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CAPITULO I

INTRODUCCION

El conocimiento del modode acción de los antibióticos ha sido el ob=
Jetivo de numerososestudios desde que se descubrieron estas sustancias y
fueron utilizadas en el tratamiento de enfermedadesque afectan tanto al
hombrecomoa vegetales y animales. El interés se basa en que el saber cg
moactúan permitiría una mejor aplicación y en el hecho de ser herramien
tas de gran utilidad para dilucidar diversas secuencias en los procesos
metabólicos.

En el control de cualquier enfermedad producida por microorganismos,
llama la atención la acción de los antibióticos y quimioterápicos en gang.
ral por su especificidad sobre el patógeno, mientras que sobre el huésped
tiene un efecto pequeño o nulo. Por eso es conveniente tener en cuenta
ciertos criterios al estudiar el efecto de un antibiótico: la reacción a;
terada debe ser de necesidad vital para la célula microbiana; la inhibi 
ción debe ser especifica en los organismos cuyo crecimiento es suscepti 
ble a la acción de la droga; se debe producir en el mismoorden de con 
centración en que inhibe el desarrollo; la inhibición debe depender de la
estructura química del antibiótico así comode su reacción con grupos fue
cionales de importancia para el crecimiento del microorganismo. Ademásse
considera de utilidad observar los efectos sobre la célula entera y sobre
una enzima o sistema de enzimas.

Dada la complejidad del metabolismo microbiano y de su estructura ce
lular, en primer lugar podria considerarse que actúan sobre su multiplica
ción, determinando que disminuyan el número de células viables o prcdu 
siendo sólo una bacteriostasis. Por otra parte pueden afectar procesos ¡EL
tabólicos generales comoson los de la respiración o bien interferizlos
específicamente,comc podría ser el metabolismo de las proteínas o la com
petencia con metabolitos esenciales para el crecimiento.

A pesar de la gran cantidad de trabajos realizados para dilucidar el
mecanismode acción de los diversos antibióticos, poco se conoce en rela
ción a su especificidad. Entre las revistas aparecidas se pueden mencionar
las siguientes: Hotchlciss (1), Benedict y Langlykke (2), Bailey y Cavalli
to (3). Brownlee(4). Kirby (5). Eagle y Saz (6). threit (7) y Kahn(8)

La insistencia en esta linea de trabajo permitirá, entre otras cosas,
cuando se conozcan los procesos metabólicos inhibidos y en base a una mo
dificación conveniente de la estructura de los antibióticos, obtener nue
vos productos con una acción más eficaz y menores efectos sobre el hués 
pedo



Obtención de cicloherimida

Whiffen, Bohonos y Emerson (9) en 1946 observaron que un caldo de cul
tivo, proveniente de 1a fermentaoion de la cepa de Streptomgces ggiseus
productora de estreptomioina en.una concentración de 130,45fim1de caldo,
inhibía en la dilución 1:100 el crecimiento de un hongo patógeno, Crlpto
coccus neoforgggs, mientras que no ocurría lo mismocon estreptomicina RE
rifioada. La-sustanciag.de propiedades antifüngioas se obtuvo por extrac
oión con clcrcformo evaporando al vacio y disolviendo el residuo en meta
nol. Ademásde diferir en su-actividad antimicrobiana, el agente antifün
gico se solubilizaba en cloroformo y éter. Leech, Rord y Whiffen (10) ob
tuvieron el producto crudo de caldos de cultivo productores de estreptomi
cina absorbiendo con carbón, eluyendo con ecetona 80%, destilando la ace
tona y extrayendo la solución acuosa remanente con cloroformo. El extrac
to olorofórmioo se deooloró con carbón y luego se evaporó el solvente. La
purificación se hizo por dietribucián en‘oentracorriente en un sistema

benceno-agua. Sugirieron comofórmula molecular C27342N207.Propusieron
el nombreaotidione por considerar que era una dicetona producida por un
aotinomicete. Whiffen (ll) produjo variación en la producción de los dos
antibiáticoe con cambios en el medio de cultivo. Por efecto de rayos X
sobre los conidios de Streptogxces griseus obtuvo mutantes que alteraron
la producción de uno -o de los dos antibióticos. De acuerdo al espectro
antimicrobiano el aotidione era inactivo contra bacterias y muyactivo
contra ciertas leVaduras, incluyendo algunos hongos patógenos. La toxic;

'dad variaba de acuerdo a la especie] asi por ejemplo la D1. pararatae era»
2,5 mg/kg y para ratones 150 mg/kg. 50

Ford y Leech (12) determinaron que el ar. 'era 115-116,5 °c después
de varias recrietalizaciones de acetato de amilo y 115-117 °Cde agua o
metanol 30%.La rotación específica era -3,0° en metancl y + 6,8° en a 
gua.-El producto cristalino se solubilizaba en solventes orgánicos, er 
cepto hidrocarburos saturados. Datos analíticos de C, H y N estaban más
de acuerdo con la fórmula molecular c H N0 que la anterior C H N. 0 .

lgmgía 4estructural. 27 42 2 7Kornfeld y Jones (13) proponen ccmo fc

0":
l,

“GQ o fi- 2-(3.5-dimatil-2-oxicicloalo/¡ara ¡W ¡11FZ-hidrazietil] -glut¿
0 rimida.
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Kornfeld, Jones y Parks (14) confirmaron la fórmula anterior mediante
un cierto númerode reacciones y transformaciones llevadas a cabo sobre
el actidione. Resultó ser una mcnocetona, sugiriendo el nombrede ciclo
heximida. Su estructura aún no ha sido confirmada por síntesis total.Phi
llips, Acitslli y Meinwald(15) realizaron intentos de condensar la por 
ciSn glutarimida de la molécula con (+) -2,4- dimetilciclohezanona en 1a
espera de alcanzar la sintesis del antibiótico. Eisenbraun, Osiecki y Djs
rassi (16) determinaron la configuración absoluta de la (+) -2,4—dimetil
ciclohexanona, obtenida en un solo paso por tratamiento alcalino del anti
biótico. Los dos metilos se encontraron en posición cis, siendo (+) -cis
2,4- dimetilciclohsxanona. Browny Hagan (17) demostraron que 2 agenteslgi
tifüngicos fueron producidos en un cultivo de Streptogxoes noursei, nistap
tina en el mioelio y cicloheximida en el caldo de cultivo.
Efectos del antibiótico

Whiffen (18) probó el efecto inhibitorio frente a una gran variedad de
fitopatógenos incluyendo l orden de Phyoemycetes, 4 de Ascomycetes y l de
Basidiomycetes y 12 del género Fungi Imperfeoti. La ciclobeximida inhibió
in vitr: el crecimiento de 33 especies de hongos fitopatógenos, variando
la conontración minimainhibitoria utilizada entre 0,125 y 100,0,ug/ml.

wallen, Sutton y Skolko (19) estudiaron la acción del antibiótico so
bre suspensiones de esporos de varios hongos fitopatógenos, registrando
que los esporos de Ascoch a ¿si y Colletotrichum lindemuthianum fueron
inhibidos completamente con l¡ug7m1. Loefer y Matney (20) observaron que
ciertos protozoarios eran muysensibles a la cicloheximida, así varias<qL
pas de TetragzmenaEelii y Egglena gracilgg eran inhibidas por laug/ml o
menos.Pa1mery Haloney (21) encontraron que este antibiótico tenia acción
sobre ciertas algas. Zehnder y Hughes(22) hicieron estudios en igual
sentido. Traub, Dewitt, Welchy Newman(23) y Welch (24) realizaron estu
dios para clasificar sustancias comorepelentes de roedores y de 4.000
compuestos, la oioloheximida resultó ser 1a másefectiva frente a ratas
de laboratorio. Las ratas rechazaron beber agua que contenía l ppmaún
cuando no hubiera otro agua presente.

Reilly, Stock, Buckley y Clark.(25) probaron la capacidad de 33 an 
tibióticos ya conocidos para retardar el crecimiento del Croker Sarcema
180 en ratones; ninguno fue marcadamenteefectivo, 5 tuvieron ligero e 
feoto retardante (nunca más que la mitad) y sólo 1a ciclohezimida lo a1
cansá con dosis no tóxicas para el huésped. Inyectando por via intrape 
ritoneal con dosis diarias de 0,1 mgde oicloheximida, Nitta, Takeuchi,
Yamamotoy Umezawa(26) no inhibieron el crecimiento de células asciti 
cas, sin embargo, con inyecciones diarias de 1,0 mginhibieron el incre
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mente de células aeoiticas pero no prolongó el periodo de supervivencia.

Smith, Lummisy Grady (27) utilizando un cultivo de tejido de la ce
pa K3de carcinona humanoepidermoide estudiaron el efecto de los anti 
biótioos estreptcvitacina Ay B y cicloheximida, siendo las dosis para
obtener el 50%de inhibición (nI‘o) de 0,035; 0,18 y 0,10/wgfimlrespec 
tiVMBI‘Oe 5 '

Efect scb e la sorfol ia de al nos hongos. Trabajando con gymngspo
ra i y concentrLciones ds antibiótico entre 5 y 500 ppm, Berliner y
Olive 128) observaron que con las concentraciones mayores casi se inhibe
el desarrollo basidial y los núcleos se vuelven muygrandes y con cromo
somasalargados; causa una bifurcación de los basidios similar a la pro:
ducida por penicilina. Concentraciones bajas produjeron el retorno de uno
de los nüoleos al teliospcro. Ademásobservaron un efecto sorprendenteala
presencia de muchosbasidics con dos núcleos estrechamente -asociados o
aún conectados por hilos cromáticos» Sugirieron que se deberia a un mal
funcionamiento c desintegración del huso.

Por exposición continua a concentraciones mayoresde los niveles tó
xicos minimosaceptados por los hongos Sclerotinia fructicola y Scleroti
nea lara, Grover y Moore (29) determinaron que el proceso de adaptación
va acompañadocon cambios morfológicos en los caracteres de las colonias
y que no involucra selección genética ya que las colonias adaptadas retqg
naron al tipo de las colonias originales después de crecer de 2 a 5 gene
raciones en un medio sin inhibidor.

CuandoGundersen(30}puso a crecer Fomesannosus en presencia de ci
cloheximida observó que el hongo adoptaba formas caracteristicas, células
globulares con grandes vacuolas.

Después de 7 reinoculaciones sucesivas de Fomes annosus en un medio
de cultivo que contenía l ppmde cicloheximida, Gundersen (31) obtuvo una
cepa cuya DE'ó era 2,5 veces más alta que la original, pero esta resisten
cia no ee al ntaba utilizando medios de cultivo con cantidades crecientes
del antibiótico. La cepa resistente en un medio sin el inhbidor perdia pa¿_
cialmente la resistencia, pero la mantenía masde llO generaciones. Esta
cepa produjo dos sustancias: una se solubilizaba en agua dando una colors»
ción rcjiza en un medioligeramente alcalina, la otra era cristalina e in
soluble en agua y de fórmula 015H1603.Esta última sustancia también se prg.
dudoen ausencia del antibiótico. Este autor sugirió que esta resistencia
fue en parte la reducción de la facultad del inhibidor de combinarse o ad?
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sorberse y la combinaciónde adaptación y mutación a nivel del núcleo.

EmpleandoSaccharggíces pestorianus, Gundsrsen y Wadstein (32) deter
minaron la inhibición del crecimiento en un 50%con 0,013 ppp de ciclohe
ximida y completa con 0,1 ppm, en un medio de cultivo liquido después de
24 horas y a 28°C. A concentraciones subinhibitoriao se formaron células
anormalmente grandes, 3 ó más veces el diametro común, y aaregados oebmgi
res comoprobable resultado de la interferencia con la sintesis de materig
les estructurales de la pared celular. Cuandola levadura fue cultivada en
concentraciones sucesivamente más elevadas de antibiótico se desarrolla
ron organismos parcialmente resistentes que no formaron agregados ni célu
las gigantes en presencia del antibiótico pero que inoculados posteriormeg_
te en un medio libre de ciloheximida crecieron lentamente y formaron peqw¿
ñas colonias en agar nutriente. Después de unas pocas transferencias en un
mediolibre del inhibidor los organismosresistentes revertieron al tipo
normal. Ademásvieron que la resistencia a la cicloheximida no fue produc
to de la habilidad de descomponero inactivar al compuesto. Estos cambios
morfológicos sólo se proaujeron en organismos en crecimiento y que no fue
ron privados de reservas nutrientes, pero no sucedió lo mismoen levaduras
empobrecidas y suspendidas en un medio libre de nutrientes.

Monreal(33) obtuvo la inhibición completade la esporulación de m
visiae var. ellipsoideus con 3,2 ppmdel antibiótico y la disminución de
la relación entre los ejes menor y mayor sin que hubiera cambio do volumen.

Modode acción de cicloheximida

Por el hecho de ser éste uno de los pocos antibióticos que en fitopato
logia ha controlado enfermedades producidas por hongos, fue despertando el
interés de diversos grupos de trabajo por conocer su acción sobre el metabg
li mode los patógenos a los cuales ataca. Los estudios se fueron orientan
do fundamentalmente en dos sentidos: por un lado efectos sobre los procesos
de la respiración y por el otro biosintesis de proteinas y ácidos nucleicoa
A pesar de lo realizado hasta el presente los conocimientos son un tanto in_
ciertos e incompletos y hasta llegan a contradecrise en más de una oportuni
dad.

Efectos pol e la regpïracióg. Estudiando el efecto de ciclohezimida so
bre la germinación y la respiración de los esperes y micelio de Ezrothecium
verrucaria, lalker y Smith (34) determinaron que la respiración de esporos
fue aproximadamente 4 veces más sensible que la germinación y lO veces más
sensible que la respiración micelial y que la inhibición de la respiración
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decrecia con el tiempo. verona y Picci (35) no pudieron utilizar este anti 
biótico para impedir fermentaciones secundarias producidas por levadura de
tipo apiculata ya que necesitaban concentraciones muchomayores que para g¿
ellipsoidais, causante de la fermentación vinaria. Efecto semejante observap
ron Szilvinyi, Klaushofer y Rauch (36) al intentar emplearlo en control de
industrias. lo Callan, Miller y Need(37) analizaron el efecto de un cierto
númerode fungicidas, solubles o relativamente insolubles en agua sobre el
consumode oxigeno y la germinación de esporos de Neurospora sitophila, gg
nilinia fructicolg, otheciumverrucaria, Cephalospor¿¡umacremonium,5;.
ternaria oleracea, Aspergillus niger, Stempgxliumsarcinaeforme y Rhizopus
nigricans. En general los valores DE0 (dosis efectivas para reducir a un
50%la acción) fueron menores para germinación que para consumode oxigeno,
indicando que-los primeros son una medida más sensible de toxicidad que los
segundos, ubicóndose la cicloheximida en el grupo que no reducía el consumo
de oxigeno pero que era tóxico para la germinación.

Observando el consumode oxígeno por conidios de Fusarium roseum, tanto
por células en crecimiento comoen reposo, Sisler y Marshall (38) vieron que
frente a cicloheximida las primeras fueron algo más sensibles, que la inhi 
bición de las segundas fue aproximadamente de un 50%y que no aumentaba con
concentraciones mayores. En el caso de la producción anaeróbica de anhídrido
carbónico por S. pgstorfignus en presencia o ausencia de nitrógeno, fue tan
sensible a cicloheximida comoel consumode oxigeno por estas células. La
producción de anhidrido carbónico y el consumode oxigeno alcanzó a alrede 
dor de un 35%en el caso de las células en reposo y de un 50%en el de las
células en crecimiento. Segín estos autores el antibiótico tenia algún efec
to directo sobre la oxidación de los hidratos de carbono o afectaba parte del
metabolismo asociado estrechamente con la oxidación de hidratos de carbonocomo
pnzkausar cierta inhibición en este proceso.

Kielhófer y Aumann(39) determinaron que la cicloheximida no inhibia el
complejo zimasa del jugo de maceración de levadura de vino, ni la fermenta 
ción oxógena o endógena desus células y que su respiración era.ligeramente da_
ñada de manera inespecifica; la utilización de fosfato inorgánico no era afeg
tada. En cambioagentes fungicidas comoel ácido salicilico, anhídrido sulfu
roso, alilisotiocianato y Captanactuaban sobre todos esos sistemas. El anti
biótico inhibla la sintesis de glucógenc. Su absorción por la levadura era mg_
cho menor si se comparabacon loe otros fungicidas. Para los autores la rest;
tución de las células de levadura y la reproducción enzimática fueron inhibi
das especificamente y sugirieron una acción exclusiva del antibiótico sobre el
anaboiismo celular.
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Conconcentraciones de antibiótico de l a 5¡ug/ml, Greig, Walk y Gib
bons (40) inhibieron la fermentación de glucosa y sacarosa por levadura
de panaderia comercial y S. cerevisiae, pero propusieron que ésta era una
acción superficial ya que no afectaron la fermentación por extractos li
bres de célula.

El efecto inhibitorio sobre células enteras fue aumentadopor iones
cobalto con concentraciones que varicban entre 0,5 y 2 veces la equivalqg
cia molar de oiclohezimida.

Después de probar aproximndnmenteunos 50 antibióticos comoposibles
inhibidores de sistemas fosforilantes y respiratorios de 'natocondria y
de glicólisis de células de tumor asciticc, Lardy, Johnson J MoMhrray
(41) obserVaron que concentraciones de lOOAmg/mlde cicloheximida no ac 
tuaban sobre estos sistemas de mitocondria de higado utilizando glutamatc,
succinato y/t-hidrczibutiratc comosustratos.

Uhestudio sobre la acción de cicloheximida sobre la incorporación y
distribución de fosfato por cólulas de levadura, fue ralizadc por Vande
Pol y Berende (42). Utilizando una levadura que previamente se cultivó en

un mediodeficiente en fosfato, fue colocada en otro con fosfato y gluco 
sa, produciéndose una intensa incorporación de fosfato que no afectó con
looaug de antibiótico por ml de cultivo. Si bien el antibiótico no tuvo ag
ción sobre la distribución, obtuvieron resultados experimentales que mos
traron una actividad especifica mayordel fosfato en diversas fracciones
celulares. 

SegúnLatuasan y Berendr(43) las levaduras de cociente respiratorio
altos eran especialmente sensibles al antibiótico. Estas observaciones
los llevaron a analizar el efecto dendcloheximida sobre el ciclo EmbdenÁKQ
yerhof en cólulas de levadura en reposo, tomandoa 1a alcohol-dehidrogenap
sa para verificarlc. Esta enzima fue inhibida al cabo de l hora en un 90%
de su actividad con lojug de antibiótico por ml. Bstudiaron otra enzima,1a
ácido láctiocdehidrcgenasa, que también contiene DPNcomoccenzima determ;
nando que manifestaba una sensibilidad semejante pero que la concentración
más adecuada era entre 20 y Sojug de cicloheximida por ml. Para dilucidar
la causa de este efecto probaron glutarimida y succinimida in vitro, detegl
minandoque tenían Lgual actividad sobre estas enzimas y que la sustitu —'
ción del imino grupo Jestruia la actividad de estas sustancias. Sin embar
go al poner en contacto estas iminas con S: carlsberggnsis en crecimiento
en una concentración ¿e lO¡ugfiml no tenian ninguna acción. E
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Si una cepa de Candidakrusei sensible a cicloheximida se ponia en con
tacto con el ion ferroso el antibiótico ezperimentaba la pérdida de su ac
tividad, Blumausrováy Stárka (44). Manganesoy zinc también antagonisaron
el efecto inhibitorio del antibiótico; calcio, magnesioy cadmiofueron mg_
nos activos y cobre no tuvo ningún efecto detectable. Estas observaciones
hicieron sugerir que la ciclohezimida formaba quelatolkcon metales bivaleg_
tes y que estos complejos eran antibióticamsnte inactivos.

