube
lentamente con el sustrato radioactivo solo; con acetaldeh:{do, en cam

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

tiempo.
CONCLUSIONES
a) E1 cJ'l+ total incorporado aumenta con el tiempo; mucho mds con el

agregado de piruvato y acetaldenido. g) La incorporacién se produce
primeramente a los metabolitos solubles en metanol-agua; luego a los

4cidos nucleicos y finalmente en las proteinas, en las que no se de-

O_Clli-

tecta radioactividad antes de los 30 min. g¢) Con format s siendo

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

™ aumenta poco en los 4cidos nucleicos y en las proteinas.

b

Incorporacidn del formato-C™  por células en reposo y prolifera-

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

Con el fin de observar las diferencias de incorporacién del for=-
mato-cl'* con y sin el agregado de glucosa se hicieron incubaciones
con células en reposoyprolif.de levadura., Con estas dltimas sélo pueden
obtenerse datos en presencia de glucosa. ya que el medio en que se
las desarrolla previanente, y durante el experimento, la contiene.Las
cantidades de levadura, expresadas como mg. ¢e peso seco de células

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

5%

El cllr total ircorporado a los cinco minutos es casi el mismo pa=-

ra las células en reposo incubadas con glucosa y para las prolifera-
tivas; con formato-clu sélo, es wn 40% menor. A los diez minutos, los
valores de las incubaciones con glucosa se distancian ain mds de los
obtenidos con el sustrato radioactivo sélo, y se insirda ademds una

mayor fijacidén de cl“ por las células proliferativas; a partir de es-
te momento la incorporacién por las células proliferativas se distan=
cia cada vez mds de la de las células en reposo, alcanzando un méximo

a los 120 min, y comenzando a descender luego. Ias células en reposo
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incubadas con glucosa, suben constantemente su contenido en Cl)* hasta
las dos horas, y luego mantienen su valor; en cambio en ausencia de
glucosa, las variaciones son poco significativas.

14

La incorporacidn de C*  a los metabolitos solubles en metanol por
las células en reposo incubadas con formato-cll* sélo, es 92% mds 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 situacidn en las células en reposo, no asi en las proliferati-
vas, cuyo contenido aumenta iuego en un 100%, llegando a un mdximo a
los 8C min. que se mantiene hasta las dos horas, y luego desciende.
Las células en reposo incubadas con formato-ct bajan la incorporacidn
a partir de la hora; en presencia de glucosa el mdximo se alcanza a
las dos horas, y este valor se mantiene hasta el final del experimen-
to.

En los 4cidos nucleicos de 1a incubacidn con glucosa y formato~
Cl’+ a 1los cinco min. se ha incorporado nueve veces mds Clk que con
el sustrato radioactivo solo; en las células proliferativas, la radio

lk. A los

activicdad es el 40% de la obtenida con glucosa y formato-C
diez min. las células en reposo incubadas con glucosa, y las prolife-
rativas igualan su contenido, situacidn que con diferencias no signi-
ficativas se mantiene hasta el final del experimento. Las células en
reposo, con formato-cm 8010, suben lentamente su incorporacién alcan=-
zando el mdximo a los 120 min., valor que se mantiene.

En las prote:{nas no hay incorporacio'n antes de los treinta min.
A ese tiempo en la incubacién de las células en reposo con glucosa y
formato-clu, se obtiene una radioactividad précticamente igual que en
las células proliferativas; las células en reposo, con tormato-Cll",
fijan un 65% menos de cll'". A partir de este momento, la marcacidn de
las protefnas de las células proliferativas es menor que la de las
células en reposo en presencia de glucosa, aunque las diferencias sonde

un 10 a un 15%. Las células en reposo incubadas con formato-Ct* sdlo,

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

cl‘-&

El total incorporado a lo largo de la cinética en presencia

de glucosa es mayor; las células proliferativas incrementan mu-

1+ que las células en reposo.

cho mds su C
La incorporacidn a los metabolitos solubles en metanol-agua es
baja desde el principio.

Los 4cidos nucleicos obtenidos en las incubaciones de células en

reposo en presencia de glucosa, y de células proliferativas, con=
14

1! . .
con formato=-C 4 solo sucede a la inversa.

tienen més C que los respectivos extractos metandlicos; en cambio
Las prote:’.nas no se marcan hasta los treinta minutos; su radioac-
tividad aumenta con el tiempo; a partir de la hora de incubacidn

les corresponde el mayor indice de incorporacidn.



Figura I, Efectc del agregmzdo del npiruvato en la incorporacidn del

formato-Cl4

8
o

C* Fijado (cts. /min. /ng cel)
g g

Tiempo (min,)

45.5 mg de levadura; piruvato, 27.5 mii; 2.06/MM de formato de so-
dio con 10 «C; volumen final, 14 ml.; en erlenueyers. Linea A, Cl4
total incorporado en presencia de piruvato y formato-Cl4. Linea 3,
{den sin piruvato. LineaC, Cl4 incorporado al soluble en metanol en
presencia de piruvato y formato-Cl4. Linea D, fdem sin piruvato. Li-
nea E, Cl4 incorporado al soluble en TCA al 5% en caliente en presen
cia de piruvato y formato-Cl4. Linea F, fdex sin piruvato. Lfnea G,
Cl4 incorporado al residuo en presencia de piruvato y formato-Cl4.
Lifnea 4 , {der sin piruvato. Q02 en presencia de piruvato,30; tes-
tigo, 3.



Figura II. Efecto del acetaldehfio en la incorporacién del formato-Cl4.

ce'/.)
8
T

2

g

C* Fijado (cts /min,/mg

Tiempo (min.)

70.4 mg de levadura; acetaldehfdo 27.7 mM; 4.12 uM de formato-Cl4 con 2C
AC; volumen final,l2 ml.; en erlenmeyers. Linea A, Cl4 total incorporado
presencia de acetaldehfdo y formato-Cl4. Linea B, fdem sin acetaldehifdo.
Ifnea C, Cl4 incorporado al soluble en metanol en presencia de acetaldehi
¥ formato Cl4. Linea D, fdem sin acetaldehfdo. Linea E, Cl4 incorporado &
soluble en TCA al 5% en caliente en presencia de acetaldehfdo y glucosa.
Ifnea F, fdem sin acetaldehfdo. Linea G, Cl4 incorporado al residuo en p1
sencia de acetaldehfdo y formato-Cl4. Linea H, fdem sin acetaldehfdo.

QOZ en presencia de acetaldehfdo, 60; testigo, 5.



Figura III. Incorporacién de formato-Cl4 por células proliferativas y en

reposo.Influencia de la glucosa.
Cl4 total y Cl4 en el soluble en metanol.
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C* Fijado (. cls./min./mg cel)
&

— .

20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min.)

46.2 mg. de levadura(células en reposo); 48.6 mg. de células proliferati-
vas; glucosa 13.3 mM; 2.06 (¢M de formato con 10/+C; 2 ml. de buffer de
ftalato pH=4.5; volumen final,12 ml.; en erlenmeyers. Linea A,Cl4 total
incorporado por células proliferativas. Linea B, fdem por células en repo-
so en presencia de glucosa y formato-Cl4. Linea C, fdem por células en re-
poso en presencia de formato-Cl4. Lfnea D, Cl4 incorporado al soluble en
metanol por células proliferativas. LfneaE, fdem por células en reposo en
presencia de glucosa y formato-Cl4. Linea F, fdem por células en repose

en presencia de formato-Cl4. Qo2 en presencia de glucosia, 45; testigo, 6



Pigur: TV, Cl4 incorporado a las irucciones soluble € insoluble en TCA

al 5% en caliente

g

C*Fijado (cts./min /mg cel)
g

Tiempo (min)

Linea A, C14 incorporado al soluble en TCA al 5% en caliente por células
proliferativas.Linea B, {dem por células en reposo en presencia de glu-
cosa y formato-Cl4. Linea C, fdem por células en reposo en presencia de
formato-Cl4. Lfnea D, Cl4 incorporado al residuo por células proliferati-
vas. Lfnea E, fdem por células en reposo en presencia de glucosa y forma-
t0-Cl4, Lfnea F, fdem por células en reposo en presencia de formato-Cl4.



40
CAPITULO_ VI

INCORPCRACION IE FORMATO-C]}" Y BIOARBONATO-C]'“ POR LA LEVADURA

1L

Con el fin de diferenciar la incorporacio'n de formato=C como
tal y la de éste previamente oxidado a anhidrido carbdnico, se reali-
26 el experimento descripto en las figuras V, VI y VII utilizando co-
mo sustratos radioactivos el formato-clu y el bicarhonato-cll*, res-
pectivamente, con igual radioactividad; la experiencia se hizo con
células en reposo, y células proliferativas. Es necesario aclarar,que,
a diferencia con los demds experimentos, este se efectud en erlenme-
yers cerrados con tapones de goma, lo cual impedia una normal renova-
cién del medio gaseoso dentro del mismo, ya que sdlo se abrieron lo
indispensable para retirar las muestras, lo que puede haber generado
scbrepresiones de anhidrido carbdnico en distintos momentos, y de esa
manera haner aumentado la solubilidad del mismo en la mezda incubada.
Al pH utilizado, 4.5, el bicarbonato marcado se emcuentra como dcido
carbénico, es decir como anbidrido carbdnico solubilizado en equili-
brio con el del medio gaseoso, que lo diluye, y en esa forma se in-
corpora a las células. Siendo idénticas las condiciones de incubacién
con fomto_clh y con bicarbonato-clh es de suponer gque influye sobre
ambos igualmente.

El Cl]* total incorporado a las células en reposo incubadas con

glucosa y 1:0;,:nat,cg-c]'l+ o hicarbona1;0-(!:"1+ respectivamente, como sustra-

. 4
to radioactivo, es muy diferente. A los cinco minutos con formato-C

es veinticinco veces mayor que con bioarbonato-cl,*; en general los va-

lores son entre quince y treinta veces mayores con for:mato-cl'L+ que con

bicarbonato-cll*.

Las células en reposo incubadas solamente con los sustratos ra-

dioactivos, presentan igualmente diferencias apreciables en la incor=

L in

« A los cinco minutos, con formato-C™ es doce

poracidn total de C
. 14 ) s L
veces mayor que con bicarbonato-C”'; la incorporacion con formato-C

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

14

bonato=C" ;

Estas diferencias se acentdan notablemente trabajando con célu-

las proliferativas. A los cinco minutos, la relacidn de la incorpora-
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1l 1l

con respecto a la de bicarbonato-C™ ' es diez a uno

m

cién total de C

Yy con el tiempo aumenta mucho Mas la incorporacidn del formato-C

que la del bicarhonato-clk.

