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'INTRODUCCION

" En una especie determinada, en una etapa particular del desarrollo, osm

~7dé tejido contiens un patrén do aminodeidos 1ibres cuyos niveles de concentracién-

gon caracterfsticos para cads tejido (27). Se pueden inclusive encontrar diferen—
cias roproducibles en el patrén de aminofcidos libres en un mismo drgano, por e—
Jemplo en auricula y ventrfculo de corazén de perro, en materia blanca y materis-
gris do cersbro de gato, en diferontes Lreas de la corteza corebral del mono, etc.
(28).

La constancia relativa en la conceantracidn de los aminodcidos en los te-
Jidos de los animales maduros bajo una diversidad de condid¢iones fisioldgicas, su-
glers que la concentraciéa de estas sustancias estd regulada por oficientes meca—
nismos de regulacidn bioldgica que involucran, no 80lo una coordinacidn ontre lao~
velooidad de las vins de sintesis y de degradacién sino, ademds, un ajuste conti-
nuo de la velooldad do entrada y salida a la célula y afn un control de los moview
nientos a través de las partfculas subcelularase

Los aminodcidos libres fueron descubiertos durante el estudio de la di--
gestidn de las protefnas en los mamiferos y posteriormente, con el desarrollo de -
técnicas eapocialmente adecuadas como la cromotograffa en papel y en columna, fue-
ron advortidos en los lfquidos biolégicos y on los tejidos de plantas y animales,-
tanto vertobrados como invertebrados,

Sin embargo, una revisidn somera de la literatura relativa a la concen—-
tracidn de los sminodcidos libres en los tejidos de diversos animales, revels un =
dato claro e importantes los tejidos de los invertebrados contienon aminodeidos —-
libres en conceniraciones mucho mayores que los tejidos de los vertebrados. (1)=

(3) (32)
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o...Un ejenplo demostrativo de esta informacidn rosulta de la COMPATAmwerm -
ci&n de los niveles de aminofcidos libres en el mfsculo de langosta y de gatot
la suma de los aminodcidos en ol misculo de langosta es aproximadamente diez -
voces mayor que la que se encuentra en el miamo tejido en el gato (3) (32).

Esta caracter{stica no es, sin embargo, peculiar a todos los anima -
les merinos, como pudiera pensarac. I efocto, en los invertobrados marinos la
concentracidn del nitrdgeno de alfa aminodcidos es de 210 - 370 mg, miontras -
que en los peces que viven en ol mar es 8dlo de 9 - 72 mg. por clen gramos de-
tejido freaco (33) (34).

Eﬁn‘embargo, ain dantro de los invertebrados, las formas marinas pre
sentan nivelss wayores de aminodcidos intracelulares que los animales de agua;
dulce, y mfs adn, se ha podido estoblecer una correlacidn entre la salinidad -
del agua ambiente y la concentracién de aminodcidos en artrdpodos (3), molug-—
coa (16) v andlidos (19).

. Los estudios efectuados por Duchateau, Florkin et al, (4) con anima=-
los eurialinos sugieren un probadle papel de los aminodcides en log mecanismos
de control de la regulacidn osmStica, En efecto, experimentos efoctundos por ~

ostos autores en el cangrejo Carcinug mrenag demuestran wma notable disminu —-

0ién en la concentracién de los aminodcides a medida que disminuye la salini-—
dad del medio. Asf, en el agua de mar, la concantracidén total de aminofcides -
libres medida en tojido muscular es de 2940 mg./100 gre de bejido hfnedo. Cuan
do s tronsfiors el animal a un medio que contiene agua de mar dilufda al 507,
después de una adsptacidn de dos semanas aproximadamente, se advierte una dip-
ninucidn en la concentracidn de los aminofoidos hasta llegar a 1700 mg./100gx.
de tejido.

La disminucidn observada no es gemeral ni igual en los diastintos ==
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_aminodeldos sino que se advierts que algunos modifican mfs profundamento sus =

niveles originales; en el caso de los experimentos con Carcims micnes, 1o e

anino{cidos que experimentan cambios mfs notables son la alanina, la arginins,
los deidos aspdrtico y glutdmico y la prolina.
Un estudio de las variaclonss-en la concentracién do los amlnodeldos

on ostras de la misma especle (Crasgostres virpginica) recolectadas de su medio

natural, pero en aguas de muy diferente salinidad (19), muestra un aseewaro en-

~ la concentracién de auinodcidos libres presentes en el mfsculo aductor, propor

cional al aumento en salinidad del agia; nuevamente se advierte que las moedifi:

caclones mfs notsbles ostdn linitadas a unos cuantos aminodeidos, qua en este~

caso fueron la prolina, la glicina y la alacina, ademfs do la taurina,

Aunque las investipgaciones sobre el posible papel osmorrsgulador de~

los eninodcidos en el tejido nervioso son mucho mds escasas, los estudios ency
minados a conocer la contribucién de varios electrolitos al balance osmdtico -
en ol nervio periférico de Carcinug (17) indican una importante participacidn-
de los aminodcidos, especialmente el dcido aspértico y el £cido glutdmico.
Desde otro punto de vista, como trasmisores nervicsos a(nivel sindp-
tico, algunos aminofcidos parecen contribuir de manera importante en el tejido
nerviogo de vertebrados ¢ invertebrados. El AGAE% por ejemplo, he sido <onside
rado como un posible transmisor en las sinapsis inhibidoras en el sistema ner-
viogo central de los mamf{feros (26) (23) (9) y se encuentrs tombién en los gan
glion nerviosos de varios invertebrados en concentraclones relativamente eleva
das (11) (6) (12) (21) (22). Los efectos del AGAB gobre el sistema nervioso pg
riférico han sido estudiados en varias especies de cangrejos (31), aunque es -
muy poco lo que se conoce acerca de las bases moleculares de la accidn del ——

AGAB.

