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INTFDDUCCION 1

Una serie de nreaurntas har inquiviado al —mbre ¢ de el iriiio miviio de su

xistercia, 7:Juién soy? j0dme soyy /De cué estoy hecho? ;Gdwo fu. ' lonma wi organis
0?, ontre ruchas ciras éstas son alournas de tales int.:rogantes; e wmancgra que

a ristoria fe la Ciencia viere a ser &l inacacado reidto en lo o7 .qusda continua
€ la Humanidiad cor una respucsta nue. resulte satisfazc: 'ria, on t-so de que no ha

3 uns contecstacidn definitive.
Comunnenie se considera :ue la PlS:UlnlCu £S una rera relsi. mente nueva

entrc de la sBiologia nero en realidad sus antzcedentes son remoi-s y <2 hallan
igados desde sus origenes con otras ciencias como la wuirica y I iiedicina, a

ravés de i-u investigaciones iniciales de pParacelso (148d-1d4l) de uellos
ue siguieron su linea de percamiento ccmo Jan gaptist ven tielmor’ (1327h1644,,

Jienes nombraron a su campo ce estudio la Iatronuimicz o quimici -nédica. £n el
iglo XVII, .Joharn Rudolph Glauber (1: od-1.70), Hobert fioyle (1.0 .-lo9i) y oiros
nvestigadores establecieron las bases cientificas ce .1 qufmica, tales contribu-
icnes abrieron el camino para la "revolucidén en la acuimica"™ ccurr-ida en la cenun
a mitad del siglo-XVIII. En este periodo surgieron in cases apiawente cien-
ificor de lna ciencia nue venrria a ser la bioauimics a partir o los trabajcs oe
westigadores como karl Jilhelm {cheele (173.-.786), suien en ¢ cursc de su” ©s
Jdios logrd el aislamiento cde numerosas sustancias como los dci s citrico, ‘--
ico, tartarico, mdlico y Urico de fuentes naturales; on tanto ri , F.' . Rouelle
=1lizd el -islamient: ce la urea narliends de la orina (1701, ;in embargo,
stos lonros sermanecieron comno curicoidades ¢ la nmaturaleza hat *a aue nubo rue-
>s avances como fueron el cc:cepto de la oxidacidn prapuesto por Ant-ine Lavs_-
dier en 1760 y la enunciacidn de la teoria atdmica por .ohn Daltc: e @b,  Lo-
3 la maver arte ce iof invectioadere. de 1s éenco Lavedcoier o1 aba cue la -
Jstion de las sustarcias alimenticics temia .i.ir en as oulmenc, Licuig soste-
in nue este rroceso ocurria en la sangre, pero estucios posteric.es ce Scduarc
fliger (1870-191U] mostraron claramente que tal proceco ocurric in lcs tejidos.

Agemds del procesn respiratorio o-ro frnd--ng fiei-ldmico, . diacstidn, 1lla.
5 la atencidn de los nioneros de la bioguimica. Los conocimier los iniciales e:
ste camno ~vovienen de los trabajos ce van Helriont quicn elabcrd ura ieoria qui-
ica acerca ce la divostidn orimal nero los accriaciones decisivas surgieron co
15 investigaciones de [éné de 9éaunur (ldbs—l.a7) y ¢ Lazzaro - allarnsani —--
1725-1799 ), nuien mostrd oue la digestidn era un proczso mds cuiico que mec.ini-
J. “slos hallazgos llevaron al estudio de 1. enzimrs digestisi. s por Theodor
shwann (1670-1862), willy kinne (1 057-1900) y ntros irwvestigacs: s,

En el sialo XIX, el desarrollo cde ~étodos cuantitasivos de andlisis nor Jor
1cob ‘erzelius (1779-184C) v Jurtus ven Liehin (1803-1.173}, v 1+ anlicacidn de
stas técnicas a los sistemas bioldgices or Liebin y otros, pore itieron idertifi
air la wayor narte de los camponertes suimices de los -riiznisaoc. Crte nroceso-
'mad a su «unin mds altu con los trab~jos de Ewil Fischer (1%i0- 319), nuien
11icd exitdsamente las técricas de 13 nuimica argdnica en la o ncién de su.tan
las simnles, nartiendo de sustarcias complejas de estructura de- ‘onocida, detrr—
-nando su pstructurn nor oesaradacién y confirrindola ~or sintecd nuiiiica. S
t hinn, deciro’ de 1a5 Aarganismns los comiuestos wimicns no se occuentran comn

1 los tubos y uitraces ce laboratorio sino aue estdn norfectanar e ori:nizados



an ol interior de 1a= células y éstas mismas son altamenie oremnizadas, nor ic
olr. = ramas de la Moinaia: kit -~losiy y Fisiolcg
cinldaicns. Jsto e Toord a travis

;
174.3=1850 ), “iauce foroard (1813-1678],

wwe ce hizo necesario recurrir a
jia, nara nnd2r estudiar muchas Aroc aos
je 1i1s ann:rtaciones de Francois lugesdie {
arl Ludwia (16‘6~1895) y sun discipulos, nuisnes describieron ir.z aspectos uimi
los procesos fisidlogicos en el curso de sus in. 2 tigacinoes, \ fines de
siglo, la cirugia exnerimental alcanzé un alto arado de drsarrollo en mu-
De este mooo, la quirica tie los orga-
asi en la

308 o'e
aste
10s de Ivan Petrovich Pavlov (1849-1936).
1ismos vivos empezd a adiuirir una fisonomia nropia, conviertiérunse

juimica de la vida: la fiioquimica.
A nrircinios del siglo XX ya se tenia nrdcticamente complatn el corcepto de

sstudiarse el panel de las vitarinas en el

13 catilisics enzimdtica y comerzara a
nn esi época hi-

netabolismo. La técnica vy 1: 1nscruxentacién ya muy avanzadas
sieron posible el aislamiento y caracterizacién de un numero de ~ustancias con
funcinnes hinlduicas especificas dentro de los organismns, entre las cue pueden
sontarse los citocromos (MacMunn,}lBBG), la eninefrina (Takamine v Alorich, Abel,
1501-1904) y la coenzima HAD (Harden vy Youhg, 1505). utro procso binldgico cu-
v0 estudio ejercid un impiacto cecisivo para el desarrollo de la bionuimica fue la
*ermentacidn, siends en 1912 cuando Carl Neuberg propuso el prirzer esauema quimi-
S0 nara esta via metabdlica. De agqui en adelante, se siguiercr describiend: las
serirs de transformaciones nue experimentan los nutrientes en el interior det or-
jJanismo, es decir, las distintss vias metabdlicas. cl descukririento de nuesas
snzimas v caenzimas, asi coo el estudio de su cinétice y mecanitmo we accidn,

"ue desarrolldndose paralelamente con el de otras sustancias nat:rales; la dicada
je 1920 fue especialmente rica en logros pues se aislaran y caro. terizaron muchas
sustancias con actividad bioldcica como los carotenas, el dcido asciérbico, ©i 1P
v la fasfocreatina, £n eato ceriodo ze destacan dos hechos relovancoes para el
jesarrollo de la bionuimica, el primero es la invencidn de la ulltracentrifug-:
:Svedverg, 1925-193u}, con lo cual la determinicidn de velocidacdes de sedimenta-
sion habria de ser de capital imnortancia para la caracterizacidn de muchas wolé
sulas en el futuro; el segundo es la cristalizacién de la ureasa nor Sumner (19206
juien confirmdé la naturaleza proteica de esta enzima.

. Otro curiodo sumamente fructifero fue la década ce los aiios 193U, En 1333,
rebs y Henseleit descubrieron el ciclo de la urea, en este mirmo afio Embden y
‘eyerhof sefialaron los metabolitos importantes aue tienen en comun la via glucali
:ica v la fermentacidn. En 1935, Schoenheimer y Rittenberg usairan por primera
/2 los isdtopos como rastreadores nara el estudio del metabolista y dos aios des
Jués, kreb: nostuld el ciclo original del dcido citrico. Las iivesticiciones sg
re la funcidn bioldgica del ATP resultaron exitosas al inicio de la década

24U, en la cual hubo nuevas aportaciones imocrtantes. En 1942, Bloch y Ritten-
Jerg observaron nue una molécula de dos dtomos de carbono, el acrtato, actuaba ca
0 precursora en la scintesis del colesterol, el ano siaduisntie Leloir y Miufioz 1nd1
‘aron nue los dcidos grasos eran oxidados por nreparacinnes hepdticas libres ae
:élulas; en ¢l curso de sus estudios Leloir descubrid el papel <rn los nucledtidos
le uridina en el metabolismo de los carbohidratos. En estudios naralelos Kenne-
ly y Lehninger (1246-1950) mostraron nue las ritocondrias son el sitio celular
-r?cn 0 donde se llevan a cabo la oxidacidn de los dcidos grascs, el ciclo del
cido iriecarboxilico y la fosforilacién oxidativa. En este misi'o periodo se lo-
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la ¢vomatografia de

iran avances en las técnicas analitic:s con el desarrcilo d2
-e aminodci

yarticidn por tiartin y Synge, suienes anlican este métscdo al anzlisis
en tante que hance introduce el empleo de métodor espectraitométricos i
Stein y %oore roalizan el ‘andiisis com=—
proteina, la &:.a-lactoylcbulina, emplean

ios;
sstudio de las reacciones enzimdticas.

1leto de la s=cuencia aminodcida de una
in la cromatoqrafia de particién; Hooeboom, Schneider y palade (1248) cesarrollan
:on gran precisidén el método de centrifugacidn diferencial y en . ‘50, Sanger con-
:ribuye con el método del 2,4-dinitrofluorobenceno para la identaticaciun de los
\esiduos amino-terminales de las cadenas pentfaicas, on tanto aque Edman desarro-
la un método alterno, el del fenil-icotiocianato, para lograr lo misma deternina
;idn.

I as métndos tan nracisos oara el andlisis de proteinas per iercn en la dé-
sada siguiernte la detorminacicn de'la estructura iridinensional < las »roteinas
fauling y Caréy, 1950; Sanger y Thompson, 1953; Anfinsen y whit.r, 1956; Stein,
ioore y Spackman, 1958). El gran avance en las técnicas experi~ﬂntalesihizo no-
ible realizar uno de los hallazgos mds destacados de este periciuy la proposi-
1ién de Watson y Crick, en 1443, de la estructura de doble hélice para el DNA.
'ste hecho marcd =1 inicio cde una cerie de fascinantes descubrimicntos que revolu
sionaron la usiencia,ontre los que aueden-cbnbiderarse imcisivos mutdn la identifi
sncign de las enzimas implicadas en la sintesis de DRA (0choa v runberg-Mana 10,
955; Kornberg, 1956) y RNA (weiss y Hurwitz, 1959), la determin: :idn ce la es-
:ructura del mana genético ce un microarganismo,(aenzer, 1955), 3 confirmacidn
perimental de rue 2l D) ¢ replica :emicorservativamente sefqus el nodelo de
latscn y Crick (.eselson y $tahl, 1956] y la enuncizcl3n del dou i central ‘de la
jenética molecular por Crick en 1958. De manera simultanea u.. 16 creciendo el
sonocimiento sotre ln estructura y biossintesis de las croteinas, —2n 1938, Anfii-
ien y ihite completaron sus estudios rue les llevaron a concluir jue la estructu-
‘a tridimensional de las proteinas se halla determinada por la sicuencia amirodei
la de la cadera nclinentidica, en tanto cue voael y Lagasanik ce sribieron la re:
iresidn de la sintesis proteica. En este miswo aro, woagland, samenick y Ste-
thenson aislaron el fiw\ de transferencia y nostularon su funcicdn netabdlica.

En 1955, Umiarger habia descubierto oue la isoleucina Ini. 1 su propia sin-
:esis a partir de treonina, este tipo de inhibicidn per nroducto final abrié las
wuertas para ampliar rdsidamente los cunocimientos de las vias metabdlicas’y su
‘egulacidn, §iendo éste un concepto relativamente nueva pues'hasta el afio siguien
e se describid la represidn de la sintesis enzimdtica ya mencionmada. En reali:
ad este afio podria marcar la mitad de un periodo de cuince afos =n el cual se lo
ré elucidar las etapas principales cde las sintesis y deqgradaciories de un nﬁmerof
e biomoléculas como 4cidos grasos, aminodcidos, carbooidratos complejos, 11 idos,
irimidinas y purinas oracias a las contribuciones de Ames, Bacdeley, Eloch,
wuchanan, Cantoni, Coon, .0. Davis, D.E. Grecn, G.R. Greenberg, sunsalus, Gurin,
andler, Hayaishi, #'mecker, halckar, kennedy, A. Korﬁberg; Lyner, lagasanik,
iister. Neuberger, Racker, themin, Sprinson, Ctrominger y weinhouse, entre mu-

0S mds,

A principios de la década de los anos 196G, Nirenierg y tiatinaei mostraron
ue el dcidoc noliuridilico podia codificar la secuencia aminodcita de un polipép-
ido, 1la polifenilalaqina, con lo cual quedd abierto el camino nara la elucida-
idén del cddigo genético; en el periodo de 1961-1965 los latoratorios de Niren-
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berg, Khorana y Gchca lograrcn la identificacidn de todos los vc:ablos del eddigo
cenético. puede considerarse aue e<ta aportacidn fue unc de lc- Gltirmos grandes
logros dentro de la bioquimica en arios recientes,

B}

En la actualidad, al disponerse ce técnicas vy métodos analilicos ruy refina-
dos, que en algunos casos han llegaco 3 una aran scfistiicacidn, las investigucio-
nes bioquimicas se han orientado hacia el estudio detallaco de lus procesos meta-
bdlicos aque tienen lugar en los organismos eucariotas, partiendc de las generali-
zaciones deducidds de los estudios con organismos procariotas. “stos esfuerzos
ya han rencido sus primeros frutos y paulatinamente se va disporiendo de una vi-
sidn mds detallada v completa de los esguemas metabdlicas muy juneralizados que
surgieron en las pnrimeras investigaciones bioguimicas; sin emtarrco, el dia en gue
se tenga unz resnuesta definitiva a cada -interrogante que nueda ~lantcarse el hog
bre con respecto a si mismo y al universo que le rodea aln parece distante pero
je ninguna manera inalcanzable.

El objetivo primordial cel oresente trabajo es revisar los «ntecedentes his-
tdricos de los diversos temas incluidos en el curso de Bioauimica II que se impar
te en la Faculted de juimica cde la Lniversidad Nacional Auténoma de kéxico. Es-
ta revisidn es importante ya nus durarte los cursos de bioquimica comunmente se
sierde de vista el hecho de que la naturaleza y mecanismo de los nrocesos bioqui-
nicos se ha desqubiferto paulatinamente, y oue las investigaciones metabdlicas adn
sontinuan per 1& linea trazada desde los primeros estudios.

Los estudiantes de biojuimica de esta Facultad podrdn aplicar de diferente
nanera los conocimientos adguiridos en esta materia segun sea le orientacidn de
su carrera, por ello se cquiere hacer notar gue si tien la mayor narte de la his-
.oria marrada aqui ha sido motivada por el interés de conccer el metabolismo en
21 hcmbre ro ctctante una parte de la revisidn también incluye los patrones meta-
5licos generales de plantas y microorganismos. Asi mismo, al nrincipio de est»
‘rabajo se resumen los aspecios esenciales del metabolismo como <on la digestidn,
«bsorcidén y transnorte de los nutrientes; las distintas vias matabdlicas conoci-
fas y los mecanismos ce regulacidn metabdlica mds importantes. (Como se sefala
:n su oportunidad, algunas vias metabdlicas scn muy semejantes er mamiferos,
ylantas y microorganismos pero existen numerosas vias metabdlica= secundarias gque
0 se han considerado aqui, ya oue por si solas codrian ser materia de un trabajo
iimilar; pero puede decirse cue las investigacioﬁes narradas en la presente histo
‘ia constituyen un punto de referencia para el estudio del metabi'lismo en orga- -
1ismas no mamiferos.

Con el deseo de que uste trabajo contribuya en algun modo a incrementar el
rnterés por el estudio de la biouuimica, se tiene la esperanza de gue el mate-
ial comprendido acui halle aceptacidén y gue logre difundirse enire los estucian-

es de esta Facultad como un complemento para sus cursos de bioguimica universita
ia, -



Canftulo I

METABOLISMO
1. Generalidades.

a) Digestidén. Es el proceso que trata y acondiciona los alimentos
para que puedan ser utilizados por las células que componen el organismo,
Este evento implica la descomposicidn de las sustancias alimenticias hasta
formas mds simples que son tomadas por cada una de las células(1,9).

Las grandes moléculas que constituyen el alimento son ceqradadas me-
diante hidrélisis. En su mayor parte los nutrientes utilizedos p-r los or-
ganismos consisten de carbohidratos, lipidos y proteinas, siendo desdoblada
cada una de estas macromoléculas por una clase especial de enzimas digesti-
vas que aceleran el procesc hidrolftico. Los alimentos también incluyen
moléculas pequerias como agua, minerales y vitaminas,

El proceso digestivo se realiza dentro y fuera -de las células, un
gran nimero de microorganismos y ciertas plantas inferiores secretan enzi-
mas al medio circundante con las cuales digieren el alimento fuera de sus
células, mediante un proceso de digestidn extracelular. El moho del pan,
por ejempld, secreta enzimas que difupden al exterior y digieren los alimqg
tos; posteriormente, los praoductos resultantes son absorbiac,. Algunas
plantas, como las carniveoras, tienen la capacidad de capturer insectos en
cavidades especiales formadas por las hojas, digiriéndolos rrdiante la ac-
cién de enzimas secretadas por las células y vertidas en tal=s formaciones.
Una vez que han sido digeridas las grandes moléculas y particulas sélideas,
las pequerias moléculas resultantes pasan al interior de las células donde

son metabolizadas,

Los organismos multicelulares tienen sistemas digestivos especializa-
dos. En los animales multicelulares, desde los mds simples hasta el hom-
bre, las sustancias alimenticias deben ser transportadas desde el exterior
hasta ciertos drganos especializados del cuerpo donde se efectda la diges-
tién; un proceso que no ocurre en los microorganismos y la mayoria de las
plantas puesto que carecen de érganos digestivos, Los: organismos multice-
lulares simples, como la hidra, secretan enzimas en la cavirad especializa-
da para digerir el alimento, absorbiendo los productos. resultantes a través
de las células del cuerno. Puesto que la cavidad o tubo dinestivo de 1la
hidra tiene sdlo una abertura, el material no digerido sale por el mismc
orificio utilizado nara tomar el alimento,. La cavidad digestiva de algu-
nos platelmintos,como laplanaria, es mds compleja pero también tiene un sélo
orificio bifuncional.

En 10s animales superiores la cavidad digestiva tiene das orificios,
el alimento entra por un extremo del tubo digestivo y el maierial no digeri
do sale en el otro extremo. Para su estudio puede dividirse el tubo dige;
tivo del hombre y los animales superiores en cinco regiones: boca, eséfago:
estémago (o su eauivalente), intestino delgado (o su equivalznte) e intesti
no grueso,



BOCA . La tv:ca del noobre y los animales cuacripedos ticne dientes
aue son empleados para la masticacidn del ilimento, asi comn ~ldndi’as saii
vales ous secretan saliva nsra ay.car en la masticacién(9,:. -,

.
La saliva contiene m:teria incr- _Glana.ia parotida

adnica en forma de carbonatos, cloru-
ros y fosfatos de sodio, potasio, cal
cio, magnesio, y materia orgdnica ue Clindula
ircluye @ la mucina (una glucoprotoi- sobilngual
na), la cual pronorcinna a la saliva
su consistencia caracteristica. ta
saliva del hombre, cerdo y cucaracha
contiene una enzima desdobladora cel
almiddén, la amilasa. La funcién fun
damental de la saliva es cooperar en
la masticacidn de los ccrnonentes in- Vesicols
solubles, humedeciendo el alimento, Yy bilsar
disnlver los comuonentes salubles.

-Glindusa submanilar

D¢ Esofago
) Diafragma

”ngJc B.zo
Esfo'magb

Pincreas

Intestino
grvaso

ESOFAGO. Fe un tubn muscular
aue canecta la boca con el estdmaco o
su equiv~lente. En las aves y €n mu
chus inzectos hay unma dilatacidn cel
eciifago, el buche, aque se emplea para
almacenar los alimantos. Las tres

~ Intestine

Apendice delgad.

primeras partes 21 "estd..ago" de los Dizrasa del inc '~ diges-—
rumiantes son realmente dilataciones LU0 25 sl homore. C1 tubo a: -
del esdfago. a=5tiva humano er o corlucto

Durarite la deglucién en el hom- cintinue con reginrn~s especiali-

bre, el movimiento de los mdsculos de

la gargarta hace que la epiglotis cierre el tubo respiratori., impidiendg
ague el alimento peneire a la trdquea. D¢ mranera cue los w.t ientoo pasan
directamente al estdmaao.

7das.