L

La relacidn entre el Cl incorporado al soluble en metanol con

formato-clLf respecto del fijado con bicarbonato-clu es menor en cada
caso que la existente entre las respectivas radioactividades totales.

Estc se debe a que practicamente toda la radiocactividad incorporada

1L

con bicarbonato-C se encuentra en el extracto metandlico.

Las células en reposo incubadas con glucosa y cada uno de los

sustratos radioactivos, contienen a los cinco minutos de iniciado el

ot 1

experimento, veinticinco veces més con formato-C™' que con bicar-

bonato-clh; en los distintos tiempos, con el agregado de glucosa la

incorporacién resulta entre diez y veinte veces mayor que sin ésta.

I on 1a fraccidn soluble en metanol. (Tabla 13)

b

Distribucidn del C

1) La incorporacidén de C”' a los metabolitos solubles en metanol,

por las células de levadura de panaderia, ya sea en reposo o prolife~

rativas, es mucho mayor con formato-clk que con bicarbonato-c1l+ a lo

1l

largo de todo el experimento. g) La distribucidn del C en esta

fraceidn presenta diferencias notables segﬁn el sustrato radioactivo

haya sido el formato-clh g el bicarbonato-clk

, segin se acompafie es-
tos sustratos de glucosa 6 no; y por Ultimo segln sear células en re-
poso 6 proliferativas las usadas. 3) Con glucosa y formato-clh, la
serina es desde un principio el compuesto mds marcado, y se mantiene
as{ hasta el final; la serina representa a lo largo de todo el expe~-
rimento aproximadamente el 50% de la radioactividad. Con tormato-cll+
solo, en cambio se mantiene con ese valor hasta los diez minutos, y
luegc 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 condensacidn
1k

del formato-clu. Con bicarbonato=C~', en todas las incubaciones, 1la

serina se marca sélo ocasionalmente, y su porcentaje no es nunca com=
parable al obtenido con formato-clu. L) BEn la incorporacién &l dcido
glutdmico, se observan también diferencias. Las células en reposo in-

cubadas con glucosa y formato-clh, aumentan poco la incorporacidn a
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este aminodcido con el tiempo. Con formato-clk s6lo y en las células
proliferativas este incremento es mayor y acompaffa al decrecimiento
en la incorporacién a la serina. Con bicar‘nonato-cll+ ¥ glucosa este
aminodcido, a los cinco minutos, ocupa el segundo lugar por su marca-
cidén ya que el primero es el 4cido succinico, con un valor que es més
del doble que el del 4cido glutdmico. Ya desde los diez minutos, pasa
a ser el méds marcado y continda asi hasta el final del experimento,
conteniendo aproximadamente el 50% de 1la radioactividad incorporada.

L s0lo, comienza siendo el mds radioactivo a los

Con bicarhonato-cl
diez minutos se iguala con el 4cido succinico y desde 1a hora se dis-
tancia del mismo, oscilando su incorporacidn alrededor del 60%. Con
las células proliferativas, se mantiene desde un principio aproximada-
mente en un 40Z. _5) La marcacidn de la alanina es siempre superior
con bicarbonato-clu. 6) La homoserina, metionina y fenil alanina apa=-
recen radioactivas sélo con formato-cit. 7) E1 deido cftrico aparece
mds marcado con bicarbonato-clk 1o mismo que el 4cido mélico y el suc-
cinico, 8) Los nucledtidos, se marcan con formato-clu. 9) En las in-
cubaciones con formato-clk aparecen las manchas nueve, diez, doce y
catorce, ne identificadas pero que se marcan sistemdticamente.

La mancha diez que aparece constantemente en los cromatogramas de
las incubaciones con formato-Clk fue recromatografiada con el fin de
comprobar si se trataba de una sola mancha y proceder a su identifica=-
cidn. En la cromatografia original corria menos que la serina tanto en
fenol-agua como en butanol-dcido propidnico-agua; en la recromatogra-
rf{a se dividfa en dos, tres o cuatro manchas que corrian casi con el
frente del fenol, ¥y que presentaban Ry crecientes con el butanol-pro=-
pidnico. La intensidad de las manchas no permitia ya una posterior co-
cromatografia con patrones. Esta mancha no presentaba absorcién al ul=-
travioleta, no respondfa a la reaccién con ninhidrina, a la reaceidn
de Trevelyan y Harrison, para azlcares no reductores, a la del molib-
dato para fosfatios. Estas reacciones no son concluyentes, porque es

posible que la sustancia en cuestidn estuviera presente en cantidades

menores que las de la sensibilidad del método. De todas maneras, es
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indudable de que estd constitufda por mds de una sustancia que se
marca con el formslt.o--cll'+ ¥ que no resiste el proceso de recromato-
grafia.

™ en 1a fraccidn soluble en TCA al 5% en caliente. En la

fraceién que contiene los dcidos nucleicos, no se observa incorpora-

14 como sustrato. Con glucosa y formato-cm la

cién con bicarbonato-C
incorporacic'm es mayor que con formato-cl“' sdlo, y en ambos aumenta
continuamente a lo largo del tiempo. Lo mismo sucede con las células
proliferativas.
Digtribucidn del C
caliente (Tabla 14) 1) La guanina contiene entre el 10 y 20% en

1% en 1a fraccién soluble en TCA al 5% en

las células en reposo incubadas con glucosa y form;ato-Cm, ¥y con for
mato-clk hasta la hora, luego desciende hasta un 5%. Las células pro
liferativas varfan desde el 28 al 19% aproximadamente. 2) La adeni-
na es la mds marcada de las bases. Con glucosa y formato-cl)" repre-
senta alrededor del 70% de la radioactividad incorporada; con forma
1;0-(}1;‘k entre el 60 y 75%. En las células proliferativas entre 55 y
75%.

c]‘l+ en el residuo

Las proteinas no se marcan con Clkoa}INa. Con formato-Cll" ¥ glu~

e desde los cinco minutos, repre

cosa, las células en reposo fijan C
sentando el 10% de la incorporacién total; con formato-cll* sc:lo, 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
protefnas contienen el mayor porcentaje del Cll" incorporado,-aumen~
tando con el tiempo; con células proliferativas ya a la hora, contie-
nen més c:I~l+ que las otras fracciones, acentudndose la diferencia con
el tiempo.

Digtribucién del C-* en el residuo.

Como puede observarse en todos los casos y a todos los tiempos,
hay una i.ncorporacién netamente mayor en la serina, (Tabla 15) que
oscila entre el 60 y 75%. Otros aminodcidos que son comunes a todos
los cromatogramas son la fenil-alanina y la metionina, pero sin que

porcentualmente representen mis de un 10%.
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CORCLUSIONES

1) La incorporacién de ¢ por 1as células de levadura, tanto en repo-
80 como proliferativas es mucho mayor a partir del tormato-cll* que
del bicarhonato-cll", en todos los tiempos.

2) En los metabolitos solubles en metanol de las incubaciones con for-
mato-cll* la sustancia mds marcada inicialmente es la serina. En pre
sencia de glucosa, las células en reposo disminuyen poco el conteni
do porcentual de este aminodcido; en ausencia, al igual en las célg
las proliferativas, baja con un consiguiente aumento del dcido glu-
tdmico. Con bicarbona'bo-'lll* no hay marcacién de serina, y si, en
forma notable, de 4cido glutdmico.

El formato-(:]'L+ se incorpora a las bases piricas, no sucediendo lo

3
mismo, en iguales condiciones de actividad especifica, con el bi-

carbona to-Gll'.

1¥
—

El bicarbonato no marca las protefnas de la levadura. E1 formato

se incorpora a la serina, metionina y fenil-alanina.

cll" al metabolismo de la levadura es

La incorporacién del formato-

3

directa, sin requerir transformacidén previa a anhidrido carbdnico.

DEGRADACION DE LA SERINA

De acuerdo a los resultados de la distribucién del Clh en los so=-
lubles metandlicos de los experimentos descriptos en las Tablas 6, 10
y 13 la mancha mds radioactiva es siempre la serina. De acuerdo a la
Tabla 13, la serina contiene desde los cinco minutos entre el 50 y
60% de1 o

del formato-Ct

. Con el objeto de comprobar si ésta se forma por fijacidn
l’ sobre la glicina, se procedid a la degradacidn de la
misma con un método basado en la reaccidn de Shinn y Nicolet (1AL) pa=
rad4 hidroxiamino 4cidos con meta periodato de sodio, de acuerdo a co-~
mo se describe en el capJ'.tulo de materiales y métodos.

Resultados

Se degradaron las muestras de todos los tiempos correspondientes
a la cinética realizada por incubacidn de células de levadura en repo-

s0 con glucosa y formato radioactivo. Los valores obtenidos se consig-

nan a continuacidn.
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T%eqpos Combus tidn cy o Cy
min. ) Cepeme/mg |Copeme/mg| % | copeme/mg % | cepems/mg| 2
5 3000 - - 45 2 2435 |98
10 1216 - - 40 35 1071 96,5
30 3195 - - 138 5yl 2387 | 94,6
60 1700 - - 103 752 1314 92,8
90 2941 - - 281 9,9 2640 |90,1
110 3710 - - 381 11,8 2837 88,2
130 6356 - - 771 13,2 5056 |86,8
150 3050 - - 379 [16,5 2650 (83,5

Coumo puede observarse, « .08 ¢inco minutos ia :mcorporacicSn de Cl
se produce casi en su totaiidad en el Cg. A Lo Llargoe del tiempo estos
resultados varfan ientamente, y a« .10s ciento cincuenta minutos el Ca
contiene el i6,5% de la radioactividad. El C; no se marca.

Estos resultados permiten suponer que la serina se forma por fi-
_jacidn del formato-cl]* sobre la glicina, pero ademds debe haber otra
via ya que el Co se marca, sin que aparezea glicina radioactiva en
ningin cromatograma.

Kyc y Zabin (171) han demostrado en ratas que administrando dcido
pirt'wico 3011,’ la serina que se forma tiene igual radiocactividad en
el Cp yenel 03 a través de la formacidn previa de un compuesto si=
métrico de cuatro carbonos. Como el 03 proviene también del formato-
Clu, se explicam'.a la gran diferencia de marcacidn entre los carbonos

2 y 3 y la no radioactividad de la glicina.
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Pigura V. Incorporacién del formato-Cl4 y el bgoarbomto-Cl& por_oélulas en
reposo.Cl4 total y Cl4 en el soluble en metanol

C* Fijado (cts/min. Jmg cel)

Tiempo (min.)