!
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- Algunos otros-aminodcidos tiensn efectos -bien dezostrados sobre Lame ===

hl
s transidsidn sindptica en los artrépodos; la beta alanina, por ejemplo, inhibe-

~ la actividad eldctrica en la oruga de Dendrolinus pini (35) y sumenta 1a acti-

yum

vidad espcnfansa en los genglios del cangrejo (10),

1 deido glutdmico e6 el unico compuesto con actividad excitants ex--
trafdo de los norvios de la lanpoata (13) y presenia un efecto farmacol&g1c§ -
gobre ol receptor de estriamiento del cangrejo (5),.

Los estudion sobrs los niveles de asminodcidos libres efectuados en -
"""" 6l tejide norvioco de los artrdpodos (22) revelan la presencia de concentracig -

noc elevadas do Lcido aspdrtico, deido glutdnico y proling (Tabla 1),

La presencia do la prolina es particularmente singular, ya que log—
recultados cbtenidos en ol andlisis dol patrdn de aminofcidos en otros invartg'
brados y en los vertebrados (32), rovela que este coupuosto so encuentra en —
tan poquefia cantidad que no es percoptible en la mayorfa de los casos por log-

métodos usuales do idontificacidn de aminodcidos,

Fn diversos microorganisms y en tejidos de mamfferos (36) (29) se

ha podido demostrar que las relaciones metabdlicas de la prolina se efoctidan

de acuerdo con el eacuema de la Fig, 1 .

Las enzimas que catalizan lop distintos passs han sido purificadas

por Btrecker (30) y demostradas igunlmente en elgunos microorganismos (37).
En vista del interés que pucdo representar la presencla ds proling =
en cantidades considorables en el sistema nervioso de un grupe caractefgtico y
;; en clerta medida evolucionado como ot ¢l do los atrdpedos, se procedil, en el-
| presente trabajo, r analizar la velocidad de los caminos de sfntesis y degradg
cién de la prolina, medida como la velocidad de interconversién do la prolina-

y o1 £cido glutdmico, como un primer paso para tratar de averiguar el posible-



- yapel. que_este eninodeido pusde desexpedar en el sistesa nerviczo de los ani—

'maiéh estudiados,

Un estudio similar serd efectuado sirultdneanmente en el tefido mumcy
lar y en ¢l hepatopdncreas de los mismos anirales con el fin do concoer lay =
peculiaridades que pueda presentar el metaboliszo de la proiina on ol tejido -

nervioso,




o _, oxidasa 1 . ; S '
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GLUTAMICO

Fig. 1 Esqucma de 1as relaciones metabdlicas de la pzolina y e,
: ~mico (Segin Meister). ' S



Tabla l.

Concentraczén de’ aminoacidoa’llb*eu en el tejido nervioso de tres
‘egpecies de artrépodos.

Aminodcido  .Cangrejo

““Promedios +

Alacrdn Insccto
(mg/100 g (Gecarcinus (Centru roides (Lethoceru:
de teglao) Teteralis) T Iimpidus) NIUS LY 088 )
Aspdrtico  448.0 +11.6 (16)  85.0 * 3.53 (7)  79.5 + 2.28 {7

Glutdmico  145.0 + 2.5 (16) 115.5

I+

7.68 (1) 69.9 £ 5.56 (7)
Glutamina = 104.3 + 7 1 (16)  65.0 x 8.35 (7)  48.0 x 2.25 (7)

AGAB 22 xed (16>"‘f" 30,0 £ 2,67 (T)  33.9 + 3.15 (7)
Alanina ' 65€9}; x"* vf'22.6 £ 1.74 (1) 'éevo £ 2,95 (1) :
Serina +  65.8 ) 6.7+0.88 (1) 16.1 %298 (7)
Glicina e T Tl
Lisina ? 29.5 + 1.82 __‘7

Prolina 3l

.0 + 9.98 (7

Entre paréntesi el nﬁmero‘de determinacion
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™ scte trabajo oe utilizercn cengrefos do 16 espoole Gacrrelnis mw

3

laterslis capturados e sy medio natural —cn lop arbustos cercanos u las jla-

vag do Veracrus— y tentenidos Curante varias cemases ex ol laborateric con u-

na elizentacidn y una teaperatura adecuadns, oin pue hoysn oxperizentade altee
raciongs spareniss en zu estado gemeral ¥ en ou comporianiento.

