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IHTRODUCCIO?r 

Ea u,.4a oQpeoie dot(Jrmiu11dll, en una otn¡:e particular dol desa.r:rollo, oa.-

da tejido contiene un patr6n do nLtlno~cidos libreu cuyon niveles do concentrnci6n

son caraoter!oticoe para cada tejido (27). & ¡:ueden incluoivo encontrar diforon

oiaa roproducibles en el patr6n do aminoncidon libres en un misr.:io órgano, r.~r e-

jomplo en aurícula y ventrículo do corazón de perro, en materln blanca y mn.tor1e.-

gr1s dG cerebro de g11to, en diferontea ñraao de la corteza corobral del mono, otc. 

(28). 

La constancia relntivn en ln concentración do los runinoácidoa en los t&-

jidos de loo anilltlleo maduroo bajo una diversidn.d do condióionea fisiol6gican, DU

giere que la concentraci6n de estas austanciao eotií regulad.a por oficifllltes mees~ 

nismoa de regulación bio16gica que involucran, no solo una coordinación entre la.-

V6looidad de lao vías de a!ntesis y de degradaci6n sino, ademáa, un ajuste conti

nuo de la velocidad do entrada y salida a ln c6lu1a y nt!n un control de los movi

mientos n trav&s de las partículaa subcelularos. 

Loa runinoá'.cidos libres fueron descubiertos durante el estudio do la di-

gestión de las prote!nns en los lllll.lllÍferos y posteriormente, con el desarrollo de -

t6cnicas espocialmente adecuadas como la cromotograf!o. en papel y en columna, fu&

ron advortidos en los líquidos biológicos y on los tejidos de plo.ntas y animales,

tanto vertebrados como invertebrndoa. 

Sin embargo, una revisión somera de la literatura rQlativa a la concen-

traci6n de los wninolcidos librea en los tejidos de diversos animales, revela un -

da.to claro e iliportantci; los tejidos de los invertebrados oontienon aminoácidos -

libres en concentraciones mucho ma.yorea que los tejidos de loa vertebrados. (l)~ 

(J) (32) 
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Un ejemplo domostrativo de esta informaci6n rosulta de 111 compara--

ci6n de los niveles de aminoácidos libres en el músculo de lnngost3. y da gntoi 

la SUlllLl. de los amino:ícidoa en ol músculo de langosta ea npro:rl~d3.rnento diez -

vocea l!lllyor que la que ae encuentra en el mismo tejido en el gato (3) (32). 

Eatn caracter!atica no es, sin ewbargo, peculiar a todoe los nnima -

los mllrinos, como pudiora pensarse. En efecto, en los invertobrados ~~rinos la 

concentraci6n del nitró'geno do alfa arninoácidoo eo de 210 - J70 mg. miontrns -

qua en los peces que viven en el mar os 0610 de 9 - 72 mg. por cien gro.moa de-,., 

tejido fresco (33) (34). 

Sin embargo, aún dentro de los invertobrados, 1110 forlllD.s marinao pr~ 

oantan nivelas 112ayorea de mninoñcidos intracelulares que los animales de 11rr1a

di.üce, y llllÍs aún, se ha podido ostnblGcer una oorrelo.ci6n entre la. Balinidad -

del agua ambionte y la conoentracitn dG aminoácidos en artropodos (3), molua

coa (16) y nn~lidos (19). 

Los estudios ef ectuadoa por Duohateau, Florld.n et al. (4) con anima

les eurialinoe rugieren un probablo papel de los aminoácidos en los mirnaniamos 

de control de la regulación osmótica.. En oi'ecto, experimentos efectuados por -

estos autores en el cangrejo CrJ.rc1.z:nrn m11.on'.1.Q derrn.wstrau u11a notable diorninu -

oión en lo. concentración de los aminoácido::: n medida que disminuyo la salini

dad del medio. Así, en el d~'Un da mar, la conc9!ltraci6n total de anúnoácidos -

libres medida en tejido nurncula.r es de 291t0 mg./100 gr. de tejido hÚmedo. Cuan, 

do fié transfiere el animal a un modio que contiene agua de m!l.r dilu!da al 50'"fo, 

después de una ad.'3.¡:rtaoión de dos seannas aproxirMdamente, so advierte una dio-

minución en la concentración de los aminoácidos hasta llegar a 1700 mg./lOOg:i;-. 

de tojido. 

La disminución observo.da no es gonaral ni igual on loa distintos -
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·. amin()ácidos sino qua so adviortG que algunos ::;.odifioun ;wÍS profundru;e:-ito su:11 -

niveles originales; en el caso de los exparirne:itos con Cn1•cfon n ~'.loa -

aminoácidos quo experimentan ca;nbios m..~s not•i.bl·~is son lu o.lanino., 11i arginina, 

los ácidos aspártico y glut!Único y la prolin~. 

Un estudio de la.a variaciones .. en la concE1.ntr.'lción do los amnoácidoa 

en ostra.a de la misma aspacio (Cr!l,s;;ostr1>,3 virglniy~) rocoloct:i.dao de su r.ieidio 

natural, ~ro en aguao de muy diforente salinidad (19), cuostra un a.oetoi» en

lo. concentración de aminoácidos libres presentes on el ra.foculo aüuctor, propo¡ 

cional al aumento en aa.linidad del ag.ia; nu~vama."lto se advierte que lo.o modifJ_· 

ca.clonas ir.oís notables o::;t6n limitado.a a U."lon cuantos nmno!Ícidoo, qua en aste-

caso fueron la prolina, la. glicina. y lo. alucina, adorná::i do la taurino.. 

Aunque las investieaoiones sobra el posible papel osmorregulo.dor de-, 

los runinolÍcidos en el tejido nervioso son mucho más eocaaaa, loa eotudioa en~ 

minados a conocer la contribución de varioa electrolitoa al balance osmótico -

en ol nervio periférico do Cnrcinua (17) indican una importante participnción- , 

de loa aminoácidos, eopecia.lmente el ácido aspártico y el ácido glutátnico. 