1016 mg. de levadura; 8.28 uM de formato de sodio con 0.04 mC; 1.67 il de
bicarbonato de sodio con 0.04 mC; glucosa 16.6 mM; 3 ml., de buffer de ftala-
%0 pH=4.5; volumen final, 18 ml. . Lfnea A, Cl4 total incorporado en presen-—
cia de glucosa y formato~Cl4. Li{nea B, {dem con formato-Cl4. Linea C, fdem
con ;lucosa y bicarbonato-Cl4. Linea D, fdem con bicarbonato-Cl4. Linea E,
Cl4 incorporado al soluble en metanol en presencia de glucosa y formato-Cl4.
Li{nea F, {dem con formato-Cl4. Li{nea G, {dem con glucosa y bicarbonato-Cl4.
Lf{nea H, {dem con bicarbonato-Cl4. Qoz en presencia de glucosa, 58; testigo,
Se



Firare VI,

rorado .1 °

| I I T I I I

600

200

C* Fijado (cts./min /myg cel.)
g

20 40 60 80 100 120 440

Tiernpo (min.)

Tf{neua A, Cl4 inccr-cr do 21 50l:lle en I0A al &z en culiente en presenci -
de glucosa y foricto-Cl4. Tirzz 3, fdem en presencia de formato-Cl4, Li:
C, Cl4 incorrorado al residno er pr sencla de glucosa y formato-Cli, Lins-

D,{dem en presencin de formato~Cld,



Figura VII. Incorporacidén del formato-Cl4 y el bicarbonato=Cl4 por célu-
las proliferativas

.
8 S
o o

C* Fijado (cts/min/mg cel )
g
S

20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min.)

171.6 mg. de levadura; 6.20 « M de formato de s0dio con 0,04 mC;1l.67 il de
bicarbonato de sodio con 0.04 mC; glucosa 16.6 mli; 3 ml. de buffer de ftala-
to pH=4.5; volumen final, 18 ml.. Lfnea A,Cl4 total incorporado en presencia
de formato-Cl4., Linea B, f{dem en presencia de bdicarbonato-Cl4., Linea C, Cl4
incorporado ul soluble en metanol en presencia de formato-Cl4. Lfnes D, fdem
en presencia de bicarbonato-Cl4. Linea =, Cl4 incorporado al soluble en TCA

al 5% en presencia de formato-Cl4. Linea F,Cl4 incorporado al residuo en pre-
sencia de formato-Cl4.
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CAPITULO VII

INCORPORACION IE FOR]IATO-CIH Y SERINA=-3 Cll*

La serina marcada en el carbono 3 es la sustancia mds radioactiva
de los sobrenadantes metanélicos, y de acuerdo a los resultados que se
consignan en la Tabla 13, a los cinco minutos su porcentaje de incorpo
racién es el mds alto. Disminuye luego a lo largo del tiempo a medida
que aumenta el de otras sustancias, lo Que hace suponer que se trata

L al metabolismo

b

del primer compuesto de incorporacidn del formato=C
celular, Segin esa suposicidn, si en lugar de incubar con formato-C
se hiciera con serina-3cv+. la incorporacidn debiera producirse con ma
yor velocidad, y la distribucidn en los metabolitos derivados podr:(a
verse alterada por una mayor concentracidn y radioactividad de la se-
rina,

Para comprobar estas hipStesis se realizd una cinética utilizando
en forma simultédnea formato-clh ¥ sel‘ina-}cll+ con igual actividad es-
pecifica y concentraciones equivalentes, ambos incubados con células
en reposo, con y sin glucosa, Los resultados se counsignan en las figu-
ras VIII, IX, X y XI.

A los cinco minutos con glucosa y serina-3cll+ el C‘m total incor-

porado es un 50% mayor que el obtenido con fomato-cluz con el trans-
curso del tiempo las diferencias se hacen cada vez mds notables. A los
sesenta minutos se alcanza la mdxima incorporacidn con ser:’.na-},clu y
luego se mantiene constante, Con formato-cll" la incorporacién aumenta
hasta las dos horas y a partir de ese momento no var{a hasta el final.
Cuando se alcanzan los maximos valores la relacidn entre ambos es de
cuatro a uro. En las incubaciones con los sustratos radioactivos sé-
los los desniveles son mucho menores, e incluso inicialmente la incor-
poracidn es ligeramente inferior con ser:i.na-3cll", pero después de los
sesenta minutos comienza a disminuir lentamente el contenido en Cl)'*
proveniente del t‘o:rmai;o-(:]',+ mientras que con serina-3cll" sigue aumen=-
tando hasta los noventa minutos, sin bajar desoués.

¢™ en 1a fraccidn soluble en metanol. En la fraccidn soluble en

metanol, a los cinco minutos todos los valores coinciden, salvo el

obtenido eon glucosa y serina-3cl)+ s que es un 100% mayor que los otros
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A partir de este momento hay grandes aumentos con glucosa y aerina-3cl

N

hasta la hora, inicidndose luego un brusco descenso. Con glucosa y for-
mato-cll' el mdximo se alcanza igualmente a los sesenta minutos; en ese
momento la relacidn entre ambas incorporaciones es uno a trece. Se ini-
cia entonces el descenso del contenido en Cl’+ de los metabolitos solu-
bles en metanol-agua lentamente, Con los sustratos radioactivos sdlos,
como sucedia en la :anorporacién total, los valores son muy semejantes
hasta los treinta minutos de incubacién, con formato-cm se inicia en
ese momento el descenso, mientras que con serina-3cll+ el aumento conti-
nda hasta los noventa minutos; 1a relacidn de incorporaciones en ese
momento es de tres a uno. El1 valor alcanzado se mantiene hasta el final
del experimento y es superior al obtenido con glucosa y formato-cll".

Distribucidn del Clu incorporado a la fraccidn soluble en metanol.
14

(Segin Tabla 16). La incorporacidén de C ' a los metabolitos solubles en

metanol es mayor con serina-3cll* que con fomato-cll*, ya sea con o sin

glucosa. La sustancia mds marcada es inicialuente la serina, pero,mien-

tras con glucosa y formato-clu ¥ con serina-3clk se mantiene como tal

14

hasta el final del experimento, con formato=C Yy con glucosa y serina=-

30]‘['b no es asi. El 4cido glutdmico aumenta su porcentaje a 1o largo del
tiempo en todos los casos;mucho nés con formato-clh' s0lo, pasando a ocu
par el primer lugar cntre las sustancias marcadas en esa incubacidn a
las dos horas. La disminucidn de la :‘mcorporacién porcentual a la seri-
na se traduce ademds en un aumento en la marcacién de la alanina en to=-
dos los casos;homoserina y cistefna, con glucosa y formato-cm;fenil
alanina,con glucosa y aerina-301]+.

Ademds de los valores que figuran en la Tabla 16 aparecen marca-
dos en forma esporddica 4cidos del ciclo de Krebs, como el succinico,
a los ciento cincuenta minutos de incubacidn con glucosa y serina-3Cll+
(0.'5 %, 38 cpm/mg. de cél.); el mdlico, a los cinco minutos con gluco-
say fomatc-cll’ (245%, 11 cpm/mg. de cél.), a los noventa minutos
con glucosa y serina-3cm (15%,11% cpm/mg. de cél.), y a los ciento
veinte minutos (1.5 %, 105 cpm/mg. de cél.); el dcido citrico a los
ciento veinte minutos con glucosa y ser:i.na-3Cll+ (1.5 %, 105 cpm/mg.
de del.). También se marcan nucledtidos, el IEP, con glucosa y se-

N

rina-3cl a los sesenta minutos (15%,13% cpm/mg. de célula), a los
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noventa minutos (3.5%, 399 cpm/mg de cél.), y a los ciento veinte
(2%, 140 cpm/mg. de cél.), con glucosa y formato-cll* a los ciento

cincuenta minutos (45%, 25 cpm/mg. de cél.); el AP, con glucosa y

. a las dos horas de incubacidn (0.5%, 35 cpm/mg. de cél.);

el DPN, con glucosa y formato-cll* a los cinco minutos (4%, 19 cpm/mg.

1
serina=3C

de cél.);

cll* en la fraccidn soluble en TCA al 5% en caliente. La incorpo-
racidn inicial a los 4cidos nucleicos en presencia de glucosa es la
nisma. con formato-cll* y serina-3cm, auzentando luego continuamente
con awhos sustratos, pero en forma nds pronunciada con serina-}ClL".
Con fcrmatc-cll* se alcanza el méximo a las dos horas de incubacidn,
¥ luego se mantiene el valor alcanzado; con serina-3cm se incremen-
ta hasta el final del experimento; en ese momento la relacidn entre
ambas incorporaciones es de tres a uno, Con los sustratos radioacti-
vos sélos, son muy semejantes a todos los tiempos, pero netamente in-
feriores a las obtenidas en presencia de glucosae

JLO
Digtribucidn del ¢ incorporado a la fraccidn soluble en TCA al

5% en caliente. (Tabla 17). En presencia de glucosa la adenina cone
tiene entre el 55 y 60%; con formato-clu sdlo, entre el 69 y el 70%;
con serina-3cll+, lo mismo hasta la hora de incubacidn 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, mds con serina-3clk, con la que representa
un 15% del (11|'+ incorporado. Con los sustratos radioactivos sdlos se
marca aln menos; con ro:r::nato-cll+ oscila alrededor del 10%, y con se=-
rina-301,+ varia entre el 10 y el 15%.

c]‘l'b en el residuo. La incorporacidn a esta fraccién comienza

después de los diez minutos de incubacién. ¥y como sucede en las otras,

N

14 . 1
la mayor fijacidn del C se produce con glucosa y serina-=3C" . Hasta
los sesenta minutos la marcacidn de las proteinas en las incubaciones
con glucosa es muy semejante, pero desde los noventa minutos se dis-
"

» que llega a un mdximo
o_clh’

tancia netamente la obtenida con seriua-?,cl
a las dos horas, iniciando luego el descenso; con format en cam

bio el valor alcanzado a ese tiempo se mantiene. La relacién de ine
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corporaciones en ese momento es de tres y medio a uno. Los sustratos
radioactivos so'los, se fijan mucho menos, y los valores obtenidos
con ambos son muy semejantess

Distribucidn del cll* incorporado al residuo (Tabla 18) 1) al

igual que en los sobrenadantes metandlicos la serina contiene los ma-

yores porcentajes de incorporacidn, que sélo disminuyen hacia el fi-

nal del experimento en las incubaciones con glucosa y serina-3cll* y

con seri.na-3clh. 2) E1 dcido glutdmico se marca sdélo en la incuba-

cidn con glucosa y serina-3cl)+, y al final con serina-3cl)+. 3) Ia

N

alanina aparece en las incubaciones con serina-3cl y con glucosa y
ser:i.na-3cll+; ésta dltima, a las dos horas., tieme un 15% del ot fija-
do. 4) La metionina se marca en todas las incubaciones, pero mds con

glucosa y serina-3cl)+.