Para probar el efecto antagónico entre la ciclohezimida y 160 compues=
tos orgánicos, Courses y Sisler (45) utilizaron sobre S. pgstcrianus en 
tre otras sustancias: aminoácidos,purinas y pirimidinas, nacleósidos, i. 
calas orgánicos y grasos, hidratos de carbono, terfianos, vitaminas, ceto 
nas ciclicas y un cierto númerode medios complejos; solamente manifesta =
ron actividad: 4smetilciclohezanona, 5,S-dimetilpl,3=ciclohezan@¿iona,meu
tasmetilciclohaxanona y vitamina a, comoac tato y alcohol. Por otra parte
los autores estudiaron la distribución de C 4 después de incubar la leva 
dura con glucosa uniformemente marcada con y sin antibiótico“ obserVando
que por acción del inhibidor no se rotuló la glxtamina y fue menor enkel
caso del ácido glutámioo, en cambio fue mayoren la alanina y ácido aspárn
ticc y también en tirosina y treonina. Sugirieron que se pudo haber inhtbga
do la glutámico dehidrogenasa, siendo otra posibilidad la glutamina sinte=
tasa, pero al añadir los ácidos glutámico ytxcúntoglutarico ygfifimnfimnng
se antagonizó la acción de cicloheximida.

Desfiuósde obtener cepas de Sacerevisiae resistentes a ciclohezimüha
por cultivo sucesivo en medio liquido y por presencia de dgfiis crecientes
del antibiótico Scardovi (46) determinó quo eran invariablemente de respi
ración deficiente que el crecimiento de mutantes de respiración deficiente.
presentes normalmenteen la población original era menossensible al inhr=
bidor que el crecimiento de las formas normales, que no habia evidencia de
una acción mutagónioadel antibiótico en este carácter. La oxidación de
glucosa, ácidos pirüvico y succinico por células en reposo de Saccherggï a
ces cerevzsiae y Bhodotorula ggacilig era inhibida ¡or cioloheximidag
mientras que la oxidación de ácido acético era insensible. La inhibición
de la respiración fue completamente suprimida cuando el pHera cercano a
3, siendo un efecto totalmente reversible; pero esta dependencia.del pH
nc se observó en células en crecimiento. No se manifestó,ninguna acción ig;
hibitoria del antibiótico sobre la degradación del ácido pirfivico por ex 
tractos libres de célula y preparaciones de mitocondï1as. El autor sugirió
que un pun o más crítico fue la acción ejercida sobre la oxidación del &c¿
do succinico por xólulas en reposo de Rhodotorula 5533; is, aunque al pas



- 9 

recer no se realizó sobre la dehidrogenasa succinica. El metabolismo anae=
róbico de 1a glucosa no fue sensible a oiolohezimida.

Estudiando 17 hongos que crecieron en un medio de cultivo con glucosa
Bradley (47) no encontró relación entro el ouooiente respiratorio y la Bug
oeptibidad a oioloheximida. El metabolismo aeróbico y anaeróbioo de gluco
sa por S. pgstbrianus no fue inhibido apreciablemente por 2¿ng de antibióa
tico por ml, aunque 0,5 detuvo el oreoimiento.La fermentación de cólulaa g,
deptadas a maltosa no fue significativamente retardada por 2¡ug/m1pero el
proceso inducido fue totalmente suprimido. Ciclohezimida no inhibió práctg;
camentela actividad de las enzimasglicolitioas pero provino la síntesis de
nuevas enzimas.

El crecimiento de ¿Igosaccharggzoes soja en condiciones aeróbioas fue
completamente inhibido por 5¡ug de cicloheximida por m1, Tsukada, Sugimori,
Imai y Katagiri (48). Agitando continuamente el cultivo durante más de 96
horas en presencia del inhibidor, se reetauró el crecimiento acompañadopor
la excreción de riboflavina en una proporción de 30/ug por ml de cultivo.El
cuooiente respiratorio de la cepa obtenida Varió en relación con la cepa mg
dre, mientras que en ¿sta era 4 en la primera fue l. El metabolismo de 1a
glucosa, considerando consumode oxigeno y desprendimiento de anhídrido ca;
bónico, por células en reposo demostró que la inhibición de la glicólisis
no fue significativa. Los autores lo verificaron comparandoactividades de
varias dehidrogenasas en extractos libros de célula, no habiendo diferencias
esenciales. Ademássugirieron que el antibiótico desacoplaba la formación de
ATPo que bloquelbael consumode ATPdurante la síntesis celular.

Efectos spbre la sintesis de proteinas g ácidos mucleicos. Loveless,
Spoerl y Weisman(49) encontraron que el crecimiento y la división celular
de S. cerevisiae eran inhibidos por ciclohoximdda.

Creaser (50) utilizando una concentración de ciclohezimida que no inhi 
bla el crecimiento de Staphzloooccus aureus, 3.0003ug/ml, dañó en un 72%la
formación de lq-galactosidasa, una enzima de adaptación del mismomicroorga
nismo que para su formación requeriia las mismas condiciones que para la sig_
tesis proteica.

Kerridge (51) y (52) con concentraciones mínimas de cioloheximida entre
0,5 y 1,0/ug/ml que inhibian el crecimiento de S.carlsbergensis, no encontró
acción sobre la respiración y fermentación pero era posible mostrar un a' =
mentoen el fosfato acido soluble lábil a 7 minutos, por lo que era improba:
ble una acción sobre los mecanismosproductores de energia. Otros estudios
con las mismasconcentraciones de antibiótico revelaron una inhibición coma



plata de la sfiiteeis de proteínas y parcial de los ácidos nucleicos.Frac
cicnadcs Setas íltimos se observó inhibiciSn total del ácido decxiribonu
oíico (DEA),mientras que la actividad residual era debida al ácido ribong
ciegas (m),

Resultados similares a los anteriores obtuvo Shepherd (53) trabajando
con Aapsr'iïïas nidulsna.

ir¿¿ua al crecimiento de leVadura de panaderia era retardado por ci a
clcïuzimiia no se mcdifiss el contenido de material reactivo con la hidrg_
¡iluminan ¿aduciendo Harris y Neal (S4) que no habia inhibicién en la fq;
maciánde pxgtidilpnucleotidatos, uno de los pasos en la síntesis proteip
ca.

Los estudios de Siegel y Sisler (54a)sobre el efecto del antibiático
en 53 aatcrianus revelaron que ciertos nucleóticcs ácido solublqu la
sintesis de RNAeran fuertemente estimulados; que los niveles de ácidos
orgánicas y aminoácidos libres, excepto glutamina, no fueron marcadamente
afectados; que la activación de aminoácidos y la transferencia de amincáp
oidos activados a RNAsoluble en los procesos de sintesis proteica no fue.
ron inhibidaa. Los análisis bioquímicos de las células sugirieron que el
desvío en el metabolismofue resultado del bloqueo inicial de la sintesis
proteica y qua la síntesis de DNApudo ser inhibida por la acumulación de
ribonncleátidos o RNA.

Monreal (33) además de observar modificaciones morfológicas por efec
to de ciclohezimida, determinó que el contenido total de nitrógeno de las
células tratadas se reducía en un 25%;que si ameniacc y ácido glutámico
estaban presentes en el medio de cultivo el consumodel aminoácido se in
hibía en anaercbiosie y que si solamente estaba el ácido glutámico ae exp
cretaba amoniaco en presencia de ciclcheximida. Nohubo modificación en
la composioiénde los aminoácidosen las celulas tratadas c no tratadas.
Con 100 ppmno hubo ningún efecto sobre las transaminasas ácido glutámi 
co-ácido omalaoético y ácido glutámico=ácido pdrüvicog

De acuerdo a Gundersen (55) la inhibición del crecimiento de las 6e
lulas de ¿gmae 5150523 no se debió a la deficiencia de minerales causa
da por la sociñn quelante del antibiótico. Tampocohubo evidencia que se
interfiriera el metabolismode las sustancias fenáïioas o la sintesis de
aminoácidos aromátiooa. Suponiendo que la ciclcheximida actuará como un
antimetabolitc, el autor probü el ciaoto antagónicc del ácido p-aminobeg;
2©1czy de ciertas pzrinas y pirimidizas; entonces determiná que el áci
.do ppamincbenrcico, la purimidina uracilo y las purinas zantina, guaninay'
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adenina oontrarrestaban parcialmente el efecto del antibiótico cuandoés
te se utilizaba en concentraciones bajas, l a. 3 ppn. Por cierta similar;
dad.de las estructuras químicas de las bases y el antibiótico se sugirié _
que la. acción era. sobre el metabolismo de los ácidos nucleicos y que el
ácido p-aminobenzoico,via ácido fólico, actuaria en la sintesis de puri
nas y pirimidinas. Sin embargocon concentraciones más altas de antibióti
oo, de 5 a lO ppm, la inhibición era irreversible y total.





CAPITULOIIW
ggjgp Se empleó la cepa de levadura de vino N° 31, Saggharcmcee eeggv 
sias var. ellágsoideua, obtenida por el Ing. N.8.Pallsroni de montesen
fermentación de la Provincia de San Juan.

Indie de cultivo. El mediode cultivo liquidó contenía por litrozglueo
ea9 lO g; extracto de levadura Difco, 3 g; fosfato mcnepctásico, 2g35u;
fate de amonio 0,8 g; mosto, 200 ml, pH aproximado, 5,0. El medio de cul
tivo sólido contaba además con 2,5 g por ciento de agar en rama. Se es 
tgrilizó a 121°Cdurante 15 min. .

Células proliferativas. Previo cultivo en tubos con agar durante 24 horas,
se transferian las células a erlenmeyers. Se cultivarcn en agitador rotap
torio durante 16=18horas, tiempo cercano al maximode la fase logaritmi
ca de la curva de crecimiento. Si era de interós obtener una masa mayor
de levadura se hacia un cultivo previo de unas 8 horas. Cuandose preparó
polvo acetónioo de cólulas los cultivos se realizaron en los fermentadores
con que cuenta la planta piloto del Equipo de Antibióticos del Instituto
de Microbiologia e Industrias Agropecuarias del I.N.T.A. En estos casos la
esterilización se hizo a 121°c durante 50 minutos.

Células en regcsg. La levadura obtenida por cultivo se aislaba por centri
fugación, se lavaba 2 veces con agua destilada estóril desechándose las an
guas de lavado y finalmente ee ayunarcn las células mediante aireación en
agua destilada estóril por una noche a 30°C(56). En todos los casos la
concentración celular se determinó por turbidimetria leida en el fotocclo
rimetro, previa comparación con una curva patrón de concentraciones conoci
das por peso seco a 104=105°Chasta constancia de peso. Se expresaron como
mgde peso seco de células por ml ds medio de cultivo.

Técnicas manomótrioas. Se efectuaron en aparato de Warburg a 30°C. El ocn
sumode oxigeno se determinó por el mótodc directo de Warburg (57) y los
resultados se expresaron en pl de oxigeno por hora y por mgde célulast Eli
anhidridc carbónico desprendidc se recogió en NaQH5K, colocado en la cen:
tral del vaso de Warburg. El volumen final en el vaso de warburg así como
el tiempo de agitación dependió de cada experiencia.
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Técnicas de ipcgbacióg. Para estudiar la cinética de 1a incorporación y
distribución de los compuestosradiativos en presencia del inhibidor, se
hicieron cultivos en erlenmeyers a 30°C. Despues de 3-4 horas la levadu
ra ya en su fase logaritmica alcanzaba una concentración celular adsens
da para introducir las sustancias mencionadas. A partir de ese momento
se tomaronpartes alícuotas.
Fraccionamiento de las células.

a) Fraccionamiento de las muestras despues de incorporar 014. una ves
obtenidas las muestras. el material celular que se encontraba en los v¿_
sos de Warburgo las alicuotae de las incubaciones, se centrifugaban a
1°c por lO minutos y a 2.000 r.p.m. Las células se lavaron 2 veces con
agua destilada estéril e con buffer ftslato pH4,5 oentrifugándose de
acuerdo a las condiciones anteriores. _

Luego se suspendió en una mezcla de metanol-agua (9:1) cuya densi 
dad era 0,81, determinandoen primer lugar la radiactividad sobre ali 
cuotas de 1a suspensión de levaduras y de las sustancias solubles en di
cha mezcla de solventes. El sobrenadante se decantó y concentró al vacio
y en frio y el residuo fue cromatografiado.

El precipitado estaba constituido principalmente por ácidos nuelei 
cos, proteínas, polisacáridos y lípidos.

Acidos nusleicos. Despues de lavarse el precipitado con metanol, se reap
lizó una-extracción con TCAal 5%a 90°C durante 30 minutos (58), hube
una oentrifugación a 1.500 r.p.m. y el precipitado se lavó una ves con
TCAal 5%. Los ácidos nucleicos son los principales constituyentes de eg_
ta fracción; sobre una alícuota se determinó la radiactividad y el reste
fue hidrolizado para cbtenerábas bases,nuc3eósidos y nucleótidos. La hi
drélisis tuvo lugar al añadir' HGlhasta una concentración final 0,5 LN
(59) y calentar a 100°c durante 1 hora. El TCAse eliminó extrayendo n
rias veces con éter etílico. Despuésde concentrar a sequedadal vacio y
en frio se cromatografió el producto de la hidrólisis.

Cuandose estudió la incorporación de adeninar-B-C14previo a la e: 
tracción con TCAen caliente, se hizo una extracción de los nucleótidss
libres que en las experiencias restantes formaronparte de la fracción g,
oidos nucleicos. Para lograrlo se calentó con etanol al 50%durante bre
ves minutos, repitiéndose la operación 2 veces más (60). La hidrólisis
con HCl 0,5N se efectuó en las mismas condiciones que en el caso de los
ácidos nnclsicos.
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¡Egiïgággy El principal constituyente del resto del residuo eran proteinas
que fueron hidrclizadas con HCl 6Nen tubos cerrados a la llama, durante
unas 15 horas y a 105-108°C (61). Las huminas formadas se eliminaron por
centrigugación. La concentración se hizo en frio y al vacio y vcrias veces
se añadió metanol para favorecer la eliminación de HCl. Finalmente se cro
matografió.

2
b) Fraccionamiento de las muestras después de incorporar P3 . Una vez ob 
tenidas las muestras fueron lavadas comoen a).La primer extracción se hi
zo con TCAal 10%empleando un agitador que se hallaba en cámara fria a
4°C durante 60 minutos, luego se centrifugó a 2.000 r.p.m. durante 15 mi 
nutos a 1°C. Se recogió el sobrenadante, repitiéndose otras 2 veces la e;
tracción del residuo. El volumentotal del sobrenadante era de lO ml y se
guardó congeladopara evitar posterior hidrólisis. El contenido total de
fósforo de esta fracción se llamó fósforo ácido soluble (PA.s ) y estaba
constituido principalmente por ortofosfato (P ), fósforo hidrolizable 7
minutos de la fracción ácido soluble (P 5 y fósforo orgánico (Po).El'A S. oresiduo estaba constituido desde el punZode vista del contenido en fos

fcro por: fosfolipidos (PL), ácidos nucleicos (PN)y fóczcro residual (PB)

Dosaje del fósforo. De acuerdo a las fracciones consideradas en cada opor 
¿unidad se utilizaron dos métodos: el de Fiske y Subbarcw(62) previa des 
truccién de materia orgánica y el de Ernster y col. (63) que permitía la qa
terminación de la radiactividad sobre una alícuota del fósforo extraído con
la mezcla de isobutanol-benceno.

Efigfigrgtotal (P )- El fósforo se valoró sobre la suspensión de células en
TCAal 10% por el método de Fiske y Subbarow y la radiactividad sobre una
alícuota de la misma.

fósforo acido soluble total (PAs ). Se trabajó en iguales condiciones que
para el fósforo total, sobre el iobrenadante de extraer con TCAal 10%en
frio.

Fésforo inorgánioo (P ). Se empleó el metodo de Ernster, determinandcse el
fósforo y la radiactiv dad sobre alicuotas del extracto isobutancl-benceno.

Fósforohidrolizablg 1 mas ¿31 ¡cido gclgble total (r , ao). A una
porción de lo extraido con TGAse añadió 3230 IONhasta l ar una concen «
tración del ácido lN. ee llevó a baño maria hírviente durante 7 minutos. De;
país de enfriar hasta temperatura ambiente se dosó el fósforo por el método

de Ernster. Los resultados incluían el Pi Por lc que el P7.A a fue ccnsecueg_



cia de la diferencia entre el resultado obtenido y el Pío
Efimfggo o: ¿n e

de Ei y P#‘Á.s..
(Eb).,ae obtiene por diferencia entre 21's. y la suma

Ffisforo de lípidos (P ). Beta fracción se consiguió después de tratar
el rasid1© ©©ala mezcla de Bloor (3 partes de etanol por l de 6tor) en
un baño maría a 50°C durante 15 minutos. La radiactividad se valorG so
bre una parte del eobrenadante y el fósforo por Fieke y Subbarew. previa
destruccián de materia orgánica sobre el reñiduo resultante de evaporar
la mezcla de solventes.

Fósforo de ácidos nnaleiooe (P ). Despuesde extraer los lípidos, se ob
tuwieron l©e ácidos nucleicos por «¡tracción con solución de ¡aCl lqfi en
baño maria hirviente durante 60 minutos, agi ando a interValos con vari
lla de vidrio (64).El mismoprocedimiento se repitió 2 veoee más. Se mi
diá la radiactiviiad y el contenido de fósforo mediante el mítodo de Fig_
ke y Smbbarow. Comoestae determinaciones llevaban involucradas una cieg_
ta cantidad de fásforo correspondiente a una fracción hidroliaable a loa
7 minuto; del ácido ineoluble (P , I ), los valores de fósforo de ácidos
nucleicoe fueron producto de la ligarenoia entre los primeros resultados
y ¿(mn
Fásforo residual (P ). El remanentedel insoluble contenía principalmen 
te proteínas. Previa preparación de una suspensión acuosa, se determinaba
la radiactividad de una alícuota y en otra ee valoraba el contenido de fé;
foro por el mítodo de Fieke y Subbarow,previa destrucción de materia or 
¿finioao

T cni aa a orozato afía sobre

Sara sustancias eclnblea en metanolggggag gggduotoa de la hidrólisis dg
¡goteínaao En estos casos las orcmatografíae fueron bidimsnsionales y dee
cendentea según Benson y ool. (65) sobre hojas de papel WhatmanH°4 que
fueron tratadas previamente con una solución de ¿oido analice al 10%para
ocmplejar la probable presencia de metales, luego se lavaron hasta elimina
oién total del ¿cido diálieo y finalmente fueron eeoadas bajo una corrien
te de aires En el sentido léagitudinal se utilizó el sistema fenol-agua
destiiada durante 13:12 horas y una voz eliminados los solventes ee empleó
en el ofir©el sistema butanol—íoide pm©pi8nioo=aguadestilada durante unas
8 horaao Másadelante las oromatografías fueron radioautcgrafiadas al po 
nérselas en ocn-¿tactocon placas radiográfioas de 35,6 r 43,2 en durante un
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mes aproximadamente. Para la identificación de las manchas se hicieron en
primer lugar revelados generales para ubicar los grupos reactivos y des 
pues se realizaron cocromatografias con drogas puras, se corrian en va 
rios sistemas de solventes y se sometian a una nueva rlnioautografía. Pap
ra revelar la presencia de aminoácidosse utilizó ninhidrina al 0,1 f en
acetonag los ácidos organicos con azul de bromo fenol al 0,05%en etanol
a pH 4,8; trebalosa con Agro en acetona y luego NaOEal 0,5% en etanol;
las bases y nucleótidos fueren ubicados por su absorción en 260 A con lá;
para ultravioleta.

Los aminoácidos glicina y serina casi no se separaban la mayor parte
de las veces en que aparecían en los cromatogramas, haciéndose dificulta
sa la posibilidad de contar la radiactividad de cada una de estas manchas.
Para obviar el inconveniente, en los casos que interesaba se eluyeron las
manchascorrespondientes a las dos sustancias, se recromatografiaron co 
rriendo bidimensionalmente con el mismosistema de solventes, fenol-agua,
y se realizaron radioautogratias. Se verificó una separación tal de ambas
manchasque permitió el oontaje de la radiactividad correspondiente a ca
da una de ellas.