ESTOMAGO. En el horbre y los animales superiores no roiiantes el es—
tdmago es un simple saco de paredes relativamente celgadas er: la regidn am—
plia del fondo, cecn paredes gruesns en el piloro. La parec interior del
estémago estd tapizada de células rarietales (que producen Scido clorhid—i-
co) y células principales (productoras de proenzimas p zimégenos). La fa-
crecidn mezclada de estas células, junto con la mucina producida por las cé
lulas mucosas, recibe el nombre cc jugo gdstrico.

El jugo gdstrico contiene apruximadamente 999 de agua, .5 de HC1,
0.3" de materia orgdnica y 0.2 de sales inorgdnicas. Las r:les inorgdni-
cas son similarec a las ~ue se encuentran en la saliva, mientras o ¢ la ma-
teria orninica consta de mucina, lae froenzimas peosindgers y ororrenina, y
una enzina, la lirasa gdstrica, 1 dcide clorhidrico se c¢latvora a partir
de la sargre cue vafa las células rediante la absorcidn selec.iva de iones
cloruro € hidrdgeno, y la reaccidn es inversa a la de neutralizacién del



bicarbonato de sodioc con KCl.
4,003 (sangre) + NaCl (sangre) —s HCl (Jjugo gdstrico) + aHCO3 (sancre)

Las células narietales secretan una solucidn ce HCl con una ccncentra-
cién aproximada de 0.15 N v un pH d2 1.0 , el cual se eleva . dilucidn

con las secreciones de lac células mucosas y principales, de munera que el
pH final del jugo gdstrico es de 1.5 a 2.0, (10),

En los rumiantes, el estdmago se componz de cuatro par.es, panza (o ru
men), redecilla (o bonete), libro y cuajar (o abomaso), pasando el alimento
del eséfago a la panza llega al<cuajar“ah§pavés,de,]q rederil'a y el librao.

Los alimentos pueden regurgitarse desde la panza y la redeciila para uma

masticacidn posterior. Z1 abomaso (cuajar) o cuarto estdmaco de los ru-

miantes corresponde al simple sacc estomacal del hombre y los animales no
rumiantes, siendo agui donde se secreta el jugo gdstrico.

Estomago de hewbre Estomago de Estomigo  de aves
y animales ne rumiantes animales rumiantes L — Lavinge
Poodeno , (Eséfage)
N Escfago
—- Buche
Esefago Estémafo
e / (provan rrcolo)
——Redecilla K
Omase
Abomaso — Moliyja

Comnaracidn de los estdmagos de distintos animales suna: iores como
el hombre y varios mam{feros, los animales rumiantes y las aves,

En las aves el estdmago es pegueno y no tiene capacidad ie almacena-
mientoypor lo gque el alimento, humedecido con jugo gdstrico, nasa de inme-
diato a la molleja. En ésta por accidn muscular, con la ayuda de piedreci
llas o arena (previamente tragadas por el ave), se trituran lns alimentos
hasta un estado fino de subdivisién y son digeridos parcial-ente por el ju-
go gdstrico. Fl estémago del pez es ur simple saco con una regién pildéri-
ca en cuyas paredes hay un gran nimero de segmentos ciegos, 19s ciegos pilé
ricos, que pueden considerarse como parte de la estructura intestinal; mien
tras aue en muchos inseclos la regidn estimacal estd formaca ror una molle—
Ja y por ciegos gdstricos que secretan jugo digestivo (9.

INTESTINO DELGADO. gl intestino delgado del hombre, los cuudrdpedos
y las aves pucde dividirse en tres regiones; duoderc, yeyuno ¢ ileon(Q;IU).

Lla- paredes intcrnas del intestino se hallan revestidas e las llama-
das gldndulas de Brunner y Lieberkuhn que secretan jugo intes!inal. Estas
gldndulas son esnecialmente abundantes en el duodeno y en l: rimera parte



del yeyuno.

El jugo intestinal es un ;iqu%ga parec}@owa la saliva co un contenido
de 99% de agua, 0.5h de materia orgdnica y U.5%'de sales inorgdnicas, simi-
lares a las que se encueniran en la saliva. Los componentes de la materia
orgdnica son mucina, aminopeptidasas, dipeptidasas, enteroquiiusa, nuclea-
sas, nucleotidasas, nucleosidasas, fosfatasas, lactasa, maltasa y sacarasa.
La presién mecdnica sobre la pared del intestino estimula la secrecién y se
considera aue la presencia de la masa alimenticia oroduce tal estimulo.

___Ademfs del jugo int--*tinal, en la
primera parte del intestino (duodeno]
se vierten otras dos secreciones, Una
f':‘t"’jzim de ellas es la bilis, que después de
ser elaborada en el higado se almacena
en la vesicula biliar, de la cual pasa
‘ ci:?“:fw’" al dusdeno, La bilis producida por
el higado es més diluida oue la de la
vesicula, gque contiene un 86% de agua y
capa muscular ) . .
axterna 14% de sélidos, debido a nue se elimina
parte del agua en ésta Gltima. Los s§
lidos estdn formados de un 8% de sales

vellssidad biliares (glicolato y taurocolato de sg
—<arterna dio), 3, de colesterol y otros lipidos,

vens 2% Qe pigmentos biliares y mucina, ade-
mds del 1% de sales inorgdnicas. Los

wisolinfiticc  efectos disolventes y emulsificantes de

la bilis favorecen la digestién de los
lipidos de la dieta,

La segunda secrecidrn vertida al in
testino delgado es el jugo pancreético_
elaborado por-el tejido acinoso del pdn
creas. Esta secrecién fluye hacia la
primera porcidn del duodeno por el con-
ducto pancredtico, o por el conducto or
dinario de la bilis en el hombre y algu
nos animales,

|1 ‘. [ 4 W&myJQ‘-—ﬁ‘u& lar

Seccidn transversal del in
testino delgado que muestra
la disposicidn de las vellosi
dades intestinales, a‘través-
?:elzigzsgizfx:Z”lab:?rb%q?s El jugo oancredtica ms parecido a

- T9% brtuetos A digestidn. la saliva y contiene un 99% de agua,
0.5k de materia orgdnica y 0,5/ de materia inorgdnica. Las sales inorgdni
cas son similares a las de la saliva y los componentes de la materia orgén;
ca son mucima, las nroenzimas tripsindgeno, quimotripsindgenc y las enzima;
carboxipeptidasa, amilasa pancredtica y lipasa pancredtica. La secrecidén
del jugo pancredtico se halla bajo conirol, tanto del sistema nervioso como
del sistema hormonal. Las paredes del duodeno secretan la prohormona pro-
secretina, que por la acidez del dcido quimo del estémago, se convierte en
la hormona secretina; la cual entra en la corriente sanguinez y estimula al
tejido acinoso para oue secrete el jugo pancredtico. En tanto que la pan-
creozimina aumenta el contenido enzimdtico del jugo sin aumentar el volumen



de la secrecidn.

Vellosidades intestinales. £l intestino delgado se hslla revestido
de una serie de mindsculas termiraciones, denominadas vellosiciades intesti-
nales, que absorben los productos finales de la di-estién. ta red de va-

sos capilares de estas formaciones absorbe un alto porcentaje de los produc
tos de la digestidn de proteinas y carbohidratos, mientras que el vaso qui-
lifero o linf4tico absorbe la mayor parte de los produdtos cderivados de los
lipidos.

En los peces -el intestino delgado se encucntra formado por un racimo
de ciegos pildricos o segmentos cieans.del-imtectinue  Esiuy segmentos es—-
tdn revestidos de vellosidades gue absorben los productos digeridos. En
la mayoria de los insectos no existe un intestino delgado bien defirido y
probablemente, el intestino medio corresponde al intestino delgado de los
animales superiores. La pared intestinal no estd revestida con vellosida-
des por lo que los nutrientes disueltos se difunden a través de la membrana
peritréfica y son absorbidos directamente por las células epiteliales de la

pared intestinal {%,10),

INTESTINO GRUESO. Las tres regiones del intestino grueco, ciego, co-
lon y recto, sirven principalmente como -conductos para absorber agua del ma
terial fecal en la mayoria de las especies,.

.

Digestidn de los carbohidratos (1,9,10),

Los carbohidratos de los alimentos son la principal fuente de energia
quimica que entra al cuerpo de los distintos organismos, sin embargo, tal
energia no puede ser utilizada por las células hasta que las moléculas del
almidén y los azlcares complejos hayan sido descampuestas.

En el hombre, la digestién de los carbohidratos se realiza en dos re-
giones del tubo digestivo, la boca y el intestino delgado. 1 proceso co-
mienza en la boca con la accidn de la amilasa salival, cue como todas las
enzimas digestivas, actla mediante un proceso de hidrélisis rompiendo los
enlacés del almidén para producir maltosa. La cucaracha y el cerdo tam-
bién secretan una amilasa salival (una mezcla ce amilasas alfn y beta),muy
semejante a las enzimas de plantas y bacterias, capaz de degrddar la amilo
sa y la amilopectina hasta maltosa. Otros animales como el perro, buey,
rata y aves no secretan amilasa salival.

La secrecidn estomacal de los animales superiores no contiene -enzime 5
desdoblacoras de carbohidratos pero las bolsas ciegas (ciegos gdstricos) de
la cucaracha secretan las cisacaridasas lactasa, maltasa y sararasa. .lLa
panza (rumen), o oriner estémago de laos rumiantes, contiene microorganismos
que secretan una mezcla eficaz de celulosa, hemicelulosa y en:imas degrada
doras del almiddn,- La digestidn de los carbohidratos contirua entonces en
el intestino delgacdo, ahi la maltosa producida por la amilasa salival es
descompuesta en glucosa por la maltasa intestinal, En.tanto que las disa-
caridasas sacarasa y lactasa, secrctadas por la pared intestiral de los ani
males superiores, descomnonen la sacarosa y la lactosa en glucosa; el almi:
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dén que no ha sidc descomouesto en la boca de los animales cuveriores es di
gerido en el intestino por la amilasa pancredtica que lo desdrnbla hasta mal

tosa ° 13

El resultado final de la dicestién de carbohidratos en tndas las espe-
cies son los tres monosacdridos glucosa, galactosa y fructoss, siendo la
glucosa el monosacdrido aue las células utilizan durante la respiracidn,

La fermentacién microbiana, como la oue ocurre en el tracto digestivo de
los animales éuneriorés, descompone los carbohidratos en 4cidn ldctico, acé
tico, propiénico, butirico y gases, como el COo y metano.

P

Digestidn de los lipidos.
Los dcidos ograsos y el glicerol son una fuente alterna de energia gui-
mica utilizada por los distintos organismos cuando no hay un abastecimiento

adecuado de carbohidratos.

En el hombre y los animales superibres, los lipidos son digeridos en
el intestino delgado pero a diferencia de los carbohidratcs y proteinas,
los lipidos no se mezclan con el agua. Por lo que es necesario que las
grandes gotas de lipidos sean convertidas en particulas mds peguefias antes
de que las enzimas puedan actuar sobre ellos, siendo las sales biliares las
que producen tal descomposicidn. Las pequefias gotas de lipidos son ataca-
das entonces por la lipasa pancredtica que produce dcidos ariisos y glicerol.
En los insectos omniveoros la lipasa es producida por las células gue rev:is-
ten el intestino medio y les triglicéridos son degradados de rmanera similar,
aungue la falta de bilis ouede disminuir la proporcidn de lipidos emulsifi-

Ca dDS .

Las plantas no emplean fuentes externass de lipidos ya que los sinteti-
zan de acuerdo con sus necesidades y solamente en las semillas en germina-
cién es donde se efectia la digestidn de los lipidos alimenticios almacena-
dos. Durante la nerminacidn las lipasas desdoblan los triglicéridos alma-
cenados para formar di y monoglicéridos, dcidos orasos libres y glicerol.
Los microcrganismos secretan lipasas al medio circundante para degradar los
triglicéridos, después de lo cual, son absorbidos los glicéridos mds sim-

ples, el glicerol y los dcidos grasos.

Digestidn de las proteinas.

La digestidn ce las nrcteinze es un procesc gradual en todos los orv i-
nismos, incluyendo las semillas en germinacidén. £l embri6n depende duran-
te la aerminacidn de una fuente externa para obtener los aminodcidos necesa
rios, por lo que las enzimas degradadoras de proteinas oue se localizan e;
el endospermo, las proteasas, se mezclan con las proteinas almacenadas des-
componiéndolas en péptidos simples y aminodcidos que .se difunrden en el em-
bridn. '

Los microorganismos se parecen a las semillas en germinacidn en este
aspecto, ya oue no pueden sintetizar todos los aminodcidos que requieren, y
deben obtenerlos a partir . de una fuente externa, que en la mayoria de los



11

casos es una proieina de origen veietal o animal, Nebido a nue las protei

nas no pueden oacar a través de ln pared celular, los microornanismos las
descomponen previamente secretandn proteasas al medio exterior y absorben

los procuctos resultantes.

En el hombre y los'animnles cuveriores, la digestidn proteica es un
nroceso nue se realiza en dos sitios, el estdmago y el intestino delgado.
Cuando el alimento entra al estdmago es de raturaleza bdsica cebido a la se

crecidn de las gléndulas salivales perc la descomnosicidn de ias moléculas

‘de proteina requiere de un medio dcido. El dcido clorhidrico secretado

nor la nared estomacal avorta tal medio, preparando el alimento para la ac-
cién de las enzimas desdobladoras :>piuteindiss Ahora bien, la enzima que
hidroliza los enlices nentidicos es secretada en forna inactia, el vepsing
geno, ‘oera el dcido clorhidrico la conviarte en la forma activa, la pepsi-
Nna. Esta enzima rompe ura narte de los enlaces peotidicos formando poli-
péotidos nero es necesaria una digestiém posterior en el intestino para rom
per todos los enlaces,

£l alimento nrovenienie cdel =stdmago enirs al duodeno donde se mezcla

el Jjugo pmarcredtico, 7ue lo transforma de dcido en bdsico, nara gque pue

con
41 mezclarse el Jjugo “wincredtico cnn

dan actuar las enzimis intectinalss,
las secreciones del intestinc, las tres proenzimas cue contiene (tripsinﬁgg
no, nuimotriosindceno v orocarboxioestidasa) son transformadas en las co-
rrespondientes enzimas. £l tripsindneno es convertido en trinsina por la
enteroguinasa intestinal, y después, la trinsima convierte el guimotripsing
geno en. auimotripsina y 'la procarboxipeptidasa en carboxineptidasa. lLa
tripsina v la quimotripsina hidrolizan las nroteinas naturalen- y la caseina
cdlcica ozra formar oroteosas, neptanas y distintos nolipépti<as, La car-
hoxipeptidasa derrada los nroductos resultantes de la digestidn hecha por
la pepsina, trinsina y quimotripsina convirtiéndolos en dipégp!idos y amino-
‘dcidos.,

El jugo intestinal también contiene enzimas capaces de degradar las
proteinas. Las-aminopeptidasas hidrolizan los productos ruesultantes de la
digestidn de las endopeptidasas para procucir dibéptidos y aminodcidos, en
tanto oue las dipeoticdasas desdoblan los dinéptidos remanentes rindiendo
aminodcidos libres, Lds microoraanismos que habitan en-el intestino. grue-
so de los animales superiores, o su equivalente en los insectcs, secretan
enzimas aue hidrolizan las proteinas en aminodcidos, y algunos microorganis
mos de esta regién también secretan desaminasas y uescarboxiliasas. Gomo
resultado de la accidn de las descarboxilasas se originan procuctos de tio
putrefactivo a n=rtir de los aminodcidos, nor ejemolo, la descarboxilacidn
del trintofano croduce indol y metilindol; la histidima produre histamina;
la ‘tirosina, tiramina; la lisima, cadaverina y la arginina, putrecsina.
Ademds, se producen sulfuro de hidrdgeno y mercaptanos a partir de la cisti
na y metionina, asi como metanc de varios aminodcidos. -

Digestiﬁn de los dcidos nucleicos.

El jugo intestinal del hombre y los animales suneriores también con-
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tiene una serie de enzimas aue de radan los dcidos rucleicos. Las ribo y

desoxirribonucleasas desdoblan lo- dcidos nucleicos oara rend:r los resoec-

tivos nucledtidos. Las fosfatasis convierten los nucledtids: en los co-
rrespondientes ‘nucledsidas y liberan dcido fosfdérico; finalmer te, las nu-
cleosidasas hidralizan los nucledsidos para rendir el azlcar ‘' la purina o
nirimidina respectivas. Los microorganismos también poseer: una serie de
enzimas similares p=ra dearadar los dcidos nucleicos.

Digestidn de laS'vitaminas y minerales.

La mavor parte de las vitaminas en las Dlaﬂtaq, animal»s vy microorga-
nismos se encueniran farmandl. narie Ge SiSiemas- énzimatlcos camunmente en
"la porcidn coenzima de la holognzima, aunque también oueden hallarre unidas
con brqteinas, nucledtidys o grupos fosfato. Ctras se encueniran zn esta-
do libre en los alimertns, Las vitaminas ligadas en los alimentos son li-
beradas por la accidn de enzimas digestivas presentes en el estdmago y los

intestinos de insectos y animales superiores.

£n adicidn, algunos elementos minerales son esenciales en la dieta de
animzles, plantas y microorganismos, que en la mayoria de los casos requie-
ren de los mismos elemsntos, £1 Jugd~géstrico de las especies animales es
muy efectivo pira disolver los minerales insolubles como el carbonato de
calcio y el fosfato de calcio; en tanto que los elementos minerales unidos
a proteinas, lipidos o carbohidratos son liberados en forma soluble durante
la digestién de los compuestos de carbono.a los que se encuentran enlazados.

b) Absorcién., Conforme procede la dlgestlén de las grandes molécu-
las alimenticias los productos resultantes son absorbidos por las vellosida
.des intestinales y pasan a la corriente sanguinea, la cual se encdrga de
transportar los nutrientes hasta las células. En el interior de éstas,
las sustancias digeridas son descumpuestas para obtener energfa, o bien,
son utilizadas para la sintesis de nuevos tejidos, para el crecimiento y re
paracidn en el organismo. Los microorganismos absorben sus nulrientes direc
tamerite del entorno y los emplean con fines semejantes,

Absorcidén de los carbohidratos (1,9,1C),

-

Los monosacdridos resultantes de los carbohidratos son absorbidos a
través de las vellosidades intestinales en los animales superiores y el hom
bre, o a través de la membrana peritrdfica en los insectos.

En los animales superiores, la mezcla de monosacdridos ahsorbidos es
transportada por la corriente sanguinea y la vena porta hasta el higado,
donde se sintetiza el glucdgeno posteriormente. Una fraccidn menor de mo-
nosacdridos penetra en el vaso quilifero o linfdtico para ser transportada
‘por el sistema linfdtico hasta el higado.

Absorcidén de los lipidos.

En el hombre los oroductos derivados de los lipidos son absoerbidos en
el intestino principalmente a través de los vasos linfdticos, y en menor
proporcidn por los vasos capilares. Las sales biliares colaboran en la
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absorcidén de los dcidos grasos qie son transportados por el .stema linféti
co del organismo.

En los rumiantes, los orocuctos de la fermentacidén bactrFriana son ab-
sorbidos por las vellosidades &’ trivés de los vesos guilifercs pero también
nor los capilares sanguineos y la vena porta. Los dcidos nrasos superio-
res sor convertidos en grasas en e] higado, mientras que los depdsitos gra-
sos y los dcidos como el acético, ldctico y oropiénico son transformados en
glucdgeno en éste sitio. Los nroductos ce la dicestidn de lipidos en los
insectos pacan a través de la membrana peritréfica y son absorbidos por las
células eoitelialgs cue revisten el intestino medio.

b e et g

Absorcidn de las proteinas.

Los aminodcidos obtenidos de las oroteinas en el estémaro y el intesti
no delgado de los animales sureriores, son absorbidos por lac vellosidades
intestinales y pasah =3 105‘VESOS capilares, Una vez que entran en la co-
rriente sanguinea nzsan a formar parte del "depdsite (pool) te aminodcidos"

del organismo animal. En los insectos, los aminodcidos atraviesan la mem-

prana peritréfica y son absorbidos en el intestino medio.

Abscrcidn de las vitaminas .y minerales,

Las vitaminzs san absorbidar en todas las especies principalmente en
forma litre. En los animales suneriores las vitaminas hidrosolubles son
absorbidas en el intestino a través de los vasos canilares, mientras que en
los insectos ocurre un proceso similar en el intestino medioc. Las vitami-
nas liposolubles son abscrbidas en los animales suneriores a través de los
vasos guiliferos cocn ayuda de la bilis, siendo transportadas por el sistema

linféfico a todo el cuerpoe.