CONCLUSIONZS

1) La fijacidn del cll* por la levadura de panaderia es, en idénticas

condiciones mayor con serina-3clh como sustrato radioactivo, que
con formato-clh.

2) La serina es la sustancia mds marcada en los sobrenadantes metand-
licos a los cinco minutos; en las incubaciones con formato-clk,y
con glucosa y serina—3cll+ el porcentaje incorporado a este amino-

4cido desciende considerablemente hacia el final del experimento

lo que no ocurre con glucosa y tomato-cm. y con serina-3clu. Las

sustancias que aumentan su contenido en Cll' son: el dcido glutdmi-

N

co en todos los casos, pero sobretodo con formato-C™ ; la alanina,

con form:ato-c]"'+ ¥y con serina-3cll*; ¥y la fénil alanina con glucosa

y serina-3clu.
3 4 parcan las bases puricas.
1

1l .
4) Las proteinas se marcan, tanto con formato-C  como con serina-3C~,

Tanto el formato-c]')'P como la serina=3C

recién después de los diez minutos. Al igual cue en el extracto me=-
tandlico el producto mds marcado es la serina, apareciendo marcadas
en forma notable hacia el final del experimento la alanina, la fe-

nil alanina y la leucina, en las incubaciones con serina-3cll+.
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#igura VIII. Incorporacién del formato-Cl4 y la serina-3 C14.
Cl4 total incorporado.
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Tiempo (min,)

810 mg. de levadura; 4.12 «M de formato-Cl4 con 20 C; 4.12 4M de serina-

3 C14 con 20 4C; 160

M de glucosa; 2 ml. de buffer de ftalato pH=4.5; vo-

lumen final, 12 ml.. Lfnea A, Cl4 total incorporado en presencia de glucosa
¥y serina-3Cl4. Linea B, fdem en presencia de glucosa y formato-Cl4. Linea

C, {dem con serina-3 Cl4,Lfnea D, fdem con formato-Cl4.



Figure IX, Cl4 incorporado al soluble er metgnol.
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tdne-. A, Cl4 incorrerade =l soluslz 2p metanol en presenci: de glucos: v
seming~3 CLi, Lfnes B, foem con serine=3 Clz. linea C,{der cor glocosa

formato-Clé. Lfnea D, fdem con formato-Cl4.



Figura X. Cl4 1ncox;uoiado al solubie en TCA al 5 en calients.
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Iinea A, Cl4 incorporadc al soluble en ZCi el 5% en presenciz de glucosa y
serina-3 Cl4. Lfnea B, {dez com glucosa y formato-Cli. Linea C,{dem con for-
mato-Clé. Linea C, fdex con serinma-3 Tl4.



Figura XI. Cl4 incorporado al residuo.
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Linea A, Cl4 incorporado al residuo en presencia de glucosa y serina-}3 Ccl4,

Li{nea E, {aem con glucosa y formato-Cl4. Lfnea C, {dem con formato-Cl4. I{-
rea D, {der con serina-} Cl4.



CAPITULO VIII

EFECTO DE INHIBIDCRES ENZIMATICOS Y ANTIBICTICOS SCBRE LA

INCORPORACION DEL FQRIATQ 014 POR LA IEVADURA

Con el objeto de estudiar el efecto de algunos compuestos quimi-
cos (azida, fluoruro hidroxilamina, 2-l dinitrofenol) y antibidticos
(entimicina A, actidione) se realizaron una serie de experimentos con
los mismos. La azida (173) en concentraciones 10mM desacopla 1a fosfo
rilacidn oxidativa, e inhibe 1a respiracidn. El fluoruro (174) en con
centraciones bajas, O.lmM inhibe la respiracién actuando ademds sobre
la enolasa (175). El 2-k dinitrofenol (176) no inhibe la respiracidnm,
pero reduce la formacidén de ATP, Sobre la hidroxilamina no se encuen-
tran datos en la literatura correspondiente, salvo su uso como detec-
tor de aminodcidos activados (177). La antimicina A (178) es un inhi-
bidor respiratorio. El actidione (179) inhibe la multiplicacidn celu-
lar y el crecimiento de la levadura Sacharomyces cerevigiae.

EFECT0 IIE TA AZIDA.

La azida fue usada en dos concentraciones, 20 y 1OmM, 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. El1
Cm total incorporado con azida 20mM en presencia de glucosa, es casi
siete veces menor que el respectivo obtenido sin la presencia del in-
hibidor; la incubacidn correspondiente sin glucosa, sélo se ve reduci
da a la mitads Con azida 10ml, los resultados son muy semejantes. El
anhfdrido carbdnico producido tiene, en todos los casos, actividad es~
pecifica mucho menor, aproximadamente la proporcidn es quince a uno;
sin embargo la cantidad producida es la misma. Simultdneamente la azi
da inhibe la respiracidn.

cll* en la fraccidn soluble en metanol. En 1as incubaciones con

1l
glucosa ys&ida, esta fraccidn contiene la mitad del C que la res-
pectiva sin inhibidor. Sin glucosa Yy con azida 20mii, no hay varia-

cidn; en cambio es algo menor el valor obtenido con azida 1Cml.
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14

Distribucidn del C en la fraccidn soluble en metanol. (Tavla 20)

Con azida 10uml y glucosa la incorporacidn porcentual a la serina es
igual a la del testigo. Al aumentar la concentracidn, aumenta al 1C0%
la radioactividad de este aminodcido. Sin 2lucosa, contiene igualmente
100%; el testigo en cambio, 29%.

cll+ en la fraccidn soluble en TCh al 5% en caliente. En las incu-

baciones con glucosa e inhibidor, la incorporacidn es seis veces menor
que sin éste. Utilizando el sustrato radioactivo sélo, es cuatro veces
menor.

I
Distribucidén del G en la fraccidn soluble en TCA al 5%. Los re-

sultadog aparecen en la Tabla 21. Con azida 20ml y glucosa, se encuen
tra el 25% en la guanina y el 50% en la adenina. Con azida 10mk, el
12% en la primera, y el 60% en la segunda. En la incubacidn correspor-
diente sin inhibidor 1a guanira es el 1k.5%, y la adenina el 70.54. La
radioactividad incorporada en ausencia de glucosa es muy pequefia.

jL

C~" en el residuo. w0 hay incorporacidén a esta fraccidn.

CONCLUS IONES

1) En las dos concentraciones utilizadas la azida actda innibiendo la

respiracidn de la levadura Saccharomyces cerevisiae disminuyendo nota-
1l

blemente la incorporacién del formato-C™ por la misma y la decarboxi-
lacién sin que varie la produccion del CO, a partir de metabolitos en=~
ddgenos, ya que la cantidad de CO, obtenida es la misma, y sdlo varia
su actividad especifica. 2) ILa incorporacidn 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 misma radioactividad y se reencuentra casi toda la radioacti-
vidad concentrada en la serina. 3) En las incubaciones con glucosa,

hay marcacién en los decidos nucleicos, mucho menor que en los testiges
4) No hay incorporacidn a las proteinas. 5) La formilacién de la gli=~
cina para dar serina persiste, as{ como 1la marcacidn de las bases pt'x-
ricas, pero aparentemente la metabolizacidn posterior de la serina se

halla interrumpida, ya que no aparecen otras manchas en el sobrenadan-

te, ni se marcan las proteinas.
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EFECTO IEL FLUORURO.

El fluoruro se utilizd en concentraciones 20 Yy 1Omii, con y sin
slucosa, incubado con células de levadura en reposo, durante dos ho=-
ras. Igualmente se hicieron los controles con glucosa y formato-clI+
¥y con este dltimo sélo. Los resultados obtenidos figuran en la Tabla

22+ Con glucosa y fluoruro 1lOmki, el C‘]',+

total incorporado es el 407
del que se obtiene sin esta 61tima; con el sustrato radioactivo sélo
no se observan diferencias con y sin fluoruro. La respiracidn también
se modifica, pero solamente en las incubaciones con glucosa e inhibi=
dor; con fluoruro 20mi, se reduce a un 15%, con fluoruro 10mi, a un
tercio.

Igualmente se ve afectada la decarboxilacidn del formﬂto-ClM.Las
actividades especiricas de los carbonatos obtenidos con glucosa, for=-
mato-clh y fluoruro en ambas concentraciones, son seis veces menores

Clu la diferencia depen-

que las respectivas sin fluoruro. Con formato-
de de la concentracidn del flworuro, si es 20mii es cuatro veces me-
nor, si es 10mii, es el 66% respecto de la del carbonato resultante de
la incubacidén sin fluoruro. La cantidad de anhfdrido carbdnico produ-
cida con glucosa, formato-clu, y fluoruro 20mi, es la mitad que la deg
prendida con glucosa, y formato-clu. No hay diferencias en las restan-
tes incubaciones.

014 en la fraccidn soluble en metanol. Con glucosa, formato y

fluoruro 20mii, la radioactividad obtenida es ocho veces menor que sin
el irhibidor; con fluoruro 10md, es la mitad. Sin glucosa, la incorpo=-

racidn a esta fraccidn no se ve afectada.

i

Distribucidn del ¢™* en 1a fraceidn soluble en mentanol. (Tebla

23). Como se ve, con glucosa y fluoruro la incorporacidn a la serina
se halla diaminuida, sobre todo con fluoruro 20mk, en que esta frac-
cidn contiene mucho menos clh, respecto a la obtenida sin inhibidor.
En ausencia de glucosa, hay, contrariamente, una mayor acumulacidn en
la serina. Luezo la accidn del fluoruro tendria dos aspectos, por un
lado disminuir, el efecto estimulante de la glucosa en la incorpora-
cién del formato y que se acentéia con un aumento en la concentracidn
del irnhibidor, y por el otro, iumpedir la posterior diversificacidn de

ésta,
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14 en la fraccidn soluble en TCA al 5% en caliente. Con glucosa

c

y fluoruro 2Cmk, no hay prdcticamente incorporacidn a los nucleicos;

en cambio con fluoruro 10mk es la mitad, respecto de la resultante sin

inhibidore. En ausencia de glucosa, con fluoruro 20mM, la radioactividad

se reduce a un tercio en cambio aumenta al doble con fluoruro 1Omki,
Distribucidn del ¢™ en 1a fraccidn soluble en TCA al 5% en ca-

liente. (Tabla 24), Con fluoruro 1Cmk, tanto con glucosa como sin és=

ta, el 50% de la radioactividad est{ en la adenina, y el resto en una
mancha no identificada. No aparece guanira marcada. Es probable que es
to Ultimo se deba a que la radioactividad no haya sido suficiente co-

mo para impresionar la placa.