Dea::do otro punto do vista, como trasmisorca norviosoD a nivel oinúp-

tico, algunos anúnof.cidoa parecen contribuir do man ora importante cin el tejido 

~~ 
nerviooo de vertebrados o invortebrndoo. El AGAB, por ejemplo, ha sido -<:onsid.Q 

rado como un posible transmisor en las sinapsis inhibidoras en el sistema. nox-

vioso cootro.1 de loa mnmíferos (26) (23) (9) y se encuentra. también en los gll!l 

glios nerviosos do varios invertebradoo en concentraciones relativamente oleV?i 

das (11) (6) (12) (21) (22). Los efectos del AGAB sobre el sistema nervioso p~ 

riférico han sido estudiados en varias especies d~ cangrejos (31), aunque ea -

muy poco lo que se conoco acerca do lo.a bnoes moleculares de la acción dol -

AGAB. 
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Algunoa otros aminoácidos tienen efecto:; bien deu:ootrs.doa oobr;; la- -
.... 

trani;r:J.si&n sináptica en loa o.rtró¡:odoa; la bot:J. alani.M, por ojocplo, inhibe-

la actividad el6ctrica en la oruga do Dl':r.élroJ.i~nfl pini (35) y c.ucenta la acti

vidad oopvnúinoa en los gr..nglioo del canercjo (10). 

'El ácido glut!i:úco eG el único co~puooto con actividad excitanto ~x

traído de los norvioo do la lanconta (lJ) y prooenta un efecto farmacológico -

sobre ol receptor do eotrintliento del cnngrojo (5). 

Loo ootudioo sobra loo niveles do ar.ú.noncidoo libreo ofectundou on -

ol tejido norvioco de loa artrópodos ( 22) revelan la preoencia de conccntracig_ · 

noo elevadao do ¿'.cido a.apártico, ácido glutáraico y prolina (To.bla 1). 

La presencia do 1ll prolinn co pm .. ·ticulnrmcnto nini..•1.ilo.r, ya que loa

rocultndoo obtenidos en el análisis dol patrón do aminoácidos on otros invert~ 

bradoo y en loo vortobradoa (32), rovolo. que cete coupuosto oo aicucntra en~ 

tan pcquoñn cantidad quo no oo percoptibl<i en la tl.!lyoría. do loo cil.fioo por lo~ 

mótodoo UE>unles do idontificación d('J B.Lú.noácidoa. 

En diveraoo núcroorganiem:ia y en tejidos de mamíferos (.36) (29) ae -

ha podido demostrar que las relo.oionoo motabo"l.icas de la. prolinn se efect\1'.an -

de acuerdo con el eoc¡uema do la Fi3. 1 • 

Las enzimas quo ca taliznn loo diotintoa paoos han sido purificada.o -

por Strecker (30) y domootradru:; ieuulmente en nleunos microorgo.niamoa (37). 

En vieto. del intoróa que puodo roprosentnr le. p:reoenoia de prolina. -

(IJl ca11tidados con~idorables en ol sistema norvior,o de un grupo caracterstico y 

on cierta codidn evolucionado como oo ol do loo at:r6potlos1 ao p1"0codi6, en el.

presento trnbajo, n analizar la velocidad do los caminos do s!ntosia y degrad!, 

ción do la prolina, medida como la. velocidad de interconversión do la prolina-

y el ácido glutámico, como un primer paso para tratar de averiguar el posible-
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r.apel que este e..r.únoácido ¡:uede do~peñar 01 el datc:::a nll~vk::c do lo& ani

i::alea eritudiadoa. 

Un eatudio oimilnr se~á efectuado si::ultánon~cnt~ e:-. el tejido :;:a1p~~ 

lar y en él hepatop!ncreas de loa mismos unit:.<lle:i con el fin do conocer lau -

peculiaridades que ~eda preae.'1tar el metabolis::io do la prolinn on fil ~jido -

nervioso. 
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Fig. 1. Esquema de las relaciones metab6licas de Ta prolina y· el ácido glu.;. ·· 
mico (Según Meister). 



TablaT.~Cónóeritracf6n de aminoácídos libre~ en el tejido nervioso de treo 
especies de artrópodo~.· 

Aminoácido 
(mg/100 g 
de tejido) 

Aspártico 

Glutámico 

Glutamina 

AGAB 

Alanina 

Serina + 
Glicina 

Lisina 

Prolina 

.cangrejo 
(Gecarcinus 
ratera-ífsJ 

448.0 ,tll. 6 

145.0 ± 2.5 

104.3 + 7.1 

32.2 + 2.4 
.. --

(16) 

(16) 

(16) 

(16) 

65•9 ±h2 (16) 

65.8±.'2.§ ?(16)-
- - --· --- _.,,. -,. -.,~:_~ _:_ -.- ·-- ~. 

73.3;E3_.í (16) 

3i3 :p·:1'.&~~-(l6) 
~ ·:_.'·::::r;:_~-~.,-· -, 

A.lacrlt'1 
(Centr'..4roides 
-iillP:RWi') 

85.0 + 3.53 (7) 

115.5 + 7.68 (7) 

65.0 + a.35 (7) 

30.0 + 2.67 (7) 

22.6 + l. 74 (7) 

6.7 + 0.88 (7) 

29. 5 + 1.82 (7} 

105.0 + 9.98 (7) 

79.5 + ') ?" ..... L.0 (7) 

69.9 ;:t: 5.56 (?) 