La identificación de los aminoácidosprovenientes de la hidrolisis de
las proteinas fue un problemano resuelto ya que su distribución se alteró
de tal maneraque fue casi imposible orientarse por los resultados ante 
riores. Se pudo señalar 2 sonas donde los aminoácidos se agruparon princi
palmente: una cercana al origen y la otra en el extremo opuesto, casi Junto u
a los frentes de solvente. Hu: probablemente la cantidad relativamente
grande de aminoácidos ejerciera una interacción entre los mismosque modi
ficó notablemente los nf, al mismotiempo unas manchas se fraccionarian en
varias mientras que otras se verían incluidas entre si. De todas maneras
la ciclohezimida inhibió prácticamente en su totalidad la incorporación de
sustancia radiactiva a las porteinas.

Para bases¡ nucleáeidos I nucleótidos. Las orcmatografias fueron mcnodimegL
cionales sobre hojas de papel WhatmanN°l sin lavar, de acuerdo a Wratt
(66). El sistema de solventes fue iscpropanol libre de peróxidos, HCl (da
1,19) y agua (68sl?,6al4,4) y el tiempo de 36-38 horas. Las manchas se no;
caron con la lampara ultravioleta y las identificaciones también se hicie
ron por cocromatografias con sus sustancias patrones.

Medidade la radiactividad. Las alicuotas que se separaban en cada oportu
nidad para determinar su radiactividad, se colocaron sobre planohetas de
aluminio evaporando el medio liquido hasta sequedad con aire caliente y una
formandoou distribución con un agitador rotatorio o con una lampara de in

‘
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frarrojo. Las medidas se efectuaron con un tubo Geiger Müller conectado
a un escalímetro decimal. Los valores obtenidos se refirieron siempre a
un standard de C al que se le asignó un valor de 700 cuentas por min!
to (cts./min.). Los resultados se expresaron en cts./min./mg de peso s3
co de células de acuerdo a la fórmula siguiente (56):

-c
(cm B)x70011’mxv

0,81 x v x Ca z p x L +t

A: cts./min./mg de células; C s ctm/min. de la muestra; C z ctm/mini
del blanco; P 8 peso de la suspensión.de celulas de levadura en la mezd
cla metanol-aEua 90%; V; volumen total de la mezcla de incubación; 0,81;
peso especifico de la mezcla metanol-ague} v: volumende la alícuota to
madapara medir la radiactividad; c z actividad hallada con standard
p: peso de la muestra de suspensiónade levadura recogida; La peso secO'qa
tal en mgde las células de levadura empleadas en el experimento. En to 
das las oportunidades las determinaciones se hicieron por duplicado, pro
mediándose los resultados.

Para medir la radiactividad del anhídrido carbónico desprendido que
se marcó con C 4 durante los experimentos, este se fijó sobre el álcali
de 1a copa central de los vasos de warburg precipitándose comoBaco 'me 
diante el agregado de l ml de NHCl lN y l ml de BaCl 1M(56). El preci 
pitado se depositó sobre un papa de filtro Sohleicher y Schull 589 pre 
viamente pesado y cuyo diámetro era el de la plancheta de alumnio sobre
1a cual se apoyó para introducirlo bajo el tubo Geiger Müller. La filtra
ción se hizo empleandoun filtro adecuadopara tal finalidad. Las activi
dades se expresaron comocts./min. y las actividades especificas comoctsq/
min./mg de Baco a Comoel espesor de la capa de Baco retenido por el papel
de filtro absorgia una cierta cantidad de radiactivi nd, los valores obte 
nidos se corrigieron de acuerdo a una escala construida previamente,

Las áreas radiactivas localizadas en las cromatografias bidimensionn'
les se contaron con un tubo Geiger Müller tipo Scott apoyado directamente
sobre el papel. Los resultados se expresaron en porcentaje de cada una de
las manchasen relación con 1a radiactividad total distribuida sobre el org
matograma y también como radiactividad de cada una de esas manchas por mg
de células de levadura.
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En el caso de las oromatografïas monodimensionaleslas áreas radiac=
tivas se midieron mediante el empleo de un tubo Geiger conectado a unqu
tegrador Tracerlab SCm79al que se le acopló un registrador que inscri 
bso la intensidad y dimensiones de las manchas sobre una carta de papel.

32
Quandose trabajó con P le radiactividad¿se refirió al tiempo 0

ya que la vida medie de este elemento es de 14,3 dias.
0Tecnicas a 7 r las células de levadura.

Debidoa las dificultades en algunos casos y al escaso rendimiento
de las fracciones libres de células en otros, se aplicaron varios proce
dimientos con intención de subsanar los inconvenientes.

l) Se homogeneizó la pasta de levadura con 3 veces su peso en perlas
de vidrio y un volumen del medio ie Chao-Schachman (67) (2,5 x 10- M

HPOA,2,5 x 10"3 n P0 y 7,5 x 10’ Cac12) utilizando un homogenei 
zadór Virtis 45 enfriado con hielo y a su velocidad máximadurante 3 pg
ríodos de 5 minutos con intervalos entre si de 3 minutos. A partir de egL
ta etapa las operaciones restantes se efectuaron e 0°C. Unvolumendel
medio Chao-Schachmanse usó para transferir la preparación a los tubos
de centrífuga, centrifugándose a 1.500 x g por 5 minutos. Las perlas de
vidrio se lavaron 3 veces con un volumen del mismomedio. Todas las frag_
ciones de los sobrenadantes se combinaronpara su posterior tratamiento.

2) En este caso se utilizó polvo de cuarzo y el homogeneizadose hi 
zo a manoen mortero de ¿gata a 4°C durante unos 20 minutos. La extrae 
ción con el medio de Chao-Schachmany la centrifugación se realizaron in
gual que en el procedimiento anterior.

3) Se preparó polvo acetónico de células de levadura de acuerdo al
mótodo empleado por Albert, Buchner y Bapp, modificado por Stoppani y
Mtlstein (68). Los pasos seguidos fueront suepaneiGnen aoetona destila
da fria en relación aproximada de 3C0ml por cada 100 g de pasta de levap
dura, agitación en un homogeneizadordurante l minuto, se filtro la sus 
pensión por succión en un embudode Büohnerenfriado, se repitiñ el trate
miento con acetona 2 veces mas y luego se lavó con éter etílico libre de
peróxidos, se extendió la levadura asi tratada sobre una hoja de papel de
filtro secándose bajo una corriente de aire. Se guardó al vacio a -5°C.
El polvo acetónioo de levadura se ertraia con el medio de Chao-Schachman
por agitación durante 2 horas, se centrifugaba y el sobrenadante se reu 
nia con el producto de extraer durante otras 2 horas más la mismamasa de
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levadura. Los sobrenadantes sufrieron más adelante otros fraccionamientos.

Preparación directa de ácido ribonuclgicg gg bajo ¡geo molecualr ‘S-RNA).
rara esta preparación se aplicó con algunas modificaciones el métododes 
cripto por Monier, Stephensony Zamecnik (69), a su ves basado en elde Kitty
(70). Aproximadamente100 3 de pasta de levadura fresca producida por un
cultivo de la copa estudiada de Saccharcgïces cerevisiae ver. ellipsoiieus
durante 14-16 horas, se lavó 2 veces con agua ¿autilaia nelad; y se ouspog
dió en 20Cml de agua destilada. A esta mezala se añadió 300 ml de fenol
agua 90%(p/p) agitandose durante 2 haras en un agitador mecánico a tempsrg
tura ambiente. Luego se centrifugó a 16.300 ;: g en centrífuga km1]; SS-l a
0°C durante 30 minutos (71). Se extrajo la capa acuosa pipeteando y se re —
pitió la extracción de la fase remanente con 300 ml de agua agitando durante
l hora. Beunidas las 2 copas acuosas, el total se centrifugó a 16.3C0x g a
0°C durante 30 minutos. Se snadió 0,1 volumen de acetato de potasio al 2‘}
y 2 volúmenes de etanol precipitando el RNAcrudo después de permanecer a
-5°C durante 16-18 horas. El precipitado se disolvió en unos 40 ml le agua y
si después de deja: an repaso a 0°C por lO minutos aparecia un precipitado
se eliminaba centrifugando lO minutos a 25.000 1 g a 0°C. A partir de esta
operación las restantes se mantuvieron a 0°C. El sobrenadante se agitaba du
rante 20 minutos con l g de carbón Acticarbone SML50 lavado con ácido de
acuerdo a la técnica descripta por Smith (12). El carbón era separado por
centrifugación a alta velocidad y posteriormente lavado con 5 ml de agua. El
RNApresente en las 2 porciones de agua reunidas fue vuelto a precipitar con
0,1 volumen de acetato de potasio ZQÉy 2 volúmenes de etanol. El precipitado
resultante se disolvió en aproximadamente17 m1de agua y cualquier resto in
soluble se removió por centrifugación. La solución limpida se extrajo 2 veces
con 2-metoxietanol para eliminar los polisacáridos que impurifican el Rfld,se
gún Kirby (70): la solución acuosa, l volumen, se mezoló con igual volumen de

KZHPO2,5 H,-0,05 volúmenes de H3P0 33935 y 1 volumen de 2-metozietanol;las,
capas inferiores y cualquier insoÏub e se lavaron una vea con una mezcla de 2

mtozietanol-agua-K nro 2,5 M-H3PO33.31€(1:1:1:o,05 parten). Reunidas las
cepas superiores se eliminó cualquiár insoluble por centrifugación a 10.000 1.3
durante l hora. El BNlpresente se volvió a preoipitar añadiendo acetato de po
tasio y etanol. El precipitado se solubilisó en cantidad minimade agua y luego
se dializó en frío durante 24 horas contra agua destilada que por lo menosfue
cambiada 3 veces. Se'hiofilizó y el producto le guardó en congeladora.

Preparación de las enzimas pg 5.0. Para obtener las enzimas pH5,0 se tuvieron
en consideración el métodode Honier y col. (69) basado en los desarrollados
por el grupo de Zanecnik (73), (74) y (15) y con las modificaciones que se con



sideraron oportunas: los cobrenadantes que resultaron de extraer las cálup
las rotas con el medio de Chao-Schaohmanprimero se centrifugaron a 25.000
z g durante 10 minutos y se descartó el precipitado. La solución ¡impida se
centrífugá durante 3 horas a 105.000z g en una ultracentrifuga preparati
va Spinco. El sobrenadante, de aproximadamente pH 6,5, se llevó a pH 5,0
con ácido acético a1 10%. Cerca de los 5 minutos de haberse iniciado 1a op;
raciSn el precipitado se recogió por centrifugación a 25.00 x g durante 5
minutos, lavandose una ves con acetato de sodio 0,1M, pH 5,0. El precipita
do se suspendiñ en buffer Trio 0,05MFH61,pH 7,6 que contenía M301 0,005M
y se ajustó el pHa 7,6 con KDE1B. Cualquier residuo insoluble se eliminó
por centrifugación a 25.000 z g durante 10 minutos. El sobrenadante se dia
lizó durante 1a noche contra buffer Trio 0,05M-HCI9 pH 7,6 y M301 0,005M.
Si se formaba un precipitado se lo eliminaba por centrigugación.La prepara
ción enzimática resultante se guardaba a -10°C.

La fracción enzimática pH5,0 preincubada se preparó según Hecht,Stephqg
son y Zameonik (76) inoubando a 37°C en ausencia de nucleótidos y aminoáci
dos por 2 veces; 1a primera durante 30 minutos y 1a segunda 20 minutos, pre
oipitando con ácido acético a1 10%, redisolviendo en buffer Tris 0,05M-HGI

jH'Tsí y ugc12 0,005My descartando los insolublee en cada oportunidad.
Pregración de S-RIIA.La solución remanente después de precipitarse las en 
zimas pH 5,0 se lleva a un pH cercano a 6,8 con KDE0,5N y el S-RNAse extra
jo con fenol-agua repitiendo a partir de este paso, los efectuados en 1a pr;
paración directa de S-RNÁ.

gggpgracgón de RNAribosomal. El insoluble que se obtuvo después de centrifig
gar durante 3 horas a 105.00 z g en la preparación de las enzimas pH5,0, se
lavó una vez con el medio de Chao-Schaohman,se centrifugó en las condiciones
anteriores, se volvió a resusponder en el medio de Chao-Schachman,se trató
con fenol-agua y repitieron todo lo realizado en la preparación de S-RNA.

Enriguscimiento de la actividad especigioa del S-RNA.El S-BNÁpreparado por
extracción fenólica fue tratado con álcali a pH 10 durante 1 hora a 37°Cpa
ra remover los aminoácidos esterificados (77).

EI dosaje de las proteinas se hizo por ei método de Gornal y col. (78) y
el de las hidroxilamina para aminoácidos activados según Koningsberger y col.
(79).

googcración de i-leucinapclflu) a m. Las incubacionesse efectuarona
SÍÁCdurante 20 minutos ds acuerdo a las tecnicas de Hecht y col. (76) y(89)
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que también fueron tenidas en consideración para aislar después el S-BNAng
tulado con C y determinar su radiactividad.

Transferencia de aminoácido desde S-RNAa RNAribosomal. Esta transferencia
se logré mediante incubaciones realizadas a 37°C durante 20 minutos en un tg
lumen final de l m1. El métodoaplicado para las incubaciones y la prepara 
ciñn de las muestras para medir la radiactividad fue el de Hoaglandy col.
(81), considerando a1 mismotiempo las modificaciones introducidas por Hüls
mana y Lipmann (82)o

Reactivoet ftalato ácido de potasio, Merck; Actiqdione, The Upjohn Co. Kale
mazoo, Michigan; hidroxilamina, Analar. Hopkin y Williams Ltd.; ácido fosfog.
nolpirúvico, SigmaChemical; kinasa fosfoenolpirúvica, SigmaChemical; Asti
carbone SML50, Caca Argentina; GTP, Sigma Chemical; CTP, Sigma Chemical;ATP,
Sigma Chemical; fosfato dibásico de potasio, Merck; fosfato monopotásico,flay
y Baker Ltd.¡ cloruro de bario, Biedelpde HaSn; ácido l-2p4saminonaftolsulfiá
nico, BhGne-Poulent;bisulfito de sodio, Merck; sulfito de sodio, Analar.qu
kin y Williams Ltd.; ácido perclórico, Baker; cloruro de sodio, Mayy Baker
Ltd.; acetato de potasio, Mayy Baker; cloruro estannoso, Mbrck, ácido tri 
cloracético, Merck; Tris (hidroximetil)aminometano, Sigma Chemical; cloruro
de magnesio, Merck; 2-metozietanol, Shell Argentina.

Compuestosradiactivos;.Las muestras se prepararon en The Badiochemical Cen
tre (Amersham,Inglaterra). Las actividades especificas de los compuestosu

tilizados {ueronz acetato-2-C ¡ l mC/ló mg' D-glucosa-ó-C , 0,5 mC/4,0 mg;
L=valina-C 4(c), 0,1 mC/1,5 mg; glicina-l-C , 0,5 mC/10,8mg; Ï-ácido glutá
mico-C (G (como sal monoamónica), 0,1 mC/4,27 mg; Irleucinapc (u) 0,1 mC/
0,68 mg; , solución en ácido clorhídrico diluido pH2-3 de ortofosfato li
bre de portador, actividad 10,0 ng sulfato de adenina-B-C , 1,0 mC/20,1mg

¿prggiaturas. ATP:adsnoaina-5'-trifoefato¡ ADD:adenosinar5°-difeefato¡ AIP:
adanaainarñ°=monofoefato; CTP;-guanosinaF5"-trifosfato; CTP:¿citidina—5‘-tri
fosfato; RNÁ:ácido ribonucleico; DNA:ácido deoxiribonucleico; PP: pirofos 
fate; DNP:difosfopiridin nucleótido; TCA:ácido tricloracético; Tris: tris
(hidroximetil)aminometano.



EFECTO DE LA CICLOHEKIMIDA SOBRE EL METABOLISMO DE GLUCIDOS EN LEVADURA

Los múltiples pasos que concútenados entre si dan lugar a los procesos
metabólicos de los organismosvivientes, se vieron explicados en diversas
oportunidades mediante el empleo de sustancias que los alteraban. Por otra
parte el conocimiento de las etapas en que se llevan a cabo la transforma
ción de los variados metabolitos. Formite estudiar la acción ejercida por
compuestos que perturban-por aumento o disminución e incluso frenando-los
procesos vitales de las células. Sumandola aplicación de técnicas moder
nas se pudo avanzar rápidamente en el dominio del metabolismo celular;

Los procesos respiratorios de los microorganismos son un ejemplo de lo
mencionado. Asi en la levadura y también en muchos otros organismos se de
mostró que a través del ciclo de Embden-therhof se inicia la combustión
del carbono de los monosacáridos y la obtención de la energia necesaria
para los fenómenosesenciales de la vida. Másadelante se evidenció que la
raspiracifin do la levadura se conpletaba mediante el acoplamiento del ci 
elo del ácido tricarboxilico. Esto habia sido cuegtionado por su descubri
dor en los tejidos animales (83), pero en los últimos años De Mbss y Swim
(84), Stoppani y col. (85,56 y 86) y el resumen de Kornberg (87) confirma
ron la existencia del ciclo del ácido cítrico comoetapa final en la respi
ración de la levadura.

La glucosa es oxidada a través del ciclo de Embden-Hoyerhofhasta ácido
pdrüvico, el que se descarboxila y comoaoetil-COA entra en el ciclo del á
cido tricarboxïlioo hasta completar su oxidaciBn a CO y H 05 Estos estu 
dios se hicieron analizando los compuestos intermedios que se forman, marcag_
do estas sustancias con isótopos radiactivos y observandoel orden en el
cual se realizaba y la posición de los elementos rotulados dentro de la molí
cula y por último demostrando la presencia de las enzimas activantes de cada
uno de los pasos cumplidos.

Ademásde la importancia del ciclo en la oxidación terminal de las célu
las de levadura, se verificó que actuando en el sentido opuesto (88 y 56),
(89) se provoca la formación de los esqueletos carbonados de los compuestos
intermediosdel ciclo del ácido cítrico, participando asi en la sintesis de
hidratos de carbono y proteinas.

Consumode origgno. El consumo de oxigeno que células de levadura ayunada
provocan por oxidación de acetato en un experimento y de glucosa en otro se
ve afectado por concentraciones de ciclohezimida que ejercen una mayor ac 
ción cuando se aumenta la cantidad de antibiótico. En la zona donde la levg_
dura se frena en su crecimiento con ls minimaconcentración del inhibidor



(l-2,5 flg/ml), el consumo de oxigeno disminuye en un 20%aproximadamente
y en alrededor de 1/3 con 10,0;uyfinmEl fenómenoes similar con ambos
sustratos. Los ouociontes respiratorios guardan igual relación.

Estudiando los procesos respiratorios bajo el punto de vista del dog
prendimiento de anhidrido carbónico que se fijó comonaco o Ba ve que eg_
te fenómenose altera por presencia del antibiótico en la mismaspropq;
ciones que ocurre con el consumode oxigeno (ver Figuras III-I y III-2 y
TablaIII-I).

Efecto de la ciclonesigida sobre la incorporación do 014.
1

a) Por oxidación de acetatg:¡-C 4. La incorporación do 614 a las cóln 
las totales disminuye a cerca de la mitad cuandose trata con la conce;
tración minimainhibitoria del antibiótico o más. Pero comola radiac 
tividad presento en la fracción metanol-agua so mantiene casi en el mig
monivel, ligeramente mayor con concentraciones bajas de cicloherimida
y menr en el cas inverso, la fracción inaeluble es la que incorpora mg
nos'c por acción del agente antifüngico. El C correspondiente al an
hídrido carbónico desprondido disminuyó por presencia de ciclohezimida
en relación semejante a la cantidad de Baco obtenido, por lo que se de
terminó que su actividad especifica oaSHno o afectó. Para concentracio
nes de 5 a luelng/ml de inhibidor se alteró en menos de un 10%.

b) Per oxidación de D-glucosa-S-Cl4. La incorporación del 014 a las có
lulas totales disminuye a cerca de la mitad cuando son tratadas con ciclg
hezimida en diversas concentraciones, pero en cambio la fracción que cen
tien las sustancias solubles en metanol-agua incorpora hasta un 50%más

de C en presencia día antibiótico, por lo que 1a fracción inselublo os
la más afectada. El c O producido se reduce gradualmente hasta la mi
tad con cantidades crecientes del inhibidor, pero la actividad especifi
ca so afecta entre l/Á y 1/3 con respecto al testigo.