1k : . .
c en el residuo. No hay incorporacidn con la concentracién ma-

yer de fluoruro; es diez y ocho veces menor con glucosa y fluoruro

1CmM y tres veces menor sin glucosa.
h3

Digtribucidr del C_' en el residuo. (Tabla 25). Aunque aparente=

mente la distribucidn del clk no se ve afectada, es decir que 1los por=
centajes relativos se mantienen; es necesario destacar que la radioac-
tividad incorporada a la fraccién proteica es mucho menor, sobretodo

en presencia de glucosa.

CONCLUSIOKES

1) ILa accidn del fluoruro sobre la incorporacidn de formato-cl* depen-
de de su concentracidn siendo tanto mayor la inhibicidn cuanto mayor
es dsta; ademds su efecto es mds notable en presencia de glucosa. 2)
La mayor concentracidn provoca inhibicidn en la marcacidn de la seri=-
na en presencia de glucosa y consecuentemente reduce casi a cero la
incorporacién a los nucleicos, y anula la de las proteinas; en ausen-
cia de glucosa, aumenta la incorporacidn a la serina, pero disminuye
su posterior redistribucidén. 3) Con fluoruro 10mM y glucosa hay igual
mente menor radioactividad en la serinma, y otras sustancias, agi como
en los nucleicos y proteinas, en las que sin embargo no se afecta la
distribucidn porcentual, en ausencia de glucosa la incorporacién to=-
tal no disminuye, pero se ha concentrado nds en la serina y en los

nucleicos, bajando notablemente en las proteinas. aunque manteniendo

la distribucidn de los porcentajes.
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EFECTO0 DE LA HIDROXILAMINA.

12 hidroxilamina se utilizd también en dos concentraciones, 20 y
10mM, con y sin glucosa, con células de levadura en reposo durante
ciento veinte minutos, e incubando igualmente sirn inhibidor como re=-
ferencia. Los valores obtenidos se consignan en la Tabla 26. Con

4 se redu-

glucosa e nidroxilamina 20mM la incorporacién de formato-C
ce aproximadamente a la mitad; con glucosa e hidroxilamina 1OmM es el
L40% respecto de la obtenida sin hidroxilamina. Con el sustrato radio=-
activo y la concentracidn mds alta de inhibidor, la radioactividad es
un tercio de la que tomamos como referencia; con la mds baja es el
60 de la resultante sin hidroxilamina, La actividad especifica del
COo desprendido con glucosa e hidroxilamina 2CmM es el doble que sin
inhibidor; con hidroxilamina 1Cmk no hay diferencia. Sin glucosa,con
1a concentracidn mayor de hidroxilamina, es doscientas veces mayor;
con hidroxilamina 1lCmii, es el 707% de la cue se toma como referencia.
Las cantidades de COp desprendidas en presencia de glucosa e hidroxi=-
lamina son menores que la correspondiente sin ésta; en ausencia de
slucosa son mayores. La respiracién no varia significativamente.

(:]"+ en la fraccidn soluble en metanol. Esta fraccidn se ve afec-

tada por la presencia de hidroxilamina. Con glucosa e hidroxilamina
20mk, es el 605 de la que se obtiene sin innibidor; con la concentra-
cidn 10mk, es el 25%. Sin glucosa, resultan ser el 45% de la tomada
14

como referencia. Ia distribucidn del C incorporado no ha sido po=-
gible de estudiar, porque el cromatosrama presenta un aspecto comple=-
tamente distinto a los conocidos, y los Ry estdn aparentemente altera-
dos. No pudo encontrarse serina.

clu en la fraccidn soluble en TCa al EZ. Con glucosa e inhibidor,

la incorporacién es un 20% de la que se obtiene sin éste. Sin glucosa,
casi no hay incorporacién con hidroxilamina 20mii, y en cambio es un

50/, mayor con lOmM.
c1l+ en el residuo. En presencia de glucosa e hidroxilamina estd

casi completamente inhibida, sin glucosa, es un tercio de la que se
toma como referencia. Igual que en el sobrenadante metandlico, el as=

pecto del cromatograma cambia, y no puede ubicarse la serina.
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CONCLUSTONES

1) Hay una accidn inhibitoria de la incorporacidn del formato-cit por
parte de la hidroxilamina, y que varfa con la concentracién de ésta,

1l

sobretodo en la distribucidn ael C*' en las aistintas fracciones es-
tudiadas. 2) Aparentemente no habria incorporacidn a la serina, o

bien ésta no se encontrarfa como tal; sin embargo los 4cidos nucleicos
se marcan. 3) Es notable su efecto sobre 1a incorporacidna las protei-
nas, en presencia de glucosa. 4) La decarboxilacidn del rormat.o-cm
aumenta mucho con hidroxilamina 20mll, mds aln en ausencia de glucosa.
5) No afecta la respiracidn.

EFECTO DEL 2-4 DINITROFENOL.

El 2-l4 dinitrofenol fue utilizado en concentraciones 0.05 y 0.15
mii, en presencia y ausencia de glucosa, con células de levadura en
reposo, en un experimento de dos horas de duracidn. Como testigos se
re2lizaron las incubaciones sin inhibidor. En la Tabla 27 figuran los

"

resultados obtenidos., E1 Cl total incorporado con glucosa y 2-4 di-
nitrofenol 0.05mll es el 354 del obtenido sin 24 dinitrofenol; con
glucosa y 2- dinitrofenol Oe.l5mhi, es el 25/%. En las incubaciones sin
glucosa, no hay diferencia significativa con el control., La decarbo-
xilacidn del formato-c]‘l‘L no varia en presencia de 3lucosa, ya que tan-
to la actividad especifica como la cantidad desprendida no difieren
mayormente de las correspondientes sin inhibidor; en cambio, sin glu-
cosa, la actividad espec{fica del carbonato obtenido con la concentra-
cidn 0.05mk es ocho veces ienor que la tomada como referencia, mien-
tras que con la concentracidn 0.l5mii es tres veces menor; las cantida-
des de anhidrido carbdnico recogidas son igualmente mayores que sin
inhibidor. Con zlucosa y dinitrofenol 0.05mk hay una estimulacidn de
la respiracidn, en cambio con O.1l5mi disminuye en un 30%; sin glucosa,
con ambas concentraciones estd aumentada.

Cm’ en la fraccidn soluble en metanol. En presencia de glucosa y
con la concentracidn mds baja del inhibidor, se incorpora a esta frac=
cién wn 15% menos de c”* que en la incubacién testigo; con 0.15mli, es

un 25% menor. Sin glucosa, en cambio, es un 50% mayor con dinitrofe-

nol 0.05mk, y se duplica con 0.l5mki.
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la fraccidn soluble en metanol (Tabla 28)

En presencia ce glucosa el porcentaje de G:Ll|L incorporado a la serina
es semejante al del testigo; en ausencia de ésta, en cambio, es mucho
mayor, estando consecuentemente disminufda la del dcido glutdmico.

Cll’ en la fraccidn soluble en TCA al 5% en caliente. Con glucosa

¥y dinitrofenol O.05mll, se incorpora el 25% del Gll" que en la incuba-
cidn testigo, con 0.15mii, el 20%. Sin glucosa y con 0.05mki, el 35%;

con dinitrofenol O.1l5mki, baja al 15% de 1a del testigo.

"

Distribucidn del c™ en 1a fraccidn soluble en TCA al 5% en ca=-

liente. Se estudiaron sélo los cromatogramas obtenidos con innibidor
vy slucosa, pues los otros no resultaron marcados. (Tabla 29). Con
0.05umii, 1la guanina contiene el 20% y la adenina el 80%. Sin dinitro-
fenol, representan el 1.5 y 70.5% respectivaente.

ctt en el residuo. También la incorporacidn a esta fraccidn se

ve afectada., Con glucosa e inhibidor es el 6% tan solo de la que se
obtiene sin éste. Sin glucosa, y con dinitrofenol 0,05mii, es el 40%
de la que se toma como referencia, con 0.15ml es el 25%.

Distribucidn del ¢ en a1 residuo. (Tabla 30) La incorporacidn

porcentual a la serina en las incubaciones con glucosa estd aumentada,
tanto mds cuanto mayor es la concentracidn del inhibidor. Sin glucosa

no varia,
CONCLUSIONES

1) B1 2-k dinitrofenol disminuye la incorporacidn del rormato-cl"" en
presencia de slucosa; el efecto es mayor con una concentracidn 0.15mi
que con 0.05mM. 2) Hay una ligera disminucién en la incorporacidn
a2l soluble en metanol, en presencia de glucosa; en ausencia de ésta,
se hnalla aumentada. La serina es la sustancia mis marcada de esta
fraccién; con glucosa el porcentaje no sufre variaciones, pero sin és-
ta, hay una acumulacidn del ¢ en este aminodcido. 3) La incorpora-
cidn a los 4cidos nucleicos estd mfs inhibida en presencia de glucosa.
4) en el residuo la incorporacidén se ve mds afectada en presencia de
slucosa. L& serina es el aminodeido nds marcado. 5) La decarboxila-
cidn del formato-cll" sin glucosa en presencia de dinitrofenol se ve

nuy reducida; asimismo awmenta la decarboxilacidn de otros metaboli-

tos enddgenos. 6) La respiracidn es estimulada.
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ZFECTO DE LA ANTLMICINA 4.

La Antimicina A, fué utilizada en dos concentraciones, 25ug/ml y
2.5uz/ml, con y sin glucosa, incubada con células en reposo durante
dos horas; como control, se procedid en igual forma, pero prescindien-
do del antibidtico. Los resultados figuran en la Tabla 31. Con glucosa

¥ 25ug/ml de Antimicina, el valor del Cll"

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 especirica del anhidrido carbdnico producido en pre-
sencia de innibidor es mucho menor. Con glucosa, disminuye cn un 40% y
en ausencia de ésta en un 75%. La cantidad de COy no se diferencia de
los controles. La respiracién se inhibe totalmente con 25ug/ml de san-
timicina, pero no se afecta con 2,5ug/ml.