Los animsles Dueron sacrificedos levantando el caparazdn dorsal y —m
la diseccidn do loa tejides oe hizo en todon lod casco lo nis ripidaments yoai:
ble songoeldndolos en nielo seco-——acetonz o rantenidndolon a 0°\C:pmra los ex-
perincatos "in vivo" o Yin vitro® rospactivancnte,

Para los estudios efectuados en el tofido nervioso 6e 1levd a cabo =

1a diseccidn dal ganglio oubesofdrico, cortando las conexiones norvioscs y los

vasod, y extrayddolo de la fooz ventral del endoscqueleto donde pe encuentra g

lojado. Fl tejido muscular fue disccado de la pinta del primer par de aplndi -

‘ces tordcicos ¥ para las determinzclones en 6l hepatopdncreas se obtuvieron --
fragrentos de aproxdmedanente €0 mg. disecados indistintamonte dol conjunto de

los tuboa que constituyen la gldndula,

Los animales utilizados en ios experimentos "In vivo™ ze selecclona~

"kran éQuellou cuyas medidas oscilaban entre 3.3 - 4.0 cm. do large ¥ 46 347

4.8 cm, de ancho,

EXPERDMFENTOS "IN YIVO®,

‘Los animales fuwron inyoctadon directamente en el seno pericdrdiuo~-

‘a traVes de uwn pequeno orificio practicedo en el caparazdn, justamente arriba-

de la,zona cardiaca. Por esta via so los adminiptraron 2 uC de prolina gt

Sy knarand Nuclear Corp., con activided espocifica do 047 méi/idie y de 2 a

5;:0 de deldo glutditico 3,4-0% —Calbiochen, con mctividad especifica do e
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'vobserva'cién v fueron sacrificados el cabo de &, 18 ¥

/“‘J “en un-volumen dg 50 LIy
Do.»pué., do la inyeceién, los animales o mantuviercn ai&iados,y ba fom

TOraste

12

Los tefidos, una vez dicecalss, se congelaron ;in...a iata.qw’co en hialo
seco——zaccetonn y so homogeneisaron e homoznelzzdoros tipo Foller - Dlvehfem — .
(25), en 2 ml. de glcohol eiflico al 8GF 2/V, procedicndo posteriormente Bl =

aislemlento y la cumntificacién do loo eninodeidos libres,

r:}

PYEFEDITNTOS BTN VITRSM,

Para los experizentos ®in vitro¥ se digsceron aproximadazente 60 mge=

de hfga;dd; 50 do misculo v el ganglio nervloso completo y fueron mantenidos &~

: i 0° ¢ haéta‘su hozogeneizacidn en 0,5 =l. de buffer do fosfatos a pi 7.4 15 mo--

~lame

F tejido homogeneizado oo incubd con aproximadanento 1 pe del amino- :

‘dcldo radioactivo durante 30, 60 y 60 mimutos e 30° €, Transcurrido ol ticmpo =
_de incubacibn, se detuvo la rezccién con 2 ml. do alcohol absolute (reactive a-

" nalftico) ¥ s6 procedid a la extraccidn y andlisis de los aminodcidos 1libres,

R EXTPACCION ¥ AMALISIS DR 1085 AMINOACIDOS LIBKES,

Lags proteinas precipitadas yor el alcohol otflico se separaron del we-

- extracto acuoso por ceatrifugacida a 3000 rym. durente 10 min, La totalided del-
. extracto conteniendo los aminofeidos libros ce evepord e sequodad con alre ca =
liente v se¢ reincorpord en la cantidad adecuads de agua para obtener una concens

tracidn de aproxizadanente 50 veces,

La sephracidn do los aminodcidos e hizo por croma Lografia bidimsngic--

’nel en papel filtro Whatpan Noo 1 (23 x 28 cm.) utilizando como primer solvente-

'kk"-’fcemol 'a.l 80% y ae"undo .aolvente butenol —-..c¢do acltico~azna (43131)s Bl fenol-

; ,,'f'que ge. utilizG i’ue el reac‘ta.vo quimicamente puro previamente redostilado junto-
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_cen polve de Zinc . D spaes de heber-corpldo-las. miestras-an - finel, ok oxceps s

éste so eliminé por aereacidn o tsmperatura ordinaria eatre 2, y 36 horeo y el -
mieto r)rocéﬁinicnto ga siguld uns ves (ue coriierch en ol senundo golvento,

La localizacida do los amincfeidos en el cromatogranma se hi::o wediante
lé.' aplicacién de tne solucida do ninhidriné. £l 0.05% exn butanol zaturado con g
gusa y comparanto las posiciones de estas custanclas por medio de su R con las -
que se encontraron en crozztogranzs patida,

Lo cuandificzeida do los azinofeidos en el cromstopraza ve realizd si-

guiendo en lo general la tdemica do Haftalin (20) con ligeras wodiricaciones.

™ eoste procedinicnto se recortd la zona en dondo se enconird el aming

:Scido que o doseaba estimar, con el margen adecuado, se redujo a fragmentos pe-

'cpmﬁos y so intonsificd el colox por medio de uns solucidén concentrada de ninhi-

~drina al 5%. El compuesto colorido ze extrajo con colucidn de acctona al 75%, la

yéndose finaluente e 500 mu y la prolina 2 440 i en espectrofoténetro Zeiss

Loa valores obtenidos se compararon con los de 1a vcurva po.'b’ én :

eripeidn detsllada del mbtodo es 1a ..iguionte. » e
i e %velar ¢l cromatograma medianie soluclén dé‘bil de ninhidrina‘ 2 0, 05,« -

: cm butanol saturado con agus, calentando-a 80°~C—durante 5 nminutos,

. 20= Rocorter la zone ocupada por el aminozfcidoico‘n el margqn.convenionte.‘
3.4 Reduclir & fragrentos pequedos 6l pap‘el £iltro, pasarlos a un tubo de «-
;-‘;.“.saya y agragar 0,03 w1, de una polucién de ninhidring el 5% en bute~
nol gaturado con buffer ds fosfatos 0.1 M de pH 7.0
" klw- 'Calentér’on bafio de agua 5 minutos a-55° C y posteriormente 2 minutos -
7 mésa 83° C.