48.0 + 2.25 (7) 

33.9 + 3.15 (7) 

28.0 + 2.95 (7) 

16.L.t 2.98 (7) 

6L4 +.7.68 (7) 
.· ·-.··--· 

., 

·-.} 74 •• (f. ~(!5 

,¡ 
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la diaección C:\'.l lo::i tt?jiC::cn i;o hi.~o en t<Jeo:i lo;:i e;;.cco lo i;W:; r'pid.'l.r.:ic.:nto }:10t1j. 

ble coneolifudoloa en hielo oecc--.ucetom.:. o i:.::i.nt.:::i&i<!oloo n oº ,C l.'-".l'll lou ex-

Ptll'<l leo o:itudioa ofoct~ucoa en ol toj~do norvio::io oo llev6 a cabo ~ 

la disección dol gnn[!lio mbccofúgico, cort.ündo U;.o con•·:tlono¡¡¡ norvionc.o y loo 

va~a, y e:¡.-trayédolo de ln foca. vontrc..l del cndoocc¡ueleto dondo oe encuentrn n 
lojs.do. F1 tejido r.:.usculur fuo di::;cca.do do 111 pin:.a del primor ¡-...<tr do n.pCndi -

ces torácicos y p;ll'~ lno deten:rl.nscionos on ol hepatorüncrcuo Ge obtuvieron --

fraginc.'1toa de apro:d~da.monto 60 mt; •. diseco.dOlJ indi::itinbmonte dol COlljunto do 

los tuboa CfLIO constituye11 la glándula. 

Loo a11in:ales utilizados en lo:;i e:Kpcrimentoo 11 In vivo" ªº oelocciono.

ron riquolloo euyao medido.o oocilnbnn ontre 3.3 - 4.0 cm. do lareo y do J.7 ~ 

4.8 cm, de ancho. 

EXPERI!·WTOS. 12rn !!Y.Qu. 

Los animales fu~ron inyectados directa.monte en el Beno pe:ricárdico-

a través do u.~ pequeño orificio practicado en el caparazón, juatamimto arriba

do la zona co.rdíaca. Por est.a v.!O. se los a.dminiotraron 2 ,.uc de p:rolina u-c14·-

<:...!fe,; ~.f?.-'lmd Nucl""""' Corp con '"i·-'' d "~i d -~'' _ ,...... .. , ªº" v.1.oa espccJ.l c::i. o .047 ~ ¡;¡!.~. y de 2 a 

5 ,)lC' de ácido glutáiaico 3,~c14 -Calbiochem, con actividad enpecífica do :.,..._ 
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observación y fueren sncrificadoa u1 c::.bo do 61 18 y 24 hor<lc. 

(25) 1 al 2 ml. do tlccbol et!lico al ecr.~ ?/\T) f.Jl'OCe<lic.:::.:!.Q pootorior::iente al -

aisle.miento y la C'J.U.'1tificaci0n diJ lo:; c.::iinoácidoc libres. 

d~h!gado, 50 do t:Úsculo y el rranclio nc:r-11000 co~ploto y fuüron tl$ntenidoa a -

Oº C basta GU horcoge.11°eizaciÓ;¡¡ On 0.5 :tl. do buffer do fooflltoa a plf 7.4 15 mo-

lar. 

El tejido ho~gc:rnizo.do no incub6 con a¡:rro>d.ll!l'lOOL'lE>.:'lto l ?º del o.mino

écido radioactivo durante .30, 60 y 90 minutos a 30º c. TrJ.nscurrido el tiompo -

dti incubación, se dotuvo la NZ.cción ccn 2 IJl. do alcohol absoluto {roo.ctivo n

nnl!tico) y se procedió u la O)~tracción y rmáliuis do loD nr:d.noácidoo libreo. 

FXTPACCION ! ANALISIS Jlli !.OS MHNOACIOOS ~· 

Lo.s proteínas procipi tudas :¡:or el alcohol otilico :Jo separaron dal -

o:xtracto aouo~o por centrifugo.c:l.cb n .3000 rpm. dursnto 10 i:.in. La totalidad dcl.-

extrt1.cto conte."liendo loa antlnol.Ícidos libros :::e evaporó a. sequedad con airo CD. -

liento y st> reincorporó 0..'1 ln cantidc.d adecuada do agua para obtener una concen-

tl:'ación da npro:dltlldam~"'lto 50 veCi?s, 

L¡:¡ se~rnción do loo runinoácidoo ::::e hizo por cror.aa.tograf1a bidimMaio- , 

nnl ~ p.apol filtro Wha tn:an No. l ( 23 x 28 c:n.) utilizando como primer sol vent0-

1'a.~ol al 80% y segundo solvente butenol -:!cido acótico-agun (4:1::1). fil fenol

C¡'U\l se utilizó fue el reactivo químicamente puro previamente rcdo;,;tilado junto-
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la aplic&ción de ilnu solución do ninhidri.ria el 0.05% en but.:inol enturado con a-

gua y cc::iparor¡C.o las posicionCJs de ~:;tr.,::; :=-ü.~tn.."lcias por t1odio de 1.>11 Rf con las -

La Ct!ar•~ific.;.ci&1 do los n:.tlnoúcidos Cll el cro:r:.!l.to[;l"n:ta oe- roalh16 ai ... 

guie."ldo en lo ¡;enerul la. tóoico. do l1a.fto.lin (20) con ligcrns ir~dificacionco. 

En esto proccdir.llcr1to so l•ecoi-tó la zona en donda oo encontró ol e.oing, 

ácido que se doseaba 6stimar, con el r .. argen adcc~ado, so redujo a f:rtlgmcntos pe

queños y so intensificó el colo~ po~ m~-Oio do una solucién concentrada do ninhi

drinn nl 5%. El compü.ozto colorido &o extrajo con sol~ción do acetona al 75%, l~ 

y$ndose final~cnto ~ 500 9l y la prolinn a 440 iy¡ en espectrofotómetro Zoiss 

l'l·Q rr. 
Loa valeros obtenidos se compararon con los do le. Clll'va patrón. La de~ 

cripción detallada del m6todo os ln siguiente: 

l.- Rovelar el crorr..atog¡"tl.n:a m~dia.r.to solución d~il da ~hidr:i.nn a 0,05% -

ten bufa.llOl satu1·ado con agulll1 calentando a SOº C durante 5 minutoe. 