Las sales minerales solubles se incaorporan a las corrientes sanguinea
y linfdtica después de ser absorbidas en el intestino de los snimales supe-
riores. En los insectos las sales solubles pasan a través de la membrana

peritréfica.

c) Transporte.. El transporte internc de los prcductos de la diges-
tidén hacia todas las regiones del cuerpo es un recuisito previo a la utili-
zacidn metabdlica de tales sustancias por. las células del organismo. Cuan
do se efectia el movimiento de materiales a través de una capa de células
aue separa dos regiones fluidas del cuerpo ocurre un transoorte transcelu-
lar, mientras cue el paso de sustancias hacia dentro y fuera de las células
implica transoorte homocelular (3,6]. '

Pueden distinguirse cuatro etapas en el proceso de trancrorte.de los
metabolitos. 1) En-primer lugar, los nutrientes deben ser absorbidos por
el organismo, a nartir del medio externo por las plantas, o bien, de la ca-
vidad digestiva o del interior de uma vscuola digestiva, en los animales.
2)* A continuacidn, los metabolitos son transportados desde e! sitio de ab-
sorcién a todo el organismo nor medio de los fluidos orgdnicor. Este
transporte fluido se realiza por difusiéﬁ simnle, aunque puede ser acelera-
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do por algunos medios de prooulsién y‘circulaciéh de los fluidos del orga-
nismo. 3) Uma vez gue han sido distribuidos los nutrientes a todo el or-
ganismo ceben pasar al interior de las células para ser metabnlizados. Es
ta etapa, al igual aque la absorcidn inicial, reauiere que los nutrientes
atraviesen la membranaz plasmdtica hasta el citoplasma, 1o que se realiza me
diante un proceso dc transnorte a travé§'de membranas. 4) Finalmente, en
el interior de las células tiene lugar un transporte intracelular adicional,
como el que ocurre en los fluideos cdel reticulo endonlasmdtico v en el trans
porte a través de las membramas de varios organelaos.

Transnorte a traves de membranas.

De los cuatro tipos de transporte jinterno, el transporte a través de
merbranes es el oue imolica los mecanismos mds uriversales ya nue la estruc
tura bdsica y fisiologia de las membranas celulares son similares en todos

los organismos (2,6,11,1G,22%
Transporte pasivo.

El transoorte pasivo de solutos se efectia por Eifﬂﬁiéﬂ’ o sea, debido
a la tendencia de cualouier sustancia a dispersarse dentro de un volumen de
esnacio disponible. La difusién se origina en el movimiento de las molécu
las y la velocidad con que se realiza la dispersidn depende de la cantidad
de actividad térmica; si durante los movimientos de dispersidn una particu-
la atraviesa la membrana plasmdtica ocurre un transcorte de tipo pasivo, ya
gue la célula no gasta energia en tal proceso. Las moléculas neutras tien
den a seguir. su oropio gradiente de concentracidn, dentro o fuera de la cé-
lula, durante el transnerte pasivo, en tanto gue los iones se desplazan se-
gun la distribucidn relativa de aniores y cationes.

La membrana plasmdtica es una membrana permeable difercncialmente que
dirige el intercambio de materiales erire la célula y su ambicnte, El
transporte pasivo del agua a través de tal membrana se denomina Gsmosis, y
la tendencia de las moléculas del agua a seguir su propio gradierte de con-
centracién crea una presidn osmdtica cue se refleja en la velocidad a la
aue el agua penetra o abandona las células. vientras que la “smosis es la
fuerza del movimienio de difusidn de las moléculas del agua, el transporte
pasivo de peguenas moléculas de soluto recibe el nombre de diilisis, Si
debido a un flujo masivo del disolvente el transporte pasivo re solutos se
realiza contra un gradiente de cznceniracidn o electroouimico, el proceso

sc denomina arrustpe por el disolvente.

Transporte activo.

Para que las moléculas de upa sustancia sean transnortadss en contra
de un gradierte de concentracidén o electronuimico se requiers un mecanismo
distinto al de difusidén, o comnlementario, ademds de una fuenle de energia.
5i el paso de una sustancia a través de la membrana plasmdtic requiere un
gasto de energia nor parte de la célula, se efectla un proceso de transpor-
te activo.

Las células utilizan el transnorte activo nara obtener nutrientes, pa-
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ra elimin:r los desechos metibdliris y en el mantenimiento de su contenido
Nurante estc aroceso las moléculas neutris pueden ser

P

desnlazadas coantra gradientes de concentracidn y los iones en nontra de no-
£l aroceso de difusidn puede ser acelerado por

de iones y solutos.

tenciales electrocuiwicnos.
este mecanismo de modo que la sustancia difunda mds rdpidamentie de lo que
podria hacerlo por difusidn simple; 1la difusidn facilitada tirne el mismo

resultado final de Ja difusién ordinaria oero se requiere mennr tiempo para
alcanzar el enuilibrio de concemtracidén de soluto en ambos larins de la mem-

brana.

Puesto nue el transnorte activo retuiers eneroia ésta cdeka ser aporta-
da nor el metabolismo celular, de manera que los mecanismos de transporte
se encueniran aconlados dirsctamente con reaccianes prodbctorms de ~nergia,
como la oxidacidn de sustratos y la hidrélisis del ATP.  Existen mecanis-
mos de transporte gsnecificos oara los distintos sustratos y un mecanismo
dado sdlo trabaja en ura dirsccidn al introducir o sacar una sustancia a
través de la membrana plasmética, nero nunca ocurren los dos vventos simul-
tdneamente, La velocidad del transporte activo es independinnte del gra-
diente de concentracidn pero resulta favorecida por una concentracidn 6pti-
ma de sustrato en el lado de.la membrana en cue se inicia el transporte y
se establece una inhibicidn competitiva nor ciertos iones o moléculas rela-
cinnados auimicamente con el -sustrato, independientemente de aue tales sus-

tancias sean o no transoortadas.

FPermanecen dudosos los mecanismos exactos de transporte activo. Algg
nos de ellos estdn acoolados y transoortan simultdneamente dos sustancias
diferentes en la misma direccidn o en direcciones gpuestas, Fl transpaorte
de sodio y potasio generalmente se encuentra acoplado en las células que
acumulan notasio ‘exnulsando selectivamente al sodio, proceso aque recibe el
nombre de bomba de sodio . El1 ATP es hidrelizado por una AT!-asa durante
el transnarte acoplado de sodio y potasio, utilizdndose la energfa liberada
por cada molécula de ATP para movilizar aproximadamente tres iones sodio y

dos iones potasio.

guecsa N@F

En varios tejidos la energia requerida pa-
ra el transporte de distintas sustancias tam-
bién se obtiene a nartir de los gradientes idni
cos generados por la ATP-asa. La absorcién de
carbohidratos y aminodcidos en el intestino y EPITELlO

oo . . INTESTINAL
el rifdn depende de la presencia del sodio en

LUMEN

el medio externo, lo aue se logra oor efecto de : Na
la bomba de sodio. Puesto que en el interior :
de la célula la concentracidén de sodio es infe- !
rior a la que existe afuera, el sodio tiende a SANGRE "; —
entrar por difusidn pero al oenetrar en la mem- Slucosa N +
> a

brana plasmdtica se une a yna molécula portado-
ra, -incrementando la afinidad de esta Gltima
hacia los carbohidratos o aminodcidos.

llecanisma del trans—
porte acoplndo, via porta
dor, del sodio y los ‘azl-
Este complejo trinle, sodio-portador-gluco  cares o aminodcidos.
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sa (aminoécido), puede entonces a!ravesar la membrani celular debido al gra
diente de concentracidn de sodio aenerado nor la actividad de la ATP-asa.

€n el interior de la célula, donde existe uma alta concentracién de po
tasio, éste desplaza al sodio reduciendo la afinidad del pertador por la
glucosa o los aminodcidos noue se incorporan entonces al citoplasma, siendo
fo: forilada la glucosa; nuesto que la membrana es prdcticamente impermeable
a la glucosa fosforilada ésta no puede salir de laAcélula. una vez libre,
el portador se difunde hasta la superficie externz de la membrana -en el ca
so ce una molécula mévil-, o bien, gira sobre si mismo si se trata de un
portador fijo; cuando vuelve a ccmbimarse con un ion sodio oun difunde al
interior de la célula, recoge otra malécule dg azZiles 0 aminw 'uido y se re-
pite el ciclo.

Canrolc

Medio a repulsicn
a.(cte,rnc ' % % P \

Mamhrana
de 13 ¢Clula

\
k
(8
) 4 (
(rsv
/ 4

M ® W

A 8 @ c E
Diferentes modelos acerca del modo-en que las sustancias atraviesan
las membranas celularss. A) El transporte acoplado nermite el
desplazamiento de dos sustancias diferentes en direcciones. opuestas.
B) Los transportadores mdviles llevan sustratos en cualquier direc
cién. C) Los sustratos son movilizados en una sola direccién por
los portadores fijos. D) Difusién. E) Transporte en masa.

Se han proouesto diversas sustancias como portadores méviles: pero ac-
tualmente se sabe que suelen ser proteinas muy esoecificas respecto al sus-
trato. £l transporte mediante portadores depende de energis metabdlica,
la nue se obtiene por acoplamiento enzimdtico de las proteinas portadoras
con fosfatos de alta ensrgia. El sistema portador resulta ser bastante
complejo formado hasta por tres comsonentec proteicos en algunos cusos, CO-
mo se encentrd en la oroteina donacora de energia, llamada HFr, relacion: da
con el transnorte de distintos azlcares. Algunos portadores son constitu-
tivos ya que existen en las célul-s de manera permanente pero también pue-
den ser inducidos nor -exnosicidn al ‘sustrato, como ocurre 'en los microorga

nismos,

Lcs portadores Fiios,'cnho las enzimas denomiradas ‘'pernsasas', se lo-
calizan en la membrana nlasmdtica de distintas células donde re encuentran
FlJado o al menos intimamente asociados con la merqrana, aurrjue es mds fac
tible lo primero nuezto oue cada mecanismo de transnorte especifico es uni-
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direccional, ervectudindose el iransporie cde sustanciac a travéc de la membra
na en sélo una direccidn.

Obviarmente se reaquiere aue e! sistema de norladores fﬁjo& esté acopla-
do con donadores de encrgia puestu nue las proteinas involucridas no tienen
actividad de ATP-asa. “e ha postulado la existencia de perwcasas para di-.
versos sustratos y E. coli probablemente posee de 30 a G0 sisiemas de este
tino, como el empleado nara el trarsnorte de la lactosa ; en las células
animales y vegetales también existen proteinas nortadoras similares, Pero
independientemente de aue el transnorte activo se realice por un portador
fijb 0 uno mévil se establece una cnﬁn9ﬁencim»smt?e warios wo .ratos por el
transnorte, como ocurre durante la absorcidn selectiva de los aminodcidos.
Ademds de las prateinas de la membrana, los fosfolfpidos también estdn invo
lucrados en algunos tipos de transnorte activoe. '

La nermeabilidad ce las membranas celulares también estd bajo control
hormonal; por ejemnlo, la insulina secretada nor el ndnmcreas fncilita la ab
sorcidén de la glucaosa y o*tros mongsacdridos, de écidos grasns y aminadcidos.
La aldosterona regula el transoorte de sodio y potasio en los rifiones, glén
dulas de la sal y otros tejidos implicados en la ansorcidn o <xcrecidn de
tales iones; en tanto rue 1la vasopresina”(factor antidiurético] promueve la

o

reabsorcidn de ianes y agua de la orina de los animales superinres.

Transnorte en masa.

Las células también noseen mecanismos que favorecen el transporte acti
vo y pasivo de lfguidos v sdlidos cuyo tamaiio les imoide pasar a través de
la membrana olasmdtica. Este transporte en masa imnlica los mismos cam-
bios en el comporiamiento ce las membranas y se distinguen tres procesos
fundamentales, ninocitosis, fagocitosis y exocitosis (3,6),

PINOCITOSIS.. Implica la ingestidn celular de materiales liguidos,
inicidndose cuando son adsorbidas determinzdas moléculas en lugares especi-
ficos de enlace situados en el exterior de la membrana plasmdiica. La ad-
sorcidn de los materiales disueltos induce 1a invaginacién'de la membrana
en ese punto para englobarlos, budiendq former las células un gran nimero
de invaginaciones (Canales pingefticaos) en cada lugar de enlace gue esté
ocupado. Los canales se dilatan hacia dentro formando vesiculas pinociti-
cas cerradas (pinosomas) cue pasan al interior del citonlasma con su conte-

nido.

La ninocitnsis nuede ser inducida por los aminodcidos, proteinas y a -
gunas sales pero no por carbohidratos o dcidas nucleicos. Entre las proé
teinas inductorac mds eficaces en Amoeba estdn la albimina, brta-lactoglobu
lina, ribonucleasa y lisozima. Los iones de las sales deben tener carga
positiva nara nrgvocnrila ninocitosis, de manera que los caticones resultan
mds eficaces aue los aniones; por ejemplo, las sales de sodio, potasio y
magnesio inducen nds fdcilmente el fendmeno aue el calcio. 1 mecanismo
pinocitico es especialmente importante oara la absorcidn intestinal de 1ipi
dos, protéinas y gluconroteinas a través de los vasns caoilares,
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FA:ICITOGRIS. %e inicia cuaiido el material aue induce 1~ invaginacidn
de la membrana estd en forma de rartfculas, cerrdndose la invaginacidn una
vez aue el objeto estd completamente rodeado por la. membrana nlasmdtica pa-
ra producir una vacuola ‘liobre o vesicula fagocitica en la aue iiene lugar
la digestidn. Pueden formarse un gran ndmero de vacuolas en el citoplasma
lo que renresenta un incremento en la superficie de la membrana celular.

La fagocitosis es una etapa importante de la digestidn en los protozoa
rios pero en la mayor nparte de los animales representa,princinalmente,un me
canismo de defensa contra organismos invasores como las bacterias., Aunque
las células fagociticas de losanimales, los fagoc1tos, también pueden elimi
nar los restos celulares en tejious enfermos o danadDQ, ademds de sustan-
cias extranas. Los fagocitos. poseen lipasas y proteasas que les nermite
digerir 1fpidos y proteinas, as{ como lisozima con la que destruyen las pa-

redes celulares de las bacterias.

EXOCITOSIS. Involucra la.expulsidn de sustancias de le célula mds
oue la toma de materiales, siendo la secrecidn el proceso de exocitosis mds

distribuido.

Las células secretoras dében liberar grandes cantidades de macromolécu
las como proenzimas, hormonas, lipidos, leche y otras, que pueden secretar-
se ni por didlisis ni por mecanismos usuales de transporte activo, Tales
sustancias -sonsintetizadas y retenidas dentro de las células hasta que es
estimulada su liberacién por accidén nerviosa u hormonal; por ejemplo, el
flujo de saliva obedece estimulos nerviosos en tanto que la secrecidén y sa-
lida de la lecihe estd controlada por las hormonas prolactina y oxitocina.

Se conocen tres clases de procesos secretores en las célqlas glandula-
res de los mamiferos denominados merocrino, apocrino y holocrino. La
secrecidén merocrina no implica uma ruptura visible de la membrana celular,
siendo la mayoria de las gldndulas exocrinas y endocrinas secretoras mero-
crinas, La membrana plasmdtica de la superficie de salida resulta muy da-
nada, debiendo regenerarse, durante la secrecidn anocrina que realiza la 11
beracidén de grandes cantidades de materiales de peso molecular elevado.
Cuando la célula acumula sus secreciones y es necesario que la membrana. se
rompa, destruyendo la célula, para liberar los productos ocurre secrecidén

holocrina.

2. Vias Metabdlicas.

a) Vetabolismo. Comprence el conjunto de procesos por medio de los
cuales la célula 1ntercambla materia y energfa con el medio circundante,
siendo cuatro las finalidades bdsicas de este intercambio (6,7],

l) Obtener energia quimica para las funciones celulares, a partir de
las sustancias nutritivas o bien, de la luz solar. 2) Convertir los com-
nonentes nutritivos en compuestos mds simples que sirvan como precursores
de los componentes celulares. 3) Reunir los precursores nara formar
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dcidos nucleicos, carbohidrates, 1ipidos y proteinas, asi com. otros com-
puestos renueridos por la célula. 4) Formar y desradar las sustancias
empleadas en funciones celulares nspecializadas.

La conversidn de los nutrientes en sustancias mds simple=s se rzaliza a
través del metabolismo desasimilador o catabolismo. Durante los distintos
nrocesos catabdlicos ocurre la degradacidn enzimdtica (princinalmente por
reacciones de oxidacién ) de los carbohidratos, lipidos, proteinas y dcidos
nucleic¢os, procedentes del exterior o de las reservas alimenticias, que son
transformados en moléculas mds sencillas que incluyen GOp, agua, dcido ldc-
tico, dcido acético, amoniaco y compuestns nitrogenados de dec.echo. La de
gradacién de las moléculas nutritlvagfvdméabﬁﬁéﬁadé de la.liberacidn de
encrgia, que se recupera y almacena en forma de los enlaces fusfato del ATP

y otros comnuestos de alta energia. El metabalismo asimilador o arabolis-

mo, a su vez, incluye los procesos(generalmente por reacciones reductonﬂﬂ

aue dan como resultade la sintesis enzimdtica de componertes celulares
a partir de los precursores respectivos, obteniéndose la enerdia requerida
en la biosintesis celular de los enlaces fosfato del ATP.

Los intermediarios nuimicos formados en el catabolismo y anabolismo se
denominan metabolitos, en tanto que la serie de reacciones en las cuales ig
tervienen se conoce como el metabolismo intermediario. Asociado a cada
una de las reacciones quimicas del mctabolismo intermediario tiene lugar un
cambio de energia caracteristico llamado acoplamiento energético.

Las etapas del metabolismo.

El catabolismo y anabolismo son dos procesos simultdneos e i1 erdepen-—
dientes que oueden estudiarse por separado, estando constituido cada uno de
ellos por secuencias de rexcciones enzimdticas mediante las cuales se degra
da o sintetiza la estructura covalente de los metabolitos.

Para su estudio, el catabslismo o degradacidn enzimdtica de las sustan
cias nutritivas nucde dividirse en tres etapas. n la nrimera, las macro-
moléculas alimenticias son deqracdadas hasta sus componentes bdsicos, los po
lisacdridos a nentosas y hexosas, los lipidos a glicerol y &cidos grasos,
las proteinas a sus veinte aminodcidos constituyentes, los dcidos nucleicos
a nucledtidos, y éstos Gltimos a bases nitromgenadas (purinas y pirimidinas)
y nentosa fosfatos.

A cnntinuacidn, los nroductos formados en la nrimera etara son conver-
tidos en un conijunto reducido de maléculas mds sencillas, las hexosas, pe -
tosas y glicerol san degradades hasta gliceraldehido-3=fosfato y después,
hasta un compue=zto de dos dtomos de carbono, el grupo acetilo del ace-
til-Coi. Los distintos aminodcidos también son transforwacdos en unos po-
cos nroductos finales: acetil-GoA, alfa-cetoglutarato, succirmato, fumara-
to y oxalacetato; en tanto que las purinas son degradadas a dcicdo Grico y
las pirimidinas a urea y otiros nroducteos. Por Gltimo, los productos de eg
te evento paran & una tercera etapa comiin donde son oxidados a CO; y agua.
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te loe componentes celulares o anatolismo tam—
inicidndose en los penquenos Nrecursores

formados durante la tercera etane cdel catabolismao,

Por tanio, aunque las

socuercias del catabolismo y anabelismo no son

las mismas, la tercera etapa cdnstituye una ruta ccocmin cere anbos procesos

y recite el nombre de cenda anfibdlica.

Esta ruta pucde emr:learse indis-

tintamerte rara la cderradacidn de las peoue’ias moléculas de 1a segunda eta-
pa catabdlica, o bhien, para anortar los precursores requeridns en la segun—

da etapa del anabolismo.

Etapr I
Lipedes Pelisocarides Preteinas Acides nucleicos
Y}
1 1 1 \
l , ‘ Ngclzﬁﬁdgi ‘d'z' X
‘ Em.rgis radvante ‘ " ' ponnas y P,”'Md"nu
ATP 2 ‘ 1 1
\ i e . ) !
' 4 . \
Acrdes grasas, Ciclo d Hexesas, Viade 13 Amjac-
M clicerel c;]\?;‘,\a pantesas) f‘_'}t?a 5¢i£°> Pirimidinas [ Porinas
- p tostate ~ : ]
\ ] ~—-
\ Gliceraldehido-
3- festate
\ E‘, malg_nlil-GA,vrta . deido
. metil- yrico
\ N Fosfeanclpiruvate  / malonil-CoA
L/ |
Piruvate / urea
Etapa 1[ :l’ //
\ N ,
1Acetil- oA 7
A
' . ’ - Ciclode
/ citrate Is vrea
exalacetats 1seeitrato
ctelo de ) ¥ vrea
Krehs  X-cetoglutarato
halgto
Svecinato
fum ato
Vias catabolicas
Etapa III — — — Vias anabslicas

Las tres etapas del catabolismo y €l anabolismo.

La etnpa III

es anfibdlica y sirve lo mismo para de:radar los nutrientes gue
para proporcionar los precursores del anabolismo.
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3. Regulacidn Metabdlica.