5.-— kbej&,zﬁ enfriar 5 a 10 nminutos y agregar la cantidad convealente de aco——



Loo walores do densided Sptica enconirndos se Compalvh con loa obtenie

dos en curva patrdn de los anincdeidoss Fotas curvas se desayrollaron en papel =
tratedo Ce la micma soners cue en el cace de las wuesiras. Con cada lote do €ntan
€e introm*o una curve patedn ds cada aninedeido.

DETEDINACTON OE LA FADTOACTIVITLN,

A.- Pave la deterninacidn de lu radicactivided de cada u.ainczicido, By PIO—- -
”fcedid como sipues
: _’;1.- Se revolaron los c“o..atogmms do log extractoa do tojido en la fomn =g :

ya de"cm ta,

- 2.- ’ua recortaron las zona
7 taron ¢t pedazos pequeRfos Gue Se paparon a tubo., de onco.ye. i PR
’3>.-_- So afiedid a los tubos 2 wl, do acolona el 90% acidificada con écido b

clorhfdrico en 2 porcioncs de 2 ml. y o incubd a 45° c durantc 30 ming '
tos cada ves. _ ‘
4o~ Los extractos aceténicos fueron pasadov's.'cué.hf,»it‘atmx:mcnte a bi@cheta&-
' ‘,dc,ialuminio y eveporados con ayuda-dewu‘na lémpam do rayos infrarrojos.
: 5o~ La radioactivided se midi6 en un tcontzﬂdc;r do radioactividad de flujo =
cbn‘birmp sin veatana, modelo 151 & dé 1o Buclear Chicego.
VB.k-"Pam la determinecidn de le radio:ietivddad incorporada a protefnas se -

‘fprocadid de la sigulente manera: .

1.— El precipitado que se formd al agrogaz- el aleohol etflico fue lavado =

con £eido tricloracdtico i‘mo 7 ccntmi’u:ado 2 3000 rpa. por 10 nminutos

2.- So degcartd ol sobramadente ¥ él residuo co lavd con aleohol-Ster,

3.~ Posteriormento se incubd 2 veces durants 15 minutos con dcido triclora-



“edtice ol 5% en wn tafio s e‘s.ﬁl fetdng
j&.» KL p“ecmi»ado ob’senzdo e m‘.e.‘t:s or centrifuzacidn. se k].;avé 2 veces
ccn alcohcl y 2 veces ccn fter vy ce trangladd cuantitativazento o une
ivco de papel filtro distribuyénlose de unu maners unilorms sobre ia
ceuperficle del wirmo,
5.~ F1 &iaco de pepel £iltro so colocd cobre una plancheta de aluninio y-
en un contador do rodicsctividad sc midid la uisana,
6.- El contenido de protefna en el prscipiicdo fue deueminado sof«'\in ol Bl
g método de Lowry (18). |
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RESULTADGCS

i L@
o= Incormoracidn 4s radiecnctividad rrocedents del feldo futlules 3.4
Cu v 1 o’ M ilgn 14 hesn avtenfda o Teyer a2 3 ’ Fl
5 165 nedeides Mvews extraides do los tejldes del sanirelo

de lue tejidos del cangrejo, se observe c¢n las Tablas 2 ¥
incorporacidn  do mdioactivided a los aninodeldos 1idbras es mayor en el pag
glio nervioso ‘y conpidereblezento monor en el wmicculo. Ta ol panglio nervioe
£0 la radloactividad se encuenira locullizade fundazentelments on el AGAB, 4n
dicendo une actividad izporimnte de la DAG .

La incorporacién a la alenina es mayor en ef misculo cue cn los o
tros tejldos y 1a glutaning se encuentra marcada de una monera similsr en - |
1oar tres tejidos estudiades. Fl dcido aspdrbico incorvora eproximademente la
misma radioactividad en ol higado v en ol ganglio nervioso; en ol mfsculo ~~
cin embargo, la concentrecién do este aminodeido ¢s tan beja que no se apro-
cla la mancha corrospondiente en los cromatogramas, Por 1o que so reliere g-
la prolins, la incorporecidn de radicactividad yprocedente del deido glutdmi~

co e oSensibloments igual en loc tres tejidos estudiados y corrccponda a.pro-

siradaments al 0.7 de la radicactividad del oxtracto acuoso (Tabla 4). R

2o Tocerroracidn de radicactivided vrocedento de 1n proling U—C~4

los aminodeidos libres extraidos ds los tejldos del cangreio

Las Tablas 3 ¥ 5 indican la incorporacién do radioactividad proéé#;

dan e. ce prolim T-C4 & los aminodeidos libres del ganglio nervio.,o, hepato'-v

':pa'.ncreas y nm.sculo del cangrejoa n A ', N

La dlfcrcncia mndamental en 1a dietribuicltSn du la radioactividadf{‘

P B aencarbo,dla a del acldo gluhmico. I’
E i




en los tejidos ead S*a 05 sa refiers & la velocldsd de incorporaeidn en ¢l fw
cide glutdnmico, Ta la Tebla 5 oo observa gque i ol fenslio nervicso, del 4 al

9% de la redicactividad total del extracto zcuoso so Incorpora al delde zluts

g b
mico en sl curso de los 90 minutos de incubacida, nientras que eoute porcaita-
- jo os do s0lo 0.75 @ 0,885 an el hepatopfinereas, y en el misculo de 0,62 g ==

1562
| j, ,W o) ganglic nervioso -hay también un alto parceutaJa do radioasties
fv1uad en el AuAB (3.15 a 3.65%) ‘e indica rucvamsuto ls imporitancia do la via
t .7g1utémico-£GiB en el tojido norviozo deo estos anirales,

“Por 10 cue se rofiers o los otros anincdeidos, se observa nayor in-
? f°

- tras que glutamina y alanina muestran una incorporacién similar es los tres -g

"fejidoa.