2.- fu:icortar la zona ocupada por el aoino~cido con el margon_convcnionte • 

.3.- Roducir a f1-agu:i:mtos pequ~ñoa el p::i.pel filtl-0 1 }J2ls:u•loG a un tubo do -

en~ye y a.gr.:iga.r 0.03 ol. da una soluci6n d~ ninltld.r:l.na nl 5% en buta.

nol saturado con buffer do fosfato& O,l M de pH 7.0. 

4.- C:!l.len~I' on baño do a.gua 5 trl.nu·eoG ª' 55º e y posterioI"mente 2 minutos -

más a. 8.3º c. 

5.- Dejar enfriar 5 a 10 minutos y agregar la cantidad conveniente de aco--
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todo el co~p~e~to colo~idc. 

A.- Pa!"a ln dott:-uinacién do la ¡•tuücr.ctividi::.d do cudn tu:U.noácido 1 aa prO- · 

cedió cooo sicuo: 

l.- So reveln.ron los cror:.n.togrur:.ao do les extrnctoa do tejido en ln forre.a ..;.. 

ya doncrifa. 

2.- So recorturon lao zona:; coi·r<?icpondicntcs a loo um.inoácidoa y ao · fraginon. 

ta.ron en pcdAzoa poquer.os c¡ue ao puoaron n tubos do oncaye .. 

3.- So ruiadió a los tuboo 2 tl .. do e.cotona. al 9Cff, ucidifiooda con ácido :~ 

olorhí'drico en 2 po:rcionco do 2 ml. y so incub6 a 45º C durante 30 millll 

tos cnda ve::. 

4.- Loi:; o:.-truotoG ccetónicos !'u.oren po.sndos cuant:i.ta.tivamcnte a. plancheta.s

de nlutrl.nio y evapora.dos con ayuda de una lámpara do rayos infrarrojos. 

5.- La radioactividad se mldi& e.~ un contador do radioactividad de flujo -

contfuuo sin V<!ntann, modelo 151 ii de la Nuclear Clúcago. 

B.- Parn la determinación de la radioncti~~dad incorporada a protoí'nna se

procedió do le. siguiente tt.anel'"a: 

1.- El precipitado que so form.é al agreear el alcohol etílico fue lavado~ 

con écido triclo~acótico fr!o y centrifugado a 3000 rp~. r..or 10 minutos 

2.- ~ó descal'tÓ <!ll sobrenadan'~ y el residuo :::{j la'll-Ó con alcohol-éter. 

3.- Post(~riormonto se incubó 2 veces dura.'"'l.to 15 minutos con ácido triclora-
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con tlcohol y 2 Ycccn ccn .?tc1• y ca trs.nslü.dó cu.antitativn!~el'.lto 11 ur.

disco do p:-.pel filtro diotribuy&.~fose de ur.o. i::.:mera uni1~01~e sobra la 

cuporficie del tdtco. 

5.- El dinco de f.'3¡:,el f'iltl'o ¡¡o C(;locó cotr·~ una plc.richeta do e..lu:1itlio y

en W"• contador do ro.dice e ti vidn<l se clcüÓ la t.rl.~m~. 

6.- El contenido de proto!nn C!1 el p::.•ecipita.do fue dotet'liliuldo sogÚn ol ,_ 

método de Lo~TY (18). 
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RESULTADOS 

inCOl'p;)l'tl.CiÓn do l"l~COacti Vidc.d <l. lo:: ü:;ill¡O~rcidcs lib:rui:: Cll r.:::.¡yor e..'1 el enn 

i:,o la mdior.ctividad se c:1curnt~'O. :!.ocli::acn 1i.:r.clr.r.::cnUi.lr.:enU; en el :~CAB, iU 

ta incorpore.ció:; u la ~r...'1in:.i. .;;s :::.::..ycr el1 tl I;" •• Íf;culo quEi rn los o-

t:ros tejidos y la elut~:tlnn ce c.ncu~nt.ra r:.urcud.:• do ur.o. i.:P.?1c-1·u shrJ.lnr en 

misron radioactividr:.d en ol hígado y en éil i:;e..t:.[;lio nervioi;o; en el n:úaculo -

sin embargo, la co:wr.u t¡·c.ción do ooto ru:iino.fcido co tan bo.jn. que no se np:r<.-

cia la n:anctn correspondiente en los cronlt.'ltocrn~~o. Por lo Q.lO so r~fioro n-

la pl·ol:i.nB., la :incorr..01-ación de redioactividad procedente del ácido glutámi-

co e:J sensiblomcnto igual en loe tres tejidos estudiados".! correoponde·a:pro-

xir:.adamento al o.:::% de la radionctiv-l<lad del o:<tracto acuoso (':i'abla 4). 

los amlnoá'.cidos libres é:\traídos do los tejidos del cangrejo 

Las Tablas .'.3 y 5 indican la inco1·po1-ación do radioactividad procc

den'.;e de prolil1a rr-c14 a los ami.."loÚcidos libres del ganglio nervioso, hepa"t2 

páncreas y músculo del ca..~grejo. 

La. diferencia i'unda.menta.l en la dist:dbuición de ln radioactividad 
·~K---·-··-·- ·: ... , .. ·- ·- ···-~-·-~--

dGscarboxilasa del ácido glu~mico. 
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je os do solo o. 75 a o.as;G on el hcp:itopi.-:.crcas, 'J en el cl::c~o de o.62 a. -

1.56% .. 

En el ganglio ner\"ioso huy tnobién un cJ.to p:n•ce."ltaj e do l«l.dioncti-

vidad eri el AG!\B (;3.15 n 3.65%) c;..i.o ir.dicn. nu""vumonto lu impo::-tnncfa do ln vi.o. 

glutt!mico-~GP.B on el tajido norviozo do estos n.!1it::.(l.lcs. 

Por lo que se r.:;fioro n. los oti·os n::i.inoácidos, oe obsorvu l:l..'lyol' in-

corporación de radic.ctividc.d en el ácido nspñrtico del ganglio nerViosoJ mien

tras q<.te glutaw.na y alnnina muectra.n una incorporación sim.1ln1• en los tres --

tejidos. 