Diferenciggen la incorporación de 614 de acuerdo a los sustratos.!:Si o
bien en ambascasos la cantidad de sustrato radiactivo es la misma(fipc)
y la concentración de acetato es el doble que la de glucosa (30 y ¡5 a: m_e_
les) por tenerse en cuenta que esa os la relación en los procesos de oxi
dació se observaron diferencias cuantitativas en el proceso metabólico
del C . Mientras que los metabolitos solubles en metanol incorporan en

los testigos prácticamente la mismaïzdiaotividod, el insclublo marcadocen acetato-e-C fija la mitad de c en relación con el que incorpora
glucosa-G-c . En cambio el 014 fijado comoBaco es el doble cuando se c
pera con acetato. 3



TablaIII-1.Accióndecioloheximidasobrelaincororacióndeacetato-2ecl4yD-glucoea-ó-Cl4 porScerevisiaeÍa95mgdelevaduraayunadasuspendidaen5C)AflfldebufferftalatopH4,5530 hudeacotato=2mc(5,nC)o15¡uMdeD-glucoaafó-Cl4(5pc);concentracionesfinalssde03913 hezimidade0;0,5;1,0;2,5;5,0y10,0¡ugfimlgincubadasenvasosdeWarburgcon0,15m1/ NaQHSNenlacopacentralyvolumenfinal3m1;aireenlafaeggaseosa;30°C;90min.deincubación.Elq;4incorporadoseexpresaen(cts/hin/hgcél.;zlo;014totalenBacoen(cta/ min)z103ysuactividadespecificaen(cts/hin/hg33003)21°.3

114 incorporadoBacoC4 enBaco

AcetatoCiclohezimida¡.ConáumodeQC

2TotalMotanol-(mas)TotalEspecÍÉico

mo(1)°

ng/1) 2P’ Soluble

'3°061°679529,805,356,0 -300,551559,020,79'7o69595 -301,060856:523'307’07497 -30295385491117'285,625,0 -30.5to478a58’s159004,384,6 -30lolo437529514,0539883v9

Glucosa

(mi)(FM)

186,132,1 171953192 1489031,5 1499831:2 129942994 112,429,6

15-054576985199562245148396162115-0:55046696329157’055917395159015'190484619433’801000749966.7149215'.22,544°60.629.9o89554.55699139215-59°401561529985907°3,745's13.0 15’10.037444:529'3010'643.738.4119°
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La no marcación de las proteinas insolubles después que se oxidó aca
tato-C , Stoppani, Ramosy de Favelulee (86) y Kornberg y Krebs (87) pag;

mite señalar que la glucosa-ó-C se inCÏzpora en los polisacáridoe en la
relación 2:1 con respecto al acetato-a-C y ‘ue este último sustrato magL
tiene la proporción mencionadaen la oxidación terminal.

Efecto de la cicloheximida sobre 1a distribución de 014 gg los metabolitos
solubles en metanolgggga.

a) ïcr oxidación de acetato-2-Cl4. Esta fracción que casi no modificó 1a

incorporación de C Ïcr acción del antibiótico, sufre su mayorefecto enla distribución del C . Este fenómenoya se nota con la concentración
másbaja del inhibidor utilizada en las experiencias. El ácido glutámico
pasó de 35%a 50 en presencia de 0,1/ug de cicloheximida/ml y a alrededor
de 55%con las concentraciones mayores; en cambio la trehalosa fue de 30%
a lO y después a 5. Bajót el porcentaje de ácido espártico: de 9 a 3,5%.
Los aminoácidos glicina y serina que sumadosrepresentaban 0,3% de la ra 
diactividad, a causa del antibiótico sufrió un fórte incremento: alrededor
de un 4%que se repartió en partes iguales entre las 2 sustancias. La to
talidad de los ácidos orgánicos intermediarios del ciclo de Krebs aumentar
ron de 3 a 7%. La glutamina pasó de 6%a alrededor de 7%por acción de 0,1
y 1,0/ug/ml de cicloheximida para bajar a menos de 3%con 2,5, 5,0 y 10,0

¡ug/m1 del inhibidor. Para Ccursen y Sisler (45) ss suprimia completamente
la rotulación de la glutamina por concentraciones similares del antibióti
co sobre una cepa de g¿pgstgrianug, El resto de los metabolitos mantienen
su marcación pcr_C dentro de los mismosniveles que los testigos (ver ña
bla III-2 y Figura III-3).

Es interesante observar las relaciones que so establecen entre la ra 
diactividad del ácido glutámico, aminoácido que incorpora la mayor propog
ción do C , y la radiactividad que manifiestan otros metabolitos metanol
agua solubles comoel ácido aspártico, glutamina, trehalosa y glicina-seri.
na (Tabla III-4).

b) Por oxidación ie D-glucosa-ó-Cl4. El ácido glutámicc que incorporaba
SQPds ¡a radiactividad total present. en 1a fracción ¡etanol soluble del
testigo pasó a 50%ya desde la concentración más baja ds ciclohezimide.na
trebalosa que contaba casi con el 50%de 1a marcación bajó a alrededor del
20%.El ácido aspártico fue ds 4 a 2%. Glicina y sorina que en ausencia de
inhibidor sumadosincorporaron 0,6%, por acción del antibiótico llegaron a
cerca del 3%. Los ácidos intermediarios del ciclo de Krsbe se rotularcn
FPrOIimadamenteen el testigo en un 35, con concentraciones de oiclohezi 
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mida hasta 2,5¡ug/ml auplicaron su contenido en C14y con 5,0 y lO,Q/ug/
ml del inhibidor retrocedieron a los valores del testigo. Nuevamentela
glutamina con 3%de incorporación en la incubación sin el agente antifúnp
gico, aumentóligeramente con concentraciones bajas de cicloheximida, 0,1
y 1,0¡ug/ml, para luego disminuir a 1,3% con laa cantidades mayores. Aqui
la alanina incorpora aproximadamenteel doble de radiactividad cuando las
celulas son tratadas con el antibiótico, siendo 1,4%el valor del testigo;
esta alteración nÏ se manifestó cuando las incubaciones se hicieron oxi 
dando acetato-Z-C . Fenómenosemejante al caso de la alanina se pudo ob
servar con tiroeina 3 valina. Ver Tabla III-3 y Figura III-4. Las relacio
nes entre la incorporación de ácido glutámico y ácido aspártico, glutamina,
trehalosa y glicina-serina y el efecto de diversas concentraciones de ci 
clohczinida se pueden observar en la Talla III-5.
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CÁPITULO IV

EFEC'I' D LA GICLOHEKDÍIDA SOBRE ’L HETAPCLI'D’O DE FOSPA'IO UBA

En un trabajo aparecido hace ya añosslflsvesg y ool.(90) obserVarcn
que la levadura no diferencia entre elÏ? y P3 , que su incorporación en
la célula proliferativa requiere el consumode un azúcar y que es bloquo_a_
da por bajas temperaturas.

Schmidty col.(91) (92) señalaron que para la absorción de fosfato es
necesaria la presencia de cationes, especialmente potasio.

Ramony Spiegelman (93) encontraron que el consumode fostatc está uni
do a reacciones generales de glucólisis y que la inhibición de su incorpo
ración por ciertos agentes debe estar conectada con su propiedad de desaqg
plar las etapas cridativas de las etapas fosforilativas asociadas.

Goodmany Rothstein (94) determinaron que la ausencia de un sustrato
ezógenc provocaba un intercambio de fosfato celular y extracelular muyleg;
to. Sin embargo,el fosfato extracelular puededistribuirse en el espacio
de la pared celular y durante el metabolismode azúcares ser transportado
activamente al interior de la cólula de levadura por un mecanismoque inclg
ye reacciones de glucólisis. El movimientorealizado en este sentido llega
a cumplirse contra un gradiente de concentración de 100 a l. El pHóptimo
para el consumode fosfato de 6,5 es corrido hacia el lado ¿crio por los cg
tienes potasio.

E3 de interés el efecto de las sales de amoniosobre la incorporación
de e

El suministro de iones amonio comosulfato en una cantidad correspcn 
diente al 50%del contenido del nitrógeno proteico de la levadura cantidad
suficiente para permitir la asimilación pero no la división celular permi
tió a Juni y cel. (95) (96) observar que el aumentode las actividades es
pecificas del P. incorporado en las diversas fracciones era aproximadamen
te de 4 veces.

Holzer (97) (98) sintetiza sus observaciones referentes a los efectos
producidos por los iones amonio sobre células de levadura que se encuentran
cridando glucosa, estableciendo que se modifican las concentraciones de di
versos metabolitos, condicionandola activación del ciclo de las pentcsas
fosfato (99) (100). Disminuyen:áK-cetcglutarato y glucosa-ó-fosfato y se
incrementan: fosfato, fructosa-1,6-difcsfato, acido glucónico-ó-fcsfato y
trifosfopiridin nucleótido (TPN) oxidado, siendo la presencia de óste últi



mofactor limitante del ciclo de las pentosas fosfato.

Efectode¿amm sobrela incorporaciónde 32
a) Por células pgoliferativas. Se realizan estudios cinéticos para obser
var la acción del antibiótico, para lo cual se tomanalicuotas de los ou;
tivos garante 2 horas, se fraccionan a cada una de ellas, Josando el conta
nido en fósforo y la radiactividad de las mismas. En lineas Generales se
puede decir que el fósforo dosado químicamente no se altera o aumenta muy
ligeramente en presencia ie cicloheximida, en cambio la radiactividad de
las muestras se ven incrementadas por acción del inhibidor en la zona que
correSponde a su minimaconcentración inhibitoria.

Si denominamosactividai especifica de una muestra a la relación estar
blacida entre su radiactividad expresada en cts/min/mg cél. y la cantidad
de fósforo Gus/mgcél.) de la misma, se observa que: en los 12 primeros mi
nutos la actividai específica ie la fracción P se incrementa en más de 4
veces por efecto del antibiótico; en los tiempos posteriores va aumentando
en una mavorproporción la radiactividad de las muestras testigo hasta aL
canzar al final de las 2 horas de cultivo una actividad ¿“pacífica que es
la mitad ae la obtenida por presencia de cicloheximiaa. ¿facto análogo se
determina en la fracción PA.S . En 1a fracción P hay algunas modificacio
nes: la radiactiVidad ae las muestras testigo se cuadruplican en las 2 ho
ras y la de las muestras tratadas :cn antibiótico, si bien es 5 veces mayor
que sin inhibidor en el primer tiempc, sólo aumenta un 10%en las 2 horas;
por lo tanto la relación {e las actividades especificas del segundoy prnmï
rc que era de 4,9 en los primeros minutos, disminuyó a1 1,5 al cabo de in 

cubar 2 horas. La incorporación de P32 en la fracción P 'A recién se emi
dencia después de los 30 min., es muybaja y se ve inchmeñïada por acción
del antibiótico. La radiactividad que asimila la fracción P mantiene la
reporoión de l a 3 durante toda 1a cinética entre las oélu us no y s tra

tadas col cicloheximida. Las fracciones ácido insolublesP , P y P incorpg
ran poco ” y que es mayor por efecto del inhibidor. Los valores estan r2
gistrados en ;a Tabla Iany Figura 37:1,

b) Por célula en reposo - nas incubaciones se realizan en vasos de Warburg
utilizando o no glucosa comosustrato. Aqui los efectos del antibiótico en
relación a 1a incorporación de P32 no son tan marcados y en algunos caso.
opuestos, cuando se comparancon las células proliferativas. El dosaJe d.
fósforo proporciona resultados semejantes a los obtenidos en la cinética.

Si la glucosa se elimina comosustrato, la oioloheximida actúa aumentan
do la actividad eapeoífica en una proporción mushomenor, pero cuando la.glg
cesa participa en las incubaoiones, los resultados se modifican en parte. La



incorporacién de rsdiactjvidad en la fracción P es ligeramente mor en
las células tratadas, ocurriendo lo mismoen 1a fracción P ' . El efe;
teen contrario en las fracciones PLSJ PI y Po- Ver Tabll i752.
Efecto de cicloheximida sobre la distribución de232

Sin glucosa comosustrato - Despufisde incubamsin glucosa las células de
levadura que previamntc fueron ayunadas en se observa una disminu 
cián en el cmtenido de fósforo dosado químicamente¿a las fraccicnes
P S 9 P y Pm o Scmjan‘se variación sufre el de las mismas frac
0951133,Ipor ‘ïo au. las actividades específicas de fosfato en las diva;
sas fracciones no modifican sus valores cuando se incuban las células en
rcpose sin glucosa y en presencia de cgclohezimida.

gm;glucosa comoaustrath Cmdo las incubacicnes se realizan colocando
glucosa en el medio se observa que el fásforo disminuye en la fracción P

y aumenta en le 1133216::P ¡A030por acción del antibiótico. Igual efec to experimenta el de elias fracciones, por lo tanto también en esto
caso laa actividades específicas de fosfato no varían por acción del ¿seg
te sntiffingico. Ver Tabla. IV=3.
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¡JA
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"rdeP32
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32
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¡ug/nl;15¡nHdeglucosa;30,AHde

(0,2nc);incubaciónsnVasosdcWhrburgcon0315nl¿o¡son5Bonlacopacentralyvolumenfinal3

ml;aireenláfasegsssosa¡30°C;120nin.deincubación.Losvaloresnoagruparonen:¿}¡ngde¡Vhscél.yg}(ota/hin/hgcél.)1103,
Sustrato Ninguno Glucosa Ninguno Glucosa Ninguno Glucosa

Ciclo heximida
(Pg/bl)

0 O 0,1 0,1 1.o 1.o

Q02
3.0
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2,1
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Pa l2
17.41.9 19,355,2 19,61,8 17,251,3 18,12,4 19.067,5

PA.S.PI! l2la
13,31,2 16,047,8

7,3 6,3

0,8
22,5

15,71,2893 13,542,76,4

0,7
21,3

í4,61,76,41,0 15,045.95,118,6

2,40,2 3.959° 1,80,1 2,89,1 2.a0,2 4,113.0

1,5 1.4 1.a 1,7 1.4 1,5

0.1 1,0 0,1 1,2 0,1 1,5

HI
1,1 0,9 1.o 1,5 1,7 1,5

NÍ
0.1 0,9 0.1 1.o 0,1 1,2

HI
0,7 0,6 0,5 0,3 0.5 0,5

NI
0.2 1,1 0,2 0,8 0,1 0,8"



TablaIV-3.-Efectodeci!"‘ 17,6mgdelevadura.previamenteayunade.enP

u''A

sobre1adíntrihnniñn¿elp

32

32

enS.cerevisiaeduranteelconsumodesus

L

suspendidaen1001.11!debufferftalatopH4,5;concentracionesfinalesdeciclone

timidade0;0,1;0,5;1,0y10,0¡ug/ml;15,4111deglucosa;incubuoiónenvasosdeWarbugoon'0,15ml¿eNaOH'5Nenlacopacentral yvolumenfinai3m1;aireenlafasegaseosa,30°C;120min.deincubación.Losvaloreseeagruparonen: (ota/min/mgoél.)x-103.

Sustreto

'Ninguno
Glucoee Ninguno Gluooee

'Ninguno
Glucosa Ninguno Glucosa Ninguno Glucosa

Ciclo heximida
(¡ue/ml)

0 0 0,1
.o.1'

0.5 0.5. ,1v° 1.o
10,0 10,0

Q02 1,6
45,4 39,8.

1.0'
46,3

1,5
35.4

1,7
35.0

1 9,8
12,1 10.4 11,3 10,8 11,7 11,0 111,9 10,1 11,9

NI
39,9 37.8 39,0 39.7 39,3 39,5 40.3 40,5 35,2 38,2

3.8 7,3 .8'9

33.9 30.4 33.2
_30.5
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9.4f

4
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Hl
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0,7 0,7 0,6 0,7 0.a 0.a 0,8 0.9 0,6 0,9

ml
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blogdeP/mgcél.y¿I
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Efecto de la ciclohezimida sobre la asimilación g valina

La valina, aminoácidode la familia del ácido pirüvico, experimenta es
casa motabolizaoión por las cólulas de Iowadura. De acuerdo a trabajos ree
liaadce con tejidos de animales (101) y con oólulas de Ei coli (102) este
aminoácido se incorpora en le proteina comotal y parcialmente comoleucina
que se formaría por denominaciónde la valina, deeoarborilaoión del ácido
cu- cetoigovalérioo y posterior reacción con un grupo acetato daria lugar a1
¡cidook-cetoisccaproico, cetoáoido correspondiente a la leuoina.

meto de 1a oiolchezimidaseg: la inogporaoión de su por levaduro.- Bea
lisado un estudio cinética sobre la incorporación de c en presencia de ci
oloherimida, se observa que en ausencia del antibiótico el aminoácido es as_i_
milado por 1a cólula entera proporoimlmente al tiempo transcurrido. Ei: ong
big ya 0,1 img/m1del inhibidor solamente permite la incorporación de valinanC_ en alrededor de un 50%; 0,5/1); de cioloheximida determina una inhibición
de aproximadamente 70‘ y n58 de 1.0); pero dentro de la monade minima con
centración inhibitoria, suprimela incorporación de valina casi en su total;
dad. (Tabla v-1).

Fraccionada la oólula de levadura, se observa que la porción de metaboli
tos solubles en metanol-agua incorpora poca radiactividad en relación con 1a
oólula entera, llegando al mirimo en la primera hora de incubación. Cuando
se emplea 0,1;¡3 de oioloheximida por ml de caldo de cultivo se inhibe 1a ig
corporación de C por esta fracción en aproximadamente ¡a _30%.El resto de
¡“consentracionee de antibiótico utiliaadaa producenun estimulo, espacial
mente la presencia de 1030413del inhibidor. (Figura V-l (a)).

La fracción extraída caricia» tricloraoótioo y en caliente, foi-mafiaprig
oipalmente por ¿oidos nucleicos, no incorpora radiactividad. 

El resto insoluble, o tituido en su mayorparte por proteinas, experimg
ta una incorporación de C semejante a la oólula entera pero con un efecto
todavia más marcado: se inhibe en más del 80%con 1,0113 de antibiótico y de
casi un 100%con 10,0¡ug/m1. (Figura V-l (b)).

Efecto de E ciolg‘icgzimidasobre 1a distribución a.“ el“4
,i -,_.,.,...-.-w.o.‘flyrfi’máfi'

iiwm .L.ni'aláiaaáóiááwannanosufreninguna
modificación en estafi'aoción, correspondiendo totalmente 1a medida de la rar
diactividad a este compuesto.
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94.2.

g;¿¿g;¿:¿¿¿¿;ñn roteïna residual - La valina contribuye con más de las
354 parkes de la radiactividad, correspondiendo el resto proba lamento a
leuaina, ya que aparecen solamente 2 sustancias marcadas con C , no sieg_
do posible la identificación de la segunda. La proporción de la distribu
ción se mantiene mientras no se utiliza más de 1,0¡ug de antibiótico; con
concentraciones mayores del inhibidor la marcación es muypequeña y única
mente está constituida por valina. '

Efecto de la cicloheximida sobre la asimilación de glicina

La glicina participa de la reserva de aminoácidos libres con que cusg_
tan las células de levadura (103), constituyendo con la serina y cisteina
la familia de la serina. Si bien se consideraba a este aminoácido comoun
oampqaato que experimentaba escasa transformación durante los procesos mg
taníiicos, se observó que a través de la interconversión glicina-serina
consribuye en la formación de numerosas sustancias: añadiendo una unidad
de C_ a la glicina se da lugar a serina. Contando con el ácido férmico c2
mo unidad de C , se probó su presencia en la serina de tejidos de anima 
les (104), bacterias, plantas superiores (105) y levadura (106). Para que
esta modificación se produzca en microorganismos (107)(108) hace falta la
presaaoia del ácido pteroil-glutámico comotransportador activo de la un;
dad de C y o más bien su tetrahidro derivado y para que la reversibilidsd
enzimátic del pr ceso se mantengase necesita ¿e piridoxal fosfato (109).