FAPERIMEHTOS MIN VIVOY,

1,- Animalss inveotados con deido plutdmico 'a.A--Cl4

La incorporacida de radioactividad en prolira, procedente de deido «
i e ;glutémico 3,4%14 s musstra un patrdn da distribuicidn diferente en los tres -

j;ftejidqs estudiados en. vl curso de los distintos tleupos transcurridos despuds-

aid§;iéiiﬁyeccién dol eminodcido radiometivo (Tabla 6). Miehtras que en ol hew=
| .k"pafépgncreas la redioactividad aparece ea la prolina desde 6 horas depués de -

v““la &nyéCcidn y con el transceurso del tiempo se obsarﬁa una digminueidn de la -
Q; S harca, en ol mdsculo no aperece ra dioactividad sino hasta transcurridac 18 ho-
{;i . ras ce 1a inyecciGn y en el ganglio necvioso hastu 24 ho“as despuds.

Po otra parte, loa nlveles de glutémlco radioactivo miestran wn mo-

| ma;u

to paralelo, aumentando su’ concentracién en el ganglio nervioso con al -

?cp?ppraciéh de radisctividad en el deido aspdriico del ganglio. nerviosoj mien—.
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TeuPEsT dal ,ti'é?i:po"," ﬂentra's" que i ¢l nenatordnersas el valor aliizy ce easuanira

-~

a las & horas de la inyecciln 7 posterlocmante disminuyo, Bsba eorrelacién no se

~sprecia tan claremente ca ¢l tejido misculer,

N -l
Aow Indmalean dnvsatndog oon nralina Hwl~~

Los rosulizdos do la incorporacida de lo racdicactividad de prolina  we
-0 & los aminodcidos iibres do los tolilos dol cangrojo, oo pusstran en la Ty
bla 7.

Haota 2 horas dospuds do la inyoceidn de la prolina los Wnicos &am»—
fcldos en los que se observa radicactiviiid son el deido glutduico y ol AGAB an -
el ginglio nerviogo, y ol deldo glutdmlco en ¢l hepatopinerses y en el xfsculo.

La aparicida de 1o marca en ol deido glutdnico se obsorva en prizer —
1ku;—;a1"7 en ol ganglio norvicso 18 horas despuds de ls inyoeceldn y hasta Qe han srew
tra.nacu"r do 24 horas aparsce mareudo ol glutdnico eh ol hipado y en ol misculo.-

En oste "cio"xr:o hay tambida radiocactividad en ¢l AGAB del ganglio nervioco.

TNCORPORAGION A PROTRINAS DE LA RADIOACTIVIDLD PRCCEDRNTE DE PROLINA g4

_La ineco yaracié*z de prolinn UGt ¢ las protefnas del ganglio nervioso,
hepatop.mcroas v wmisculo de caugrajo "in vitro™ se observa en la Fige 3.

La velocidad do incorporacida de la prolina a protefnas en al ganglio ~

"knv'er'\"io:'so o8 aproximedamente 2 vecos mayor gue en el hepatopdncress y 5 veces miwe
yoz' que en ol hepa'topmcreab ¥ ¢iuco veeces mayor que e el misculo a los 30 miny
"inE‘ d\!x incubacién, 7 osta proporeidn se mantlene a los 60 y 90 mlnutos de Incuba~
“ c:.6n ) aunque ls incorpo*aoién suzenta en los tros tejxdos con el tranacurso del -

, 'tiembo. L

“In:vivo" lé incoroomcida do Urolina marcada o protamas después de &3

18 y'“24 ’orus es bas‘can‘be aprecig.ble, ftal como puede apreciarse en la Fig. 4. En




gatzs eondielonss., la dncorporacidn.e-las protefnas del sungiic-narvioss eg time
3 o e - - P U e - ~ -
iz mayor qus en el heratepinerens y aua en ol miseulo pero la diferencia no es-
ton considorable cono lx gue 86 obesrva i los oxperizentos ¥in vitro®, ¥n lop -

Ctres tojidos la incorporacidn de rzdlozctividad @ iuns protofnzs so miede observar

72 en los animales saerificados 6 horas decpués de la inyeecd



Tabla 2. Distribucidn de
e ‘nos aminodcidos
- del cangrejo, a

35 min GO min GO win,
Aspértico 1270 = 207 (4) 45 s 7 (4 1485 = 97 {4
Glutdmico 24366 + 1855 (4 34600 » 1555 (4) 40200 240 (4}
Glutamina 3070 + 280 (4) 2405 + 610 (4) 5265 + 305 (4)
Alanins 839 & 227 (4) 3420 £ 321 (4) 6450 + 306 (4)
AGAB 93000 % 8300 (4) 71200 x 6950 (4) 62625 = $67C (4)