Una de las caracteristicas sobresalientes en los distintus organismos
es su funcionamiento ordenado y altamente integrade, lo cual indica que las
células poseen mecanismos para cosrdinar los procesos catabdlicos y anabdli
cos. Siendo la reaccidn catalizada enzimdticamente la unidad funcional
del metabolismo, resulta claro que el control de esta unidad permite la re-

gulacidn del metabolismo celular,

Le regulacidn de las vias metabdlicas en las células de los crganismos
procariotas y eucariotas puede ejercerse a distintos niveles de complejidad

creciente (4,5,7),

a) Compartimentacidn enzimdtica. Una primera forma de regular los
procesos metabdlicos en las células consiste en la segregacién, o separa-
'cidn fisica, de los diferentes sistemas enzimdticos, o sea, a través de la

compartimertacidn (7,19),

En los procariotas, como las bacterias, existe una organizacidn estruc
tural del metabolismo bastante simnle pero gue permite el funcionamiento
ncrmal de las principales vias metabdlicas, como ccurre en la membrana celu
lar donde se localizan las enzimas de la respiracidn, fosforilacidn y bio-
sintéticas; o bien, en el citoplasma que contiene varias enzimas importan-

tes.,

La separacidn fisica y funcionzl de los procesos metabdlicos en los eu
cariotas se efectda a distintos niveles, mds refinados y con fines especifi
cos. Un primer nivel de compartimentacidn funcional consiste en la utili-
zacién de organelos con membranas (ndcleo, mitoccndrias, cloroplastos, lisc
somas, peroxisomas, vacuolas) y. capaces de realisar funciones altamente es-
pecializadas. En ausercia. de organelos, la separacidn funcinnal se logra
por medio de complejos multienzimdticos estables que ofrecen una serie de
ventajas cinéticas y quimicas durante los procesos metabdlicos. Pero en
ambos casos, la compartimentacidn ce los sistemas enzimdticos permite con-
trolar e integrar el total de las actividades celulares.

b) Inhibicidn enzimdtica. El segundo mecanismo general de regula-
cidn metabdlica comprende el control de las propiedades intrinsecas de las
enzimas, esto es, de sus actividades catalfticas (8,12,13,2G,71),

Se sabe nque ciertos compuestos pueden combinarse de manera reversibln,
u irreversible con las enzimas bloqueando su actividad catalitica; tales
sustancias, que incluyen drogas, antibidticcs, venenos, antimetabolitos o
productos de las reacciones enzimdticas, reciben el nombre de inhibidores.

Inhibicién irreversible,

-

El inhibidor de la accidn enzimdtica se une covalentemente a un sitio
especifico de la enzima, que puede ser el sitio -activo o alguno muy cercano
a €l, formando un derivado estable cuya concentracidn aumenta en proporcidn
a la del inhibidor; esto trae como resultado una disminucidén en la veloci-
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dad de la reaccidn involucrada y finalmente, la inhibicidn irreversible.

E+S &> ES &= £ +°P El diisopropil-fluorcfosfato (DFP)
+ se une covalentemente al grupo hidroxi-
] = EI lo de la serina preserte en el sitio-ac

tivo de algunas enzimas como la acetil-

colinesterasa, quimotripsina y otras,
formando un éster fosfdrico estable, con lo cual resulta inhibida la reac-
cidn catalizada por tales enzimas.

Los agentes alquilantes, como la yodoacetamida (ICHZCONHm), también

pueden fermar derivados covalentes estables. eor. cizrtas enzir .5 —-inhibiendo

su actividad catalitica; como ocurre cuando tal sustancia se une al grupo
-CH de la triosafosfato-cdeshidrogenasa. En general, la inhibicidn irrever
sible produce la destruccidn.o modificacién de uno o mds grupos funcionales

de las enzimas implicadas.

Inhibicidn reversibie;

5i la unidn del compuesto inhibidor y cierta enzima trae como resulta-
do el establecimiento de un ecuilibrio entre el producto formado y los reac
tantes, se dice aue la inhibicidn es reversible. Este tipo de inhibicidén
es importante en la regulacién celular debido a que los equilibrios establg
cidos permiten controlar la concentracidn intracelular de los compuestos.ig
plicados, que a su vez, pueden servir como sustratos para otras enzimas.,

Inhibicidn competitiva.

Ciertos compuestos oue poseen alguna relacidén estructural, o ninguna,
con el sustrato natural de una enzima también pueden combinarze reversible-
mente a su sitio activo o cerca de él; de manera que en presencia.de la en-
zima, se establece una competencia activa por el mismo sitio entre el sus-
trato y tales sustancias. La inhibicidn puede ser invertida aumentando la

(o} traci .
E +5 F=* E5 —» E 4+ P oncentracidén del sustrato
La succinato-deshidregenasa catali

I i?* EI za la oxidacidén del succinato hacia fu-
marato pero puede ser irhibida por sl
malonato y otros dcidos dicarboxilicos,

cuya estructura es similar a del sustrato natural, que no san deshidrogena-
dos por la enzima, Sin embargo, la inhibicidn puede ser invertida aumen-
tando la concentracidn del succinato.

Inhibicidn no competitiva.

En caso de gue el inhibidor de una enzima se una reversiblemente en un
sitio distinto del sitio activo, o de unidén del sustrato, la inhibicidn ya
no puede ser invertida mediante un simple incremento en la concentracidn
del sustrato, con lo cual la enzima resulta inhibida no competitivamente.
Los inhibidores no competitivos se combinan con la enzima libre, con -el com
plejo ES o con -ambos, pero en todos los casos, los productos formados son
inactivos.
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E+S &= ES5 == P Los iones metdlicos wesados inhi-

+ + ben la actividad catalitica de algunas

I I enzimas combindndose con los grupos =GH,
de los restos de cisteina,esenciales pa

EI &= EIS . -
ra tales enzimas.

E-SH + Ag?t =2 E-5-ag + Ht

Mientras.que las enzimas gue requieren iones metdlicos cara su activi-
dad resultan inhibidas por compuestos que se unen al metal, por ejemplo, el
ion CN inhibe a las enzimas que dependen del F82+ u] F83+ . En tanto que
el EDTA se une riaversiblemente con el_Mg?f y otros, cationes r“valentes, in-
hibiendo a las enzimas que utilizan tales iones.

Inhibicién incompetitiva.
r

Olras sustancias se cumbinan Unicamente con el compleéjo ES pero no con
la enzima libre, de manera que esta dltima resulta inhibida incompetitiva-

mente.
E+S &= oy —» P Aesulta claro que la inhibicién in
K + competitiva no puede ser invertida por
I EIS altas concentraciones del sustrato.
i

f2troinhibicidn,

Existen numercsos sistemas enzimdticos que poseen la capacidad de auto
rregular su velocidad global de reaccidén. En estos sistemas el roducto
de una secuencia lineal de reacciones puede inhibir directamsnte a alguna
de las enzimas que participan en la via, con lo cual resulta 7ue la veloci-
dad de toda la secuencia ce halla determinada por la concentracidén de tal
producto. Este tino de inhibicidn recibe el nombre de retroinhibicidn
cuando el inhibidor es el producto final de la secuencia,

Si en los sistemas autorregulables la primera enzima de la secuencia
es la que resulta inhibida por el producto final se trata de una enzima re-
guladora o alostérica, en tanto que el inhibidor es un efector o modulador.
Si este Gltimo es un inhibidor se trata de um efector o.modulidor negativo
nero también existen moduladores positivos especificos que, comunmente, son
los propios sustratos de las enzimas. Usualmente los inhibidores no guar-
dan ninguna relacién estructural con el sustrato de la enzima a la cual re-
gulan, y la inhibicidn cesa cuando disminuye la concentracién del modulacar,

— - > Las enzimas reguladoras son oligo-
Enza Enz b Enz c L. . :
¢ ] méricas y se les denomina monovalentes

cuando sélo poseen un modulador, o

bien, polivalentes cuando responden a mds de una sustancia moduladora; lo
cual indica aue esta clase de enzimas poseen sitios cataliticos 'y regulado-

res -separados.

£l control de la primera enzima de una secuencia lineal de reacciones
es un mecanismo de retroinhibicidn bastante simple, sin embargo, la regulg
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cidn de las vias ramificadis reguiere de algunas mccificacionss a este es<-~

quema.

Puesto que 1la primera etapa de la via ramificada es comdn a todos

los rroductos finmales, la retroinhibicidn ejcrcicz nor cualiuiera de ellos
interferiria con la formacidn de los demds; rzra evitar esta situacidn las
células han desarrollado diferentes mecanismos ae contirol.

Control por isoenzimas.

La regulacidn de una via ramificada puede ejercerse mediinte la elabo-
racién de formas miltipleés de una enzima capaces ce catalizar la misma reac

cidn pero aue son inhibidas nor distirtos.grodicius

X

A ===3 -—4-0//l’
T

A~

D

P
c

™~

Y

Retroinhibicidn secuencial.

finales wu-» 1a secuencia.

>

un ejemplo muy conocido oz este ti
po de control lo constituye la familia
del dcido aspdrtico en E. coli, donde
tres aspartoquinasas isofuncionales saon
reguladas de manera incependiente por
la lisina, treonina y metionina. La
sintesis de los aminodcidns aromdticos
en £. coli y 3. subtilis {ambién se ha-
lla bajo conirol de iscenzimas.

En este mecanismo, el orimer paso de la secuencia es catalizado por
una sola enzima nue no es regulada por ninguno de los productos finales de

la via; pero como cada uno de los pro
ductos finales inhibe a la enzima que
los sintetiza a partir del precursor ’//,;x

comin, éste se acumula en el medio e

inhibe a la primera enzima de la se- l I///’

cuencia.

La binsintesis de los aminodcie

)
A=t § ———p C
\\\“15

dos aromdticos en 8. subtilis consti- I \\\\Y

tuye un ejemplo de regulacidén secuen-
cial, asi camo la sintesis de treoni-
na e isoleucina en Rhopseudomonas capsulatus.,

Retroinhibicidn concertada.

s

La erizima que cataliza la orimera reaccidn de la via no es inhibida
por ninguno de los prcductos finales solos sero cuando todos se hallan pre-

A = B =g

D
el
\E

X =

/l'

N,

sentes en exceso, actdan e manera con-
Junta para inhibir su actividad. En
adicidn, cada oroducto final regula de
manera independiente a la enzima gque ln
sintetiza

La aspartoquinusa en .}hodopseudomn:
monas cansulatus y facillus polymyxa re
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.sulta innibida ~or la treonina y lisina crando ambos aninodcicos se hallan
nrecentes en exceso nora no cuand ¢dlo actda uno e cllos, Fn _almonella
tynhiruriun existc un mecaniemos similar.

netroinhibicién acumuladae.

En este casc cada nrocducto firal, en condiciones de satdracidn, sdlo
causa una inhibicidn parcial de la nrimere enzima, e€n tantc cue si todos
los productos firales se hallan pre-

sentes simultdneamente, se observa un 467 v
efecto acumulado. ) "
Por ejemnlo, si en condicicnes 1 ’//IJ

de saturacidn uno de los productos in A e—b B3 —»(C

hibe a la enzima de wanera aue su aq: \\n;.
tividad residual sea de ¢G5, y si el I :\\k
olro irhibe en un 4G, la actividad - Cerl y-
resicual serd de un U.6 X 0.4 6 247 ' FIE;

de la actividad total, cor lo gue la irhiticién nroducida es de un 76% .
Un ejem:lo de esta inhibicién se encuentra en la regulacién de la glutamin-
sintetaca de £. c2li y diversos microorganismos.

> 2

c) Qtras formas de rcgulacidn,

Modificacidn quimica,.

El control alostérico cde algunas enzimas importantes se hall: reforza-
do por un segundo nivel de regulacién, coue implica la modificucidn covalen—
te de las enzimas reguladoras. Zsta modificacidn quimica ocurre cuando
son adicionados o eliminacdos ciertos grupos funcionales especificos de las
enzimas reguladoras, lo cue oroduce ademds una serie de cambins en las es-
tructuras primaria y terciaria de las moléculas proteicas (1a),

La forma especifica en gue es convertida la enzima regulndora es esta-
ble y permanece en tal estacdo aun después de gue €l modulador ha sido elimi
nado del medio, sor lo cue es necesaria la acumulacién del efector que pro-
mueve la modificacidn inversa para restaurar la actividad cctelitica origi-
nal. Las actividades de la fosfcrileasa, glucdzeno sintetasa y piruvato-
deshidrogenasa estdn controladas por la accidn de guincsas estecificas que
catalizan la fosforilacidn de algunos residuos de serina en tales enzimas;
la glutamin-sintetasa de L. coli se encuentra regulada por la adenilila- -
cidn de los residuos tirosinicos en cada subunidad de la enzima.

Sistemas en cascada.

E1l mecarismo bdsico de estos sistemas consiste en el acoplamiento de
varias reacciones, dinde la enzima que cataliza la orimera reaccién es acti
vada de alguna manera cara nue actue sobre otra enzima, la que a su vez pue
de activar a otra, con lo que el resultado final consiste en una amplifica:
cién de la primera sefial a través de vna cascada de reacciones.
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Sistema en cascada para la conversidn de la fosforilasa I en
fosforilasa a . El primer mensajero es una hormona (adirenali-
na, glucagon, epinefrina), en tanto que el segundo mensajern Ffs
el AP ciclico.

Un ejemplo de este tipo de contral lo conctituye la convoersidn de la
fosforilaza b en fosforilasa a . La cascada de reaccicnes =& inicia cuan-
¢o la crimera molécula mensajera, una horsona (glucagon, adrsnalina, epine-
frina), activa a la adenilato-ciclasa para aue sintetize un :egundo mensajge
ro, el AMi* ciclico. Zute compuesto se requiere para lograr la activacidn
de una nuinasa general, la rue a su vez activa a una quinasa especifica,
siendo écta Ultima la que cataliza la fosforilacidn de la forma b de la fos

forilasa hacia la forma a,(21,1%,17,18),

d) Control de la sintesis enzimdtica. Los mecanismos utilizados por
las células para regular las vias netabdlicas son de dos tipos. £n primer
término, el control del wmetabolisrmo se logra a través de la regulacidn d-:
la actividad enzimdtica, crmo ocurre en la interaccién alostérica de los me
tabclitos y las enzimas reguladoras (retroinhibicién), o hien, por.modifica
cidn covalente promovida enzimiticamente (modificacidn quimicm). En adi-
cidn, las célulcs poseen otra clase de mecanismos para lograr un control de

s

la sintesis enzimitica (5,7,8)

Uro de estos mecanismos es la represidn, donce el crocucto firnal (co—
rrepresor] de una secuencia de reacciones no sdlo inhibe la actividad de la
nrimera cnzima de la via sino que, adermds, inhike la sintesis de las enzi-
mas requeridas para su propia biosintesis. cn tanto aque c©n la induccidn
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el sustrato de una enzima puede, bajo ciertas condiciones, estimular la sin

tesis de dicha enzira. Z1 sustr.to recibe el ncmbre de irductor y la enzi

ma cuya sintesis resulta estimulacda es una enzima inducible.

Puesto aue en la represidén la célula disminuye o interrumpe la sinte-
sis de un metabolito, este mecanismo se encuentra asociado con el anabolis-
mo celular; mientras gue el fendmeno de induccidn, donde la célula emplea
la enzima inducible para degradar al inductor, estd relacionato con los pro

cesos catabdlicos.

El operdn,

Como resultado ce sus investigaciones con el sistema incucible de la
beta-galactosidasa de £. coli, F. Jacob y J. Mcnod praopusiercn el modelo
del Operdn lac para tratar de explicar los fendmenos de represidén e induc-
cidn. De acuerdo con tal modelo, los genes que especifican un sistema en-
zimdtico dado se expresardn espontaneamente a menos que se los prohiba la
presencia de un renresor, aue puede definirse como cualguier sustancia que
inhibe la sintesis de una enzima particular. En tanto cue la funcidn del
inductor, de acuerdo con el mismo modelo, es la de interactuar con el repre
sor para evitar su accidn de manera que los genes se puedan expresar, Por
lo nue, segin €l mismo modelo, existen dos tipos principales tle genes.

Los nue especifican la secuencia amihoﬁcida de las nroteinas czelulares, el
operdn; y aguellos uue controlan la actividad de los genes e:tiructurales
(el operdn), los genes reguladores y operacores.
opanﬂtlac
A\

: —
gene de I genedela galag genedela galae
,.° perader ﬂ-falx;tc:ldm téside permeass tesido lranfaahlau

4

gene  reg.lador

premote

L 'P roteina
proteina represora
represory aetiva
inackiva

AN

El Modelo del Operdn lac de E. coli propuesto por Jacob y Monod.

La expresidn de los genes del operdn lac es controlada por la

proteina represora codificada oor el gene regulador.

El operdn lac de E. coli y su gene regulador comprenden cuatro regio-
nes del DNA : 1) E£1 gene regulador. 2) La regién del prosotor (P) com-
puesta de dos subregiones, la primera es llamada CAP y representa el sitio
de unidn ce la proteina activadora del gene catab$lico; la cenunca subre-
gidn es el sitio de interaccidn de la RNA-polimerasa. 3) La regién del ge
ne operador (0), adyacente a la regidn promotora. 4) La resién del ope-
rén lac que comprende los genes estructurales que codifican las tres enzi-

mas inducibles, requeridas para la degradacidn de la lactosa.
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£l modelo del operdn permite explicar con claridad los fendmenos de re
presidn e induccidn, Durante la represidn enzimdtica la molécula repre-
sora, formada por la combinacidn de la proteina codificada por el gene regu
lador y una molécula pegueria (tal como el producto final de una via metabd-
lica) de correoresor, se une en la regidn del operador e imnide la trans-
cripcidn de la informacidn contenida en el operdn. De manera que la sobre
produccién del producto final de una via metabdlica conduce a la activacidn
del represor y, consecuentemente, a una disminucidén en la sintesis de las
enzimas de tal via.

En presencia del 1nductor, la proteina represora no puec'e unirse cton
la regién del operador, por lo Gue ia HNA™ pollmerasa se une a esta regidn e

inicia la transcripcién del operdn lac. Las moléculas del miilA sintetiza-
do sirven,posteriormente, como patrones para sintetizar las tres proteinas

codificadas por el operon lac.
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(8)
(A) En ausencia del inductor la proteina represora inhibe la trans
cripcidn del operdn lac. (B) Cuando estd presente el inductor la
proteinma represora resulta inhibida, con lo cual tiene- lugar 1la
transcripcidn y traduccién de la informacidn contenida en el operdn
lac de E. coli.

Se COL1
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El control del operdn lac ejercido a través de la proteina represora
es un control de tipo negativo, rero también puede ejercerse un control po-
sitivo mediante el fendmeno conocido como represidén por catabolito. — Este
tipo de control se encuentra, por lo general, en enzimas que participan en
procesos de utilizacién alterna de varias fuentes energéticas.

La adicidn de glucosa al medio de cultivo de E. coli detiene la sinte-
sis de las enzimas utilizadas nara degradar la lactosa, pero al agregar
ANMP ciclico se restablece tal sintesis. El AMP ciclico se une a la protei

a CAP y ésta se asocia fuertemente con la regidn promotora, esto conduce
a la desestabilizacidn del DNA duplex gue forma un complejo ahierto; des-
pués de lo cual, la ANA polimerasa se a56c1a fdcilmente e inicia la trans-

cripcidn del operdn lac.

Las mutaciones en el gene regulador conducen a la sintesis de protei-=
nas represoras inactivas, incapaces de unirse al sitio operador, siendo co-
nocidos tales organismos mutantes con el nombre de mutantes constitutivos
(I+) ° Las enzimas sistetizadas por estos organismos se denominan enzimas
También pueden ocurrir mutaciones en el gene operador, de

constitutivas.
tampoco pueden unirse a esta

manera que las oroteinas represoras formadas
regién, lo que conduce a la sintesis de enzimas constitutivas nuevamente,

Estos son los llamados mutantes constitutivos del operador. En adicidn,
se ccnoce otro tipo de mutantes cuyas proteinas represoras ce unen firmemeg
te al operador, rero debido a una mutacidn en el gene regulador que lleva a
la pérdida del sitio de unién del inductor, éste dltimo no nuede unirse a
tales proteinas. Estos son los mutantes superreprimidos.




30

Capftulo II

METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

1. Fermentacién Alcohdlica.

a) Introduccidn. La historia de la fermentacidn alcohdlica es una
materia fascinante que despierta un profundo interés conforme se recorre el
sendero cue va desde los primeros estudios conecidos hasta llegar.a la teo-
ria actualmente aceptada para explicar esta via metabéllca.

Desde tiempos prehlStéP100a el hombre ha Utlllzadﬁ el proceso que se
conoce hoy en dia con el nombre de "fermentacién" (del latin fervere, her-
vir), por ejemplo, las tribus de ndmadas deben haber sabido que-bajo cier-
tas condiciones la leche se agriaba o se convertia en un material sélido, o
semisélido, el queso. De igual forma, por siglos se ha estado fermentando
el jugo de frutas para obtener bebidas alcohdlicas.