La glicina contribuye con sus 2 átomos de carbono y el Je nitrógeno en
la bios‘fi:;.':-asisdel núcleo de las purinas de lo. levadura, de manera somejag
te a lc operado en otros organismos vivientes. Trabajando con levadura A 
brams y col. (110) señalaron que el nitrógeno ce la glicina ocupaba la bo
sición 7 del núcleo purinico; Emondsy col. (lll) observaron que la purina
incorpora el carbono del metilo en la posición 5 3 Heinrich y col. (112)
demostraron que el carbono radiactivo de la glicina-L-C' roïufia el carbono
que ocupa la posición 4 de 1a purira.

Efesto de la ciclohezimida sobre la incor oración de licina-lv-C14 or le 
3:5¿221—La incorporación de C proveniente le glicina-lpo por'la célula
entera de levadura se encuentra inhibi a por acción de la cicloneximiia, e
fecto que se acentúa con el tiempo y concentraciones crecientes del antibiá_
tico. En presencia de 0,5¡ug de cicloheximida por ml de caldo, la inhibición
es de 12%en los 10 min. iniciales, de 32 a los 60 min. y de 55 a los 140
min. Ga; 1,01pg es de 50%a los 60 min. y 65 a los 120 min. Utilizando 2,5

¡ug al efecto es de 76%a los 120 min. y con 10,0¡ug es de 82%,
El fraccionamiento celular permite observar que los testigos de la frag

ción de compuestos solubles en metanolragua incorporan casi la mismaradiqg
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Tabla V-l- Efecto de la oioloheximide.sobre la incorporación de Irvalina
014 {0) ¡or S.cereV1eiae.Se cultiVaron células proliferativae de levadura
en 50 ml de caldo a 30°C, aire en la fase gaseosa, hasta alcanzar una deg
sidad óptioa correspondiente e. 1,0 mgde peso seco de células de levadura
por ml de ooldog coneiderando tiempo-0 se añadió 3007Kdevaalina-C 4 (G)
(gnc) y concentraciones finales de ciclohezimida de o; 0,1; 0,5; 1,0 y
10,0 ¡qyfin. A los tiempos 1o, 22,45, 60 y 120 min. s. tomaron muestras
de 7 ml de cada uno de los erlenmeyera, doaándoee el contenido en levadu
ra. Las células ee lavaron y mocionaron. ,

Tiempo diolohozdmido _ 614 (ete/min/mg 061) en: .
(m1n.) gpg/hl) Total Metanoleolublo Insoluble

10 0 181,0 10,4 -. 170,6
10 0,1 94,8 6,2 88,6
10 0,5 10390 '4 1494 8896
1o 1,0 79,2 ’ 11,6 ‘-"6f,8’
10 10,0 31,4 28,9 2,5

22 0 175,0 14,3 160,7
22 0,1 122,: 9,1 112,9
22 0,5 112,0 10,3 101,7
22 1,0 74,2 21,4 52,8
22 10,0 44,2 35,6 8,6

45 0 29220 20.5 271,4
45 091 15090 12,6 13794
45 095 115,0 22:2 92:3
45 1,0 8395 21,0 57:5
45 100° 3494 26,6 7:8

60 0 360,0 23.4 33606
6° 001 14972 15.9 13393
60 0,5 116,5 22,3 94,2
6° 19° 749° 2408 4992
60 10,0 31,3 18,5 12,8

12° 0 51990 19:4 49995
120 0,1 226,0 14,4 211,6
120 0,5 101,5 17,5 84,0
120 1,0 80,0 14,7 65,3
120 10,0 33,9 22,3 11,6
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uescriptas en Tabla. V-2. ¿a 0,5; É: 1,0; C: 2,5 y Q 10,0}1g de ciclone
ximida por ml.



Lüd---_..__.¿:-s:..

-44

tividad en los primeros 30 min. y luego aumenta en relación al tiempo
transcurrido. La marcación de esta fracción es modificada por el antibig
tico de 1a siguiente manera: en los lO primeros minutos casi no hay altg_
ración; a los 20 y 30 minutoí las diversas-concentraciones de ciclohexi»
mida exaltan la entrada de C 4; a los 60 minutos salvo la menor concen 
tración del inhibidor que incrementa ligeramente la presencia de 614,1as
restantes cantidades del antibiótico utilizado la disminuyey al final
de la cinética mientras los testigos ccntináan incorporando carbono mar
cado, los metabolitos solubles en metancl-Lgua tratados no incorporan
más radiactividad en relación a la realizada hasta los 60 minutos.

Observandola incorporación de 014 proveniente de glicina-l-C14 en
la fracción ácidos nucleicos se puede señalar que la mismase detiene pg
sedes los 60 minutos iniciales de la experiencia, que la inhibición es
mayor con concentraciones más elevadas de antibiótico y que los porcentg
des de inhibición eran de 30, 50, 60 y 75 con cantidades respectivas de
0,5; 1,0; 2,5 y 10 ,ug de antibiótico por ml de caldo.

El mayorefecto de la cicloheximida es sobre el resto insoluble que
está constituido principalmente por proteinas. Los pcrcientcs de inhibi
ción son de 66, 75, 87, y 92 con las concentraciones crecientes de anti
biótico. (I‘abla 7-2). (Figura 11-2)

1
Efecto dg la cicloherinida sobre la distribución de C 4

En la fracción metancl-ggga soluble.- Los compuestosde esta fracción que
incorporan radiactividad son los aminoácidosglicina, serina, cisteina,á—
oi os glutámicc y aspartice y trecnina y el nucdeótide adenosina menorca
fatc. Deacuerdo a la distribución relativa de la radiactividad se evi 
lancia que la glicina es el componenteque experimenta una mayor marca¿-‘
ción: alrededor de la mitad en los primeros 20 minutos y que no varia sm!
tancialmente por acción de las diversas concentraciones de ciolcheximida;
a los 30 minutos la glicina del testigo incorpora 38%de la radiactividad
total, alrededor del 44%con 0,5 y 1,0 ¡mg/m1del inhibidor y del 32%con
2,5 y 10,0; a los 60 y 120 minutos los testigos incorporan 38fl, mientras
que los tratados con antibiótico aproximadamenteun 30%. La serina de los
testigos se marcanpobrementeen los 30 minutos iniciales, cerca del 53,
para aumentar luego a 12%;por efecto de las concentraciones de ciclthQE.
mida utilizadas y en el transcurso de los 120 minutos de la experiencia,
el porcentaje correspondiente a serina se ve incrementado alcanzando has
ta un 25%al final. La cisteina no se ve .lterada mayormenteen su marca
ción, siendo este‘efeoto semejante para los aminoácidos ácidos glutámico
y aspártico y para el restante ¿ue se supone es treonina, pero que no pudo
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Tabla V-2 - ¿facto de la cicloheximida. sobre la inc oración de licina
l-C lpor5.oerevieiae. Se cultivaron células nroliferativae de levadura
en 50 m1 de caldo a. 30°C, aire en 1a. faee gaseosa, hasta alcanzar una den
sidad óptica correspondiente a 2,2 mgde peso seco de células de levadura
por m1de caldo; considerando tiempo-0 ee ax'hdió 200 X de glicina-l-cl4

[206410)y concentraciones finales de cicloheximida. de O; 0,5; 1,0; 2,5; y10, ml'.' l los tiempos 10,20,30,60 y 120 min. se tomaron muestras de
8 m1 de cada uno de los erlenmeyere, doaándoee el contenido en levadura.
Las células se laveron y fraccionarOn. I ¡

Tiempo I Cicloheximida 614 (ets/mms Cél) en z

(aim) Wml) g Total ¡etanolrcolublo knnoleicoa Inecluble

‘ 10 0, 272,0 163,0 22,4 86,6
10 0,5 240,0 127,0 18,0 95,0
10 1,0 244,0 131,0 19,0 94,0
1° 295 205.0 141.0 1792 40:8
10 10,0 182,0 164,0 13,0 5,0

20 l 0 513,0 7173.0 51,2 288,8
2° 095 32500 21000 3502 7908
20 1,0 323,0 221,0 30,8 71,2
20 2,5 302,0 212,0 25.5 64,5
20 10,0 252,0 202,0 20,5 29,5

30 0 617,0 185,0 63,4 36 ,6
y 095 460,0 ' 237,0 4794 1' 76
3o 1,0 409,0 256,0 41,0 112,0
o 215 32190 23990 25,3 5607

30 10,0 290,0 203,0 19,6 =7,4

60 o 973,0 354.0 92.3 526.7
'30 095 66300 374,0 6304 225 96
"4 1to 49010 31800 4492 12738
6° 215 44690 27010 33,0 14390
60 10,0 300.0 237.0 25,4 37.6

120 o 1.766,0 600,0 95,7 1.070,3_
12° 0.5 790,0 358,0 67.0 365.0
120 1,0 625.0 306.0 55.5 263.5
120 2.5 430.0 248.0 37,2 144.8
120 10,0 318.0 202.0 25,5 90:5
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Tabla V-3 - Efecto de la ciclohoximida sobre LL__dfistr1buoi6nde C14 en los
metabolitos motanol-ggga solubles por incorporación Je glicina-l-CIz en Sa
oerevisiaa. Después de incubar según Tabla V-2, las células fueron lavadas
y extraídas oon metanol, oromatografíándoao el sobrenadante. Se numeraron
las columnas do acuerdo a la concentración de ciclohaximida, oqvng/ml. Los
valores ee agruparon en É} radiactividad relativa, A.E.: radiactividad en
eta/miqfing 061.

Tiempo: 10 min.

Sustancia .9 Q¿i_ ¿,9 2,1 12,2

AminoácidovÉ Ei á LE- E El": É i Mi
Glicina 45.7 50 55.7 71 51.8 68 57,0 84 45.7 75
Serina 6.6 7 4.8 6 4.5 6 8,9 13 18.7 31
Cistoína 11,0 12 11,9 15 12,3 16 8,5 12 14,8 24
Aciüo g1utám1co 4,7 5 7,8 10 5,9 8 o o o o
Nuoloótidoos
AMP 32,0 35 19.8 25 25.5 33 25.6 38 20.8 34

Tabla V-3 s Tiempo: 20 min.

Sustancia El Q¿í_ ;¿Q_ .glí lg¿g

Aminoácidos:á Mo. á ¿El a .123; á a
Glicina 50,3 87 47,6 100 4496 99 48,3 102 47,8 96
Serina 2,6 4 11,6 24 11,4 25 20,7 44 16,9 34
Cisteína 12,0 21 13,0 27 16,0 35 5,6 18 9,8 20
Acido glutámico 3,1 5 4,3 9 5,0 ll 5,8 12 3,9 8
Nucleótidoe:
Amr 32.0 54 23.5 4.9 23.0 so 16.6 35 21.6 43

Tabla 7-3 z Tiempos 30 min.

Sustancia g 912 ¿,2 ¿,1 10,0
Aminoáoim: a 1.3, fi 1.a. a ¿a a 513; fi AJ.
Glioina 38,0 71 44,2 105 43,6 112 31,6 75 32,6 66
Serina 4.1 7 13p4 32 19,2 49 2390 55 2234 46
Ciateïna 8, o 15 11,8 28 8,9 ¿3 8,5 20 10,1 20
Acido glutámioo 2,7 5 3,1 7 6,2 16 4,1 10 6,4 13
Acido aapártioo 1,5 3 4,6 ll 0,5 l 0 0 0 0
Treonina? 3,8 7 3,6 8 4,7 12 10,0 24 7,9 16
Nucleótldoa: n .
AEP 35,5 55 19.3 45 16:9 43 22:8 54 20,5 41
Noidentificados 6,3 12
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Tabla V-3 3 Tiempo: 60 min.

Sustancia g 9,2 ¿,2 ¿,5 10,0
Aminoácidos: É A636 á AsEa a -A¡E¿ É ÁsEa É A535
Glicina 38.5 136 33.8 127 32,1 102 33,5 9o 28,6 68
Serina 11,8 42 20,6 77 16,6 53 18,4 50 20,4 48
Cisteina 10.9 39 10.7 40 11.7 31 13.2 36 9.7 23
Acido glutámico 2,2 8 2,3 9 2,4 8 3,7 1o ¡2,7 7
AOidOaspártico 2,0 7 1.9 7 2,2 7 2.3 6 1.6 4
Treonina? 7,4 26 8,9 23 10,7 34 10,5 28 12,5 30
Nucleótidos: .
AMP 27,2 94 21,8 82 24.3 77 18,4 50 24.5 57

Tabla V-3 z Tiempo a 120 min.

Sustascia Q m 1.42 gi 10¡0
Aminoácidos: á 2.a. "i AsE. g AaE; g Ass. a Ass,
Glicina . 39:6 238 32,3 116 2903 90 2897 70 290° 58
Serina 12,7 76 22,5 80 22,5 69 20,7 51 27,7 56
Cisteina 16,0 96 18,4 66 16,4 50 27,8 69 21,2 43
Acido glutámico 2,3 13 3,0 11 3,3 10 3,2 8 4,7 10
Acido aspártico 1,1 6 1,9 7 0,2 1 0,3 1 0,2 1
THC-mina? 705 45 ._ 497 17 598 18 403 11 1.9 4
Nucleótidost
Amr 20,8 124 17,2 62 22,5 69 15,0 37 15.3 31

ser identificado con certeza. El AIPincorpora raiiaotividad en los testi_
gos que oscila entre una tercera y cuarta parte, disminuyendopor aooión'
del antibiótico y a trawís del tiempo. (Tabla V-3). En la Figura V-3 se
observa 1a modificacién de la distribución relativa en glioina y serina.

gg 1a fracción ácidos nucleioos}; En esta fracción 1a radiactividad se
distribuye en las bases guanina y adenina y en sus nucleógidos y nucleóti
dos correspondientes, pero ya que muchasveces debido a1 grado de hidróii
sis de los ácidos nucleicos solamente aparecen marcadas las bases y es dgL
signal 1a radiactividad que experimentan los otros productos de esta opi
ración, los resultados se expresan comodistribución de C en guanina y
adenina. Observañdo1a distribución relativa en ambasbases durante la
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marcha de la cinética se puede afirmar que oscilan entre un 40 y 60%;que
hasta los 30 minutos es mayor de 50%en la guanina, de 50%a los 60 mi
nutos y menos de la mitad a los 120 minutos y que la adenina sufre un e

fecto complementaria. La acción de la cioloheximida sobre la distribuciónen las bases del C proveniente de la glicina-l-C casi no se evidencia.
(Tabla v-4). 

En la fracción proteina residualo- El hecho de que la ciclcheximida inhi
be la incorporación de la radiactividad en esta fracción en más del 90%,
impidió la posibilidad ie estudiar el efecto sobre la distribución del ca;
bono marcado.

fifiggjg gg la ciclggggigida sobre la incorporación de glicinapl-Cl4 pg; cé:
lulas de levadura en reposo. El efecto de la cicloheximida sobre las célu
las enteras en reposo es menoren relación con las células proliferativas.
La célula entera incorpora.la mismacantidad de C en los lO primeros mi
nutos a pesar de la presencia de las diversas concentraciones del antibió
tico. Durante los 60-minutosde la experiencia las células tratadas con
0,5 y 1.01.3 de inhibidor no modifican la incorporación de radiactividad;
2,5 y 10.04.; producen una inhibición de 20 y 40%respectivamente.

Los metabolitos solubles en metancl-agua de laï4cólulas utilizadas ccmo testigos alcanzan el máximode rotulación con C a los 30 minutos de ü
iniciada la incubaciónr cuando la levadura es tratada con 0,5 y 1.0¡pg de
cicloheximida, incorpora un 50%de mayor radiactividad a los 60 minutos;
este efecto no es tan marcadoal emplearse 2,5¡ug y casi no se evidencia
con 10,0/ug.

En los lO minutos iniciales, los nucleótidos libres de las células que
fueron incubadas con las diverses concentraciones del antibiótico incorpo
raron mayorradiactividad que las células testigo; durante el tiempo res o
tante este efecto se mantiene para la levadura tratada con 0,5; 1,0 y 2,5
pg de ciclchezimida, pero cuando se utilizan 10,0 pg, la rotulación con C
es igual o ligeramente inferior a la experimentadapor los testigos. La ci
cloheximida provoca el mismoefecto sobre la fracción de los ácidos nuclei
cos.

La fracción proteica es la que continúa experimentandola principal ac
ción inhibitoria del antibióticog a los 60 minutos de incubar con ciclohez¿_
mida el porciento de este efecto es de 69, 88, 96, y 98 cuando se aplican
0,5; .1,'o; 2,5,y 10,0 pg. (Tabla v-5). Las modificncimes relativas se obse};
van en la Figura 734.



- 48 bis 

g: l l I
a+ ¿u

c6p
"3
Erl-¡LO
r-l
0)
F4

¿+20
H
O

8xlr‘ ___...._.._
o
'H

"g
:3- 20
5' 1

3° 15 30 TS 60
(a) Tiempo (mim)

+
4‘...

O U

:1'N
.O

(Modificaciónrela‘civa,¡a)

30

(e) Tiempo (mim)
45

014

lativa,fi)

I
onre

dbdificaciT b

l
c4(

¿cdificaciónreletiva.,9%)

14c(Y

—aq

L 45

+ 30

+15

O

-15

l l 1 H
15 30 ‘45 60

(b) Tiempo (min.)

1A
‘15 45
(d) Tiempo (mine)

3Q '60!

Fig. V-4.- Efecto de la. cicloheximidï sobre ola modificaoión relative. 775
l' , > V _ ,

de C 4 por incorporacion de glicina-l-¡CM en las qelulas en reposo de S.
cerevisiae en las fracciones: (a) metabolitos solubles en metanol-a.ua,

(b) nucleótidos libres, (o) ácidos nucleicqgl (d) "groteínas. Condicio

nes experimentales descriptás.¿en Tabla V-5. á: 0,5; g: 1,0; C: 2,5 y _]_)_:
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Tabla V-4.- Efecto de la ciclohexlmxaa Sobra Lg diotggggggág de C14 gn
la fracción ácidos nucloicos. Después de incuuag según Tabla V-2, la
fracción ácidoa.nucleicos se hidrolizó y oromatografió. Los valores se
agruparoq en: fi? radiactividad relativa; ¿¿Q¿}radiactividad en cta/hdq/
mg 061.

Tiempo Cicloheximida Acidos nucleicos Guanina Adenina
(min) v wn) a A_.E_..2
10 O 22,4 52,6 11,8 47,4 10,6
10 0,5 18,0 60,0 10,8 40,0 7,2
1° 10° 130° 599° 1192 4190 718
10 205 17:2 56,9 918 4391 794
lo 100° 1310 4496 5,8 5594 792

20 o 5192 53,6 2794 4694 23,8
20 005 3592 5312 1897 4698 1695
20 100 30,8 52,5 1692 47,5 14,6
20 295 2595 50,4 1209 4996 1296
20 100° 2035 5007 1094 49:3 10,1

30 o 63,4 55,7 3593 44,3 2891
30 005 47,4 5690 26,5 4490 20,9
30 1,0 41,0 52,0 21,3 48,0 19,7
3° 205 2593 50.8 12,9 4992 12,4
30 10,0 19.6 41,1 8,1 58,9 11,5

60 o 92,3 5093 4694 49:7 4599
6° 095 6394 47:4 3090 5296 3394
6° 10° 44,2 4605 2096 53.5 23,6
6° 205 330° 4731 1595 5299 1795
6° 100° 25,4 4601 11.7 5399 13,7

120 o 95,7 40,8 3809 59:2 5698
12° 0,5 670° 48.1 32.2 51:9 34,8
120 10° 5515 4409 2409 5591 3096
12° 295 37:2 4500 16,7 559° 2095
120 10,0 25.5 45.5 11,6 54,5 13,9
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Tabla V-S.- Efecto de la ciclohezimida sobre 1a incorgoración de SliCiHBPI-C4 por S. ce 

revieiae. 68,4 mgde oe'lulae de levadura en reposo suspendidas en 1,25 mnde buffer foe 

rato pH 6,0; 31pll de glucosa, volumenfinal 25 ml, aire enla fase gaseosa, durante 60

min" con 200 Á de encina-1614 (20,10) y concentraciones finales de ciclohezimida de 0;

0,5; 1,0; 2.5.: 10,0,03/1111.Se tomaron alícuota a loe ‘10,"20, 30 y 60 min.