CBI',+ en la fraccidn soluble en metanol. En presencia de glucosa

y con la concentracidén mds alta de Antimicina, la incorporacién a esta
fraccidn es un 20% mayor que la que se obtiene en la incubacidn tes-
tigo; con la mds baja en cambio es un 25% menor. Sin glucosa los valo
res obtenidos, son mayores que los del control; cor 25ug/ml, un 140%
y con 2,5uz/ml, 100%.

Distribucidn del G en la fraceidn soluble en metanol. (Tabla

32). Se observa en este experimento una mayor marcacién de la serina
en detrimento de otras sustancias, como el 4cido glutdmico, sobretodo
en las incubaciones sin glucosa.

cll* en la fraccidn soluble en TCA al 5% en caliente. Con glucosa

vy 25ug/ml de Antimicina, hay prdcticamente la misma incorporacién que
sin el antibtidtico; con 2,5ug/ml de Antimicina hay un 35% menos. Sin
glucosa, y con Antimicina en ambas concentraciones, hay también una
disminucidn del 35%.

14

Distribucidn del € en la fraccidn soluble en TCa al 54 en ca-

liente (Tabla 33) En presencia de glucosa y con la concentracidn

mds alta de antibidtico, hay una marcacidn muy semejante cn la guani-
na y adenina, cosa que no ocurre con la concentracidn 2.5ug/ml, ni en
ausencia de Antimicira, en que la incorporacidn se halla muy desplaza
da hacia la adenina.

"

Cl en el residuo. En ausencia de glucosa, el antibidtico innibe
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totalmente la incorporacidn a las protefnas. Con glucosa ¥ 25uz/ml de
c:1'+

antimicina el es el 45% del que se fija en la incubacidn de refe-

rencia; con 2.5ug/ul, es el 70%.
Distribucidn del ™ en el residuo (Tabla 3%) La incorporacidn

a la serina se halla aumentada en detrimente de los otros aminodcidos.

CONCLUSIONES

;) La Antimicina 4, en las dos concentraciones que nan sido probadas,
inkite parcialmente la incorporacidn del formato-clh en presencia de
glucosa. 2) No afecta la incorporacidn a los metabolitos solubles en
metanol, antes bien, la estimula, sobretodo en ausencia de glucosa,
acuauldndose en la serina. 3) Los nucleicos se marcan menos en pre-
sencia del antibidtico habiendo mds guanina en presencia de glucosa y
de Antimicina. L4) Sin glucosa, inhibe la incorporacidn a las protei-
nas, Zn presencia de ésta, la incorporacidén aisminuye, siendo mayor
el efecto al aumentar la concentracidn. Hay una mayor marcacidn de la
serina, en detrimento de otros aminodcidos como la metionina. 5) La
decarboxilacidn del formato G estd disuinufda pero no la produccidén
de CO, desde los metabolitos enddgenos. 6) La concentracidn mds alta
de Antimicina inhibe totalmente la respiracién; la mds baja casi no
tiene efecto.

El Actidione fué probado en una sola concentracidén 10ugz/ml, se lo
incubd izualmente con células de levadura en reposo, en presencia y
ausencia de glucosa, durante dos horas, realizando igualmente las ine
cubaciones de referencia sin antibidtico. Como puede verse en los re=-
sultados consignados en la Tabla 35, el le total incorporado no dis-
minuye por su presencia, antes bien, hay una ligera estimulacidn.

La actividad especifica del 30338 obtenido de la incubacidén con
actidione y zlucosa es el 707 de la de referencia, pero sin glucosa

4 se halla notablemente aumentada, ya

la decarboxilacidn del foraato=C
que es més de tres veces wmayor que la testigo. La cantidad de 002 no
varfa. Ejerce una accidn depresiva sobre la respiracidn en presencia
de zlucosa.

¢t en la fraccidn soluble metanol. La incorporacidn a esta frac-

cidn se halla notablemente aumentada; ern presencia de zgluczosa es ca-
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sl tres veces mayor, y sin glucosa dos.
Digtribucidn del ™ en 1a fraccién goluble en metanol. (Tabla
36) La serina contiene igual porcentaje de Clh con glucosa en pre-
sencia y ausencia de actidione; con formato-clh sélo, es mayor con

Actidione, disminuyendo consecuentemente la incorporacidn al Zcido

glutdmico.
1 ‘
C . en la fraccidn soluble en TCA al 5%. Bsta fraccidn contiene
1 . 2

més C 4 en presencia del antibiotico que sin él. En presencia de glu

cosa, la incorporacidn es un 15% mayor; en ausencia de glucosa es

tres veces mayor con antibidtico que sin éste.

Digtribucidn del Clk en la fraccidn soluble en TCA al 5% en ca-

liente. (Tabla 37) En presencia de glucosa la guanina se marca mds
con actidione; la incorporacidn a la adenina es précticamente la mis-
ma, Sin glucosa es mayor con Actidione.

c™ on el residuo. No hay incorporacién a esta fraccidn en pre

sencia de Actidione.

CONCLUSIONES

1) El actidione en una concentracién de 10 mg/l no disminuye la in-

corporacién del rormato-clk , por el contrario, se halla ligeramente
estimulada. 2) Los metabolitos solubles en metanol contienen més (!:l'l+
con Actidione que sin €1, sin que se altere la distribucidn porcen-
tual en los mismos. 3) En los 4cidos nucleicos la incorporacidn se
halla también aumentada, distribuyéndose el Cll‘ en las bases plricas
fundamentalmente. 4) No hay incorporacidn a protefnas. 5) La decar-
boxilacidn del fo::n:naxto-('}lI+ disminuye ligeramente en presencia de glu-
cosa; sin ésta, al contrario, se ve muy estimulada. No se afecta la

decarboxilacién de metabolitos internos. §6) Ia respiracidn se encuen

tra disminufda en presencia de glucosa.
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Tabla 36, .ictribucibn dcl ¢

21 sciutle en e’ rcl en el .

1. farla 35

Glucosa ARSI
Actidione Actidicne
'Lm./ﬁ SR SR UCANY.72 RSN R -
% cpr/Lg. 4 pR/2e. 2 e
“e cél. e cél, Ce
— ! .:. - .
C14 total incerporudo | T72C P03
Lo i :
Cl4 en el scludle i - | o
en metanol ! 5256 l ey
. L B
Aminoficidcs
Serin: 55.5 l 2073 4€a5 ] 710 l 53 1
| N N — T - . |
Cictef{na ! 1 53 4 i £l 4e% i
Acido ;lutén: 2.5 13 | a1 331 3 f_
Acicdo auvpArtico ! 1 53 P £1 - 1,
| A1anine | 1 53 9.5 1:5 3o
| Fenil alanina | 8.5 218 - -— -— I :
Acidos del ciclc de Krebs
Acido vilico ! 1.5 7¢ | - —_
t
Acico eftrico I 3.9 122 I 2.5 3 .
i
Ruclebtidos 4
IMP (probable) 1 £3 l - - 2 4
AMP ¢ 1 oo oans 191 M E
: NE
| ADP (protsble) 1.5 79 | == - 1 R
ATP (probatle) 7.5 137 - - 3
DPN 3.5 i8¢ 1 - - €.5 13
lNC identificndas ] 13 J s r - I




dil C1: incorrorsdc 21 sclutle en re* wol en el ex

1. Patla 35

T

flucosa Tlneos Testigo
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e L r
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! I B .
: 772C PPl 7485 1650
4 i
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I 5256 l 1527 1907 | e
]
i i T !
i 55.5 2273 4€45 710 53 I 1010 °e : 205
9% 207 54 3
! 1 ) 53 4 : [ te5 bid .8 35
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i {53 4 £l - - oz 12
- . o :
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| 3 i > ] 1
U T - 2 8 | - -
! e 17,5 191 3.5 67 3 22
4 ! :
I 15 | 70 - - 7 134 - -
Pores e - -~ 3 5T | — -
e T
I o3 | 180 - - a5 13| - -
T ]_ o — ] - rﬁ I 228 l 9 T 64
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DISCUSION

La levadura de panaderia incorpora fcrmato-clu ¥ este proceso
se ve favorecido por el agregado de otros sustratos sin marcar. E1
primer compuesto de condensacién dentro de la célula seria la seri
na, formada por formilacidn de la glicina; la alta radioactividad
porcentual de la serina en el soluble en metanol al comienzo de las
incubaciones y los resultados de la degradacidn de la misma confir
man esta hipdtesis. Si bien casi todo el Clh de la serina se con-
centra en el carbono () también se marca posteriormente el carbonod;
sin embargo 1la glicina no aparece en los radioautogramas, debiendo
haber otra fuente para su formacidn que no sea su interconversidn
con la serina. Bu origen podria estar en la accidn de la isocitra
sa sobre el dcido isocitrico; esta enzima fue descubisrta por Ol-
son (179) en la levadura, y actua desdoblando al dcido isocitrico
en dcido suceinico y glioxfilico. E1l glioxalato-2 Clu en palomas y
ratas (20) produce igual marcacidn que la glicina-2 Glu ,» lo que
permite suponer su transformacidn en ésta por transaminacidn; es
probable que en la levadura suceda otro tanto,

Ia marcacién del carbono & de la serina, sugiere la posibili-
dad de que ésta se transamine con el 4cido pirudvico, el que daria
lugar a 1a formacidn de un compuesto gimétrico de cuatro carbonos,
marcado en los centrales por randomizacién, como lo sugirieran
Wang y col. (180) y Nyc Zabin (171), y que por decarboxilacidn pro
duzca un compuesto de tres carbonos que luego pasa a serina. Como
este proceso ocurre en menor proporcidn que la formacidn de la se-
rina por formilacién de la glicina, se explicaria la diferencia no
table de marcacién entre los carbonos & y 3 .

A pesar de que el formato se oxida a COp, proceso mds acentua-
do en ausencia de otro sustrato sin marcar, es evidente que la ma-
yor parte del mismo entra como tal. Una comprobacién de ésto lo
constituye la gran diferencia de incorporacidén entre el formato-
Cll+ y el ‘n:i.carbonato-Gll'r en iguales condiciones y la no marcacidn
de la serina con este dltimo.

La serina radioactiva después de un cierto tiempo se incorpo-
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ra a las protefnas; asimismo debe entregar su carbono 8 al pool de
unidades de "C;" para pasar a constituir parte del nicleo de las
purinase
. . : 1l 1l N
En las incubaciones con serina-3 C° y formato-C en iguales
condiciones, la radioactividad incorporada con la primera es mucho
mayor. Este resultado es previsible, ya que la t‘ijacic'm del forma

to-Gll+

estd limitada por la cantidad de glicina disponible, que a
su vez depende de la presencia de otras sustancias capaces de pro=-
ducirla, como la glucosa. Se explicarfa asi la diferencia de in-
corporacidn del formato a la serina a lo largo del tiempo en pre-
sencia ¢ ausencia de glucosa; sin glucosa el contenido porcentual
de este aminodeido disminuye aumentando el de otras sustancias,
sobretodo dcido glutdmico; con glucosa no varia.