La incorporación de radioactividad en prolina, procod6lite do ácido -

glutÁinico 3,4..;cl4 , muestra W1 pat1·ón do distribuici6n diferente en los tres -

:tejidoo estudiados en al curso de los dist,i11tos tiempos t::-anscurridos desp.iús-

de lo. inyección dol cm:inoácido radioactivo (Tabla 6)0 Hit::ntras que en ol he-

patopáncreas la radioactividad aparoco e.~ la prolina desde 6 horas depu~s do -

la inyección y con el tr!lnscureo del tiempo se obseMTa una disminuci6n de la -

m:Í.rcn, en el ~úsculo no aparece radioactividad sino hasta trnnscurridao 18 ho

ras de la inyecci6n y en el ganglio nervioso.hasta 24 horas dosµ¡c$s. 

Por otra. parle, los niveles deglutámicoradioo.ctivo muestran un mo

vimi""tto l'.>arB.ieio, aumeintando su concentraci6n en el ganglio nervioso con el -



.\, 

a.precia ta.1 cla~a.rn~n.te ~1 el tejido ::::.¡~cult..r. 

bla 7. 

úcidoa en los quo so obs0rva ~~dio~ctiv:~~d so~ el ácido clut:!:.rl.co y ol AGA!l e~ -

el ¡;anglio nervioso, y ol :foido :;luti:tlco c...'1 ol hcpe.top<t-icr.:ic.n y en el t.:.:.foculo. 

tu apariciÓ:.l di!! le :::.::i.:rca. eri 01 ácido :::;lutúclco se ob:iorvr. en pri.:::er -

lugar en el ganglio no¡-vio:o 18 :~o~-::u.i d.::o¡::uóa dei la inyección y h-ista c¡'J.o hun ...,.__ 

trc.nocun·ido 24 horo:i aparee~ rt.;trci.::.co ol glut::i:dco en ol hÍr;u.do y tJ:l el d::iculo.

En ecte tiomr.o hny- tar.:bil1 ::-adiouctividc.d e.n ol AGáB del gunsJ.io nerviooo. 

INCORPORAGiotl A PROTF.H:,\S DF. LA Pu\ n:ro~.CTITfnt: D ?F.CCF'.fFWi'F: DE ?ROL TNA u-cll; 

Ln incorp,,ración de prvlim u-cl4 e las prot~:füao del gnnelio ncrviosoM 

La. velocidn.d do inco:.:-:¡Nrc.cién do la proli;10. c. protoínas en el ennglio -

nerv.Í.oso es npro::dn:!!dame.-ite 2 veces mayor q_uo en el hopato¡:.fucros.s y 5 veces m..•:

yor que en ol hepatop&io:re:i.s y ;¡¡~1co vece:; l'JUJ.,-0'.I." qua en el n:.ísculo a los 30 minll 

·i:.ofl\ .d~ incubación~ y outa propo1•ción Ge iuu1tk.'1e a los 60 y 90 minutos de incuoo

ci6n, aunque la incorporooién aumenta en los t:-0s tejidos con ol transcurso del 

tiempo. 

:;~ 6' ' nrn vivou la incorooración do orolinÍ?. marco.da n proto!nas después de 6;· . . . 



' . 

. . 

-:u...-

tl·es tojido;; le. :.:~:;o!'poracic'.n de :radioactividad a ~o p:-ot-.:i~c ao p.toao ob::>e1-var 