Tiempo Ciclohexil'nide (314 (‘cte/min/mg cél.) -en -:

(min) (Pg/ml) Total =Metanol—golub19 "Nucleótidoe Acidos Ineoluble
libres nug%gi

10 o 3.896 2.310 796 45 745

1o 0,5 4.439 2.770 985 52 632

10 1,0 4.594 2.920 1.077 45 552
10 2,5 4.321 2.890 1.227 44 " 16o

10 10,o 4.014 2.800 1.110 42 62

20 o 11.091 7.320 1.882 104 1.785

2o 0,5 10.588 7.100 2.030 108 1.350

2o 1,0 10.503 7.600 1.985 1.22 796
20 2,5 8.435 6.31o_ 1.785 116 224

2o 10,0 7.380 5.430 1.765 101 84

30' o 16.054 10.260 2.250 204 3.340
30 0,5 15.828 11.300 2.380 258 1.890
3o 1,0 14.903 11.050 2.780 27o 803
3o 2,5 11.776 8.3 2.880 233 303
3o 10,0 ; 9,935. 7.640 1.980 202 113

60 0 21.498 10.020 2.640 378 '8,460

60 0,5 22.726 15.800 3.800 482 2.644
60 1,0 21.725 16.350 3.920 408 1.047

'60 2,5 17,106 13.150 3.150 444_ 362
60 10,0 l2.836 9.710 2.590 363 173
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Efecto de la cicleheximida sobre la asimilación de ¡cido glutámico

un El acido glutámioo oeupa_un_lugar destacado en los procesos metabóli
cos esenciales debido a que ademasde ser el principal constituyente de la
recorta de aminoacidoslibres (113) ¿er las transformaciones que soporta
se convierte en un punto de unión de importancia entre el metabolismo del
nitrógeno y los ¿lúcidos. la! por acción de la enzima ácido glutñmioo dehi
drogenasa se da lugar al ¡oido oC-oetoglutirioo, pero en las células de‘yi
vadura el equilibrio de la reacción se encuentra favoreciendo la sintesis
del aminoácide. Por otra parte la presencia de las transaminasas determina
la sintesis de aminoácidosa partir delc<-ceto¿cído correspondiente y el
grupo amino de un aminoicido que se convierte en sucx -cetoácido, pero pe
ra que la reacción de transaminación proceda parece ser necesaria la pre 
sencia previa de ácido glutamicc y ¿cidodrcetoglutáricc y el equilibrio
de esta reacción ee halla desplazado hacia la sintesis del nuevo aminoáci
4°.

La formación de ¿lutanina que se realiza por acción de la ensima glu 
tamina sintetasa (114), proporciona un sistema muyeficaz en el suministro
y almacenaje de iones amonio.

.- - ,- » . 1
¡gggtg de 1a ciclchezimida sobre la incorporacion de L-¿lutámicc-c 4 {o}
por levadura.

14Las celulas proliferativas de levadura incorporan C al introducirse
glutamato-C 4 en el medio de cultivo; lo realizan en proporción a1 tiempo
hasta los 30 minutos iniciales, aumenta un 10%más a los 60 minutos y fi

nalmente deoae a los 120 minutos. En los 194primeros minutos las celulas egteras asimilan oasi la mismacantidad de c cuando son tratadas con ciclo
hezimida, pero masadelante las concentraciones crecientes del antibiótico
inhiben IB inoorPOr.°15n ¿0 c , acentuándose esta acción (con el tiempo. A
si de acuerdo a las cantidades del inhibidor, a los 120 minutos los porcen
tajes fueron de 28, 35, 52 y 64.

Despues de fraccionar la levadura sometida a la cicloheximida se evideg
cia que las porciones obtenidas experimentan distintos efectos. Los metabo
litos solubles en ¡etanol-agua acumulandurante los 120 minutos mayor ra 
diactividad que los que actuaron comotestigos. Mientras estos últimos re 
presentan en relación a la marcación total una proporción relativa que os 
cila entre 70 y zïfi al final de la experiencia, en las células tratadas con
0,5/ug de cicloherimida esta fracción contiene el 75%de 1a radiactividad
total en los lO minutos inioiales para disminuir hasta el 60%;con las con
centraciones restantes del antibictico en el comienzoconstituye oasi el
100%para decaer lentamente hasta alrededor del 80%.
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La fracción extraída con TCAen caliente sufre el efecto de la ciclo
heximida, incorporando menorradilctividal que los testigos. Pero si bien
en 1a primer hora el porciento de inhibición es cercano al que presenta la
incorporación de glicina-l-C , 24, 30,54 3'12 con las concentraciones crg
cientes del antibiótico, al final de la segundahora estos porcientos se
reducen a los valores 15, 16, 47 y 4o,

La mayor inhibición es acusada por la ftacción proteica. Con 0,5 de
cicloheximida el efecto es de cerca ¿el 70%; con 1,0¡03 es de más del 8Qfi
y con 2,5 y 10,0 gg por m1de caldo la incorporación en esta fracción se
frena en más del 903 (Tabla V-6). Las modificaciones relativas se observan
en la Figura V-S.

Efecto ie la cicloheximida sobre la distribución de 014.
En la fracción metanol-agua soluble.- Los compuestos que en esta fracción
se van marcandoson: los aminoácidos ácido aspártico, ácido alutáaico,cis
tina, glutamina, alanina, tirosina, prolina, ornitina, histidina y los ¿ci
dos orgánicos cítricos, málico y succinico. Las sustancias que ¡revisten
mayor interés por su evolución durante la experiencia son el ácido glutá
mico, glutamina y prolina. La sumade la distribución relativa de estos
tres componentes representan alrededor del 90%en los primeros 20 minutos,
para luego decaer lentamente: a los 60 minutos constituye algo más del 80%
y al finalizar la cinética solamente alcanza el 75%-Esta sumano se modifi_
ca prácticamente por acción de la cicloheximida, pero considerando a cada
una de estas sustancias individualmente se observa una alteración en la dig
tribución. El ácido glutámico incorpora al comienzoel 76%de la radiactivi_
dad, valores que descienden gradualmente con el tiempo y llegan al 485 en
el final de la experiencia; aqui el antibiótico ¿isminuye la marcación del
aminoácido en una escala pequeña, no más del 10%. En el caso de 1a glutami
na se observa un incremento en su marcación que se acentúa con el tiempo y
por tratamiento con cicloheximida: en el comienzo los testigos cuentan con
el 10%de 1a radiactividad de esta fracción, proporción que se eleva hasta
alrededor del 16%;el antibiótico intensifica el aumento, ya desde las con

centraciones más bajas, alcanzando a más del 30%.La rotulación de la proli
na es diferente: mientras que la presencia de C aumenta con el tiempo en
los testigos, 1a cicloheximida inhibe enérgicamente este efecto; a los 120
minutos, la prolina constituye el 11%de la radiactividad de los cultivos
sin antibiótico, descendiendo a un 3%en su presencia.

La marcación del resto de los componentesde esta fracción sufren los
siguientes efectos: los ácidos orgánicos, histidina,7alina y tirosina no
se alteran durante el tienpo transcurrido por las diversas concentraciones
de antibiótico; otro ¿rape no se modifica por la presencia del antibiótico
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metanol-ag"‘ua, (b) ¿cities nucleicos x (c) proteínas. Condiciones experimeg

tales descriptas en Tabla. V-6. ¿a 0,5; g: 1,0; g: 2,5 y a: 10,0/ug de oi
cloheximida. 'por .ml.
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pero aumenta la incorporación con el tiempo: 1a ornitina llega a cerca del

3%, la cistina Rana de 2 a 8%y 1a alanina del l al 2; al ácido aspártico
asimila Loco Cl (1%) que se incrementa ligeran nte con el antibiótico Cha
bla V-7). En la Figura V-ó se observan las modificaciones de la distribu 
ción reia,iva en ácido glutámico, glutamina y prolina.

En 1a fracción ácidolnucleicos. una vez que se determinó la incorporación
de C en esta fracción, se la hidrolizó para verificar la pre ,encia de bg
ses rotulalas. Después de las autoradiagrafias se comprobóque las mancnas
radiactívas no coincidían con las que manifestaban absorción 94 el ultravrg
leta, pero se superponian en parte, la más cercana al origen (manchaN°l)
con guanina y la otra (manchaN°2) con adenina. Se realizaron entonces di 
versos revelados con reactivos quimicos, obteniéndose 2 manchascaracteris
ticas que \o; aminoácidosdan con linhicrina, coincidentes con las radiacti
vas. Se efectuaron eluciones y con el material obtenido se hicieron recrmqí
tografias y cocrOmatografias. Los resultados Dermiten decir q.e el C in
corporado por esta fracción no se distribuye en los componentesde los áci
dos nucleicos y en cambio se realiza en dos aminoácidos, el N’l es probabyï
mente ciatíns, cisteína o ácido cisteico y el N°2es ácido glutámico; los
aminoácidos se encuentran libres porque no dan reacción positiva con 1a hi
droxillmina, bien ya sea por ser asi extraídos o por ser liberados cuando 1a
hidrólisis de los ácidos nucleicos. La manchaN°2 contiene entre 2/3 y 3/Á
partes de la radiautividad, siendo valores que se incrementan en pequeña
proporción cuando las células son tratadas con cicloheximida (Tabla V-8).

ún la fracci'n Eroteina residual.- El efecto del antibiótico sobre la dis tribución de C en esta fracción no pudo ser estudiado ya que su inocrpoqí
ción es inhibida casi totalmente.
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iras de.S.oerevisiae en los metabolitos metanol-agua solubles: (a) ¿92.2

,glu‘bámico, glu‘hamina1 (o) prolina. Condiciones experimentales descrig

AV. tas en Tabla V-‘7y Tabla V-6. ¿z 0,5; g: 1,0; g: 2,5 y 2: 10,0/ug (le ci 
cloheximida por ml.
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Tabla VL6.—Efecto de la oicloheximida sobre la incorporación de L-ácidc glutámicc-Cl4 (G)

por S.cerevisiae.— Se cultivarcn células pmcliferativas de levadura en 50 m1de caldo a

30°C, aire en 1a fase gaseosa, nasta alesana: una densidad óptima correspondiente a 2,4

mg de peso seco de células de levadura por m1de caldo; considerando t-O se añadió 100 )\

de L-ácidc glutámicc-C14 (0) (20yuc) y concentraciones finales de oiclchezimida de 0; 0,5)

1.o. 2,5 y 10,Qyn¡fin1. A los tiempos 1o,-2o, 3o, 60 y 120 min. se tomaron muestras de 8 ¡1

de cada uno de los erlenmeyers, doeándose 01 contenido en levadura. Las celulas se lavarcn

y fraccionarcn.

014 (eye/nin/ng cél.) en :
Metancl-ecluble Acidos nucleicoe Insolüble

Tiempo Ciclcheximida
(min) gps/m1) Total

1o 0 1.280,0 915,0 13,2 351,8
1o 0,5 1.440,0 1.090,0 14,8 335,2
10 1,0 1.340,0 1.310,0 12,4 17,6
1o 2,5 1.237,0 1.200,0 8,4 28,6
1o 10,0 1.170,0 1.150,0- 9.1 10,9

20 o 2.170,0 1.244,0 36,2 889,8
20 0,5 2.070,0 1.570,0 27,2 472,8
20 1,0 2.020,0 1.712,0 26,2 281,8
20 2.5 1.610,0 1.490,0 22,4 97,6
2o 10,0 1.228,0 1.185,0 16,7 26,3

3o o 2.770,0 1.420,0 64,2 1.285,8
3o 0,5 2.230,0 1.830,0 42,0 358,0
30 1,0 2.110,0 1.750,0 31,4 328,6
30 2,5 1.710,0 1.594,0 25,4 90,6
3o 10,0 1.425,0 1.310,0 19,6 95,4

60 o 3.060,0 1.220,0 84,1 1.755,9
60 0,5. 2.760,0 2.140,0 64,0 556,0
60 1,0 2.270,0 1.980,0 58,9 231,1
60 2,5 1.777,0 1.603,0 38,4 135,6
60 10,0 1.220,0 1.110,0 23,8 86,2

120 o 2.520,0 675,0 97,8 1.747,2
120 0,5 1.820,0 1.110,0 82,8 627,2
120 1,0 1.640,0 1.243,0 82,5 314.5
120 2,5 1.210,0 1.050,0 51,7 108.3
12o 10,0 915.0 712,0 58,8 144,2
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[anchaN°2

A.E.:radiactividndon

ManchaN°1

Acidosnucleicoe

Cicloheximida

matografïol.Losvaloresseagruparonemi:radiactividadrelativadleicos.DespuésdeincubarsegúnTabla.7-6,1a.fracciónácidosnucleioossehidr’onzóyoro ote/min/cngco'l.

O1 OO
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Tiempo

aE 56295 94.076 40349 53807 8671309’99, 91,1! 99". II’QI ’10,.An79956 50162 14.516 10588 7067222211 53221 65421 76634
78874.. 61066 00730 26886 62880¿6.911109’19! lili. ’79,! 0.:",94391 15045 01046 38728 9301256767 77877 8888 77777 77877

oE 72256 3827 80107 6714.1 028650.19,. cv)!” IDO-r.9'91. Ii!!!A55322 06554 2864.2 23305 025461 l 2111 22111
Y32236 49044 00370 84224 48220%_I9,0, ’l'l’ 19", 9’!!! 99”!

osswa 84054. 09954 61271 06988.2 22222 21111 22222 22122

o28441.222 7 2 4.46 l 9 8EI?!” ’¡’i’ 1.1,, '99,! ’99,.I
-_34289 67626 4.2159 44883 72218A 11 322 1 6 l 8 532 98855

’ I." ’b,’ ,9,I.’I I 900120 0.0120 00120 00120 00120l l 1 1 1
(pg/ml)

(mm

10 10 lO m lO m m m 20 m N 30 30' w 30 m w m m w
1% 1% 1% 120 1%



-61

“MMM
Kerr y col. (115) estudiaron la incorporación de adenina-8-Cl4 por le

vadura en crecimiento y observaron que ee utilizada casi totalmente en la
formación de adenina y guanina de su RNA,que la guanina preformada inhibe
la transformación de adenina a guanina, y que esta base solamente se incog_
pera comotal en el RNA;nucleósidos y nucleótidos de adenina y guanina
son asimilados en escala muypequeña para la sintesis de RNA.Lactobacillus
casei (116) puede transformar rápidamente guanina en aaenina y la intercon
versión de lea dos purinae tiene lugar en presencia de cantidades adecuadas
de las mismas, evidenciando un comportamiento distinto a la levadura. A 
brams (117) comparó el comportamiento de una cepa de S.cerevisiae y su mu 
tante dependiente de adenina: la adenina-Bvc fue precursor de adenina y
guanina en estas levaduras y, bajo las condiciones de crecimiento utiliza 

das, la mayorconcentración isotópica se detecïá siempre en guanina. Traba
jando con médula ósea (118) la hipomantinaa8-C resultó ser precursor de4g

denina y izanina de los ácidos nucleicos. Levedura en crecimiento incorpora
formato-C en las purinas de RNA,distribuyóndoee por partes iguales en aqi
nina y guanina (119); la adenina reduce 1a incorporación de formato en adeni
na y guanina de BRA;guanina y 2,6-diaminopurina disminuyen su incorporación
en ácido guanilico, aumentandoen cambio la utilización de formato para sin!
tesis de adenina.

Para conocer el camino por el cual se llega a la conversión de adenina a
guanina resultan de interés loa estudios efectuados con el ácido inosinico y
su pasaje a los ácidos adenílico y guanilico: a) el ácido inosinico ee trang_
forma en adenilioo a través del adenilsuccinico comointermediario (120),
siendo las dos reacciones reversibles; b) para lograr el ácido guanilico se
pasa por intermedio del ácido xantilico que se obtiene por acción de una de
hidrogenasa y en presencia de DPN, y que luego es aminado con glutamina como
fuente de nitrógeno y ATP, y por efecto de una enzima que se purificó parcial.
mente de timo de ternera (121).

Efecto de la cicloheximida sobre la incorporación de adenina-B-Cl4 pg: gélu 
las proliferativas de levadura.- La cólula entera de leVadura incorpora mayor
radiactividad cuandoes tratada con el antibiótico! en los 20 minutos inicia
les el incremento es de alrededor de un 20%; a los 30 minutos la marcación con



x/

- 62

014 aumenta. en un 50%en relación cen las celulas que no sufren la sccián
del antibiótioog a los 60 minutos es del 80‘ y a‘ los 120 minutos descien=
d. l un Sois

La distribución relativa de 614 en la fracción nnoleátidos libres vs
disminuyendoen los testigos durante el desarrollo de la experiencia: en
los minutos iniciales representa el 65%de la radiactividad totalg que de;
ciende rápidamente al 41* a los 30 minutos y luego lentamente hasta llegar
al 37%a los 120 linutoso La eielchezimida condiciona una acumulación de
radiactividad en esta fracción que ya se puede nctar por la presencia de
095,ug de antibiático y que se acentúa con saycrss concentraciones; si
bien a traves del tienpo disminuye ligeramente este aumento, menos del 10%,
se mantiene en valores masaltos ocn respecto a los testigos. La rotulacián
total de los nucleótidos libres surren las siguientes modificaciones: en
les testigo. desciende de 4.880 cuentas por minuto a 29200; utilizando 095

¡ng de ciclchezimida este efecto ya no es tan acentuado (de 6.000 'm f
49¿59) y cen las concentraciones restantes de antibiótico que se aplican
ron durante la experiencia se observa un incremente en los primeros 3o ni=
nntcs que luego desciende hasta los valores iniciales.

La radiactividad relativa que se determina en lcs ácidcs nucleiccs es
complementaria con la de los nnoleótidos libres: aumentodel porciento en
los testigos durante los 120 minutos del experimento; inhihicián en las c5?
lules tratadas con antibiátiocg efecto que se hace menorcon el transcuree
del tiempos La radiactividad tctai de los testigos alcanza rápidamente un
máximoque se mantiene hasta el finaie Las cílulas tratadas con ciolehezimi
da incorporan menorradiactividad, pero la diferencia con los testigos se
hace mas pequeña despues de los 120 minutoso (Tabla VI-l). Las mcdificacio=
nes relativas se observan en la Figura VI-l.

Efe' e la oiclcheximida sobre la distribución de 914 en:

Nucggfitidos libres: La adenina se transforma parcialmente en guanina, siendo
las 2 únicas ases purinicas que incorporan radiactividad. La distribución
relativa de C en los testigos se mantiene sin modificación a lc largo de
la experiencia, correspondiendo alrededor del 87%a la adenina y el resto a
la guanina; en cambioel antibiótico facilita la interconvsrsión de la pr;
mera a la segunda,fen6msno que se acentúa con concentraciones más elevadas
del inhibidor y durante el transcurso del experimentoaLaradiactividad total
que corresponde a ls adenina de los testigos disminuye de algo más de 40000
cuentas por minuto a 2.00051as células que fueren puestas en presencia de cio
clohezimids incorporan alrededor de 5.000 cuentas por minuto en los primercslo
minutcsgaumentaligeramente hasta los 30 minutos para disminuir luego hasta ll;
gar a unas 4.000 cuentas al final de la incubación.La incoryoración ds C en
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Tabla VI-l. Efecto de la cicloheximida sggíe lá incggporacíón de adenina-B-C14 en
nucleótidos libres z ácidos nucleicos de células Eroliferativas de s.cerevisice__

Se cultivo 1a levadura en caldo_a 30°C, aire en 1a fase gaseosa, hasta alcanzar una

densidad óptica correspondiente a 3,0 mg de peso seco por m1 de caldo, entonces se
.consideró tiempo=0 y se añadió 100.X de adenina-B-C;4 (16,7IPC) y concentraciones
'finales de cieloheximida de 0; 0,5; 1,0; 2,5 y 10,0_Pg/ml; A los tiempos 10, 20,
30, 60 y 120 min. es tomaron muestras-de 6 m1,de cada uno de los erlanmeyers, dosán
dose-el contenido en levadurá. Las células se lavaron y fraccionaron. Los valores
se agruparon-en: É: radiactividad relativa; A.E.: radiactividad en cts/hin/mg cel.

Tiempo Cicloheximida Totales Nucleótidos libres. Acidos nucleicos

(min.) (pg/ml) A.E. z A.E. fi ¿¿g.