Hepatopénereas

30 min. 60 min, R 90 min,
Lspértico 698 + 72 (4) 693 = 65 (3) 878 % 86 (4)
Glutdmico 2295 + 248 (4) 2800 + 270 (4) 5415 + 88 (4)
Glutamina 1068 + 103 (4) 502 x 42 (3) 3240 + 318 (3
Alanina 703 = 70 (3) 1113 + 106 (3) = 1502 + 64 (4)

" Mdseulo

*;303@in.' : 60 min. S f’17 90 min.
Glutduico ~ 4106 + 11 (4) 4833 % 430 (4) 5316 1 635 (4)
¢lutamina 144 + 14 (4) 58% + 29 (4) 328 £ 32 (3)
Alenine 536 + 36 (4) 614 + 63 (4) . 899 + 78 (4)

* Promedios + error "standard"
Entre paréniesis el mimero de muestras en cada EIUp0.



?abla 3.

“¥Promedios + error "standard'.

istribucidén ie la r&uLOMpvlvtdaa procedente del dcido zlutdmico-
,4-Cl4 er algunos aminodceidos 1ibres del ganglio nervioso, hepstopdn
reas y misculo del cangrejo, a los %0, 60 y S0 mlnutca de incubo-
cidn (cpm/pi)d

[
©

Genglio nexrvioso

~ 30 min . 60min. - 90 min.
Aspdrtico 2976 x 296 (3) 3533 & 241 (3) 4980 x 243 (3)
Glutdmina 3306 £ 209 (3) 4160 & 349 (3) 4386 » 142 (3)
“Alanina 6150 + 290 (3) 8733 + 410 (3) 15866 + 1560 (3)
Prolina 2293 ¢ 230 (3) 1840 1z 168 (3) 1803 x 161 (3)
AGAB 71833 x 7100 (3) 184333 x 6350 (3) 116166 & 6560 (3)
: *!jf"Hepatopéncreas
© 30 min. 60 mine 90 min.
 'Aspart1co” i76573 £;l26'(3) 7' 7060 + 1060 (3) - 9063 + 638 (3)
-Glutamlnaﬁfj 3163 + 308 (3) 3326 & 277 (3) 5200 + 178 (3)
~ Alanina nr1913s+ 149 (3) 4666 89 (3) 5436 + 208 (3)
 Prolina 39 (3) 659 + 61 (3) 1015 x 43 (3)
Mﬁsculo
o DO mln. S .AV,:“ 60,m,in'.: - 90 mino
© Glutemina 269 £ 5 (3) 'f-,4és;§5§”” (7 1475 & 145 (3)
Alenina . 917 £ 64 (3) 436 £ 1 2413 £ 167 (3)
‘Prolina 517Sj¢ 16 (,) 589 + 59 (3)

Entre parentes1s el numero de' estr dé,g?upo.‘
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S wmhe, BN min, an !‘1:‘9"‘,,
Asrdrtico 0.2 0,22 C.23
1'.1 LL.':LiCO 86.;50 SgaCG 83«00
Glutezina 0.04 © Q.04 0,05
Lioning Q.10 . 0.11 0.12
Proling 0.19 0.22 0.22
LGAB 3.97 5,16 5.1

{opatopdnerens

Can i ‘ 60 rﬁm"‘ : 90 min..

: Avmr‘t* co . 0,27 O.la 0. 3” ‘

'—"Glu‘cz.mico EETTE T 86650 83,50 85,60
Glutemina 0.08 0.1 0417
Alaninn L 0.16 0,20 0,73
Prolina-«: i 013 0.1'31: Nt 0,20

Nu culo

i 20 plns o &0 mina 90 ring
Glutdaico 91.50 €8.£0 87,50
Glutaming 0,34 0,15 0029
~ Alanina 0.33 0.40 0.51

. Prolina 220619 0.2 -




Ly cognl A g
Tabla 56 1 cosal de la radlczenivided de o on
>

Ry
wraldos Get el

io del cungrejo de spads de 20, €0 y SO mirnutes do in

——-

2 =8 vt
Gengilo norvicso

20 min. Erpdn, 0D wAe,

""" Soluble 505 000 539 C00 550 000
epn/100ng, de uej : ' ’ B B

Agoirtico C.5L. . .46 & C.EC
Giutdzico beR 9,15 . TR 3, £
Glutonina C.28 ; _' 0,32 0.27
CAlenins : ) 0,01 C. 53 : 0092
Prolina . 88.00 R 61’,:50 ‘ 85.50
AGAB T " 3.65 . ) 3.51 T 3'15

‘ ~'_Hepatomncréas »

S0 min. b0 ming

' Selwple . 277000 269000
¢pa/100zg, de tei. T B

Lapdetico S QL e 000 e e T 0428
! Glu‘bé:ﬁco; S X : 0988 ' o : f 0975 : - S ‘00’78’
Glubamine C0AG T 0408 0,70
A3aning ' L2000 e 0095 Sl Qe Qe
Frolina o geso . elwo o0

o Mdsedlo

. ‘Soluble 9L 0 190500
" ep2/100ug. de tef. e e R ;
Glutdmico o 0,620 o 0465 o 1,56
Clutemina 0 - 7023 00 o 0646 s 06
Alendna 0o 0,15 2,60 D 2464
Prolina 95,00 93,00 T 87,50



abla 6. Incorporacién de radioactividad ( cpr/100ng de tag;uo) en los aminodel-
"dos libres del tejido nervioso, “cpatOPéncrean y misculo del Cﬁhu,u‘O
después de 6, 18 y 24 horas de 1a inycccidn de prolina-U-Cl4. *