También el efecto de inhibidores enzimdticos y antibidticos
se acentda en presencia de glucosa. ZEn general todos ellos depri-
men la fijacidn de fc::r:nﬁlto-cl\‘b » salvo el actidione y el dinitrofe
nol, pero no actdan igual sobre las distintas fracciones. La azi-
da, el fluoruro y la hidroxilamina incorporan menos Clh a todas
ellas, inhibiendo casitotalmente la incorporacidn a las proteinas con
azida y fluoruro. El dinitrofenol y la antimicina no disminuyen la
incorporacio'n a los metabolitos solubles en metanol, pero sf a los
nucleicos y proteinas. El actidione estimula la fijacidén en el so-
luble en metanol y en los nucleicos pero anula la de las proteinas.
Los tres primeros disminuirfen la formilacién de la glicina; el di
nitrofenol y la antimicina actuarfan sobre la metabolizacidn de la
serina; su entrada al "pool® de unidades "C;" y su diversificacidn;
el actidione, en cambio, impedirfa la formacidn de proteinas, con

L en los metabolitos solubles en meta

el consiguiente aumento de C
nol y en los nucleicos.
Serd necesario aclarar si el proceso de condensacidén de la gli

Ll en la levadura, ocurre en presencia de una

cina con el formato-C
enzima formilante, que utiliza como coenzima al T H F A, como ya

se ha visto ocurre en otros microorganismos (113, 11k, 115).

/m & Bocia o

—




RESUMEN

W m

1) La levadura Saccharomyces Cerevisiae incorpora al formato-C
agregado de un segundo sustrato aumenta la radioactividad fijada; el
nds efectivo es la glucosa, y le siguen en orden el acetaldenido,dci
do pirtvico y deido acético. En la fraccidn metandlica la sustancia
mds radioactiva es la serina (40-70 %), salvo en la incubacidn con

N

'formato-cl sélo. Se marcan también las bases piricas de los 4cidos
nucleicos y las protefnas; en el hidrolizado de estas dltimas, la se
rina contiene el mayor porcentaje del Glu incorporado. E1 formato-
G]’Lk se oxida en parte a Clkoz, mucho mds en ausencia de otro sustra
toe

2) La incorporacidn del formato-cll’ medida por el ot fijado depen-
de de la concentracién y actividad eapecifica del mismo; una mayor
concentracidn la favorece, y se traduce en un aumento de la radioac-
tividad en los metabolitos solubles en metanol y en los dcidos 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 incorporacién de formato aumenta con el tiempo de incubacidn.
Ia distridbucidn del C]'l+ 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

1

que aumenta la incorporacidn de C en los gcidos nucleicos y en las

protefnas, en las que se acumula,

4) En iguales condiciones, la levadura fija mds formato-Cll* que bi=-
carbonato-cll* « Con el primero la sustancia soluble en metanol m4s
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 fraccidn soluble en metanol., En ausencia de
ésta, desciende al mismo tiempo que aumenta en el dcido glutdmico.
El bicarbonato-clh » asimismo, no marca los 4cidos nucleicos ni las
proteinas.

5) Durante 1la incorporacidn de formato el carbono § de la serina

concentra 1la casi totalidad del Cll* . Con el tiempo se marca tambien
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el of + La serina seria el primer compuesto de condensacidén del forma-
to-Gl“ dentro de 1a célula producido por formilacidén de la glicina.
6) La serina-3clu es incorporada en mayor proporcidn que el formato-
Clh s ¥ se traduce en una mayor radioactividad en todas las fraccio-
nes. En presencia de glucosa y serina-3clu, la incorporacidn de Clu

a la serina, que es inicialmente el metabolito soluble en metanol méds
marcado, desciende para dar lugar a un aumento en el porcentaje de
Clu en el dcido glutdmico.

7) La presencia de glucosa acentda el efecto de inhibidores enzimdti-
cos y antibidticos sobre la incorporacidén del formatu-Cll+ por la le-
vadura. La azida, el fluoruro y la hidroxilamina producen disminucién
en la fijacién de clh + La azida y el fluoruro afectan notablemente
la incorporacién a proteinaa. El dinitrofenol y la antimicina afec-
tan tanto a las proteinas como @ los 4cidos nucleicos. E1l actidione

inhive totalmente la incorporacién a las protefnas.



1.
2.
3.
4,

11.

12.
13.
14,
15.
16.
17.

16.
19.

20.
2l.

22,
23,

BIBLIQGRANTA

Knoop F., Z. Physiol. Chem., 89, 151 (1914)
Roepke BeRs, Libly Rel., y Swall i.H., J. Bateriol., 48, 409(19:L)
Shemin J. Biol. Chem., 162, 297 (1946)

fhrensvlird G., Sperber E., 3aluste E., Reio L., y Stjernholm R.,
J. Biol. Chem., 169, 759 (1947)

Wirnick T., loring-Claesson I., y Greenberg D.M., J.Biol.Cheu.,
175, 127 (194&)

Siekevitz P., Greenverg D., J.Biol.Chem. 10, 845 (1949)

Goldgworthy P., Winnick Th., y Greenberg D.M., J.Biol.Chem. 180,
341 (1949)

Tolbert N.E., Cohan K.S., J.Biol.Chem., 20%, 649 (1953)
Wilkinson A.P., Davies D.D., Nature, 181, 1070 (1958)

?ricggu.x-&regoire 8., Virly W.G., Florkin M., Nature, 182, 1515
195

Grossman C.M., Winzler R.J., y Hanschildt J.D., Science. 118,
330 (1953) -

Goodwin L.D., Kinney J.lf,, J.Biol.Chem. 230, 487 (1958)

Sanadi D.R., Bennett M.J., Biochim. et Biophys. Acta, 39, 367(196C)
Sakami ., J.Biol.Chem., 176, 995 (1948)

Siekevitz P., Thesis, University of California (1949)

Nakada H.I., wWeinhouse S., Arch., Biochem,Biophys., 42, 257(1953)

Calvin ¥., The Harvey Lectures, p. 218, C.C., Thomas Springfield
1l11.

ileinghouse S., Firedman B., J.Biol,Chem. 191, 707 (1951)

Chao F.C., Delwiche C.C., y Greenverg D.l., Biochim. et Biophys.
Acta, 10, 103 (1953)

Weissbach A. y Sprinson D.B., J.Biol.Chem.,, 203, 1023 (1953)

f’lelgir)lg L.W., Crosbie G.W,, Biochim. et Biophys. Acta, &3, 139
1960

Kakada H.I., y S8und L.P., JeBiol.Chem., 233, 8 (1958)

Shemin D., W.Ds McElroy and H,B.Glass, eds, Aminoacid Metabolism,
Johns Hopkins press, Baltimore (1955) p. 727

Welliky I. y Shemin D., Federation Proc., 16, 268 (1957)

Sonne J.C., Buchanan J., Delluva A.M., J.Biol.Chem., 173, 69(1948)
Greenverg H.J. Biol. Chem. 190, 611 (1951)

Greenberg G.R., Federation Proc., 10, 192 (1951)

Heinnrich L.B,, Wilson D.W,, J. Biol.Chem., 186, W47 (1950)

Smellie K.l., lhomson R.Y., Goutier R., bavidson J.N., Biochim,
et Biophys. Acta, 22, 515 (1956)



31.
32.
33.

34

35.
36.
37.
3t.
39.
40.
41,
k2.
L3,
Yy
L5,
46,

w7,
L8,
49.
5C.
51.
52,
53.
Slte

55
56+
57+
58,

6k

Kerr J. Biol.Chem., 1&8, 207 (1951)
Spilman E.L., Federation Proc., 13, 302 (1954)

Tomiseck &4.J., Kelly HeJ., Skipper H,, arch. cf Biochem. and
Biophys., 6k, 437 (1956)

Tomiseck A.J., Kelly H.J., Skipper h., arch. of Biochem. and
Biophys., 78, 83 (1958)

Xarlsson J.L., Barker H.4., J. Biol. Chem. 177, 597 (1949)

Elwyn D. Sprinson D.8., J.Biol.Chem., 184, 465 (195C)

Weinhouse 3., Friedman B., J.Bicl.Chem., 197, 733 (1952)

David S., Estramareix B., Biochim. et Biophys. Acta, 42, 562(196C)
Sakemi V., Welch A., J.Biol.Chem., 187, 379 (195C)

Berg P., J.Biol.Chem., 190, 31 (1951)

Berg P., Federation Proc., 11, 186 (1952)

Siekevitz P., Greenberg, D., J«Biol.Chem., L&é, 275 (1950)

Elwyn D., y Sprinson D.B., J. Biol.Chenm., 184, 475 (1950C)

Mitoma Ch., Greenberg D.il,, J.Biol.Caem., 196, 589 (1952)
Krunhoffer P., Biochem.J., 48, 60 (1951)

Elwyn D., Jeissvach H., Sprinson D,B., J.Amn.Chem.Soc., 73,
5509 (1951)

Levine k., y Tarver H., J.Biol.Chem., 184, 427 (1950)
sakami ., J.Biol.Chem., 179, 495 (1949)

¥lwyn D., Sprinson D.B., J.Am.Chem.3oc., 72, 3317 (1950)
Berg P., J.Biol.Chem., 205, 145 (1953)

oro J.F., Rappoport D.a., 224, 489 (1957)

Binkley F., y du Vigneaud V., J.Biol. Chem., 14y, 507 (1942)
Binkley F., J.Biol.Chem., 191, 531 (1951)

Rachele J.R., Reed L.J., Kidwai A.R., Ferger M.F., du Vigneaud
V., J.Biol. Chem., 185, 817, (1950)

Wells . Winzler R., Cancer Research, Lk, 251 (1959)

Goodwin D,L., Kinney Je.k., JeBiol.Chem., 230, 487 (1958)

Levy L., Coon X.J., J.Biol.Chem. 230, 487 (1958)

Sprinson D.B., Rittenberg D., J.Biol.Chem., 198, 655 (1952)
Mitoma Ch., Snell, E.E., Proc.Natl, Acad.Sc.U.S., 41, 891 (1955)
Levy L., Coon k., J.Biol.Chem. 192, 807 (1951)

siegel I., Lafaye J., Proc, Soc.Exp.Biol. and Led., 7, 620(1950)

Plaut G.W.E., Bertheil J.J., Lardy A.4., J.Biol.Chenm., 184,
795 (1950)

Plaut G., Lardy H., J. Biol.Chew., 186, 705 (1950)

nathews if., Venesland B., J, Biol.Chem. 186, 667 (195C)



65

66.
574
66,

69,
70.