A fines del siglo XVIII fue cuardo comenzaron a desarrallarse los.cong
cimientos propiamente quimicos acerca de la fermentacidn, pues antes de que
Antoine Laurent Lavoisier iniciara sus estudios en este campo en 1874, se
sabia muy poco sobre la naturaleza de este proceso. Ge creia en esta épou-
ca gque para que ocurriera la fermentacién sSlo se requeria la presencia de
un material azucarado y un "Fermentd"; suponiéndose que el didxido de carbo
no y el alcohol formados durante el proceso se originaban por colisiones qé
pidas entre las moléculas de azucar, lo que conducia a la.literacidn de
ciertas partes esenciales gue al combinarse daban lugar a los productos fi-
nales, Fue Lavoisier, en 1789, quien hizo el primer andlisis quimico deta
llado de los cambios que ocurren cdurznte la fermentacidn alcohdlica, Al
determinar el contenido de carbono, hidrégeno y oxigeno en el material de
partida para la fermentacién (azdcar) y en los productos firales (alcohol,
diéxido de carbono, 4cido acético), Lavoisier encantré que existia una rela
cidn cuantitativa entre la cantidad de azdcar utilizada y la cantidad de
productos formados, Este déscubriﬁiento, que la Fermqptacién podia expli-
carse cuantitativamente de manera similar a otras reacciones guimicas, fue
el punto de partida de numerosas investigaciones cuya finalidad era la de
tratar de explicar el modo en que podria ocurrir esta transformacidn.

En este mismo periodo se consideraba que las levaduras no eran organis
mos vivos sino simples compuestos orgdnicos. En 1803, L.d. Thénard'obser:
v6 que al terminar la fermentacién las levaduras perdian peso y que eran'ig
capaces de efectuar alguna accidén posterior; en tanto que Joseph Louis Gay-
Lussac (1810) trabajando con jugo de uva en conserva demostrd que la fermen
tacidn sélo ocurria en presencia del aire. Como resultad) de estudios mi-
croscdpicos en las levaduras, durante los cuales se observd la reproduccidn
y otras propiedades celulares, F. Kitzing (1837) y C. Cagniard-Latour (1838)
llegaron a la conclusidén de que las levaduras (los llamados "fermentos")
eran en realidad seres vivos, atribuyendo la fermentacidén alcohdlica a la
actividad vital de estos organismos. Theodor Schwann (1837) hizo observa-
ciones similares que confirmaron que las levaduras son organismos vivos.
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La teoria de gue las levaduras tienen las propiedades de la materia vi
va fue rechazada por algunos de los guimicos eminentes de la época,como
Friedrich wohler (1839), J6ns Jakob Berzelius (1839) y Justus von Liebig -
(1839), ouienes crefan que la fermentacién era un fendmeno puramente quimi-
CO, Esto motivé una serie de debates sobre la posible relacidn entre las
reacciones quimicas y los seres vivos, surgiendo dos escuelas de pensamien-
to. La primera sostenia la teoria de Liebig,segun la cual, la fermenta-
cién era provocada por una sustancia altamente inestable y sin vida, la que
al descomponerse impartia su inestabilidad a las moléculas de azlcar; termi
nando la fermentacién al concluir la descomposicidn de tal sustancia. La

otra escuela sostenia que la fermentacidn _del..azdcor era reclizada por orga

nismos vivos.

Los cldsicos estudios de Louis Pasteur realizados en el periodo de
1857 a 1875 permitieron dar fin a esta controversia. Pasteur demostrdé que
la fermentacidn alcohdlica no depsnde del oxigeno atmosférico, es decir,
que se trata de un proceso anaerobio, pero si es necesaria la narticipacidn
de organismos vivos. En otras palabras,'Pasteur reconocid claramente que
las células vivas emplean el oxigeno para crecer y funcionar normalmente,
pero que ademds, poseen la capacidad de obtener energia de la glucosa degra
ddndola en condiciones anaerobias tal como ocurre en la fermentacidn; 1la
cual puede considerarse como "la vie sans air"® (la vida sin aire). En adi
cién, los estudios de- Pasteur mostraron que la fermentacidn no. sélo:‘produce
alcohol y didxido de carbono sino también otras sustancias como los dcidos
ldctico, succinico, butirico, asi como glicerol.

Durante sus trabajos con las células de levadura Pasteur se irteresd
también en estudiar el origen de la vida. J.J. Berzelius crefa en la teo-
ria de la generacidn espontdnea segun la cual la vida podia surgir espontd-
neamente a partir de la materia inerte, tal como lo habia propuesto Aristdé-
teles varios siglos atrds. Esta creencia estaba en contra de las conclu-
siones obtenidas por Lazzaro Spallanzani (1768) guien calentando caldos ve-
getales en frascos de vidrio sellados no detectd ningun signo de vida des-
pués de transcurridos varios dias. Sin embargo, los vitalistas, como E.H.
Haeckel, sostenian que al calentar el aire existente sobre el caldo vegetal
Spallanzani habia destruido algun principio vital, sin el cual no podfan de
sarrollarse los microorganismos; una opinién que también habfa sostenido
John Needham con anterioridad (1748)., Esta objeccidn resultd muy dificil
de -superar, de manera que la controversia continud durante varios afios.

En 1860 Pasteur pudo, finalmente, descartar la teoria de la generacidn es-
pontdneajutilizando su famoso experimento de los “"matraces con cuello de
cisne" Pasteur demostré que la vida sélo puede surgir en la materia inerte
por contaminacién con los microorganismos presentes en el medio ambiente,

En los aﬁos siguientes surgid una controversia acerca de la necesidad
absoluta de un organismo vivo para que se realice la fermentacidn. Jed.
Berzelius sugirid un proceso catalitico (enzimdtico) para explicar este fe-
némeno; en tanto que M. Traube (1877) sostenfa que cierta clase de sustan-
cias quimicas, como las enzimas, formadas en el interior de las células vi-
vas eran las verdaderas responsables de la fermentacidn. Aunque no se o-
frecieron pruebas experimentales para adoyar estas aseveraciones, varios
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investigadores estaban a favor de esta hipdtesis.

b) El descubrimiento de la "fermentacién sin células", Hans Buch-
ner (1892), uno de los pioneros en el campo de la inmunologia, sostenia la
creencia de que las toxinas y antitoxinas se originaban en el protoplasma
bacteriano, siendo este concepto errédneo el que condujo al descubrimiento

-de la "fermentacidn sin células".

Para tratar de aislar las proteinas bacterianas Hans Buchner recurrid

a su hermano Eduard, que era un quimico, para que la ayudase en el desarro-
1llo de un método adecuado; después dg_qna;izarhel-nrablema,~smbos concluye-
ron que las células bacterianas tenian gue ser “"abiertas" utilizando medios
mecdnicos,. Habiendo trabajadd con anterioridad en la fermentacidn, Eduard
Buchner decidié emplear células de levadura como material de partida en sus
intentos por "abrir" las células; observando durante el curso de estos expe
rimentos que las levaduras y otros microorganismos podian molerse fdcilmen-
te con arena fina, con la éyuda de un mortero.

En 1894, Hans Suchner fue enviado a Munich para impartir la cdtedra de
Higiene, volviendo a su intento por aislar las proteinas bacterianas en -
1896. Por sugerencia suya uno de sus asistentes, N. Hahn, comprimid en
una prensa hidrdulica la masa resultante de la molienda de levaduras y are-
na, obteniendo un "jugo de levaduras" libre de células; quedando retenidos
los fragmentos celulares en el kieselguhr adicionado a la masa de compre-
sidn. En esta época continuaba la discusidn sobre el papel cue juega la
vida en la fermentacidn alcohélica. Varios investigadores, como Gchwann y
otros, habian aislado "fermentos" demostrando que podian trab:jar en un tu-
bo de ensayo tal como los reactivos quimicos ordinarios; sin embargo, los
vitalistas argumeniaban que tales "fermentos" (enzimas), comc la pepsina de
Schwann, participaban ern procesos que tienen lugar fuera de las células co-
mo es el caso de la digestién. En adicidn, los vitalistas sostenian que
los procesos cue ocurren dentro de las células, como la fermentacidn, eran
inseparables de la vida y cue no podian efectuarse en sistemas compuestos
por materiales inertes. We Kihne habia sugerido en 1876 el nombre especi-
al de "enzimas" (del griego: en la levadura) para los fermentos encantra-
dos fuera de las células, como la tripsina descubierta por él o la pepsina
descubierta por T. Schwann (1837), '

En 1896, Eduard Buchner llegd a Munich procedenie de TiUbingen, donde
era profesor, para pasar aqui sus vacaciones, Al continuar las investiga-
ciones iniciadas por M. Hahn, Eduard Euchner se preguntd si seria posible
demostrar experimentalmente que la fermentacién alcohdlica es inseparable
de la vida. Para hacer su dermostracidn decidid triturar células de levadu
ra con arena hasta gue todas estuvieran muertas, pensando que al utilizar-
las en la fermentacidén se detendria la produccidén de alcohol. Con objeto
de prever la cdntaminacién.bacteriana del jugo de levaduras adiciond gluco-
sa al 40%, cuyo efecto preservativo era bien conocido, para su sorpresa Co-
menzaron a desprenderse burbujas~de diéxido de carbono. Buchner tuvo que
admitir que el jugo de levaduras, completamente muerto, fermertaba rdpida-
mente la glucosa para formar alcohol y didxido de carbono, exactamente como
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lo hacen las células vivas. Hans Buchner sugirid que esta fermentacidn se
debia a la presencia de fragmentos celulares; aungue el fendmeno también se
presentaba en los extractos tratados con antisépticos.

Después de someter los extractos celulares a tratamientos como la fil-
tracién, evaporacidn, precipitacidn con alcohol o adicidn de antisépticos
(cloroformo, benceno, arsenato de sodio), Han$ y Eduard Buchner encontraron
los extractos aun mantenfan su actividad; ademds de que podian fermentar
otros azicares- como maltosa y sacarosa. El descubrimiento de la "fermenta
cién sin células" vino a derrumbar el Gltimo baluarte de los vitalistas,
pues pudo verse con claridad que los procesos quimicos que ocurren en el in
terior de las células no se efectian con la avurda do una "fucirza-vital® 51-'
no que se realizan en presencia de "fermentos" asociados con los procesos

celulares.

En la primavera de 1897, Eduard Buchner publicd su descubrimiento el
cual motivé el interés de los lectores, puesto que afirmaba en él1 que la
"fermentacidn sin células" era producida por una "enzima" intracelular solu
ble a la que denomino "zimasa". S$in embargo, pronto hubo objebiones de
parte de varios investigadores que no pudieron repetir los experimentos; en
tanto que los fabricantes de cerveza argumentaron que la existencia de la
"zimasa" estaba "en completa contradiccién com la teoria de Pasteur". Pa-
radd jicamente, el apoyo mds activo para.la "zimasa" vino de los discipulos
de Pasteur, como E. Duclaux director del Instituto Pasteur, quien recibid
el descubrimiento con entusiasmo. En 1907, Eduard Buchkner recibid el Pre-
mio Nobel de Quimica, estableciéndose en Wurzburg en 1911; permanecid en es
te lugar hasta que fue herido mortalmente en 1917, durante la Primera. Gue-

rra Mundial.

El descubrimiento de la "fermentacidn sin células" abrid nuevos cami-
nos para la investigacién, contribuyendo al desarrollo de uno de los concep
tos mds importantes de la bioquimica: la teoria enzimdtica del metabolismo.
Ademds, inicid uma ruptura con el pasado permitiendo aproximarse al conoci-
miento del todo bioldgico a través del estudio de sus componertes celulares.

c) La "coenzima" de la fermentacidn alcohdlica. Se habia.observado
durante las investigaciones con levaduras que éstas perdian su poder fefmen
tativo después de un periodo prolongado de almacenamiento, atribuyéndose es
te hecho a la accidn de enzimas proteoliticas que actuarian sobre la "21ma-
sa" disminuyendo su actividad.

En 1903, Arthur Harden descubrid que en presencia de suero las levadti-
ras aumentaban notablemente su capacidad de fermentacidn, concluyendo‘que
este incremento era consecuencia deuna inhibicidén de las enzimas proteolfti
cas, Una manera de inhibir la actividad ce las enzimas proteoliticas con:
siste en ponerlas en presencia de sus productos de hidrdlisis (los .amino-
ac1dos), asi que para probar su hlpét851s Harden adiciond jugos de levadu-
ras autofermentados (hervidos y filtrados previamente) a las mezclas fermen
tables. Efectivamente los jugos con autolisis incrementaron la fermenta-_
cidn pero Harden y W. Young (1904) encontraron que los jugos frescos y her-
vidos también producfan el mismo efecto.
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La inhibicidn de la proteasa pnor los aminodcidocs evidentemente no era
la causa del estimulo en la ferme::tacidn, por lo qus Harden concluyd que de
bia ser un factor especifico del jugo de levaduras el responsable del aumen
to en la actividad de la "zimasa". Harden y Young lograron 2islar tal fac
tor en 1904, reportando sus resultados durante el Congreso celebrado por la
Sociedad Fisioldgica en ese afio. Los investigadores sefialaron gue la
"coenzima" de la fermentacidn alcohdlica era una sustancia estable al calor,
dializable, precipitable con alcohol y absolutamente necesaria para la acti
vidad de la "zimasa". Al publicar um trabajo mds detallado sobre la "coen
zima" en 1906, Harden y Young indicaron que el fosfato también ejercia un
efecto estimulante en la fermentacidn..nonfirmundo wuservaciurnes previas de

Eduard Buchner (1903),

d) La esterificacidén de fosfato y la ecuacidén de Harden y Young.
Durante sus estudios sobre la fermentacidm Arthur Harden y W. Young (1905-
1906) descubrieron que el fosfato inorgdnico adicionmado al jugo de levadu-
ras desaparecia rdpidamente, sienda reemplazado por una forma gue no era
precipitable con citrato de magnesio. De acuerdo con los ensayos prelimi-
nares, consideraron que tal sustancia podria ser un éster fosfdrico de glu-

cosa (el éster de Harden y Young).

En 1905, aparecid un escrito de L. Ivanov en el que sefialaba que las
levaduras vivas convertian el fosfato inorgdnico en derivados orgdnicos ce-
lulares; confirmando este invesfigador en 1906, que el fosfato inorgdnico
adicionado al jugo de levaduras se convertia en una farma org:inica no preci
pitable con acetato de uranilo. Ivanov fue el primero en aislar este com-
puesto,en forma de la sal de cobre, asigndndole la fdrmula empirica -—
C3Hs02P0gqHy pero lo identificd errdneamente como un fosfato de triosa. En
1947, W. Young demostrd que este compuesto era en realidad un fosfato de
hexosa y pudo aislarlo en forma de la sal de cobre; posteriormente encontrd
que el llamado "éster de Hardsn y Young" era un difosfato de hexosa (1908-

1911).

Habiendo observado que el fosfato inorgdnico era consumido rdpidamente
al princinio de la fermentacidn, y que por cada molécula utilizada se forma
ba una molécula de diéxido de carbono, Harden y Young (1908) oropusieron
una teoria para tratar de explicar este fendmena. De acuerdo con tal teo-
ria la incorporacidn del fosfato ocurria de la manera siguiente :

20gH120g + 2P04HRy ~—+ 2G0p + CoHsOH + 2Ho0 + CeH1a04(P0gi2 )5 (1)

Al disminuir la velocidad de fermentacidn ocurria un rdpido aumento un
la cantidad de fosfato libre, el cual era liberado del fosfato de hexosa:

CeH1004(POgR0)> + 2 HoO —= CgH120g + 2 POgHRo (2)

En este esquema, la incorporacidén del fosfato y la fermentacién se pre
sentan como dos eventos independientes pero acoplados. Puesto que Hardeﬁ-
proponia que la fosforilacién de una molécula de glucosa aportaba la fuerza
requerida para degradar una segunda molécula de azdcar, la cual era fermen-
tada produciendo diéxido de carbono y alcohol (reaccién némero 1). El fos
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fato de hexosa seria hidrolizado posteriormente para liberar dos moléculas
de fosfato que se utilizarian nurvamente (reaccién nimero 2).

Ademds, Harden consideraba gue los ésteres fosfdricos o eran interme
diarios en la fermentacidn sino 1ue formaban pirte de una resccidn prepara-
toria inicial gque permitfa a la glucosa (el verdaoero intermediaric) entrar
en la via metabdlica. Cuando recibid el Premio X\obel de Juimica en 1923,
en una época.en que era ampliamente reconocida la naturalezs intermediaria
de los fosfatos de hexosa, Harden ain sostenia su opinidn de gue la fosfori
lacidén de una molécula de glucosa conducia a la fermentacidn de una segunda
molécula no fosforilada. La teoria propuesta por Harden cermanecid duran-
te varios afios como un obstdculo para la correcta interpretacién del signi-
ficado bioldgico de la fosforilacidn. Sin embargo, sus investigz:ciones
fueron de gran valor ya que abrieron paso al métcdo de la siaplificacidn
progresiva para el estudio del metabolismo celular.

e) Los intermediarios metabdlicos y las primeras tecrfas soore la
fermentacidn alcohdlica., Habiendo detectado con cierta frecuencia pegue-
fias cantidades de dcido ldctico (0.2%) en las mezclas fermentables, Eduard
Buchner y J. Meisenheimer (1904-1905) propusieron que tal cempuesto podria
ser un intermediario en la fermentacidn. De acuerdo con su hipéftesis, en
presencia de la "zimasa" las moléculas de azlcar serian convertidas en dci-
do ldctico, siendo degradado éste Gltimo por una "lactacidasa" para formar
alcohol y didxido de carbono, Pero después de una serie de experimentos
mds detallados, en los cuales se evitdé la contaminacidén bactoriana, Buchner
y Meisenheimer (1906) llegaron a la conclusién de las levaduras vivas no
producian ni fermentaban el dcido l4ctico. Por lo gue A. Slatov (1908) su
girid que probablemente este compuesto era un subproducto de la fermenta-

cidn,

Al continuar la bdsqueda de productos fermentables que ;udieran servir
como precursores del dcido ldctico, Buchner y Meisenheimer (1909 ) cansidera
ron al gliceraldehido y la dihidroxiacetona como posibles irtermediarios en
la conversién después de observar la gran fermentabilidad de estas sustan-
cias, especialmente la dihidroxiacétona. Ademds, la simetria de la dihi-
droxiacetona permitia explicar porque se producia la forma racémica del dci
do ldctico en la fermentacidn sin células. En 1911, Alexander von Lebedev
vid que durante la fermentacién de la dihidroxiacetona se forinaba el mismo
fosfato de hexosa (éster de Harden y Young) presente en la degradacidn de
la ‘glucosa, basdndose en este hecho propusoc un esquema para la fermentacidn
alcohélica en el cual intervenfan los fosfatos de triosa como intermedia -
rios :

hexosa -~ 2 moléculas de triosa - 2 fosfatos de triosa —

—> fosfato de hexosa - alcohol + fosfato + COo + /Una forma fd-
cilmente fermentable ds hexosa?

Estudiando la fermentacidén del gliceraldehido Levedev {1912) concluyd
que el fosfato no participaba en la degradacidén puesto que su concentracidn
permanecia invariable durante tal evento, un hecho que también ocurria con
el dcido glicérico. Como resultado de estas observaciones, Alexander von
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Letedev modificd el esauema para la fermentacién alcohélica aue habia pro-
puesto con anterioridad. En su nucva hipdtesis -considerd que la molécula de
azicar era escindida inicialmente para formar cantidades equivalentes de
gliceraldehido y dihidroxiacetona, siendo degradada gsta Gltiva a través de
las etapas postuladas en su primera teoria. Por su parte, el gliceraldehi
do seria transformado en dcido pirdvico y después en didxido de carbono y
acetaldehido, el que finalmente es reducido por el hidrdégeno liberadc Jjunto
con el dcido pirlvico, formando alcohaol. pDe acuerda con esto, la funcidn
del fosfato en la fermentacién seria la de eliminar la dihidroxiacetona pa-
ra evitar que ésta inhitiera la conversién posterior de mds hexosa. Pero
esta Ultima consideracién no concordaba con los recsaltados rb'~nidos por
Harden y Young (1912) quienes habian mostrado gue la fermentacién alcohgli-
ca no es inhibida por la dihidroxiacetona.