10 0 . 7.500 65,0 4.880 35,0 2.620
10 0,5 8.520 ¿71,9 6.130 28,1 2,390
10 1,0 8.160 ¡73.5 6.000 26,5 2.160
10 2,5 8.410 79,6 6.700 20,4 1.710
10 10,0 8.740 83,5 '7.300 16,5 1.440

20 0 8.600 51,2 4.410 48,8 4.190
20 0,5 9.490 69,2 6.570 30,8 2.920
20 1,0 10.320 76,4 7.890 23.6 2.430
20 2,5 10.020 79,0 7.880 21,0 2.140
20 1030 9.400 83,0 7.800 17,0 1.600

30 0 7.000 46,7 3:270 53,3 3.730
30 0,5 9.630 64,1 6.170 35.9 3.460
30 1,0 10.550 68,0 7.170 32,0 3.380
30 2.5 11.340 75,4 8.560 24,6= 2.780
30 10,0 11.200 81,8 9.160 18,2 2.040

60 0 5.360 41,8 2.240 58,2 3.120
.60 0,5 8.720. 60,3 5.260 39,7 3.460
60 1.o 9.600 70,4 6.760 29,6 2.840
60 2,5 9.750 76,4 7.450 23,6 2.300
60 10,0 11.370 77.9 8.860 22,1 2.510

120 0 6,150 37,0 2.280 63,0 3.870

120 1,0 9.000 65,6 5.900 34,4 3.100
120 2,5 .3.650' 74,6 7.200 25 4 2.450
120 10,0 9.650. 72,6 7.000 27,4 2.650
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la guanina de los testigos disminuye de 600 a 300 cuentas por minuto, en

cambio la levadura que fuí previamente tratada con el antibiótico se en =
cuentra más marcada con c 4, alcanzando ya a los 60 minutos el máximode
este efecto.

En los lO minutos iniciales, por acción de las concentraciones crecieg
tes de oicloheximida se determina un incremento de la radiactividad en la
adenina que va del 20 al 30%y en la guanina del 40 a1 140%; a los 30 ming
tos, este efecto oscila en la primera entre el 80 y 140! y en la segunda
entre 130 y 300%y ya en la primer hora de incubación se llega al máximo:
en la adenina se incorpora algo más del doble de la radiactividad en rela
ción con los testigos y en la guanina el aumentoestá entre 4 y 9 veceso
En la Figura 71-2 se observan las modificaciones relativas de adenina y
guanina en nucleótidos libres.
Acidosnucleicos: En ausencia del antibiótico 1a radiactividad relativa
se modifica poco, para la adenina oscila entre el 74 y 78%correspondien

do el resto a guaninai4Laoicloheximida facilita la acumulaciónrelativa deadsnina marcada con C durante los primeros 60 minutcs; desapareciendo es
te efecto en el transcurso de la segunda hora de incubacióno La otra base
purínica experimenta el proceso contrarios

La radiactividad total que incorpora la adenina se ve afectada por la
presencia del agente fungistáticog en los 30 minutos iniciales el efectc
es másevidente, llega al 58%de inhición en vinculación con los testigos
y luego desciende hasta un 30%.En la guanina la inhibición es más acentua:
da: 75%a los 20 minutos y después también disminuye el porcentaje a alreQ;
dor del 3o. (Tabla VIe2).

14
Efecto de la oicloheximida sobre la incorporación de adeninas8=c ¡gr 9Q?
lulas en reposo de levadura.- La cicloheximida provoca una mayor incorpore
ción de radiactividad en la cólula entera: si bien en los 10 minutos ini 
ciales casi no se notan diferencias, a los 20 minutos de incubar con canq;
dades crecientes de antibiótico el incremento llega a más del 39%;a los

394minutos se alcanza el 80%y a los 60 minutos se duplica 1a cantidad de
C en relación con los testigos, Los nucloótidos libres representan más
del 90%de 1a radiactividad total que asimilan los testigos, siendo una prg
porción que no se altera durante la experiencia; sin embargoen las células
tratadas se encuentra una disminución en el porciento correspondiente a es:
ta fracción, efecto que se intensifica con el tiempc. En la fracción de lcs
ácidos nucleicos esta acción se realiza en el sentido contrario.

. La marcación total con 014 de los nucleótidos libres casi no se modifica
a los lO minutos de iniciada la experienciag a los 20 minutos se inoron
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Tabla VI-2. Efecto de la cicloheximide sobre la distribución de C14 en nucleótidos

libres l ácidos nucleicos d_e_cé1ulggnro’life’rátivas de S.cerevisiae.- Condiciones
e'zperimentalesiguales a las descriptas en la Tabla VI-l.

Tiempo Cicloh'eximida ¡11101061714109libros Acidos nucleicos

(min) )'- .Guanina Adenina Guanin'a Adenina
g A.E. z_ ¿.E, g 4.8, 2 4.8.

-10 0 13,2 64o 86,8 4,240 26,0 683 74,0 1.937
10 0,5 14,0 860 86,0 5,270 23,5 563 76,5 1.827
1o 1,0 16.3 980 83,7 -5.o20 -23,5 509 76,5 1.651
10 2,5 21,8 1.460 78,2 5.240 21,1 362 78,9 1.348
10 10,0 21,2 1.550 78,8 5.750 18,0 260 82,0 1.180

2o 0 13,0 570 87,0’ 3;84o 24,6 1.031 75,4 3;159
20 0,5 17,5 1.150 82,5 5.420 24,3 710 75.7 2.210
20 1,0 23,8 1.890 .76,2 6.000 19.6 477 80,4 1.953
2o ’2,5 22,9 1.800 77,1 6.080 17,0 365 83,0 1.775
20 10,0 .27,6 2.160 72,4 5.640 16,8 268 83,2 .16332

3o o 15,8 510 84,2 2.7607 23,0 '858 77,0 2.872
3o 0,5 18,6 1.150 81,4 5.020 _23,0 795 77,0 2.665
30 1,0 20,2 1.450 79,8 5.720 18,2 615 81,8 2.765
3o 2,5 22,2 1.900 77,8 6.660 17,5 486 82,5 2.294
30 10,0 23,5' 2.160 76,5 7.000 18,4 376 81,6 1.664

‘60 o 11,9 26o 88,1 1.980 20,5 '640 79,5- 2.480
60 0.5 19,1 1.010 80,9 4,250 24,2 838 75,8 2.622
6o 1,0 22,4 .1.51o. 77,6 _5.250- 25,9 736 74.1 2.104
6o. 2,5 24,8 1.8509 75,2 5.600 18,1 4I6, 81,9 1.884
60 10,0 28,1 2.490 71,9 6.370 18,0 453 82,0 2.057

.120 o —12,4 280 87,6 2.ooo 21,7 84o 78.3 3,030
120 0,5 19,3 890 80,7 3.710 23,5 841 76,5 2.739
120 1,0 25,7 1.520 74,3 4,380 24,7 7F8 75,3 -2.332
120 2,5 729,2 2,100 70,8 5.100 21,8 534 78,2 1 916
120 10,0 34,0 2:380 66,0 4.620 22,4 595 77,6 2.055



Tabla VI-SL Efecto de 1a cicloheximida sobre la incorporación de adenina-8-C14 en

nucleótidos libres x ácidos nucleicoe gefcélulaeggg reposo de s.cerevisiae.- 56,4mg
de células de levadufá en reposo suspendidas en 1,25mMde buffer fosfato pH 6,0;

31¡um de glucosa, volumen final 25 my aire en la fase gaseosa, incubadas durante
60 min. con 100)\ de adenina-8-014(16,7}KÜ y concentraciones finales de ciclo
heximida de 0; 0,5; 1,0; 2,5 y 10,0}myfiú. Se tomaron alícutas a-los 10, 20, 30,
60 y 120 min. Los ialorea se agruparon can't: radiactividad relativa; 5:3.zfpadiac
tividad en cts/hin/mg.cel. i 

Iienpo CicIoheximida Totales Nucleótidoe libree- Acidos'nucleicoa
(mm) (PG/m1.) E 1,2- 5 u

‘10 0 6.352 94,0 5,970 6,0 382
10 0,5 6.848 92,3 6.320 7,7 528
10 1.o 7.208 92,7 6. 680 7,3 528
10 2,5 .7.770 91,8 7.140 -8,1 630
10 10,0 6.623 88,8 .S;BBO 11,27 743

20 0 10.286 92,8 9.550 »7,2 736
20 0,5 12.083 90,9 10.980 9,1 1.103
20 1,0 13.402 90,6 ¡12.140 9,4 1.262
20 2,5 14.498 88,8 12.880 11,2 1.618
20' 10,0 13,565 87,9 11.920 12,1 1.645

30 0 112189 _93,0 ‘10.400 7,0 789
30 0,5 12.580 88,2 11.100 11,8 1.480
30 1,0 15.915 85,3 13.580 14,7 72.335
30 2,5 18.650 86,0 16.050 14,0 2.600
30 10,0 18.900 85,7 16.200. 14,3 2.700

60 0 13.247 92,1 12.200 7,9 1.047
60 0,5 19,700 82,7 16.300 17,3 3.400
60 1,0 25.710 86,0 22.100 14,0 3.610
60 2,5 26.470 84,6 22.400 15,4 4.070
60 10,0 27.350 81,9 22.400 18,1 4.950
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menta hasta un 25%, a la media hora el aumento llega al 55%F a los 60 mina
nutoe se alcanza un 83%.Este efecto se encuentra acentuado en los ácidos
nucleicoe: hasta los 20 minutos se duplica la marcación de esta fracción
cuando actúa el antibiótico, a los 30 minutos se triplica y a los 60 minu
tos se ouadruplica. (¡abla VI-3). Las modificaciones relatiVas se observan
en la Figura VI-3). ‘

a 1 '
Egeoto de la cicloheximida sobre la distribucion de C 4 en:
Nucleótidos libres! En las células que no fueron tratadas con el antibióti
co, hasta los 10 primeros minutos la adenina representa más del 90%de 1a
radiactividad correspondiente a esta fracción, pero a partir de los 20 ming_
tos se llega al equilibrio en la interconversión adenina-guanina: alrededor
del 84%para la primera y el resto para guanina. Cuandoactúa la ciolahozl
mida el equilibrio se desplaza hacia una mayor formación de guanina, correg
pondiéndole a esta base purinica cerca de 1/4 de la radiactividad y 3/4 a
la adenina. La mayor incorporación de C provocada por el antibiótico se
diferencia según sea la base en la cual se realice: en la adenina el incre
mento llega al 60%(de 10.000 a 16.000 cuentas por minuto y mg de célula) a
los 60 minutos de incubar; en la guanina se alcanza a triplioar la cantidad
de C . En la Figura VI-4 se observan.las modificaciones relativas de adeni
na y guanina en nucleótidoe libres.

ácidgg nucleicos: La radiactibidad relativa que le corresponde a la adenina
varia entre el 79 y 75%y el resto a guanina. Cuandose pone a la levadura
en presencia del inhibidor se manifiestan escasas modificaciones en la dia 
tribución porcentual del C . La marcación total de cada una de las bases e;
perimentan por acción del antibiótico un aumentosemejante al que sufren loa
ácidos nucleicos: duplicación hasta los 20 minutos, se triplica a la media
hora y cuadruplica al final. (Tabla VI-4).

Incorporación 1 transfeggncia de Ipleucina-Cl4 por preparados librgs de célula
d. levadura

Desdehace varios años se Vienna realizando nup’rggoe trabajos tendient°e
a .zplicar los mecanismospor las cuales se provoca la biosintesis de laspzow
{sinas y el papel Que le cabe a los diversos componenetes de los ácidos nu —
cleicos en dicho proceso. Resultados similares se fueron obteniendo con prepg
rados libres de célula de tejidos animales, así comode plantas, bacterias y
hongos. Al mismotiempo se fueron programando estudios con sistemas in vivo

con la finalidad de alcanzar respuestas similaresbPas que se llegaron con sigtemas in vitro.
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Hoogland (122) y Hoagland y col. (123) señalaron que para que hubiera
incorporación de aminoácidos en los ribosomas (particulas de ribonuoleo 
proteinas) era necesaria la presencia de un complejo de enzimas, llamadas
de pH5, que catalizan la activación del grupo carboxilo de los aminoáci
dos y que por reacción con ATPda lugar a un adenil-derivado y pirofosfato.
DeMossy Novelli (124) (125) y Berg (126) observaron el mismo efecto en prg_
parados libres de célula obtenidos a partir de bacterias y levadura. Deso
pués de separar los ribosomas por centrifugación a 100.000 x g, se encontró
en la fracción soluble un tipo de RNAde bajo peso molecular (127) (81) que
representa entre el 10 y 20%del RNAtotal, cuya función es la de unirse a1
aminoácido activado y transferirlo al ribosoma, de alli su nombrede RNAse
luble (S-RNA)o RNAde transferencia. Diversos autores destacaron que el
S-RNAtambién se encuentra presente en diversos microorganismos; entre otros
Tissiéres (128) en Escoli y Moniery col. (69) en levadura. Lacks yflros
(129) estudiaron los fenómenosde transferencia de aminoácidos en sistemas
in vivo de E.coli. Esta fracción se aisló de los preparados libres de celu?
la, mediante el empleo de la técnica de Kirby (70) y también de la célula
entera de levadura por extracción directa con fenol (69).

La utilización de diversas técnicas llevaron a la conclusión de que la
fracción S-RNAera en realidad Una mezcla de S-BHAespecificfiipara cada am¿_
noácido.Smith y col. (130) emplearon tecnicas cromatográficas; Holley y col.
(131) (132) (133) (134) consiguieron separar S-RNAespecificos mediante la
distribución en contracorriente; Hartmanny Co: (135? utilizaron hidroxila
patita; Ofengandy col. (136) realizaron cromatografía sobre Ecteola-oelulo
sa; Zamecniky col. (137), Portatius y col. (138) y Zubay (139) aprovecharon
1a presencia de los dos hidrorilos libres de le ribosa terminal del S-RNA¡ÉL
ra ozidarlos a dialdehido y por la reactividad de estos grupos se separa el
S-RNAespecifico.

Por los trabajos de Hecht y col. (80) (76) y Herbert (140) (141) se con
sidera que el nucleótido terminal de las moleculas de S-BNAes AMPy que los
dos siguientes son dos moléculas de CMPy que la unión se realiza por la ac
ción de un sistema enzimático_especifico. Las enzimas que activan a los ami!
noácidos resultaron ser especificas para cada uno de ellos y también las eau
santos dq la unión del am cácido activado con el S-RNA(142) (143) (144).
Esta unión se realiza a trav s del carbozilo del primero y el hidroxilo 2' o
3' libre de la ribosa del AMPterminal del segundo (145) (146) (147).

I to de la cicloh da sobre la incor orac ón de Lr-leucina-C14 S-RN.

Se aplicaron varias tecnicas (ver Material y Métodos)para fraccionar la celu
la de levadura y se introdujeron variantes en los componentesque constituían
el sistema de incubación hasta lograr las cifras que se verifican en la Tabla
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VI-S. En la mismase ooserva que con una concentración elevada de antibió
tico, la incorporación oel aminoácido solamente se inhibe en 12,5fiL

Efecto de la cicloheximide sobre la transferencia de L-leucin 14 desde
S-RNAa ribosoma.- Con las mismas aclaraciones que ee tuvieron en cuenta
en el párrafo anterior, se constata el efecto del antibiótico sobre la
transferencia del aminoáoiuo en la l¡.‘JsitolaXII-6: la cicloheximida inhibe en
un 60%la. incorporación en el ribosoma del aminoácido unido al S-RNA.

Tabla. VI-5.- Efggto ue laoic-lohezimida sobre la incorporación de L-leucinap
5140;) en s-RNi de 1evadura.-El sistema contenía 10,.unstg—ur, 0,5,uiz CTP,

50¡um buffer Tris-HCl (pH 7,6), 5¡uM MgCl 140,2 mg S-BNA, 0.3 ml de enzimaspH 5,0 preincubadas y 0.26/1111L-leucinap- 5 (U) en un volumen final de 1,0
ml. Se incubó con oicloheximida (ZC/ug/ml) durante 20 min. a 37°C. La reac
ción se detuvo añadiendo en frio: l vez HCIO 0,441; 3 veoe Halo 0,2N;1 vez:
una.mezcla de etanol-HClO 0,2N (5:1); 3 veces etanol; l vez acétona y 2 v1
ces éter etílico. Luegosé determinó la raiiactividad.

L-leucina unida a S-RNA í Inhibición
(¡null/mg s-mm)

Sistema completo 0,40 
Sistema oompletofÏ-ciolohezimida 0,35 12,5

T la VI-6.- Efecto de la. gic‘lobeximda sobre la transferencia de L-leucinap
C LU) desde S-RNAa ribcsoma de levadura...»- El sistema contenía 10/1131¡[g-ATP;
0,5/uH G'I'P, 50/1111buffer Tria-HCI (pl 7,6), 5/uM 142.3612.SO/uM KCl. l/.;I.; GSH,
l mg (proteinas) enzimas pI-I5,0, C,¿ mg lr-lsucina-C (U) unida a S-RNAy 5,6
mg de ribosomas en un volumen final ue 1,0 ml. Se incubó con cicloheximida
(20 ¡ug/ml) durante 20 min. a 37°C. La reacción se detuvo añadiendo en frío TCA
5%, el precipitado se lava 2 veces con TCA573y una vez con etanol-éter etíli
co (311), luego se calienta a 90°C durante 15 min. con TGA5%, se enfria,centr¿
fuga y descarta el sobrenadante; el prtcipitado se lava una vez más con etanol°
éter. Finalmente se determinó la radiactividad.

L-leucina-CM transferida. í Inhibición
(null/m1)

Sistema completo 0,20 .
Sistema completo+ciolohezimida 0,08 60
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La afitcmemndsncis entre le presencia de los ácidos nucleiccs y le
síntoma; ¿»elas proteinas ha IWQ 11 atención desde hace tiempo (145),
.Ïïï‘“é’LS':‘.'ï»..Jï‘Ïí-Ídatemfnuc uns mhcién directa entre el contenido de ácidos

3'ls chateas proteica,Isgescniky col. (149)y aros (150)0Por
(ctm ¡gr-firma,se demostró le necesidcd'de le participación de aminoácidos

maga-¿Semle síntesis e. m, (fisio y Polkes(151), mu y Prestige
{73522)3 ’22.er(153)). 31 presente trabaje se realizo teniendo en cuenta cg,
tag 164933.3y s los trabajos de Xerridge (51) (52) quien informó que el e 
i’ccwtotia ie cicichcxinids sobre _s_.cerlsberggnsis se ejercía sobre le
Simone ¿ic las proteinas y ¡016.00miciccc.

iahiïbicih que ls ciclchszinids condicionasobre le sintesis de
11.7.13Ef©ïáu=aifiívñen células de levadura es un hecho de innegth avi-¿encina
Wifis’iïgaxmerï‘üfino incorporen la ¡conectividad proveniente del de ve, a
ricm Magguiclo marcados. cuandose encuentren frente e hs concentre 
(ww, aim inhibi‘ecriss del antibiótico. ¡ste fenñmenono se puede
añ:ñ¿ï‘m:.;isv ausencia de aminoácidos. ye que le seisiisción pie los nic
53632€mc Maniac sin impedimentos, estando ls rediectividsd tots]. presente
en 1.915:m‘ms'mslitol solubles poco alterado, e incluso e veces se acumula
par:amén; as le. ciclcheziniüa.“ "" "

Se hicieron preparadosin vitg cuando curacterissr los posibles
www m L6 cicamtcsis proteica que el antibiótico inhibirisu no ce e.»
fomí'eála activaciñn de los aminoácidos y ls unión de ¡stes con s-nm sc
l-wmntc se modifica en pequeña.escals y con concentraciones relativamente
Nov/¿»nasdel antibiótico, sin observarse cnc ecoián sobre lee ensima ec:



tivcntec de pH5,0; en oenbio lo trgnefenneic de mino‘oidoc {miden el
S-Rli necio loe riboeance ce inhibe en un 605, aunque utilicendc. 20hs
de eiolohezinide por nl. Si bien no ee eloenec el eeei 1005 de inhibioián
que entre le cintecie de lee preteinu en le celulc entere tratado con
lce concentraciones minimosinhibiterioe del entibiotieo (1 e 2,5‘pgfinl),
el resultado sugiere le deeergeniocoiónde le cinteeie del m de mer
peeee neloouler, een le eeuncleeión de frequent“ de‘1m de menor peee n_e_
leeuler. Bet“ ebeervooienee becbee in vitrg ee debenvine ar con lee
ree inedee cuende ee entudi5 le incorporacion de glieino-l-c y edenine
8-6 en lee bcnee de lee ¡oidos nncleioee, [yc que oe probable que le alt;
recien de lo cintecie de lee Seidec nueleieoc explique lo inhibición de le
¡into-1. de lee proteinas.