Gangilo nervicsoe

& horas 1% horas 24 horas
Prolina 2126 t 116 (3) 4290 + 350 (3 5726 = 394 (%)
Glutdmico 0 (3) 306 + 27 ) 751 & 11.3 (3}
AGAB 0 () 0+ 3 250 + 9.1 (%)

~Hepatopdncreas

0.6 horas - 16 horas 24 horas
Prolina 1386 x 138 (3) 1463 + 13.1 (3) . 2693 £ 90,5 (%)
Glutémico 0 (3) 0 (3) 364 + 31.3 (3)

Misculo

6 ‘horas 24 hores
Prolina 1278 & 18.6 (3) ° 5340 + 457 (3)
Glutémico 0 ; 123 + 14.2(3)

"Promedios + error "standard" -
Entre paréntesis el nimero de animales en cada grupo



1bla 7 Incorporacién de radioactiviaad cpm/¢00 1wg de tejido) en la pro

del tejido nervioso, hepatopéncread y misculo del cangreja, uudthﬁ

' 'de 6 18 y 24 horas de la inyeccidn de dcido 5xutémico-5 4~-Cl4.

na

Ganélio nervioso

6 horas 18 horas 24 horus
 Gluténico 493 + 63 (3) 329 x 16 (3) 1030 + 105 (3)
Prolina . 0 . (6) 0 (3) 1B x 16 (3)

Hepatopéncread

' 24 horas

18 horaa
. Glutdmico WG) w23 (3)
~Prolina. 5 (3 20 & 3.1 (3)
o o 7,67h6ras,?*f{f' 18 horas . 24 horas
Clutémico 298 % 30.6 (3)5,:, 339 £36(3) U8 & 7.2 (3)
‘Prolina 0 (3) . 42.6 % 4 (3) 100 # 6.7 (3)

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



e-— "kG"énglio’, k;'lervio‘so .

Hepatopé.ncxeas ‘

- Mdsculo -
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30 60 90 i 36 6{) . 90
sorporacidn de radioactividad proce- - Incorporacidén de radioactividad proceden
prolina-U/Cl4, al dcido glutdmico .. de dcido glutémico-3,4-Cl4, a la proline
los tejidos del cangrejo a los 30, delos tejidos del cangrejo, a los 30, 6(

y 90 minutos de 1ncupacidn. 90 minutos de incubacidn.

er s s



12000

T

¢- Ganglio nervioso
9000 & Hepatopdncreas
i o- Misculo

6000[

30001

Mlnutos de 1ncuba016nﬁi

i« 3., Incorporacidn de radioactividad procedente de prollna U-Cl4, =a
las protefnas de los tejidos del cangrego, después de 30, 60 y
90 minutos de incubacidn.



o Ganglioigg?floso Sk

A— Hepafopéppiéas

000 1 o— Mdsculo
1500

1000

500

6 18 24 o
Horas después de la inyeccién de prolina-U'—C14
4, Incorporacidn de radioactividad a las proteinas de los tejidos del

. cangrejo despuds de 6, 18 y 24 horas de la inyeccidén con prolina-
U-Cl14. '
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DISCUSITON

Los resultados do este trabajo permiten confirmar que el esguesi -
metabdlico de las relaciones entre la prolina y el dcido glutdmico deserito-
en los mamfferos y on algunos microorganismos (36) (29) (20), se encuentra =
presente ecn los tejidos estudiados.

Sin embargo, el equilibrio de las reacclones do interconversién =
glutdmico-prolina tiene algunap caracter{sticas particulares, espncinluento-
en el tejldo nervioso en donde so observa un desplaszanlento miy marcado en-
el sentido de 1a formacién de dcido glutfulco a partir de prolins. Aungue ag
ta caracterfotica pe observa tambifn en el mlsculo y ol hoptopdnerean, es -
en ol tejido nervioso en donde es mAs aparente, Fn efocto, la conversidn do-
prolina a €cido glutdmico medida por la radioactividad procedente de prolina
v-cl4 llega a ser hasta 40 veces mayor (Fig. 2) que la reaccién invarsa.

Estos resultados unidos a las observaclonss de Ray (2,) y Bursell-
(2) sugieren que la prolina puede ser oxidada rdpidamente a £cido glutdmico-
y en esta forma constituir una especie de reserva encrgética qud ayude en cji
go necesario, a travéds de esta via, a mantensr constantes los nivoles de o--
tros aminodcidos tales como aspdrtico,alnnina y AGAB. In el trabajo do Hay =
(24) sobre el metabolismo de los aminodcidos en la cuerda nervioga de Peri--
planeta americans, el bloqueo de la gluodlisis anaerdbica con yodoacetato ol
cual inhibe la deshidrogsnasa del gliceraldehide 3 fosfato no provoca un cap
bio notable en el nivel de alanina, como serfa de esporarse por la deficien~
cla de dcido pindvico, pero causa una disminucidén notable en la poza de pro-
1ina,; gsto puede sugerir quo la prolina ha sido oxidada para proporcionar o-
nergfa en sustitucién del piruvato y de esta manera ayudar al mantenimiento

del nivel normal de alanina, -



~16-

_Por_otro lado, en presencia de fluoroacetato que prodice una imhibie—

cién de la deshidrogenasa isocftrica, provoca igualmente una disainucidn consi-
derable en los niveles de prolina en la cuerda nerviosa de cucaracha, mientras
que la concentracién de aspfrtico, ' glutdmico, glutamina y AGAB permanece prdc-
ticamente constante.