Basdndose en resultados obtenidos por é1 mismo, en los trabajos de Le-
bedev y en observaciones previas de varios investigadores, en 1912 Serguei
Kostychev propuso un nuevo esquema para la fermentacidn slcchdlica que com-

prendia tres etapas :

(1) Produccién de piruvato a partir de las hexosas, con eliminacién
simultdnea de hidrdgeno,

CgHio0g = 2 CH3-CO-COOH + 4 (H)

(2) Descomposiciéndel dcido pirdvico en presencia de la carboxilasa
para formar didxido de carbono y acetaldehido,

2 CH3=CO-COMH —— 2 GH3-CHO + 2 COp

(3) Reduccidn del acetaldehido por el hidrdgeno liberado en la prime
ra etapa para producir alcohol etilico,

2 CH3=CHO + 4 H ———— 2 GHg-CHy—CH

Serguei Kostychev (1912) comprobd experimentalmente la participacidn
del acetaldehido en la fermentacidn al descubrir que en presencia de ZnClz
se acumulaban cantidaces significativas de este compuesto, miientras que es-
to no ocurria en condiciones normales; en estudics posteriores Kostychev
confirmé plenamente la formacidén intermedia del acetalcehido (5o Kostychev
y A. Scheloumoff, 1913; S. kostychev, 1914). Finalmente, Carl Neuberg y
colaboradores aportaron pruebas concluyentes en este sentido al lograr el
aislamiento del acetaldehido en forma del derivaco bisulfitico (Co Neuberg
y J. Kerb, 1914; C. Neuberg y J. Hirsch, 1919; C. Neuberg y E. Reinfurth,
1919 y 1920).. Por otra parte, la fermentacidén del &cido pirvvico era cofg
cida desde 1911, cuando 0. Neubauer y H, ‘/astenson demostraron que este com
puesto era degradado fdcilmente por las levaduras. En tanto que A. Fern-—
bach y Li. Schoen confirmaron la produccién del dcido pirtvico a partir de
las hexosas, aisldndolo en forma de la sal de calcio (1913).

El concepto de una via metabflica que involucraba al piruvato y acetai
dehido como ‘intermediarics en la fgrmentacién se extendid rdpidamente, vi-
niendo a tener la acentacién general. Pero Carl Ncuberg (1913), oue acep-
taba la existencia de este esquema, sostenfia que también debia incluirse al
metilglioxal como un intermediario entre la glucosa y el &cido pirdvico,
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por lo que propuso el siguiente e¢iuema para la Fernentacidn alcohdlica :

AzGcar -—e metilglioxal —s dc. pirdvico -—-—» acetaldehido + CO5

metilglioxal + acetaldehido ——= d&c, pirdvico + alrschol

La teoria de Neuberg no hacia referencia a la intervencién del fosfato
en el curso normal de la fermentacidn, ya aue él pensaba gue la fosforila-
cidn solamente ocurria en los extractos de levaduras pero no en las células
vivas, de acuerdo con la opinién.de Harden y Young; esta teoria tuvo gran

aceptacidén durante varios anos.

f) Otros tipos de fermentaridn....De scucris con une tlacificacidn
hecha por Carl Neuberg, que consideraba la fermentacién alcobdlica como la
primera forma de fermentacidn, se identificaron tres tipos mds de fermenta-

ciones.

La segunda forma de fermentacién., W. Connst2in y K. Ludecke (1915-
1919), asf como C. Neuberg y E. Reinfurth (1918), observaron que cuando las
levaduras fermentaban azicares en presencia de sulfito de socio disminuia
la cantidad de alcohol, incrementdndose la produccidn de acetaldehido y gli
cerol, . Investigaciones posteriores de C. Neuberg y E. Reinfurth (1919) re
velaron que no sélo se faorman cantidades eaquivalentes de acetaldehido y gli
cerol .sino que tal relacidn se mantiene durante todo el proceso. De acuer

do con Neuberg la fermentacidn puede escribirse de la manera siguiente :
CeH1po0g —— CHoOHCHGHCHp, + CHaCHO  + COo

Incluyendo el sulfito de sodio la ecuacidn total es,

1] t

CgHyo0p + NagS03  + Hp0 —= CHp-CH-CH, + CH3-CH-G03Na + NaHGO3
OH OH OH OH
La tercera forma de fermentacién., Carl Neubery y colaboradores (1917
-1920) investigaron en detalle los productos formados en el curso de la fer
mentacidén de los azdcares en presencia de dlcalis. Segun Neuberg, el ace:
taldehido formado en estas condiciones no es reducide hacia etanol sino que
experimenta una dismutacidén para rendir cantidades equivalentes de alcohol

y dcido acético :

.

2 CH3CHO + Hp0 ———m CH3CHoOH + CH3GOOH

La cuarta forma de fermentacién, En 1930, Carl Neuber¢, M. Kobel
M. Scheuer reportaron la existencia de otro tipo de fermentacidn en el ctal
se forman cantidades equivalentes de dcido pirdvico y glicerol a partir de
la glucosa :
CgHi120p =———m CH39-CDDH + ?HZ-QH-QHZ
0 OH OH OH

“r investinpciones naralelas, y en ectudios nosteriores, se icventifica
r-n oitros tinos ce fermentacidn en los dictintes microorcanicos.
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2. Glucélisis.
L)

a) Las investigaciones iniciales. En 1359, £. du Bois Reymond pudc
detectar gue en condiciones de fatiga muscular y en el estade de rigor mor-
tis se producia cierta cantidad de dcido l4ctico. Considerendo el posibie
origen del dcido l&ctico, Liebig, Bernard y el propio du Bois, pensaron gue
tal vez podria derivar del glucégeno muscular., La produccién de dcido l4c:
tico en las condiciones estudiadas por du Bois fue confirmada por WeMe Flet
cher y F.G. Hopkins (1907) mediante cuidadosos experimentos cuantitativos;
en tanto gue Jacob Parnas y 3. Wagner, adoptando los mismos cuidados en la
manipulacién de los tejidos, mostrarse-Gue-el dcido ldctico etectivamente

provenia del glucégeno (1914).

Una vez gue se aceptd la nocidn de que en varios drganos y tejidos los
carbohidratos pueden ser degradados produciends dcido ldctico, Gustav Emb-
den y colaboradorss (1912) trataron de reproducir experimentalmente esta
conversién para lo cual recurrieron al empleo de carbohidratos adicionados
a jugos obtenidos de misculo oprensado; una técnica inspirada en el éxito
logrado por Eduard Buchner con el jugo de levaduras. Asi oue después de
moler misculos de perro, la masa resultante se mezcld con kieselguhr para
comprimirla en una grensa hidrdulica, obteniéndose un jugo muscular sin cé-
lulas. Al adicionar bicarbonato de sodio para tamponar la snolucién Embden
noté unincremento en la nroduccién de dcido ldctico, en tante gque la gluco-
sa 0 el glucégeno no produjeron ningun efecto; esto sugirio e los investigi
dores gue el jugo muscular contenia un precursor desconocido del dcido ldc-
tico al que llamaron "lactaciddgeno". Se pensaba en esta épaca cue el fog
fato debfaestar muy relacionado con la produccidn de dcido ldctico porque
en condiciones de fatiga muscular aumentaba la excrecién uriparia de tal
compuesto inorgdnico; al estudiar esta relacién, Embden y colaboracdores -
(1914) detectaron en varias instancias la oroduccién de cantidades equiva-
lentes de dcido ldctico y fosfato. Basados en este hecho, los investigado
res concluyeron gue el "lactaciddgeno" no sélo era precursor del dcido léc-
tico muscular sino que también el fosfato derivaba de &l; pars determinar
la naturaleza de este rrecursor se ensayaron varios fosfatos orgdnicos (dci
do ribonucleico, fitina, dcido inosinico), obteniéndose resultados negati--
vos en todos los casos.,

La formacidn de cantidades eguimoleculares de fosfato y dcido l4ctico
puede interpretarse como una relacidn 1:1 de fosfato/unidad Ci, similar a
la que existe (2 fosfatos/2 unidades C3) en el difosfato de hexosa descu-
bierto por Harden y Young; adicionando éste Gltimo .compuesto al jugo muscu-
lar se incrementd la cantidad de fosfato y dcido ldctico, por lo que Embden
considerd que su "lactaciddgeno" estaba relacionado quimicamente con el di-
fosfato de hexosa. Al preparar una osazona idéntica con la obtenida del
difosfato de hexosa de las levaduras, Embden (1924) concluyd nue el "lacta-
cidogena" y el éster de Harden y Young eran en realidad un mismo compuestc.
Puesto que incubando misculos desmenuzados en presencia de glucdgeno ocu-
rria la formacidn de dcido ldctico en cantidades equivalentes al polisacdri
do utilizado, Embden postuld que el nrecursor metabdlico de su “lactacidég;
no" era precisamente el glucégeno (1926). -
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Aunque la teoria del "lactaciddgeno" de Embden nacid en =1 concepto
erréneo de que el fosfato es producido simultdneamente con el dcido ldcti-
co, sus investigaciones aportaron las primeras.evidencias acerca de la simi
litud entre las reacciones que ocurren en las céiulas animales y las que se
efectuan en las levaduras, mostrando que el difosfato de hexosa de la fer-
mentacidn alcohdlica podia ser utilizado por los extractos musculares.

b) La glucdlisis en el misculo. Otro argumento convincente a favor
de la existencia de reacciones e intermediarios comunes en las células ani-
males y de levaduras fue aportado por los trabajos de Otto heyerhof.

Moliendo misculo esquelético de ranma con agua(o soluciones isoténicas
de KC1) a -1 6 -2 °C, Otto Meyerhof (1926) logré obtener extractos muscula-
res sin células con los que procedid a realizar una serie de estudios. En
sus primeras investigaciones Meyerhof hallé que la adicidn de fosfato a ex-
tractos musculares incubados con bicarbonato era seguida por la degradacidn
total del glucdgeno presente en solucidén; el dcido ldctico también podia
formarse empleando otros polisac#{ridos como almidén, amilepectina, amilosa,
dihexosano y trihexaosano, Continuando con sus trabajos, Meysrhof vid que
los extractos’hervidos de misculo fresco contenian una sustancia desconoci-
da, "la miozimasa",que podia reemplazar a la "cozimasa" en la fermentacién
alcohdlica; agregando esta "coenzima" a los extractos musculares "envejeci-
dos" era posible restaurar la actividad glucolitica.

En otra serie de estudios con extractos de levaduras maceradas, o leva
duras sometidas a plasmolisis, Meyerhof (1927) descubrid que ademds de la
cozimasa los extractos contenfan otra sustancia, que al ser adicionada a
los extractos musculares les permitia degradar las hexosas fermentables con
el doble de rapidez oue al glucdégeno. A este activador o enzima se le did
el nombre de "hexoquinasa". Estos trabajos de Meyerhof, mostrando que la
misma "coenzima" era activa tanto en la fermentacidn alcohdlica como en la
glucdlisis del mdsculo, enfatizaron la similitud existente entre ambos pro-
cesos.

c) ELATP y el descubrimiento de los "enlaces de alta energia”.
Otra de las aportaciones importantes de Gustav Embden fue su descubrimiénto
de que en los musculos se forman fosfatos de adenosina. En 1927, Embden y
M. Zimmermann detectaron la presencia de un monofosfato de hexosa y un com-
puesto de purina desconocido; después de separar ésta Gltima sustancia con
sales de plomo, los investigadores eliminaron el fosfato adicionando sales
de bario para extraer con acetona la solucién resultante, logrando obtener
finalmente el compuesto en forma cristalina, Las pruebas quimicas prelimi
nares indicuron aque esta sustancia se hallaba muy relacionada con el écid;
adenilico énqontrado en las levaduras, Después de estudios mds detallados
Gustav Embden y G. Schmidt (1929) confirmaron la similitud de las dos sus-

tancias,.

En investigaciones contempordneas, Jacob Karol Parnas (1929) mostré
que el 96% de la purina muscular se hallaba presente en forma de nucledti-
dos extraibles y que sdlo el 4% estaba constituido por dcidos nucleicos,
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Ademds, Parnas descubrid que la purina total del mdsculo que originalmente
se encontraba en uma vroporcidn do 82% de adenina y 18% de hiroxantina, se
modificaba después de dos minutos de una lesidén muscular para rendir un 23%
de adenina y 77 de hipoxantina, Aislandoc una porcién de estos nucledti-
dos, Parnas vid que en el estado inmediato al fallecimiento y en la fatiga
muscular, el dcido adenilico era convertido en &cido inosinico.

Habiéndose demostrado la presencia del dcido adenili¢o en los 'extracs
tos musculares; en 1928 Karl Lohmann decidid estudiar mds detalladamente
los ésteres fosféricos del mdsculo; para lograrlo, Lohmann inirodujo un nue
vo método de andlisis basado en determlnar las veloc1dades de hidrdélisis de
tales ésteres, en soluciones normales de ac1do clorhldrlco y temperaturas
de 100°C. Empleando este método, Lohmann pudo detectar la presencia de un
éster fosfdrico con una constante de hidrdlisis de 250 X 10’3. el cual re-
sultd ser un pirofosfata. Al estimular el misculo hacia un estado de Fati
ga o rigidez disminuyd la cantidad de pirofosfato, aumentando la produccidn

de ortofosfato.

karl Lohmanii (1928) nrocedid a aislar el pirofosfato haciendo usc del
método de incubacidn desarrollado por Embden en sus estudios cel "lactaci-
dégeno"; de inmediato, Lohmann descubrid cue este pirofosfato y el dcido
adenilico aislado por Embden y Zimmermann eran artificios resultantes del
método de extraccidn con soluciones alcalinas cde bario o calcio, gue produ-
cian condicicnes hidrolizantes, &n 1929, en el XIII Congresn Internacio-
nal ce Ficiolcgia Karl Lehmann reportd el aislamiento de un nuevo compues
to gue podia escindirse produciendo una molécula de &cido acerilico (AMP) y
una molécula de pirofosfato (PPi), este compuesto se conocid mds +arde como
el dcido adencsin-trifosférico § ATPe Sin embargo, el descutriniento de
Lohmann no produjo ninguna reaccién importante en los medios rientificos de

la época.
Como lo hizo notar karl Lohmann en
NH 1531, el ATP es necesario para la acti-
,é 2 N vidad glucdlitica en los extractos mus-
N7 N/ Nu Culares pero no se halla. nresente en
ATP H&QN/E‘N/ los extractos aue han experimentado -au-
9" it ?H tolisis; sin embargo, la adicidén de ATP
HO-p-0-p-0-p-0 CQ;,O l restaura la actividad de éstos Gltimos.
[ il 1] ]
& 8 B wue " . . 1 AT
'}c—c‘ L._.J imgortancia de 'AIP como un
6& 6“ constituyente celular sélo se aprecid

a fines de los anos treinta, principa .-
mente como resultado de la publicacidn de varios trabajos de Lohmann, guien
descifrd la estructura auimica del ADP y ATP en el periodo de 1932 a 1935,

En 1927, P. Eggleton y G.P. Eggleton habian descubierto nue la denomi-
nada "fraccidén de fosfato inor gdnico" de los primeros investiocadores era en
realidad una mezcla de Tosfato y un éster fosférico muy 1dbil al que llama-
ron "fosfdgeno", Esta sustancia fue aislada en forma de la sal de calcio
por Cyrus H. Fiske y Yellapragada Subbarow (1927), quienes la identificaron
como fosfato de creatinma en 1929, Habiendo estudiado la distribucidn del
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"fosfdgeno" en los tejidos animales, P. Eggleton y G.P. Eggleton (1927) ces
cubriercn gue estaba presenfe en los mdsculos voluntarios de todos los ver-
tebrados pero cue no se encontraba en los invertebrados; en 1928, Otto Ne-

yerhof y. Karl Lohmann demostraron aue en éstos Gltimos su lugar era ocupado

por el fosfato de arginina.

teyerhaf y Lohmann (1927]) procedieron a determinar el AH de hidrdlisis
del fosfato de creatina encontrando un valor de 150 cal/g (% 14,800 cal/mol)
y para el fosfato de arginina obtuvieron un valor de 11,000-12,000 cal/mol
(1928). Al continuar sus investigaciones Meyerhof y Lohmann (1932) sefiala
ron gue la produccidén de una molécula de dcido acenilico y d~= de fosfato
inorgdnico, a partir del ATP, era una reaccién exotérmica con um AM da

25,000 cal, o sea, 12,500 cal/mol,

Fue Lohmann (1934) el primero en reconocer la importancia de los "enla
ces de alta energia" de los ésteres fosfdricos al sostener que podian ser
utilizados en el metabolismo aportando la energia requerida en las reaccio-
nes biosintéticas pero sin nproducir caior. Ademds, Lohmann indicé que el
enlace éster formado durante la esterificacidn del fosfato en la glucélisis
puede ser convertido metabdlicamente en un nuevo tipo de enlice, el "enla-
ce fosfato de alta energf{a" del ATP, que permite acumular gran parte de la
energfa liberada en el catabolismo, En el periodo de 1935-1936, H. Leh-
mann descubrid cue la hidrdlisis de los fosfatos de creatina y arginina era
una reaccidn sujeta a la ley de accidn de masas; esta observacidn, unida a
los resultados de Karl Lohmann, permitid deducir el mecanismo empleado en
el midsculo para aprovechar la energia acumulada en los "enlaces fosfato de

alta energia" :

fosfato de creatina + AMP === creatina + AuP

fosfato de creatina + ADP s==d creatina + A1P

La llamacda “reaccién de Lohmann" tiene lugar en los extractos muscula-
res en nresgnc1a del Mgz+ y es catalizada por la enzima fosfoguanidina-
transfosforilasa.

d) El NAD y la "coenzima" de la fermentacién alcohdlica. Para tra-
tar de establecer la naturaleza gquimica de la "cozimasa" Hans von Euler —
(1927) procedié a realizar una serie de investigaciones con extractas de le
vadura, logrando aislar un producto active, un mononucledtido semejante al—
dcido adenilico, al que identificd como la "coenzima de la fermentacidn a"co
hélica" (1934). Sin erbargo, su proposicién no coincidia con los resul- a-
dos obtenidos por karl Lohmann, quien habia mostrado que el ATP es un cons—
tituyente de la coenzima de Harden pero no el dcido adenilico.

En el curso de sus investigaciones sobre las reacciones de deshidroge-
nacién, Otto Heinrich Warburg y i, Christian (1935) encomtraron que un co-
fermento aislado por ellos de los glébulos rojos contenia nicotinamida; es-
tudiando en detalle este compuesto determinaron gue se hallaba .formado: de
adenina, nicotinamida, pentosa y fosfato (1:1:2:3), origindndose su activi-
dad catalitica en una alternacidn de los estados de oxidacién de la porcidén
piridinica de la nicotinamida. A partir de este cofermento, Warburg y



Christian (1936) lograron separar otra sustancia gue resultd ser muy simi-
lar a la "cozimasa" aislada por von Euler pero que contenia dns grupos fos-
fato por cada adenina, en vez de tres, Los investigadores denominaron a

los dos compuestos el “"trifosfopiridin-nucledtido® (TPN) y "difosfopiridin-

nucledtido" (DPN), respectivamente,

Una vez que se establecid que estas dos sustancias eran as cofactores
¢ en las deshidrosenacionzs, Hans von Zuier {1938) suairid cue 21

cunsaesis eifosrato (su "eozinagsav o debia llamaris 1z “codesrlirogsase .

v 7w 21 eofement. de Varnucg seriz 1la "codeshldrogznase VIV, Carsitha
ciertc tiempc se emplearon las denominaciones ’‘Unzimasa 1 Jioovisde criie

masa) y “Cozimasa II" {la nieva cozimasa), asi como las abreviaturas iRk y

TPN pero fusron reemplazados posteriormente por los términas NAD y NADP,
una vez ocue se estudid er detalle su estructura nuimica.

e) La Via de Embden-Meyerhof para la Glucdlisis, La identificacidn
del &cido 3-fosfoglicérico en preparaciones de levadura tratadas con fluoru
ro, la acumulacidn de fructosa-difosfate y fosfatos de triosa en extractos
musculares inhibidos con yodoacetato,éntre otros descubrimientos.importan-
tes, fueron el nuntn de partida para una serie de investigaciones decisive:
rézlizadas en la décades de-los afdos 1930, que culminaraor con el establesi-
mnrrto de un esquema ce reaccionas Gnico para los procasce implicadios on

M <G e carboniorIions v oios oun pourrer on stycdlo nurant: 1la
EX L rloendgern e Lwodn ddomint,
i R
+7 TR
TR
1 -
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Fosforilacidon de la glucosa a glucosa-6-fosfato.

Carl F. Cori y Gerty T. Cori, en 1936, observaron que en preparaciones:
de musculo cesmenuzado, aue contenian ATP;y un buffer isotdnico de fosfa-
to, la degradacidn del glucégeno conducia a la acumulacidn de un éster fos-
férico desconocido; las propiedaces quimicas del compuesto suiirieron que
podia tratarse de la glucosa-l-fosfato. El afo siguiente, 1c:s Cori y S.P.
Colowick (1932) confirmaron esta observacién mostrando que el glucdgeno era
fosforilado en presencia de unma enzima, a la que llamaron "forforilasa", oa
ra producir unidades de glucosa-l-fosfato. Jacob K. Parnas (1937) sefiald
que la reaccidn entre el gluedgeno y el fosfate nc.implicaba "a participa-
cidn del agua, orooconiendo el nombre de "fosforélisis" para este proceso.