14
Le inoerpercciñn de gíioiner-l-Gl'4 y odcnine-B-c en unn menor eeeclc

¿entre de lee bceee pnrinicee de lee ‘cidee ncoleieee de lee eólnlce pro
liferntivee, revelen une dieninueien de le einteeie de neve de lee ¿oidos
nucleioee de le ei 'ebezinidc, ein que eob eerven modificaciones en le
distribución) del O de le glieinc en edenine y gucninc, ni en le conver
oión de edenine incorporado en guenine. Bin embargolee «un. en repone
no experimentenente inhibición; por el contrario. acumulanle rediooti 
vidad proveniente de lee euetrctee mercadeo, y aqui tampoco ce proveen une
eltoroeión en le distribución de 1. redisetivided entre lee beeee purini
occ. Bote cenpertoniento dietinte de lee eólulee en repone en nuera-1' con
lo que ocurre en lee celuloc preliferctivoe cuando oe lee eoleon frente e
lo oiolchezinidc, ee puedeexplicar een le eiguiento ugomntoeión: le ro
lervc de uinoáeidoe y nneleótidoe en unn levadura que crece exponencial 
mente ee convierten irrevereiblenente en proteinee y ¡oidos nnoleioec (154),
mientras que lee eílnlce en repone een ccpccoe de volver e inte'si'br cue ro
Iorne de minoücidoe '{7nnoleótidoe libres por degrodmión do lee preteí 
nec introoeluhree y ¿eidee nucleicee, y con une fuente de energia orter
no oetee prodnetee de dogradcoien een reutilinedoe para le einteeie de nue
vce protein'ee y Ceidee nucleiece (155).

31 enílieie de 1. fracción de lee neeleótidce libree roonn lc ezieten
ein de una ¡circulacion de lee niemoe provocado por le eeeión del antibióti
oe, een le corocterietiee de que le omereión de edeninc e gueninc que no;
nolnonto tiene luger en le levadura, ee belle deepl'eendc hcoic une mayor ,
presencia de suscitan. ¡ete cenverciónpreeederio de la siguiente morenas
vee que le edeninc pene e eu respective nucleótide por reacción con tester;
boeilteetcte y en presencia de le pinfeeteriloee correspondiente, el ¡oiga
edenilieo ce modificado hasta llegar e ¡oido muniliee monde previamente
por ¡oido ineninieo que entenoec ee transforme en ácido nntiliee, necio“;
de qu encin‘tioonente ee cuando por le glutminc (o miooo en el once 

r
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de algunos Moroerganimoa) para llegase a. ¿gmc- ÜJZÍ‘ -,"417.
monto delos nuoloátidon libran que Man IW en le»IIWBAwN,¿avw‘am
con 61,01on ¿esválido tanta para las chula-¡aaapmlïqïmïmxns "¿(9) _
paga las 05111135en repaso, amgm en ¿Il 1;er Gama af»: ,.,:.-.-.;:o‘r=
Damiándo sientas, transfng (angamea ' ' :' '

‘ ,154

El aumento do me a expensas de; mm ‘mcox“Mi; «a.»¿425-136314'
deber al hecho de que la cialmzmu wifiwam ¿aqiia;.;‘_<as231:.us, Saga-m.
hipótesis ha sado propuesta por Goldthwaüy Benasau;(136) gmaion
¿ando con diversa-9aórganos de ¡mag 915593?qu gus y: emwoyá‘ea4xma,
nieta del ¿©11193611099al inhibir le ain‘t sin gig; ¿(a 3.-,” ¿32.w
9101608, monos 12396299230363:de rms-¿wc los misma, deieïmfudfln la
gamba prwenionte de Menm= . 91539230.ao enemmm gmgalmw-‘zwwmic
aumentada. Aquí ¡o nota un «setmana wahhwa gun Mx«mié-1 ¿sus L-nses; a
alguezmidainuser seba ias 9511219,?!pmummïsim 64.3 Las):
corporatán do enginaPiFG en 1m r " cas RÜQÍGSQQSy wa mesmwwüa e':
mina provenientede la adaniwómc‘ 88mm duraba ganiaigzxmm
¡tamales semejantespara ambas“sustos magra»

El haber aplicado la táonma de Espais y mmm (6Q), en ¿mw ¡1.a
emoción de 1a mgeián constituida pg»?nwlsáfigoa 12san sam wea :a-¿ïZLI-aagána
htdroalcohóiioa amiga de obtener las {moción elo los ¿(913.403nmïLeiam wa
É en caliente, ha pegando gbjeúflr la mag? inggmmáén de Mami-mapa:
o en los leidos nuglezims de laa 961111.33pmilfemtwm tmfimans «amm;«mié
“813390 y 1a oonigüonio 'eemulmiántdg nmleátáégg lasagna Lasm%=:‘--L%:.&a
¿Anota con EGAen calienta también ¿Mmmg e gang)? qm la ©3©1®Ïk©fiiiiiïsm
provocaría un mama“ en la, síntesis de los ¿916199amalgama, ya {me}1a
am de la “¿actividad ¿semanas por ambasinsumo es mig-«sie(¿men
las células nomina '

La wmhaik ¿o melaéüdos Ingresa(sonme ¿Hamás-21 me; Waimszaie:
9.3533mhüva do sus base, 11Amae? hasta 41051m 519mm nm‘hcaarasen
las 98mm proltfontavw 5?ha ¿anábácgáánmi total do 155gimnasia ¿«(alas
proteinas, sugieren algunas ¿51986Lomamamacsfioal ¡todo ¿o wait; me ha. «si c
olohezimida sobre la levadurm pairías müflmm el ÏWÉÜÜWÑHÜMÏI‘ 1.apg
luibonnoháfldo {0520231186EWAQWQla mamás! 119polüibmwneiúüüom
unaatención o ¿nubiefin¿191“mkmamajsm“bímmaríeel, del
«causa istománmto do las gen-vendas¿aim miamidosg ¿gm a: Mi
mames ¡samantha dmg 3263:4944)M síntesis ds 1m pzañgiuwag más
inunda la síntesis d©1 DIA @(cambiadade tal magias) su «sien-:msmifiwrms se
impedirá obtener 10 informaciónnecesaria para la síntesis de las pmscaím.
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efoc cs de c elchezimida

Efecto de la ciolaheximida sobre el metabolismo de aminoácidos

La cólula de levaduraflue incorpora la radiactividad previamente de
mincácidos marcados en E4 , en presencia de cicloheximida ve modificada la distribución del c entre los metabolitos sol bles en metanol
agua, salvo en el caso de ls. asimilación de valina-O que no se modi
fica comometabolito soluble y que usualmente se encuentra presente en
la reserva de aminoácidos libres en una concentración relativamente pe
10.653.

Cuandose introduce glicina marcada en un medio de cultivo que cue;
ta con cicloheximida cono inhibidor, se observa la modificación de los
valores alcanzados en la intercanversión glicinaw-serina, provocando“
una mayor acmnulaoión de serina rotulada. Un fenómeno análogo sucede
cuandose utiliza formato-cun“). Unaposible explicación se podria
encontrar en la inhibición de la transferencia del carbono[b de la ser;
na por bloqueo del metabolismodel ácido fólico. Estudios en ratas rave?
laron una reducción de la conversión de serina a glioina, al suministraá
se dietas deficientes en ácido fólico (151).

Después de cultivar la levadura en un medio que contenía acido glu 
tómioo marcadoy en presencia de ciclcheximida, se modifica la distribu
ción de la radiactividad entre los metabolitos solubles, observóndose_en
primer lugar una acumulaciónde glutamina a expensas de la presencia del
ócidc glutómicog este hecho se podria deber a que por aumentodel nitró
geno asimilable se activaria la glutamina sintetasu, que para otros aute
res estaria inhibida (45). Tmnbiónse halla disminuida la formación de
prolina via semialdehidodel ¿oido glutómiso y óoide pirrolina carboxilip
eo, donde actúa una ensima que reduce a este último compuesto con foma 
ción de prolina, en presencia de rm o Dm (158).

Egth de k cilggezimgdasgba E respiración celular.
1h acuerdo con Sisler y Marshall (38) y Bradley (47) se puede decir

que el antibiótico no ejerce una acción especifica sobre la respiración
de la levadura, determinada por el consumode oxigeno y el desprendimiento
de aubidride carbónico; este proceso metabólico es inhibido en una propor
ción relativamente pequeña, alrededor del 20%, cuando las minimas canoen 
traciones de cioloheximida impiden el crecimiento de la levadura (l a 2,5

¡ug/m1.). Scardcvi (46) señala haber encontndo diferencias en la oxidación

{de los sustratos: se inhibiria la oxidación de la glucosa y el ¡cido acótieo
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seria insensible a este efecto; estas diferencias no se evidencioron en
la oxidación de glucosa y acetato que se alterancn por igual. Las dire 

rencias que se observaronentre losfi sustratos están en la distribución
de la radiactividam el acetato-24: participada con mayorintensidad
en el ciclo de Krebs, proceso final de la respiración, por lo que aperos

oe el anhidridc oerbónicorbth en una proporciónque es el doble allegue sucede con glucesa-ó-c y por otra parte este último sustrato pag
ticipa más intensamente que el acetato en la marcación de la tracción ig
soluble, habióndose utilizado a ambossustratos ocn actividades específio
esa equivalentes. Tanto la glucosa comoel acetato son asimilsdcs por la

levadura fi presencia de cicloheximids. observándose una ligera acumulación de C en sus ocnoentr iones ninimes inhibitorias; en dichas condio
ciones la incorporación de c en la fracción insoluble se halle afectada
en un 50%.

Las diferencias llamativas que se notan en la distribución de 1a ra
diactividad entre los metabolitos solubles, fuerte disminuciónen la ma;
cación de la trebalosa y aumentoen el glutemate se podria explicar me
diante las siguientes observaciones: la inhibición de la sintesis de las
proteinas condicimaria un incrementode nitrógeno asimilable; las oó 
lulas de levadura en presencia de cioloheximida eroretan amoniacoreducigg,
do su contenido en nitrógeno (33); Trevelyan y Harrison (159) señalaron
que la fermentación de glucosa y otros glúcidce por parte de la levadura
estó acompañadapor un ranpimiento inicial, de la trehsloea que se recinto
tiza en un medio libre de nitrógeno asimilable. mientras quefin presencia
impide la resintesis del disaoórido por lo menosdurante las‘? primeras ng
ras de la fermentación de glucosa. Si a estos resultados se unen los estu
diosdeHunta(160)y Holzery 0010( retarenteaa la acción
de los iones más sobrela uidaoión de glucosa por levadura, ee puede dg
oir que la presencia de iones amonionós TM! determina la disminución de
OL- cetcglutaratc por formación de glntamato(hay mayormarcación del mis 
me) y un incremento de TEN; esta coensima por su acción oxidativo. sobre
glucosa-G-fosfato pemite la formación de ácido glucónico-ó-fosfate que bg
ce viable el ciclo de las pentosas; la disminución de glucosa=6=fcsfato
eondiobna el fracaso de la sintesis de trebalcsa, de acuerdo a Cabib y Le
loir (161), quienes estudiaron la formacióndel disacórido por la acción
de una enzima que catalina la reacción entre uridina directo-glucosa y
glucosa-ó-fcsfatc, para dar uridina difosfatc y trehalosa=fcsfato que se
transforma en trebalosa por una fosfatasa especifica presente en la ansia
mapurificada. La disminución dewcetoglutarate provoca una inhibición de
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la respiración asi comode la fcsforilación cxidativa, por lo que se png
duos un rápido incremento en la concentración de fosfato; durante el au o
mento de fosfato ocurre lo mismocon la dehidrogenaoión de la triosa-fos
fate, condicionando asi la mayorpresencia de piruvato y acotaldehido. El
aumento de este último compuestopor acción de la ciclohsrimida sobre le
vadura fue informado por Latuaaan y Berends (43).

Los resultados obtenidos al estudiar la distribución de 014 provenieg_
te de la oxidación de glucosa y acetato, se contradicen en parte con loa
que Coureeny Sieler (45) presentan despues de trabajar con S. pastorianusz
no rotulación de glutamina, menor rotulación de glutamato y una mayor ra 
diaotividad presente en alanina, ácido espártico y también tircaina y treo
nina, sugiriendo una inhibición de la glutámico dehidrogenasa. Tsukada y
col. (48) empleandogggocaccharggzcessoja no encontraron efecto signifiqg
tivo de la cadcherimida sobre la actividad de varias dehidrogenasas. Como
ya se viá en el Capitulo ïïI, la glutamina se marcó, aunque en un grado me
nor de lo que sucede en las celulas no tratadas con antibiátioo; hubo un a!
mento considerable en la marcación del ácido glutámico; menosradiactividad
presente en ¿cido aspartioog la marcación de alanina y tirosina no se modi
fica cuando se utiliza acetato comosustrato y se incrementa en presencia
de glucosa, ocurriendo lo contrario en la treonina; ademáshay un aumento de
la radiactividad en glicinapserina.

¡{goto dg la giglchgxigida sgbre la ingogggragifin dg P32

'Efialhfifer y Aumann(39) expresaron que la utilización de fosfato inor 
génica actora afectadas-Van de Pol y Berends (42) informaron que no se mod¿_
ficaba la incorporación de fosfato ni su distribución, pero que la activi 
dad espeoifica del fosfato era mayoren diversas fracciones celulares. Uti
lizando tantüï celulas proliferativas comocélulas en reposo det levadura,
se ha observado un efecto semejante; una incorporación de fosfato radiacti
vo varias veces mayorcuando las células son tratadas con ciclohezimida, sin
que se evidencien modificaciones en la cantidad de fosfato dosado quimica 
mente y en su distribución dentro de las diversas fracciones celulares. Aqui
también se manifiesta un afecto que ocurre comosi hubiera una acumulación
de iones amonio, ya de Juni y col. (95) (96) estudiaron un fenómeno semejan
te que tiene lugar en presencia de una concentración tal de iones amonio que j
permite la asimilación pero no la división celular.

El modede actuar de la ciclohezimida también se podria explicar con un
antagonismeejercido sobre la biotina. El incremento de glutamina -ezperien
cia con ntemato-C - y de glutamate -experiencia con acetato-a-G y glu
cosa-ó-c revelan un incremento de iones amoniono asimiladoa; hecho simi 
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lar observaron Winzler y col. (162) en una cepa de levadura dependiente
de biotina; Friedman y Heat (163) señalaron la acumulación de compuestos
intermediarios de la sintesis de purinas en una levadura deficiente en
biotine. y también se estudió la inhibición de la fijación de anhidrido
carbónico en: purinas por deficiencia de biotina (164) (165).

1_ _.e__.___.

ü!
Bs de esperar que la continuación de los estudios relacionados con la É

alteración del metabolismode los ácidos nucleicos provocafl‘POr le presa!
cie de la cuohezimida, proporcionará una información más ajustada en cuan
to a la acción que este antibiótico ejerce sobre el metabolismo de las cé==
lulu de levadura, 1a inhibición prácticamente total de la sintesis de las
proteinas.



La acción de la ciolohezimida sobre células de levadura en reposo es
tablece que la respiración, estudiada por el Qozy el anhídrido carbónicc
disprendido por consumode sustratos b de Dngluccsanó-c 4 y acetato-z
c 4, disminuye en un 20%con concentraciones minimas inhibitorias del an
tibiótico (l a 2,5¡ugfiml) y en una tercera parte ocn 10,ugflml. Ambossus

tratos son asimiladcs por lalievadura en presencia de ciclchezimida,cbsagvóndcse una acumulación de C en la fracción de los metabolitos solubles
en metancl-agua cuando ss aplica en sus concentraciones minimas inhibito
rias; la incorporación de radiactividad en la fracción inscluble se inhi
be en un 50%.La distribución de la radiactividad entre los metabolitos
solubles en metanclpaguase modifica por efecto del antibiótico: disminu
ye fuertemente la marcación de trehalcsa y en un grado menor glutamina y

ácido aspórticc, aumentala marcación de ¡oido glutómicc y glicina-seïána.El anhidrido oarbónico desprendido contiene el doble de cantidad de c
cuando se oxida acetato-2 14 y en la fracción insoluble ocurre lo mismo
al oxidarse D-gluccsapó-c , aunque ambossustratos se emplearon con act;
vidades especificas equivalentes.

La ciclchezimida detesaina tanto en cólulas proliferativas comoen r;
poso una acumulación de P de 3 a 4 veces más en relación a lo que incqg
poran las cólulas nc tratadas, sin que se evidencien modificaciones en la
cantidad de fosfato dcsadc y en su distribución dentro de las diversas
fracciones celulares.

La ciolchezimida en sus concentraciones minimasinhibitcrias impide

casi totalmente la incorporaciíz de los aminoácidosIrvalina-C (O),glic¿_
na-l-C14 y Lvácidc glutámicc-C (O) en las proteinas de levadura. Los en
mincócidcs son asimilados por la levadura y la radiactividad total presea
te en los metabolitos solubles en metancl-sgua se altera en escasa medida
e incluso llega a acumularse. por lo menosdurante la primer hera de in 

cubación, cuandoestá presente el antibiótico» En cólulas proliferativescultivadas en presencia de glicina-l-C la ciclcbezimida modifica la in
teroonversión glicinapserina, amineioidos que se hallan comometabolitos
solubles, determinandoel aumentode la radiactividad dentro de la serina.
Cuandose o tivan cólulas proliferativas de levadura Junto con L-óo o “
glutómico-C (0), el antibiótico tambiónaltera la distribución de c de;
tro de los metabolitos solubles en metanol-agua: disminuye la cantidad de
¡oido glutimicc y prolina marcadosy se incrementa la glutamina rctulada.
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Cnltivos de células proliferativas en presencia de glicims-ZIFCEL4y ctm
con ¿lámina-8414 señalan inhibición de ls sintesis de novo de los ácidos nu
cleioos por acción de la. oiolohezimida; en cambio las células en reposo ecu
mulanradiactividad. en dicha fracción cusnio ee encuentran frente el antibió
tico. Nose observa modificación de la distribución de la radiactividad en
lss bases purinicas de los ácidos nucleicos.

La.ciclohnimids condicions uns mayor cantidad. de 014 en la fracción de
los nucleótidos ibres de células proliferativas y en reposo que se incubarcn
con edenina-B-C . Analizeds le. distribución de la rodiactividad dentro de
las bases de los nucleótidos libres se observa. que la. conversión de adenina a.
guanina se desplaza hacia el incremento de genuina, efecto que se hace más ng
torio en las células proliferctivan.

La fracción obtenida comoácidos nucleicos de las células proliferatim
incubadas con L-ácido slut6m160-014\,(c) incorporaron radiactividad debido a
le. presencia de 2 aminoácidos que se extrajeron Junto ocn los ácidos nuclei 
cos: uno ere. ácido glutámico y el otro un aminoácido azufrade, probablemente
cintine, cisteina o ácido cistóioo.

Se hicieron preparados de S-RNA,ribosomss y enzimas de pH 5,0 para ob 
server el efecto de la. cicloheximidn sobre le. biosintesis de proteinas: no ee
altera le activación de aminoácidos; le unión de L-leucina-CI4V(U) con 3.31“
se modifica.en uns peqmñs escala cuandose utilizan concentraciones relatin
mente elevadas del antibiótico; le transferencia de este aminoácidodesde 3
RNAa los ribosomas se inhibe en un 60%, proporción que no alcanza. al casi
100%de inhibicién de 1o incorporación de aminoácidos e proteinas que tiene
lugar en le. célula entere. de levadura.
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