El mantenimiento de los niveles do los aminodcidos dicarboxilicos en~
ol tejido nervioso es particularmonte importante en estos animales, ya que 8¢ -
hademostrado en el nervio periférico de Carcinus (17) que los electrolitos que-
participan mfs activamente en el balance osmético son loa cationes inorgdnicos-
monovalentes, pero el grupo que les sigue muy de cerca en imporisncia es el -~
constituido por los aminodecidos glutdmlco y aspdriico.
- Por otra parte existe evidencia expoerimentdl de cque hay una regulacidn
‘ en la concentracién y velocidad de recambio de los aminodcidos intracelulares -
~fkénqla cuérda nerviosa de Homarug, en respuesta a los cambios en la composicidﬁ-
Qatiénica de los tejidos producida por estimulacidn eléctiicu o por tratamlento
con sulfato de veratrina (7).

Los estudlos de Bursell (2) sobre los cambios en los aminodcidos efeg

tuados durante el vuelo en la mosca tse - tse, sugleren que algunocs & estos com

puestos, talea como el glutdmico y la alanina, y de manera muy importanye la =

prolina, pueden ser utilizados como sustratos oxidables durante el vuelo en es-
~ tos animales,

La incorporacidén de radioactividad en la prolina después de la inyec-
cidn de deido glutdmico marcado, muy posterior en el tejido nervioso que en los '
otros tejides estidiados, paroce indicar que existe una diferencia importante -
en la velocidad de difusién de este aminodcido. Aunque en los mam{feros se ha~-

demostrado la existencia de una barrera hematoencefdlica (14) (8), 36 CONOCE ==



muy paco acerca de este ofocto en amnimales.situados:-en: otro nival en 14 escg’ﬁj;ﬁ'

'la zooldgica. De hecho, existe un solo trabajo efectuado por Lajtha y %ola -

‘ (15) en el cersbro de la carpa (Cyprinus carpig)pero no ae han 119vado a ca-

bo estudios en este sentido en los invertebrados,

El hecho de que las caracteristicas del sisteme de barrera hemato-

' encefalica en el cerebro de la carpa sean mfs parocidas a las del ratén ra—

ciéh nacido que a las del ndulto, suglere (ue este fendneno piode astar re—

 ':igqionAdo en alguna forma con la ovolucidn dol sistema norvicso.

Es posible igualaente, que oxistan algunas diferencias en cuanto a’

-~ la disponibilidad de las pozas de £cido glutdimico hacia una u otra’ronééién~;

en los tejidos y que eata compartimentalizaclidn pueda explicar las diforan~f_~f

clag en la aparicidn de proldax narends en los oxpayimentod "in Vivo" '

Por otra parte, la aparicidn de radioactividad en el dcido @lﬁfk—-g':'>

mlco despuéds de la inyeccidn de prolina marcada os mfs ripida en el tejido o

nervioso que en los otros tejidos estudiados. Tsto eatﬁ do aouerdo con 1o ir
que se observé "in vitro" en relacién con la velocidad de las reacclones de
interconversién glutdmico - prolina, »

Finalmentqlulan observaclones acerca de la incorporacién de radio-
actividad a protefnas "in ¥itro" e "in vivo" procedente de prolina 0;014, my
cho mds rdpida en el ganglio nervioso qua en los otros tejidos, es igualmen~
te un reflejo de la distinta velocidad de transformscién de la prolins en 4~
cido glutdmico =y por esta via a otros aminodeidos que son incorporados & —

protelnap- on el tejido nervioso.
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“RESUMEN, T

Con el fin de conocer la velocidad relativa de los caminos de sin-

tesis y degradacidn de la prolina, se estudid la incorporacién de radioacti=

14
vidad del decldo- glutdmice 3,4~C & la poza motabdlica de esta aminodcido y-
la velocidad de incorporacidén de prolina U-Cl4 a los aminofcidos libres y a '

1ng protelnas del tejido nervioso, hepatopdncreas y misculo del cangrejo Gog-

carcinyg lateralise

En los experimentos "in vitro“ sé
corporacién de radioactividad del écido glutémic
den en los tres tejidos estudiados,

La velocidad de 1noorporac16n de la prolina radioacuiva a la poza -,

“5del écido glutdmico fue mayor que la reaccién inversa en los tojidos examing

roresta diferencia fue particularmente notable en el caso del ganglio
nérVioso,nen donde 1legd a ser hasta cuarenta veces mayor.

Los experimentos "in vivo" sugleren 1la existencia de un patrdn de-

. distribucién diferente del fcido glutdmico en los distintos Srganos del can-

~ grejo, ya que la penetracién al hepatopincreas es mfs rdpida que la difusidn

sl misculo y al ganglio nervioso.

La velocidad de incorporacidn de radioactividad de prolina U—C14 -
"in vivo" mostrd caracterlsticas similares a las observadas 'in vitro".

La incorporacién de radioactividad procedente de¢ prolina a las -
protefnas de los tres tejidos egtudiados fue mayor en el ganglic nervioso,

probablemente como una consecuencia de la conversidn mds rdpida de la proli-

ma en folido glutdmico que Be observa en este tejido.
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