72,
73
7he

75

79«
80.-

B1.
82,

83.
Bl

‘Wleinhouse 5., en w.D. hicElroy and li,B,slass, eds.,sninoacid
Lietabolism, Johns Hopkins Press, saltimore (1955) p.650

de Ley J., Enzymologya, 1k, 296 (195C-51)
Sciulman liP., Richert D.h., J.Biol.Chem., 234, 17¢l (1959)

3aive W., sackerman J,+,, Gordon ..., Getziendauer ii.Z., é Zakin
R.E., Jesu.Chen.Soc., 69, 725 (1947)

Holland B.R., y .inke .., J.Biol.Chem., 178, 7 (194%9)

Flaut GeweE., Bertneil J.J. y Lardy iH.a,, abstr.Pap. sw.Clem.
Soc, lléth.Xet.stlantic City, 65C (19L9)

Totter J«R., Kelley R., Day F.L., y Zdwards R.d., J.Biol.Cheu.,
186, 145 (1950C)

;‘()rysd?le G.R., Plaut G.#W.BE., Lardy Hes., JeBiol.Chem., 193, 533
1951

Stekol Jess., weiss S., Smith P., y Jeiss, K., J.Biol.Chem.,2C1l
299 (1953)

litchell H.K., Snell E.Z., y vWilliams ReJ,., J.sm.ChemeSoc,,163
2284 (1941)

Gordon ii,, Ravel J.i., BEakin R.E., y Shive W.,J.am,Chemn.Soc.,

20, 878 (1948)

(Cdell B.L., Vandenbelt J.k., Bloom E.3., y Pfiffner J.J., J.dm.
Chem.80c., 69, 250 (1947)

t«’ri@%? B.E., Anderson iLL., Biochim. et Biophys. &cta, 28, 370
1956

'.(Irighg B.E., anderson k.L., y Herman E.C., J.Biol.Chem. 230,271
1955

Sauberlich H.Z., y Bauman C.A,, J.Biol.Chem., 176, 165 (1948)

I(v'icho:;. C.s., Anton Hen,, y Zakrzewsky S.F., Science, 121, 275
1955

Cosulich D.,B., Roth B.,, Swmith J.k., Jr., Helquist M.E., Parker
R.P., J.am.Chem.Soc., 74, 252 (1952)

Cosulich D.B., Snith J.i,, Jr., Broquist HeF., J.Amn.Chem.Soc.
74, k215 (1952)

Lyman C,M.,Prescott J.M., Federation Proo., 16, 236 (1957)

}Eeraul).t A.M,, Pullman B., Biochim, et Biophys. Acta, 143, 251
1960

Ha‘oim;vitz J.C., Pricer W,E., Jr., Federation Proc., 16, 236
(1957

Kisliuk R.L., J.Biol,Chem., 227, 805 (1957)
Kisliuk R.L., Federation Proc., 15, 1289 (1956)
Blakely R.L., Biochem. J., 58, 448 (1954)
Blakely R.L., Nature, 182, 1719 (1958)

Osborn k.J., Talvert P,T., Hueunekens F.i., Adv. in Enz., 21,
387 (1959)

Huewnekens F.k., Osborn lL.J. y white J.y Z.R.,Science, 12§,
20 (1958)



95
964
97.

98,
99

106.
109.
110.
111,
112,
113.

11k,

115,

116.
117.

118.
119.

Warren L., y Buchanan J.i., J.Biol.Ckem., 229, 613 (1957
Jarren L., Federaticn Froc., 16, 267 (1357)

Hartman 3,C., Levenberg B., y Buchanan J.l.,, J.an.Chem.Soc., 77,

501 (1955)
Levenberg B. y Buchanan J.i,, J.Biol.Chem., 224, 1€05 (1957)
Rabinowitz J.C., y Pricer W.E., Jr., J.sm.Chen.Soc., 78, 5702

Schulman L.P., Sonne J.C., y Buchanan J.ii., J.Biol.Chem., 196,
499 (1952)

Greenberg G.R., J.Am.Chem., 76, 158 (1954)

Goldwurt D.A., Peabody R.A., y Greenverg G.R.,, en W,D,McElroy
and H.B., eds., AmincAcid Metabolism, Joins Hopkins Press,
Baltimore, 1955, pe. 765.

Bugoanan J.il., Leverberg B., Flaks J.G., y Gladner J.A., en
letabolism, Jouns Hopkins Press, Baltimore, 1955, p.7.42

f‘laks )J.G. » Brwin M.J., y Buchanan J.X., J.Biol.Chem., 229, 603
1957

:?‘laks).T.G. #arren L., y Buchanan J.i., J.Biol.Chem., 228, 215
1957

Buchanan J.l., Hartman S5.C., Advances in Enzymology, 21, 222

(1959)
Rabinowitz J.C., Barker Ii.A., J.Biol.Chem., 218, 147 (1956)
Sagers R.D., y Beck J.V., J. Bacteriol., 72, 199 (1956)

Sagers R.D., Beck J.V., Gruber «., y Gunsalus I.C., J.Am.Chewm.
Soc. 78, 69% (1956)

Rahi:gowitz JeCe y Ericer #.E., Jr., J.Am.Chem.Soc., 78, 4176
(1956,

Rabinowitz J+C., y Pricer W,E., Jr.J.Am.Chem.Soc., 78,1513(1956)

Tabor H. en W.0.McElroy y H.B.Glass eds., A symposium on aminoa-
cid metabolism, Johns Hopkins Press. Baltimore, 373 (1955)

¥iller 4., y Waelsch H., J.Biol.Chem., 228, 397 (1957)
Miller 4., #aelsch H., Arch, Biochem. Biophys., 63, 263 (1956)
Tabor E., y #yngarden L., J.Biol.Chem. 234, 183C (1959)

Greenberg G.R., Jaenicke L. y Silverman k., Biochim., et Biophys
Acta, 17, 587 (1955)

E(’»abix}gwitz JeC. y Pricer W.E., Jr., Federation Proc., 17, 293
1958

Whitely H,F., Osborn M.J., Hueunekens F.li., J.Am Chem.Soc.,80,
757 (1958)

Takeda Y., Nakagawa M., J.Bioch. (Tokyo), 47, 167-9 (1960)

COsborn N.J., Hatefi Y,, Kay L.D., lueunekens F.i., Biochim. et
Biophys. Acta, 26, 208 (1957)

Jaenicke L. Biochim. et Biophys. Acta, 17, 588 (1955)
Osborn k.J., y Talvert P.T, Federation Proc., 16, 230 (1957)



2.
13,
1,
145,
146,

7.
148,

149,

150,

Csborn .l.J, vy Hueunekxens #.:l., BZiochim. et Biopays. acta, 26,
646, (1957)

Berg F., J.3iol.Chem., 205, 145 (1953)

Kisliuk R.L., Sakami e, J.am.Chem.8cc., 76, 1457 (195%)
Wrigat B.E., Biochim, et Biopays. sacta, 16, 195 (19553)
3lakely L., Biochem. J., 5&, W48 {(1354)

Blakely L., Nature, 173, 729 (1954)

¥isliuk R.L., y Sakami W., J.Biol.Chem., 2%, 47 (1955)
Blakely R.L., Biocheu. J., 61, 315 (1555)

Lascelles J. y woods D.v., Nature, 166, 649 (1950)

Morris J.G., w#o0ds V.U., J.Gen.ilicroviology, 20, 576 (1959)

I(Iueu.nikens F.i., Osborn iieJ., advances in Znzymology, 21, %17
1959

Itietzlir D.F., Ikawa k., y Snell E.E., J.An.Chem. Soc., 76, 64&
i95k

Sprinson U.,B. en LcElroy y H.B.Glass, eds., aminoicid Xetabolism,
Johns Hopkins Press, Baltimore, 1955, p.60B

¥it S., Cancer Research, 17, 56 (1957)
doldthworthy DA, y Bendich A., J.Biol.Chea., 196, B4l (1952)

Prusoff w.H.,, Lajtha L.d., y Welch a.D., Biocnin, et Biophys.,
Acta, 20, 209 (195%)

Friedkin il., ikoberts D., J.Biol.Chew., 220, 653 (1956)

Phear E.s. y Ureenberg, U.i.,, J.hm.Chem.Soc., 79, 3737 (1957)
Blakely R.L. Biochim, et Biophys. Acta, 24, 224 (1957)
Friedkin ., Pederation Proc., 16, 183 (1957) .

ureenberg D.il,y Humphreys &.K., Federation Proc., 17, 234%(1958)

Humphreys G.K., Greenberg D.ii., arcia.Biochem, Biophys., 78, 275

(1958)

Coien S.S., y Barner H.ﬁ., J.Biol.Chen., 226, 631 (1957)
Lakao A. y Sreenberg D.ii., J.has.Chem.Soc., 77, 6715 (1955)
Nakao A., y Greenberg Daiis, JeBiol.Chem., 230, 603 (1958)
Stevens 4., Sakami W., Federation Proc., 17, 316 (1958)

Doctor V.il., Patton T.,L., Awapara, J., arch.Biochem.Biphys.,

67, 4O (1957)
sakami W., Ukstins I., J.Biol.Chem., 236, F.C. 5¢ (1961)
¥isliuk R.L., J.Biol.Chem., 236, 817 (1961)

Takeyama S., datch F,T., Buchanan J,ik., J.Biol.Chem., 236, 1102
(1961)

Stekol J.h., ieiss S., y sanderson E.I., J.sm.Chem.Soc., 77, 5192

(1955)



	Portada
	Abreviaturas
	I. Introducción
	II. Materiales y Métodos
	III. Efecto de varios sustratos sobre la incorporación del formato-C14 por la levadura
	IV. Variaciones en la incorporación del formato-C14 por la levadura en función de su actividad específica y concentración
	V. Cinéticas de la incorporación de formato-C14 por la levadura
	VI. Incorporación de formato-C14 y bicarbonato-C14 por la levadura
	VII. Incorporación del formato-C14 y serina-3C14
	VIII. Efecto de inhibidores enzimáticos y antibióticos sobre la incorporación del formato C14 por la levadura
	Discusión
	Resumen
	Bibliografía