(glucosa)'n + HPOaz' = (gluc_osa)n_l + glucosa-1-fosfatn

Actualmente se sabe que las unidades de D-glucosa del glicdgeno pene-

tran en la via glucolitica por accidén de dos enzimas. En primer término,
-la glucégeno-fosforilasa cataliza la fosfori
lacidn del glucdgeno para liberar unidades
de glucosa-l-fosfato (A.A. Green y G.T. Cori,
1943; B.A. Illingworth y G.T. Cori, 1953;
P.J. Keller y G.T. Cori, 1953 y 1955; C.F.
Cori y B.A. Illingworth, 1957}, mientras que
en las plantas es la fosforilasa del almiddén
la aque cataliza esta reaccidén (C.S. Hanes,

l Fesferelisis 19[‘3) .

Para oue la glucosa-l-foctata ogrese

Gluccgenc

HPCS™

6 eri g
5aﬁbn a 12 senda glucolitica neccesii ser converti
3 ! da en glucosa-6-fosfato, lo ci+l se logra
] 0—P0s~ por accién de la enzima fosfoglucomutasa des
6lucesa-1- fosfato cubierta por los Cori en 13937. En esta
+ transformacidn la forma fosforilada de la
6lucogenon-1 fosfoglucomutasa cede su grupo fosfato a la

glucosa-l-fosfato para formar ylucosa-1,6-di
fosfato; a continuacidn, la enzima sin fost
rilar reacciona con éste Gltim: compuesto

produciendo glucosa-6-fosfato (E.W. Suther-
land et al., 1949; G.E. Cardinri et al.,1949)

Fosfordlisis del glucdoe=-
no por accidén de 1la glucé
geno-fosforilasa.

fosfoenzima + aglucosa-l-fosfato ==
desfosfoenzima + glucosa-l,6-difosfato

desfosfoenzima + glucosa-1,6-difosfato ==
fosfoenzima + glucosa-6-fosfato

La fosfoglucomutasa requiere del Mgz+, unet & Co2+ y se ha obtenido de
las levaduras y varios tejidos (G.T. Cori et al., 1938; V.A. Najjer, 1948;
V.A. Najjar y M.E, Pullman, 1954). La glucosa-1,6~-difosfato también puede
formarse mediante Fosforilacidn de 1la glucosa-1-fosfato por el ATP en pre-
sencia de la enzima fosfoglucoquinasa, aislada del misculo y las levaduras
(A.C. Paladini et al., 1949),




La clucosa-6-fosfato tamblén puede formarse por fosforilacién de la

glucosa libre en presencia del ATP
quinasa, descubierta en extractos dializados

la reaccién es catalizada nor la hexo-
de levadura por Otto Meyerhaf

en 1927,
CH20H GHa0P03""
OH C-——-D D
'/ A \I g2 |/ A \ |
C + ATP e C + ADP
Nt/ N /|
HO C--n? HO Eh-n? H
Ho oM H.H
D-glucosa glucosa-6-fosfato

La hexoguinasa requiere del Mg2+ y es la enzima empleada normalmente
en las células para fosforilar la glucosa libre (S.P. Colowick y H.M. -_—

kalckar, 1943; L. Noda y S.A. Kuby, 1957),

Ademds de la glucosa, la hexo-

guinasa también cataliza la fosforilacidn de otras hexosas cemo fructosa,
manosa y glucnsamina, rindiendo las correspondientes hexosas-6-fosfato (L.
Berger et al., 1946; li. kunitz y M.R. McDonald, 1946; J.L. Gamble Jr. y
V.A. Najjar, 1954-1955; H. Boser, 1955).

fructosa + ATP
manosa + ATP

glucosamina + ATP

= fructosa~-6-fosfato + ADP
= manosa-6-fosfato + ADF
= glucosamina-6-fosfato + ADP

La fructosa-6-fosfato es un intermediario de la glucdlisis, en tanto
que la manosa-6-fosfato no lo es por lo aue debe ser convertida en un inter-
mediario de la via; esto se logra por accidén de la fosfoman01somerasa, aiS-
lada inicialmente de extractos musculares (M.W. Slein, 1950), que cataliza
la isomerizacidn de manosa~-6-fosfato a fructosa-6-fosfato. La glucosamina
-6-fosfato es desaminada enzimdticamente a fructosa-6-fosfato (D.G. Comb y
S. Roseman, 1956; J.B. Wolfe et al., 1956).

NH3
glucosamina-6-fosfato &= fructosa-6-fosfatao
glutamina

manosa-6-fosfato &= fructosa-6-fosfato

La galactosa es fosforilada por el ATP en reaccién catalizada por la
galactoguinasa, rindiendo galactosa-l-fosfato (R.E. Truco et al., 1948); a
continuacidn la galactosa-l-fosfato es convertida en su epimero en el 4to 0
C-4, la glucosa-l-fosfato, a través de una secuencia de reacciones reversi-
bles que requieren del trifosfato de uridina (UTP) como cofactor (L.F. Le-
loir, 1953; E.S. Maxwell, 1956; H.M. Kalckar y E.S5. Maxwell, 1956; H.M. -
kalckar et al., 1956 y 1958).

+ ATP <=+ galactosa-l-fosfato + ADP
utp
galactosa-l-fosfato e

galactosa

glucosa-1-fosfato
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Conversién de la glucose-6-fosfato en fructosa-6-fesfato.

En el curso de sus investigaciones con extractos musculares Karl Loh-
mann (1933) identificd la presencia de una enzima, a la que liam§ fosfo-
hexoisomerasa, nue catalizaba el establecimiento de un eguilibrio entre la
glucosa-6-fosfato y la fructosa-E-fosfato. Empleando extractas de levadu-
ra Otto Veyerhof (1934 ) eoncluyd que en la fermentacién se formaba inicial-
mente la glucosa-6-fosfato, que a continuacidn era convertida por la fosfo-
hexoisomerasa de Lohmann en fructosa-6-fosfato; posteriormente la enzima re

cibié el nombre de fosfoglucoisomerasa.

GHp0PD5%~ . T PROL2T

PN e n/ N

\\\C--C’//I “ I\\\u

glucosa-6-fosfato fructosa-6-fosfato

UH

La fosfoglucoisomerasa requiere del Mg2+ é Mn2+ y se ha obtenido de

las levaduras, plantas y extractos musculares (C.S. Hanes, 1940; G.F. So-
mers y E.L. Cosby, 1945),

Fosforilacidn de la fructosa-6-fosfato
fructosa-1l,6~difosfato

La segunda de las reacciones iniciales de la glucdlisis, la conversidn
de fructosa-6-fosfato en fructosa-1,6-difosfato, fue descubierta inicialmen
te por H. von Euler y E. Adler (1935), as{ como por C. Lutwak-Mann y T, —-

Mann (1935).
CHo0P042™ CH,0PO3
opo3

,//////D\\\\\CHZDH @ '////// \\\\
l\\f‘-----gl;/T o H\\c----dyTUH+ ”

fructosa-6-fosfato fructosa-1,6-difosfato

2~

La reaccidén ocurre en presencia de la fosfofructoquinasa que transfie-
re el fosfato terminel del ATP a la fructosa-6-fosfato en presencia. del
ng2t (P. Ostern, J.A. Guthke y J. Terszakowec, 1936)

Escisidn de la fructosa-1l,6-difosfato a
gliceraldehido-3-fosfato y fosfato de dihidroxiacetona.

En 1931, Ragnar Nilsson detectd que la adicidén de fluoruro a una mez-
cla de incubacién formada por levadura seca, fructosa-difosfato y acetalde-
hido era seguida por la acumulacidén un dcido fosfoglicérico, al que se iden
tificé como el dcido 3-fosfoglicérico. Gustav Embden y colaboradores --
(1932) descubrieron que este mismo compuesto se acumulaba en extractos mus-~
culares tratados con fluoruro. Estas observaciones dirigieron la atencidn
hacia los eventos que pueden ocurrir en la conversidn de la fructosa-difos-
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fato al dcido 3-fosfoglicérico. Fue-en 1933, cuando Gustav Embden, Hed. -

Deuticke y G. Kraft publicaron su famoso trabajo en el que formularon el

primer esguema coherente de los eventos que ocurren en las primeras eta-

pas de la glucdlisis. Ne acuerdn con Embden y colaboradores la fructosa-

difosfato es un intermediario en la via glucolitica, produciéndose cantida-
des eauimoleculares de gliceraldenido~3-fosfato y fosfato de dihidroxiaceto
na como resultado de su escisidn enzimdtica. El ario siguiente Dtto Meyer-
hof y Karl Lohmann (1934), empleando extractos musculares, confirmaron ple-

namente las conclusiones de Embden,

6CH,0P0<2~
2-53 1 9. .
l/////,o\\\\\?HZOPOSZ' i i
=== 20=0 + §CH=H
l\
c—c aCHo0H «CHo0P032~
fructosa-*,ﬁ-dlfosfato' fosfato de ‘gliceraldehido-

dihidroxiacetcna 3-fosfato

Meyerhof y Lohmann descubrieron gue en los extractos dializados de'mdg
culo y de levaduras la fructosa-difosfato era escindida reversiblemente en
presencia de una enzima, 3 la que llamaron “zimohexasa", para dar dos molé-
culas de triosa-fosfato. Dos afos después, heyerhof, Lohmann y P, Schus-
ter (1936) mostraron ogue la triosa-fosfato era un mezcla de fosfato de dihi
droxiacetona y gliceraldehido-S;Fosfato; posteriormente, la "zimohexasa" re
cibié el nombre de aldolasa (0. Meyerhof y R. Junowicz-Kocholaty, 1942),

La aldolasa se ha aislado del misculo y no requiere iones metidlicos para de
sarrollar su actividad (T. Baranowski y T.8. Niederland, 1949; 0. ieyerhof,
1951; G. Beisenherz et al., 1953).

En el curso de estas investigaciones Meyerhof y colaboradores detecta-
ron que sdlo el gliceraldehido-3-fosfato era degradado directamente por las
reacciones posteriores de la glucédlisis (0. Meyerhof y R. Junowicz-Kochola-
ty, 1942); en tanto que el fosfato de dihidroxiacetona puede convertirse re
versiblemente en gliceraldehido-3-fosfato por accidn de la Esiosafosfato-
isomerasa (P. Desper y 0. Meyerhof, 1950; E. Meyer-Arendt et al., 1953).

fosfato de dihidroxiacetona = gliceraldehido—S-Fosfato

Con esta reaccién termina la primera fase de la glucdlisis, donde la
molécula de glucosa ha sidn nreparada para la segunda fase mediante dos eta
pas de fosforilacidn seguidas de escisidn.

Segunda fase de la Glucdlisis,

En esta fase ocurren las etapas de fasforilacién y dxido-reduccidn me-
diante las cuales se genera el ATP.

Oxidacidn del gliceraldehido-3-fosfato
a 1,3-difaosfoglicerato.

El destino inmediato del gliceraldehido-3-fosfato fue investigado por

—~

O

Dorothy M. Needham § A.K. Pillai (1937) quienes empleando extractos muscula .



res observaron la acumulacidn de fcido fosfoglicérico y ATP después. de adi-
cionar gliceraldehido-3-fosfato; Otto Meyerhof y colaboradores (1937-38),

de manera independiente, también estudiaron la oxidacidn del gliceraldehi-
do-3-fosfato en extractos musculares y de levadura, deducienco una ecuacidn

para esta conversidn.
gliceraldehido-3-fosfato + fosfato + NADY + ADP ==
dcido 3-fosfoglicérico + NADH + ATP

Meyerhof sefnald que el primer paso de la fase de dxido-retluccién com-
prendia la reduccidén del NADY por el gliceraldehido-3-fosfatn, y gue esto
era seguido por la produccidn de AT®.z2. partir dei AJP; aungue los investiga
dores no pudieron explicar el mecanismo de esta fosforilacidn.

En un estudio mds detallado de la oxidacidén del gliceraldehido-3-fosfa
to E. Negelein y H, Bromel mostraron que este proceso tiene lugar en dos pa
SOS. En el primero, el gliceraldehido-3-fosfato es oxidado por el NAD*,
en presencia del fosfato, produciendo &cido 1,3-difosfoglicérico (1939).

?H=o (|200P032-

GH-0H + NAD™ + P; =+ ‘CH-OH + NADH + H*

CH,0P03°" CHo0P032~
gliceraldehido-3- 4cido 1,3-difosfo-

fosfato glicérico

Ottg Warburg y W. Christian (1939) lograron aislar la enzima involucrg
da en esta oxidacidn, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, a partir de
las levaduras. La enzima se ha obtenido del misculo (G.T. Gori et al.,
1948; J.F. Taylor et al., 1948) y ha sido -ampliamente estudiada (S.F. Ve-
lick y S. Udenfriend, 1953; S.F. Velick et al.y 1953; J.B. FOX Jre ¥y WeB.
Dandliker, 1956), al igual que el mecanismo implicado en la:conversidn (E.
Racker e I. krimsky, 1952; J. Harting y S.F. Velick, 1954; 'I. Krimsky y E.
Racker, 1955; 0. Warburg et al., 1957).

Transferencia de fosfato al ADP.

E. Negelein y H, Bromel (1939), asi como 0. Warburg y W. Christian --
(1939), mostraron que en el segundo paso de oxidacién del gliceraldehido-3-
fosfato el dcido 1,3-difosfoglicérico cede su grupo l-fosfato al ADP, produ
ciendo dcido 3-fosfoglicérico y ATP, "

GOOP042" Coo™
CH-0H + ADP e== CH-0OH + ATP
CHo0P052" CHo0P03%" .
dcido 1,3-difosfo- dcido 3-fosfo-
glicérico glicérico

La reaccidén se efasctia en presencia de Mgz+ y es catalizada por la en-
zima fosfogliceratoouinasa aislada de las levaduras por Theodor Bucher -
(1942-47) y del misculo por G. Beisenherz et al. en 1953, Fritz Lipmann
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(1941) y Hermann Moritz kalckar (1941) fueron los nrimeros er reconocer que
la energia liberada en la oxidaci/in del gliceraldehido-3-fosfato puede recu
perarse en forma del enlace fosfeto del ATP.

Del 3-fosfoglicerato al 2-fosfoglicerato.

En investigaciones realizadas en el Qeriodo de 1934-3&, titto Meyerhof,
Karl Lohmann y ¥, kiessling encontraron que al adicionar dcicdo 3-fosfoglic§
rico a extractos musculares o de levadura se producia un nuevo compuesto
fosfato al oue identificaron como el dcido fosfoenolpirdvico. Puesto que
en esta conversidn el gruno fosfato era desplazado de la posicidn 3 a la 2,
fue necesario postular la existencia de otro intermediario; Zcido 2-fos-
foglicérico, cuya presencia en las mezclas de incubacién se reconocid rdpi-
damente. La isomerizacién de-la forma 3- a la forma 2- del tosfoulicerato
ocurre en presencia de la enzima fosfogliceromutasa, aislada nor Meyerhof y
W. Kiessling en 1935. -

coo~ coo~
| L
CHo0P05~™ CHo—=OH
dcido 3-fosfo- dcido 2-fosfo-
glicérico aglicérico

La enzima ha sido aislada de las levaduras (R.%. Cowgill y L.I. Pizer,
1956; V.w. Rodwell et al., 1956) y requiere cantidades cataliticas del dci-
do 2,3-difosfoglicérico (E.w. Sutherland et al., 1949; S. Rapoport y J. Lue
bering, 1950). '

Deshidratacidn del 2-fosfoglicerato.
a fosfoenolpiruvato.

La siguiente etapa consiste en la deshidratacidn del &tomo C-3 del éci
do 2-fosfoglicérico para producir dcido fosfoenolpirdvico, en una reaccién
nromovida por la enzima enolasa, aislada inicialmente por heyerhof y W.
Kiessling en 1935,

coo~ ?UO'
?H—D POBZ- g CI—O—PUSZ_ + qu
CHZ-OH H2
dcido 2-fosfo- dcido
glicérico fasfoenolpirdvico

La enolasa fue obtenida en forma pura por QOtto Warburg y /. Christian
en 1942, nuienes mostraron que requiere del wge+ 6 wn2t .  Ge sabia de .-
tiempo atrds gue en nresencia de UQ2+ y fosfato la fermentacidn resultaba
fuertemente inhibida por el fluoruro, Meyerhof, Lohmann y Kiessling (1935)
mostraron gue esta accién del fluoruro era ejercida directamenie sobre la
enolasa mediante la eliminacidn de su activador normal, el Mgz+ , en forma
del fluorofosfato de magnesio, un compuesto poco disociable (U. veyerhof -y

W. tchulz, 1938),
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Transferencia de fosfato desde el
fosfoenolpiruvato al ADP.

Estudiando la liberacidn de amoniaco en el misculoc Jacob K. Parnas y
colaboradores (1S34) vieron que después de moler el misculo con solucidn de
fosfato no se desprendia mds amoniaco, de lo que propusiercn cue la fuente
del gas, el dcido adenilico, probablemente era fosforilado para formar ATP.
Al continuar sus trabajos Parnas y colaboradores hallaron que también los
dcidos fosfoglicérico y pirdvico irhibian la produccién de anmcniaco.

En investigacicnes paralelas P, Ostern, T. Raranowski y .i» Reis (1935)

as{:como D.M. Needham y W.F. van Yoymirgen-(1335) wostraron cui: el dcido
fosfoglicérico sélo era desfosforilado en presencia del dcido adenilico,

siendo utilizado después para la sintesis de ATP el grupo fosfato'transfepg
do. Este hecho fue descubierto simultdneamente por Otto Neyerhof y colabg
_racores (1935). De estas observaciones, Needham y van Heyningen (1935)
concluyeron aue la funcidn coenzimdtica de los compuestos adenilicos se ori
ginaba en su capacidad para actuar no sélo como donadores de fosfato sino
también como acentores del mismo. H. Lehmann (1935) indicd nue en este ca
so el grupo fosfato era transferido desde el fosfcenolpiruvato al ADP para

formar ATP, con lo cual se recupera la energia liberada en esta etapa.
GO0~ Coo~

?—0-9032‘ + ADP == ?=o + ATP
l

CHo GHg
dcido dcido
fosfoenclnirdvico pirdvico

La reaccidn de transfosforilacidn es nromovida por la enzima piruvato-
nuinasa, aislada inicialmente por Jacob K. Parnas y colaboradores (1935—
1936), nue recuiere del Mg®* &6 -Mne*, La enzima también se ha obtenido del
misculo (C. Lutwak-Mann y T. Mann, 1935; P, Oesper y O. Meyerhof, 1950).

Reduccidén del piruvato a lactato.

En le Ultima etana de la glucdlisis el piruvato es redunido a lactato
por le enzima lactato-deshidrogenasa, estudiada iricialmente por 0. von
Furth y F. Lieben (1922) y por Otto Meyerhof (1919).

coo~ coo-
C=0 + NADH + H* === CH-OH + NAD*

CHa CH3

(™

dcido nirdvico dcido ldctico

La reaceidn se estudid inicialmente en la direccidn oxidativa y des-
nués de estudios mds bien confusos acerca de la coenzima involucrada, A.
von Zsent-Gydrgyi (1925) y B. Andersson (1933-34) anortaron los primeros da
tos oue permitieron identificar la participacién del NAD*; en 1nvest1gac1o-
nes posteriores cse confirmé esta proposicidén (H. von Euler et al., 1937; 0,
Meyerhof y P. Ohlmeyer, 1937). En condiciones anaerobias el lactato. es el
producto fimal de la glucélisis como lo demostraron numerosas investigacio-



50

nes (E.L. Tatum et al., 1936; S. taufman et al., 1951; J.B. Neilands et
al., 1952; D.M. Gibson et al., 19%3; M.T. Hakala et al., 1956 ).

Fermentacidn alcohdlica.

€n las células de levadura,la ruta de la fermentacidn es idéntica a la
glucdlisis, excento que la etapa terminal es catalizada por un par de enzi-
mas que convierten el dcido pirdvico en etanol y didxido de carbono. /

En la primera etapa, el piruveto es descarboxilado por la enzima EEEE‘
vato-descarboxilasa producicndo acetaldehido y didxido de carbono; esta
reaccién se conoce desde las primeras investigaciones de Carl Neuberg(lSll)
quien, ademds, logré demostrar la narticipacidn. del gliceral::“ido "atrapég
dolo" en forma del derivado bisulfito (C. Neuberg y E. Reinfurth, 1918).

coo™
€0,
?=D + tiamina -94: CH=0 + pirofosfato de
tiamin
CHy CHy iamina
dcido pirdvico acetaldehido

En 1932, E. Auhagen descubrid que las células de levadura lavadas per-
dian su capacidad para producir acetaldehido, estableciendc que era necesa-
ria la presencia del Mgt y de un factor difusible, una coenzima, que reci
bid el nombre de "cocarboxilasa". Karl Lohmann y P, Schuster (1937) obtu-
vieron esta coenzima de las células de levadura, identificdnrola como el di
fosfato de tiamina. Los investigadores sernalaron cue la formacidm de la
cocarboxilasa puede ocurrir por fosforilacidén quimica o enzimdtica, en pre-
sencia del ATP.

tiamina + 2 ATP ————p difosfato de tiamina + 2 ApP

En la etapa final de la Fermentacién alcohdlica el acetaldehido es re-
ducido en une reaccién catalizada por la alcohol-deshidrogerasa, estudiada
inicialmente por E. Buchner y J. Meisenheimer (1903).