yo. &i los a."lii:-Al.cs cc.crific.'l.doo 6 horao dccF!é¡¡· do la inyocción do ln pr.:>lli.a. 
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Tabla 2. Distribucid~ de a radicuc~ividad ?=ocedcntc de proli~~ ~-e~· b:~ ~le~-

~~~. ~~~:j;~º! ;~r~~, d¿6 j'~~:f·:~~ 1:~~~~~1~~º L-.~~E~~z~;:·cr~:;;~/~~~:1:~1;:c~:a 
;, ... ' 

::2rv.:..i::iso J-.. .. :".;¿_¡_10 

3:; ........ -... GA v !:...2.::1. ~:o :.:.in • 

Asp~rt1co 1170 ~:- ·· 107 (~) 71..0 ... '/') ( A \ 

\ '} J l4-55 ::!: 97 (.::.) 

Glutámico 2.:i366 :t 1855 ( 4) )/r60() - 1555 f ·' \ \ ... J 40200 .:!" 240 ( ' \ .., ¡ 

Glutamina 3070 + 280 (4) 2405 ± 610 ( '~·) 4265 .T 3SS (4) 

Alanina 839 + 227 (4) 3420 :t 321 (4) 6450 ::!: 306 ' ' ) l •t 

AGJ,B 9)000 ± 8300 (4) 71200 ;t 6950 (4) 62625 :t 5670 (·n 

Hepatopá...'1crcuo 

30 min. 60 oiri. 90 min. 

Aspártico 698 ± 72 (4) 698 ± 65 ' ( 3) 878 ± 06 (4) 

Glutámico 2295 .± 248 (4) 2800 ± 270 (4) 5415 ± 88 (4) 

Glutamina 1068 ± 103 (4) 502 ± 42 ( 3) 3240 ± 318 ( 3) 

Alanina 703 ± 70 (3) 1113 ± 106 (3) 1502 ± 64 (4) 

Músculo 

30 min. 60 min. 90 min. 

Glutámico - 4106. ± 11 (4) 4833 ± 430 (4) 5316 j- 635 (4) 

Glutarnina 144 .± 14 (4) 383 ± 29 (4) 328 :t 32 ( 3) 

Alanina 536 ± 36 (4) 614 ± 63 (4) 899 .:!.: 78 (4) 

'){:Promedios + error "standard 11 

Entre paréntesis el número de muestras en cada grupo. 



~abla 3. Distribuci6n C..0 lE:. rs.dio~cti·vidaci })rocedentc del ácido tilUtÓJr:ico-
.3, 4-Cl4 er.. ali;unos ar::inoácidoc lib:res del g:::;.nglio nervioso, hepr~'topÓ.!! 
creas y músculo del cangrejo, a los 30, 60 y 90 :nin.utas de incubu
ción ( cprn/p:); 
~ . a 

Aspártico 

Glutámina 
Alanina 
Prolina 
AGAJ3 

Aspártico 
Glutamina 
Alanina 
Prolina 

Glutamina 

Alanina 
P:rolina 

Ganglio nervioso 

30 min §O mih. 

2976 ± 296 (3) 3533 .± 241 ( 3) 

3306 ± 209 (3) 4160 j: 349 ( 3) 

6150 + 290 ( 3) 8733 ± 410 (3) 

229·3 ± 230 ( 3) 18t,O ± 168 ( 3) 

77833 ± 7100 ( 3) 184333 ± 6350 ( 3) 

Hepa top:focrea.s 

30min. 

6573 ± 126 (3) 
3163± 308 (3) .. 
19i3 ± 149 (3) 

39· ( 3) 

Músculo 

269 + 5 . (3) 

917 :t 64 (3) 

175 ± 16 ( 3) 

60 mino 

7060 ± 1060 ( 3) 

3326 ± 277 (3) 

4666 .:!:: 89 (3) 

659 :t 61 ( 3) 

60 min~"··.~· 

485 ± 55 (3) 
.. 1436 .± l2.9 (3} 

312 ±··.~····ª· (3) 

90 min. 

4980 j: 243 (3) 
4306 :- 142 (3) 

15866 ± 1560 (3) 

1803 :.!: 161 (3) 
116166 :t 6560 (3) 

90 min. 

9063 .:t 638 ( 3) 
5200 ± 178 (3) 
5436 ± 208 (3) 

1015 ± 43 ( 3) 

90 mino 

1473 ;t 145 (3) 

2413 ± 167 (j) 

589 ± 59 (3) 
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, } 
Di~:.:. ... i".:-u.cié:: ~- .:.:::ci.::-.. t::<l d~ le. :t·~d:..c::.ct.iviC:.d C:.0l C:c::.C::i cl~~,~:tlco ~' Lr c .... ~ 
t:1 t:.lé1:_¡1c f) &·~·2¡.:,~:c:!.Co o 2ib1,o: ;!;:-:t:.---~:.:rd.~.): ¿¿ ·c.;;j iC.o z:c~·;r::.c ~e ¿ t:l h~p;1 tor-'-::1 
c:·cr..s y z~:.:c.D.o C.u1 c;:;...~c~:-ojo d~::.¿~¿!; ¿J ;,o) é8 :¡ S-8 :.::r.t.:~ e C.o_ incuhn..ci6z1 

.:lsr..._.:rtico 
Glu:é{.::J.co 
Glu'tcc:-.iua. 
lJ .. ~;l"1inr.t. 
P:~l~o.. 
t .. GAB 

Asp!l1~tico 
Glutámico 
Gluta.nina 
JU.anina. 
Prolina· 

Glutácico 
Glutnmmn 
Alaninn 
Proli.'>"la 

o.v. 
86.50 
0.04 
O 1'' o-V 
0 .. 19 
3.97 

042'/ 
86.50 
o.os 
0.16 
0.13 

"-0 m1n~ 

91.;o 
0.1,~ 
0.33 
0.1:3 

__ _..f_·;1_,,,,¡ "'.;._ •. 

Mút:culo 

o.n 
85~CO 
0.04 
0.21 
0.22 
5.ló 

0.18 
83.50 
0.14 
0.20 
0.13 

60 n:l.n: 

88.6o 
0.15 
O.l;.O 
0.19 

o.:>3 
SJ.GO 
0.05 
0.12 
0.22 
5.~l 

90 min. 

0.32 
,85.60 
0.17 
0.23 
0.20 

90 nin, 

87.50 
0~29 
0.51 
0.21 
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r: 

Soluble 
Cf.r;;i/lOO:ig. de tej, 

As7:<frtico 
GlÜtáu:ico 
Gluto.cina 
Alanin::. 
P:.~;;lir10. 

AGlU3 

Soluble 
cp::i/100.'.:l.g. de tej. 

Aq~;t~co 
GJ.u·0:i.-n:i.co 
ulutnmina 
Alri11inn 
Prolina. 

Soluble 
cp:n/lOOmg. 

Glutñmico 
Glutc.mina. 
Ali::.nina 
Prolina 

d<id:cj. 

__5_95 000 

0.51 
/h24 
0.28 
0.01 

es.oc 
.3.65 

539 000 

0.46 
9.J5 
0~.32 
0.53 

8!,.50 
.3.51 

Hepatopáncrcus 

277 000 

'30 !ilÜ:Ít 
' 

89 400 

0.62 
0.23 
0 .. 15 

95.00 

Oo09 
Ov75 
o.os 
0~95 

8,3.70 

60 rnin. 

91 300 

o .. 65 
0.46 
2.60 

9.3.oOO 

,. ,,. 

-~-~:_ 

550 ººº 
O.eO 
9.?.5 
0.'2.7 
0.92 

85.50 
,'.3.15 

o.28 
Oo78 
0.70 
Oo79 

8,3.00 

" 
CJO nú.ll~ 

90 500 

1.56 
Oo74 
2.64 

87.50 



·ablu 6. Inoorporaci6n de radioactividad ( cpr::i/lOOrag de tejido) en lou mr.;.no:fol
doa libree del tejido nervioso, hepatop~ncreno y mdoculo del can¿roJo 
deapuda de 6, 18 y 24 horuo de la inyoccidn de prol1na-U-Cl4. • 

Prolina 

Glutámico 
AGAB 

Prolina 

Glutámico 

Prolina 

Glutámico 

Gan¿;;:io ncrv .l.Cs~o 

6 horus 1~1 ho rus 

2126 ± 116 ( 3) 4290 :.r 350 (3) 
o (3) 306 ! 27 ( 3} 

o (3) o ± (3) 

Hepatopúncreas 

6 horas 18 horas 

1386 ± 138 (3) 1463 ± 13.1 (3) 
o ( 3) o (3) 

Músc.ulo 

6 horas 18 horas 

1278 ± 18.6 (3) --2370 ± 6}.l (3) 

o (3) o (3) 

lit Promedios + error "standard" 
Entre paréntesis el número de animales en cada grupo 

2 ;~ l•o; .. uu 

5726 :!: 39·~ I 'J.\ 
\ ,i 1 

751 + ll.j U/ 

250 ± 9,1 U) 

24 horas 

' 2693 ± 90,5 (3) 

364 ± 31. 3 ( 3) 

24 horas 

5340 ± 457 (3) 

123 ± 14.2(3) 



:abla 1 • Incorporaci6n de re.dioacti vidad ( cpm/100 r:ie; do tejido) i::n la prollnti 
del tejido nervioso, hepatopáncreas y rnúoculo del cangrejo, duopuJu 
de 6, 18 y 24 horas de la inyecci6n de 1foido glutrunico-3, 4-Cl4.""" 

Glutámico 

Prolina 

Glutámico . 

Prolina 

Glutámico 
Prolina 

Ganglio nervioso 

6 horas 18 horas 

493 ± 63 (3) 329 ± 16 (3) 
o ( 6) o ( 3) 

.Hepatopáncreas 

Músculo· 

6 horas 

298 ± 30.6 (3) 

o . (3) 

18 horas 

133 ± 19 (3) 
. 89 ± 16 (3) 

18 horas 

339 ± 36 (3) 

42 .6 ± 4 (3) 

*Promedios + error "standard" 
Entre paréntesis el número de animales en cada grupo. 

24 horus 

1030 .:!: 105 (3) 
178 .!. 16 (3) 

24 horuo · 

98 .!. 2.3 (3) 
20 ± 3.1 (3) 

24 horas 

148 ±. 7,2 (3) 

100 .:!: 6.7 (3) 



30 60 

~orporación de radioactividad proce
prolina-U/Cl4, al ácido glutámico 
los tejidos del cFngrejo a los 30, 
y 90 minutos de incubación. 

nervioso 

~'" >f\ ' Hepatopáncreas 

Incorporación de radioactividad proceden 
de ácido glutámico-3,4-Cl4, a J.a prolina 
delos tejidos del cangrejo, a los 30, 6C 
90 minutos de incubación. 



12000 

9000 

6000 

3000 

e- Ganglio nervioso 

l- Hepatopáncreas 
o- Músculo 

6 

Minutos de incubaci6n 

:. 3. Incorporación de radioactividad procedente .de prolina U-014, a 
las proteínas de los tejidos del cangrejo, despué¡;¡ de 30, 60 y 
90 minutos de incubación. 



~500 0-- Ganglio nervioso 

Ir Hepatopáncre~s. 

WOO o- Musculo 

L500 

LOOO 

500 

6 18 24 

Horas después de la inyecci6n de prolina-U~c14 

4, Incorporaci6n de radioactividad a las proteínas de los tejidos del 
. cangrejo después de 6 1 18 y 24 horas de la inyecci6n con prolina

U-014. 



-15-

DISCUSION• 

Loa resultados do este trabajo perr:Uten confir.::._qr que el osq~e~• -

metab&lico de las relaciones entre la prolina y el ácido glut!b.ico deacrito

en loa lll'ltn:Íferoe y on nl¡¡unoa mlcroorg1U1ioraos (36) (29) (JO), su oncu<intra -

presente en los tejidos eotudiadoa. 

Sin embargo, el equilibrio do lau rencciono:i do interconverB1Ón -

glutd'.mico-prolina titino algun:.io caractori'.utlcau p-lrticuhro11 1 cupocinh.amtti

cn el tejido nervioao en donde oo oboerrn un deapla;:a;:ú{lnto muy o:nrc.'.\do Cli'i

el sentido de la forw.ici6n do ncido glutibico n pnrtir d(; prolin!•• Aunque ll.i}. 

ta caracter.l'.'atica se obeerva-~-mbit:Ín en el r..úoculo y "l hor•1t-0ráncrcao 1 en -

en el tejido nervioso en donde oo mi\o npnrente, En ofoct-0, ln convorii16n do

prolina a ácido glutámico modidn por 111 radio11ctivid11d procMmto de prolinll 

'u-c14 llega a ser ha.ata 40 vocoe Myor (Fig. 2) que la reacc16n inrN'M. 

Eatoa romlltados unidos 11 las oboorvncloneo de R;¡y (:V,) y Burnoll

( 2) sugieren que la prolina PJOde Dar oxidada rÚpido.men to 11 f.Íeido ¡;lu tiímico

y en esta forllll conoti tuir una especie de resorvn enor¡¡6tica qu~ nyudo r:m C_l 

oo necf'lanrio, a través do esta v!n, a CL'lntonor conntanton loa nivolec do o--

troa nmlnoicidoa talos como aop¡Írtico,nln.nino. y AGAB. ¡;:n el trabl.ljo do Ray -

(24) sobre el metabolicmo de loo aminoácidos en la cuorda nervlooa do P~rt-

planetn ~meric~n~, el bloqueo do la gluoóliois anaer6bioa con yodoacetato ol 

cual inhibe la doahidrog•!Jlaaa dol gliceraldohido 3 fosfato no provoca un cam 

bio notable en el nivel do alanina, como sería de oopornrae por la deficien

cia de ácido pirúvico, pero causa una disminución notable en la poza de pro-

1ina, Eªto ¡:uode sugerir que la prolina ha sido oxidada para proporcionar e

nergía en 8Uatitución del piruvato y do esta manera ayudar al mantenilli.ento 

del nivel normal de alanina. 
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Por otro lado, en presenci11 de nuoroacatato que produce unn inhibi

ci6n de la deshidrogennsa isoc!tricn, provoca igualmente unn disiainución consi

derable en loa niveles de prolina en la cuerda nerviosa do cucaracha, wJontrao 

que la concontraci6n do aspártico 1 gluttCmico; gíUtar.iin'l y ~GAB pornn.noco priíc

ticamento constante. 

El mantenimiento do los nivelos do los aminoácidos dicnrboxilicos on-

ol tejido nervioso oe particularmente importante en estos animales, yn que ea -

hademoetrado en el nervio perif~rico do Cardnt\s (17) que loa electrolitos r¡ue

participan más acti varnente en el bl\lance omn6tico aon loa c.'ltionea inorgánico a-

monovalentes, pero el grupo que lea aigue muy do cerca en i~port9ncia es el -

constituido por los aminoácidos glutñrnico y aspártico. 

Por otra parto existe evidencia experimental de que hny una r~gulación 

' en la concentración y velocidad de recambio do los aminoácidos intrncolulnros -

en la cuerda nerviosa do Ho!lUJ,;ms, en respuesta a loa cambios en la composición-

catiónica de los tejidos 'producida por eat1111Ulación eléctrica o por tratamiento 

con sulfato de veratrina (7). 

Los estudios do Buraell (2) sobre los cambios on los aminoácidos efeQ 

tuados dur.int., el vuelo en lo. mosca tse - tse, sugieren que algunoa di estos oom 

puestog, tale¡;¡ como el glutámico y la nlanina, y de mr.mern muy importnnyo la -

prolina, p¡eden ser utilizados como sustratos oxidables durante ol vuelo en ea-

toe animales. 

La incorporación de radioactividad en la prolina dea¡ués de lQ inyec

ción de ácido glutámico marcado, muy posterior en el tejido nerviooo que en los 

otros tejidos eetUdiados, ,l)lroce indicar que existe una diferencia importante -

en la velocidad do difusi6n do este aminoácido. Aunque en loa mamíferos se ha

demostrado la existencia de una barrera hematoencefálica (14) (8), so conoce~ 
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muy poco a corca de este efecto en a.nilll.!lleB ai tuadoa en_?tro=nivtil~en==-H=-e-aci -

la zoológica. Do hecho, eT.iato un solo trabajo efeotuado por LaJt.ha y Molo..;. 

(15) en el cerebro de la carp<l (Cyprlnu.;i ~)pero no ae han llevado a c.'l• 

bo estudios en ente oentido en loa invertebrados. 

El hecho do que la.a oaractoríaticae del aisteoie do barrera hot:.Ato

encofiil.ica en el cerebro de la c1rpa ae:i.n máa p.-irocidau a lao del rat6n r~ 

c16n nacido que a las del ndulto, sugiero q.ie este fen6mono p.iode o atar re

lacionado en alguna fol'lJl.!1 con la ovol11ción dol siete~ norvioao. 

Ea r..osiblo igualmente, que oxiotan nlgunaG diferencias an cuanto 11. 

la disponibilidad do lao pozas de ácido eiutA'mico hacia una u otra roacción

en los tejidos y quo oata compartimontaliznción puodn explicar lao diforon-

Por otra parto 1 la aparición de radioacti vldnd en ol ácido gluM

mico deapuée do la inyección do prolinn !lL'.lroada es más rápido. en el tejido -

nervioso que en los otros tejidos estudiados. Esto está do acuerdo con lo <~

quo so obser-vó "in vitro" en relación con ln velocidad de lo.a reacciones de 

interconvorsión glutárnico - prolina. 

Finalmente,, __ lo.o observaciones acerca de la incorporaci6n de radio

actividad a. proteínas nin •litro" e "in vivo" procedente de prolina U-c14, nu 

cho más rápida. en el ganglio nervioso que on loo otros tejidos, es i&'U&lmon

to un reflejo de 111 distinta velocidad de transformación de la prolina en á

cido glutúmico •y por esta v!a a otros nminoácidoa que son incorporados a -

proteínas- en el tejido nervioso. 



!· 1.1 

¡ '. 

Con el fin de conocer la velocidad rolntiva de loa c~minoa de s!n-

tesis y degrndaci6n de la prolina, se estudió la incorrorn.cicSn do rndioncti-
14 

vidnd del ácido· glutárnico J,4'-C a la poza motnbólica do esta aminoácido 'Y-

la. velocidad de incorpor'l.ción de prolina 0-014 a los aminoáci.dos libres y a · 

U.a proteínas del tejido nervioso, hopa to páncreas y múscu.lo del cangrejo ili2-

carcinyQ lnt~r:ilis. 
·;· .. 

Th los experimentos "in vitro" se ')bseij& t1u;,ia vei99ldad de .in-
~.-./-:; •. , . ~ '.". -'.,"·i '.'~ 

oorporación do rl\dioacti vidad del ácido glútiím:foÓ. O.'f})~Ciú.il~ .fu1{d~Luli.a1no o,t 

den en loa tras tejidos estudiados. 

La velocidad de inoorporac16n de la prolin'l radioactiva a la poza 

del aciclo glutámico i'u.e mayor que la reacción inversa en los tojidoa examinJA 

dos, pero es:ta diferencia fue particularmente notable en el caso del ganglio 
. . 
nárvfosó, en donde lleg6 a aer hasta cuarenta vocea !llllJ'Dr• 

Los experimentos "in vivo" augioron la existencia de un p1trón de

distribución diforento del úcido glutámico en loa dil:Jtin:J¡cHJ 6rgn.nos dol. cru1-

grejo, ya que la penatr11ci6n al hepatopáncreas ea más rúpidn quo la difusi6n 

al músculo y al ganglio nervioso. 

La velocidad de incorpornción de radioactividad de prolina U-c14 -

"in vivo" mostr6 característicna simil11res n las obser7adas "in vitro". 

La incorporaci6n de radioactividad procedente de prolina a las -

proteínas de loa tres tejidoo estudiados fue mayor en el ganglio nervioso, 

probablemente como una consecuencia de la conversión más rápida de la proli-

roa en ácido glutámico que se observa en este tejido. 
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