CH3-CH=0 + NADH + H* qmm=s===2 CH,~CH,-OH + NAD*
acetaldehico etanol

La alcohol-deshidrogenasa recuiere del Zn2+ (BoLo Vallee e I.L. Hoch,
1956; K. Wallenfels et al., 1957) y se ha obtenido de las levaduras (E. Ne-
gelein y H.J. Wulff, 1937; E. Racher, 1950), del midsculo (F. Batelli y L.
Stern, 1909-1910), del higado (R.K. Bonnichsen, 1950), y ha sido ampliamen-
te estudiada (H. Theorell y B. Chance, 1951; R.M. Burton 'y N.O. Kaplan,
1954; J.E. Hayes Jr. y S.F. velick, 1954; A.P, Nygaard y H. Theorell,195%),
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Regulacidn de la glucdlisis.

En 1861, Louis Fasteur observé que la cantidad de glucosa utilizada
por las células de levadura en condiciones anaerobias era considerablemente
mayor que la consumida por los mismos organismos en condiciones aerobias.
Empleando preparaciones de distintos tejidos también pudo identificarse es—
te hecho, ademds, al iniciarse la respiracién se detenia la acumulacién de
Este fendmeno, que inhibe el consumo de glucosa y la produccidn

lactato.
de dcido ldctico en condiciones aerobias, recibid el nombre de "efecto Pas-
teur",
, El "efecto Pasteur" se halla aso-
Glu?ogeno, ‘¢iado Con decrementos en la concentra-—
Almidgn . cién celular de glucosa, glucosa-6-fos—
AMP “ ATP fato y fructosa-6-fosfato, y con un au-
ADP T ‘ mento simultdneo en las concentraciones
glucosa-1~fosfato de fructosa-difosfato y los siguientes

intermediarios de la via glucolitica.
Estudiando este fendmeno, W.A. Engel-

glucosa —~ glucosa-6-fosfato
hardt y N.E. Sakov (1943) concluyeron

fructosa-o-fosfato que probablemente se originaba en la in
hibicidn por el oxigeno de la fosfofruc
AMP <+ ATP . . -
. toquinasa, tal como lo habfa sugerido
ADP L = citrato . ) F. Cori en 1941
fructosa-1,6-difosfato ’ °
‘ Al continuar las- investigaciones
l en este campo A.C. Aisenterg y V.R. Pot
ter (1957) descubrieron aue la fosfo-
piruvato fructoquinasa era inhibida por un inter

.. g , mediario de la fosforilacidn oxidativa;
Principales puntos de control. . .
en la glucslisis.. esta aobservacién fue confirmada por
. . HeA. Lardy y R.E. Parks Jr. (1959),

quienes mostraron gue la enzima era fuertemente inhibida por el ATP, sugi-
riendo nue este tipo de inhibicidén representaba una forma de controlar el
metabolismo de los carbohidratos. T.E. Mansour y J.M. Mansour (1962) apor
taron nuevas evidencias acerca de la regulacién molecular de la fosfofructo
guinasa sefialandd que la enzima podia ser activada por el AMP ciclico; a su
vez, J.V. Passonneau y 0.H. Lowry (1962), as{ como T.E. Mansour (1963),mos-
traron oue las preparaciones enzimdticas obtenidas del misculo y del tejido
cardiaco eran estimuladas por el AMP. En adicidén, la fosfofructoquinasa
ouede ser inhibida por el citrato con 1lo cual se ejerce un control coordina
do sobre los procesos anaerobios (glucélisis) y aerobios (ciclo del &cidc
tricarboxilico) aue conducen a la degradacién de los carbohidratos (A. Par-
meggiani y R.4. Bowman, 1963; P.B. Garland et al., 1963; A. Ramaich et al.,
1964; A.H. Underwood y E.A. Newsholme, 1965).

La Fosfofructoquinasa es una enzima alostérica multivalente que resul-~
ta estimulada por los efectores positivos AMP, AMP ciclico, ADP, fructosa~-6
-fosfato, fructosa-difosfato y fosfato (0.H. Lowry y J.V. Passonneau,1964)
pero que es inhibids por los moduladores negativos ATP y citrato.

Aungue esta enzima representa el nrincipal punto de regulacidn en la
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3. GCiclo del d4cido tricarboxilico.

a) Introduccidn. &£n el llamado "efecto Pasteur" se observa que al
contraerse un miUsculo aislado en condiciones aerobias disminuye apreciable-
mente la produccidn de dcido. ldctico pero esto no significa oue la via meta
bSlica para la degradacidn del glucdgeno a dcido ldctico sea distinta de la
la via glucolitica. 1 hecho de sue la glucédlisis resulte modificada en
presencia del oxigeno es consecuencia de dos factores, en primer lugar el
NADH necesario para la reduccidén del piruvato a lactato se oxida nuevamente
nroduciendo NADY y simultdneamente, el piruvato es degradado i GOy, ¥ agua.
‘La degradacidn aerobia del dcido ~irdvico-en vl misculo y en uistintos sis-
temas bioldgicos canstituye la via metabSlica mds importante rara la oxida-
cién completa de los carbohidratos a COp y agua. A continuacién se esbo-
zardn las investigaciones mds decisivas que nermitieron establecer la se-
cuencia ciclica de reacciones para la oxidacidén total de las moléculas com-
bustibles, secuencia gue se conoce con el nombre de Ciclo del dcido tricar-

boxilico.

Los trabajos de Frederic Fattelli y L. Stern (1911-1914) y los de
Torsten L., Thunberg (1918 y 1923) mostraron gue las preparacicnes de teji-
dos animales triturados contenian enzimas como la succinato-deshidrogenasa,
fumarasa y malato-deshidrocenasa que podian oxidar los respectivos dcidos
dicarboxilicos, transfiriendo sus dtomos de hidrdgeno al colorante azul de
metileno, convirtiendo a éste Gltimo en su forma reducida o incolora. ‘En-
estudios paralelos se vid que los mlsculos frescos cantenian succinato y fg
marato (H. Einbeck, 1913-1914), y que aumentaba la produccidén de estos dci-
dos dicarboxilicos al agregar glufamato o aspartato a preparaciones de mis-
culo desmenuzado (D. Lioyle Needham, 1924-1930).

En 1935, Albert Szent-Gyorgyi y colaboradores iniciaron sus investiga-
ciones sobre la respiracidn celular para lo cual recurrieron al empleo de
suspensiones musculares obtenidas del pecho de paloma, una eleccidn basada
en la alta velocidad de resniracidn de estos tejidos, Los investigadores
encontraraon ncue el consumo de oxigeno disminuia gradualmente al pasar el
tiempo nero que la adicidn de pequerias cantidades de succinato, fumarato,
malato u oxalacetato restauraba la velocidad original de la respiracidn;
otro hecho notable era que las preparaciones musculares consumian cantida-
des de oxigeno mucho mayores aue las regueridas para oxidar completamente
al dcido dicarboxilico agregado. Szent-Gyorgyi llegé a la conclusién de
que cada uno de los dcidos dicarboxilicos promovia la oxidacién de algun .
sustrato presente en el misculo, nosiblemente el glucégeno, y que este efac
EP era catalitico, puesto que una molécula de succinato era capaz de indu-
'!irdia oxidacidén de muchas moléculas del sustrato muscular. Ademds, la

idpcién del succinzato debe formar parte de la corriente principal del me-
tabolismo oxidativo en vista de gque la adicién de malonato no sélo inhibia
la reaccidén catalizada vor. la succinato-deshidrogenasa, sino rjue detenfia la
respiracidn celular, suspendiendo el efecto catalitico de los dcidos dicar-
boxilicos (B. GWszy y A. Hzent-Gyorgyi, 1934; A. Szent-Gyorgyi et al.,, 1935
y 1936; K. Laki, F.B. Straub y A. Szent-Gyorgyi,1937; K. Laki, 1937).

Estudiando la respiracién celular en preparaciones musculares Torsten



Thunberg (1911) habia descubiertc nue el dcido citrice tambiér ejercia un
efecto estimulante sobre cste nroceso pero no pudo explicar cntisfactoria-
mente la accidn del citrato. En 1937, Carl tartius hallé la respuesta,
mostrando gue el #dcido citrico era oxidado para formar &cido alfa-cetoglutd
rico y posteriormente, dcido succinico. cegun llartius, la oxidacidn del
citrato se realizaria en dos etaras; en una primera fuse anaerobia el &cido
citifico seria deshidratado formando cis-aconitato y éste se hidrataria nueva

mente para rendir dcido isocitrico.

H ~Ho0 +H20 H OH
HDOC-CHZ-E—CHZ-CDGH _ HOOC-uhq- g HDUC-CHU-?T9-CODH
0nH +Ho0 HECS B6UR =0 “HEUG H
dcido citrico dcido cis-aconitico dcido isocitrico

En la fase oxidativa, los dcidos cis-aconitico o isocitrico serian des
hidratados producierdo dcido oxalosuccinico, el que espontdneamente perde-
ria CO, dando dcido alfa-cetoglutdrico. Como se sabia en csta época, el
dcido alfa-cetoglutdrico se convierte en succimato por deshidratacidn y des

carboxilacidn.
H OH =Hx50 H -G0, ﬁ
HUOC—CHz—g—?—CGDH — HUOC—CHg-i- -CO0H ~—» HODC‘CH?—CHZT -GCO0H
HooC H HOOG
dcido isocitrico dcido oxalosuccinico dcido alfa-crtoglutdrico

Las nroposiciones ce Martius fueron confirmadas por F.L. Breusch.(1937)
quien indicéd que la respiracidn celular resultaba cstimulada en la misma
proporcidn por cualquicra de los dcidos uFlCﬂTbDXl]lCOu citrato, cis-aconi-
tato e isccitrato,.

b) £l ciclo del dcido citrico de Krebs y Joiwison, [Casdndose en las
observaciones conocicas en la época Hans Adolph Krebs (1937) decidid estu-
diar el efecte de distintos dcidos orgdnicos sobre la respiracidn, emplean-
do suspensiones de miscule nectoral de naloma, que noseen uri velocicad de
resniracidn elevacz, us resultados pucden resunirse de la i:anera siguien
te:

l. La respiracidén no sdlo cra estimulada por los dcidos dicarboxili-
cos ccro el succinato, fumarato, malato, oxalacetato o alfacetoglutarato
sino que también los dcidos tricarboxilicos como el citrato, isccitrato o
cis-aconitato nroducian el mismo incremento en el ritmo respiratorio.

2. Los dcidos tricarboxilicos, de manera similar a los dcidos dica - -
box{flicos, también estimulaban catalfticamente la oxidacidn de los carbohi-
dratos musculares, asi como la del niruvato afiadido a las prenaraciones mus
culares. -

3. Fuesto nue la inhibicidn de la succinato-deshidrogenasa por el ma-
lonato detenia por complelo la accién estimulante de los 4cidos di- y tri-
carboxilicos, se 1llegd a la conclusidn de que la conversidn cel succinato
en fumarato debia formar parte de una cadera de.reacciones quc implicaria a
todns los dcidos carboxilicos que estimulan la respiracidn.
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a, Incubancdo suspensiones rusculares en condiciones anaierobias se dg
tectd la nroduccidn de dcido citrico al agregar oxalacetato y niruvato,
lrebs senald aue la conversidn de un compuesto de cuailro carbunos en uno de
seis 4tomos de carbono evidentemente requeria la adicidn de cos &tomos mds

provenientes de alguna otra sustancia, la cuzl podrifa ser el dcido pirtdvico.

Este Ultimo deizcubrimiento vino a ser el eslabdn de unién que faltaba
para poder disponer en un ciclo las distintas reacciones enzimdticas gque se
conocian en esta época para los 4cidos di- y tricarboxilicos. En 1937,
Hans Adolph Krebs y'H.A. Johnson propusieron el llamado "Cicln del dcido
citrico" como la via principal para la oxicacién de los carbciidratos en el
miscula. T

carbohidrato

fosfato de tricsa o dc. ldctico

dc. pirtvico i

- - = -

+HG - 2H (Krebs y Jo?nson)

\dc._oxalacético ——————- = dcido citrico + GOy

SRy ot i - g0

[ i pem—m A - e — -

!éc. mdlico ! | dc.\ cis—~aconitico 1
(czent- oo ; : ! !
Gyorgyi) 2 3 | + T (&artiqs)

i

:éc. fumarico | : dc. isocitrico !

i | '

| .

{PDZ + dc. succinico ! :éc. alfa—cetoglutérico + CDZJ-

El "Ciclo original del dcido citrico" de Krebs y Johnson (1937),

c) La coenzima para la acetilacidn: Cosnzima A. Una vez que se nos
tuld el éiclo del &cido citrico hubo muchas discusiones acerca de su vali-
dez general, entre otras la ruta de formacidn del citrato a partir del piru
vato y oxalacetato fue objeto do muchas especulaciones, que se resolvieron-
finalmente al terminar la década de los afios 1940,

Estudiando el efecto Pasteur, Fritz Lipmann (1945) descubrié gue para
la oxicdacidn del piruvato en Lactobacillus delbruckii se requerfa la presen
cia del fosfato, que se combinaba con el acetato formando un derivado ace-
til-fosfato (CchD-DPDSZ'); este hecho se habfa observado previamente en
Clostridium butylicum (H.J. Koepsell y M.J. Johnson, 1942) y en E. coli (M.
F. Utter y C.H, ilerkman, 1942). De acuerdo con este hallazgo, Lipmann con
cluyd gue probzblemente el acetil-fosfato era un inteérmediarin en la via -
oxidativa del piruvato a acetato y COp; pero habiendo sintetizado este com-
puesto e incubdndolo con tejidos animales no pudo demostrarse su participa-




cidn en la degracacidn del piruvato.

Lipmann decidid entonces continuar su bdsquedz de un intermediario pa-
ra la conversién del piruvato en acetato, estudiando la acctilacidén enziméd-
tica de la sulfanilamida en preparaciones hepdticas; una eleccién basada en
experimentos previos de J.R. Klein y J.3. Harris (1938), guicnes habian mos
trado gue esta acetilacidn estaba acoplada con la respiracidn celular, En
el curso de sus investigaciones, Lipmann descubrié gque la acetilacién de la
sulfanilamida ccurria con gran ranidez en preparaciones hepdticas .de paloma
si se hallaba presente una coenzima termoestable; puesto que tal coenzima
se combinaba con el acetato formando un donaidor aciivo de ari: ns acctllo,
en su ausencia no podia efectuarse iéﬂiransferencna de tales crupos. La
coenzima probablemente era un derivado de la vitamina 8, al confirrarse es-—
te hecho por aislamiento cde la sustancia, se propuso el ncmbre de "Coenzima
para la acetilacidn" para este compuesto (F. Lipmann et al., 1947)° Estu
dios posteriores confirmaron que la Coenzima A (COA) efectivawcnte actda co

mo transportadora de grupos acetilo.

d) El ciclo del dcido tricarboxilico. Una vez que se identificé la
participacidn de la coenzima A en la oxidzcidn aerobia del piruvato Severo
Ochoa y colaboradores (1951) lograron aislar dos fracciones enzimdticas (A
y B) de E. coli, las cuzles podian catalizar la reaccidn siguiente (S. Kor-
kes, A. del Camoillo, I.C. Gunsalus y S, Ochoa, 1951}

piruvato + MADY + CoA-GH —» acetil-3-GoA + COp, + NADH + H*

La descarboxilacidn oxidante del piruvato a acetil-CoA vy CO, requiere
tres enzimas diferentes y cinco coenzimas distintas, que organizadas en un
cnmnlejo multienzimdtico constituyen el sistema de la plruvoto-deshldrogena
sa (8. korkes et al., 1952; I.C. Gunsalus et al., 1956). De acuerdo con
el esquema propuesto por Krebs y Johnson a continuacidn la acetil-CoA (la
unidad de dos carbonos proveniente del piruvato) se condensa con el oxalace
tato para formar decido citrico: B

écido,oxalacéticq + acetil-Cod = citrato + CoA

La reaccidn de condensacidn ocurre en presencia de la citrato-sintasa,
designada o”1c1nalmente como la "cn21ma condensadora" por Severo Ochoa, J.
R, Stern y 1.C. cnnelder (1951) PUﬂenes lograrcon aislarla del corazén de
cerdo, confirmdndose posteriormeénte la pirticipacidén de esta rnzima en la
sintesis del citrato (J.R. Stern, S. Ochoa y F. Lynen, 1952)}

De manera simultanea a los trabajos de Lipmann, Lynen y Uchoa, quiencs
mostraron la Funcién de la coenzima A en la descarboxilacién nxidante del
dcido pirdvico, se halld que otro derivado de tal coenzima, la succinil-CoA,
era un intermediariq en la descarboxilacidn del dcido alfa-cetoglutdrico
(D.R. Baradi y J.. Littlefield, 1951). La oxidacidn del dcido alfa-ceto-
glutdrico se efectda en dos etanas, en la primera el dcido es descarboxila-
do oxidativamente para formar succinil-CoA y Coo :

«-cetoglutarato + NAD* + CoA == succinil-Con + CO2 + NADH + H¥

Esla reaccidn, catalizada por la alfa-cetoglutarato-deshidrogenasa, es
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Reqgulacién del ciclo del dcido tricarboxilico.

La rgaccién catalizada por la citrato-sintasa es el punin de control
primario del ciclo del dcido tricarboxilico en el higado y corazdén de
los vertebrados, En estos tejidos la enzima resulta .inhibida por los modu
ladores negativos ATP (J.A. Hathaway y D.E. Atkinson, 1965; i.0. Jangaard y
D.S. Atkinson, 1966) y acil-graso-CoA" (R.5. kallen y J.ki. Lowenstein, 19G2;
P.Ke Tubbs, 1363; 0. i/ieland y L. ‘/eiss, 1963; 0. YWieland et al., 1964; W.
M. Bortz y F.' Lynen, 1963) gue reducen su afinidad por la acetil-CoA y por
el oxalacetato, resnectivamente, ‘

piruvato _Aunnue la reazridn de la ci-
£11-C trato-sintasa es el punto de con-
ce el V) ," A . .
ﬂé imuoA trol primario en los tejidos hepd-
‘l ticos y-en otros tejidos de los
. , mamiferos, la reaccidn catalizada
citrato . . . .
.+ . por la isocitrato-deshidrogenasa
cis-~aconitato . . . . ‘ .
también constituye :n mecanismo
isocitrato regulador imoortants en estos te-
ADPJl . jidos.
N/ - . . .
D \ La isocitrato-deshidrogenasa
«<-cetoglutarato . - ,
NAD-especifica localiizada en las
succinato . mitocondrias es una enzima regula-
dora que resulta modulada positi-
fumarato ~ ATP + .

- vamente por el ADP v NAD™, que in-
malato — NADH wmcmp- 0 crementan su afinidnd por el iso-
oxalasetato ADP citrato (R.F. Chen y G.i/.%. Plaut,

- 1963; R.F. Chen et al., 1964).

Puntos de control en sl ciclo del

. . L. . Las correspondientes isoci-
dacido tricarboxflico. P

trato~-deshidrogenasas de las .leva-
duras (J.A. Hathaway y D.E. Atkin-
son, 1963; D.E. Atkinson et al., 1965) y d2 Neurospora crassa (B.De Sanwal
et al., 19563-196G5; B.D, Sarwal y C.S. Stachow, 1965) poseen patrones de re-
gulacidn similares, siendo estimuladas por los efectores positivos ADP,
NAD* e isocitrato pero inhibidas por los modulacdores negativos ATP'y NADH .

4, Vig de los fosfatos de pentosa.

La via glucolitica y el ciclo del dcido tricarboxilico constituyen ras
vias principales para la degradacidn anaerobia y aerobia de la glucosa pero
esto no significa oue sean las. Unicas rutas metabdlicas que lleven a cabo
tal transformacidn. La existencia de vias alternas para esta conversidn
guedd de manifiesto al observarse que algunas de las sustancias que blo-
auean la via glucolftica no inhibian por completo la utilizacién de glucosa..
Una de estas vias alternac para el metabolismo de la glhcosa es la llamadu
via de los fosfatos de pentosa cuya primera reaccidén implica la oxidacidn
de la glucosa-G6-fosfato a 6-fosfogluconato; la secuencia de reacciones de
esta via metabdlica se conoce con olros nombres: "Via de Warturg-Dickens",
"Desviacidén del monofosTato de hexosa" y "Ruta del fosfogluconato".
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a) Etanas enzimdticas en la via de las pentosas. La rnrimera reac—
cidn de esta via consiste en la d=shidrogenacién erzimdtica de la gluco-
sa=-6-fosfato por la glucos a—G—FosFato—deshldrogenasa, conaocida también co-
mo el Zwischenferment (fermento in‘ermedic) de \larburg, para formar la res-
pectiva lactona, la 6-fos Fogluconu—g-lactona (D. Cori y F. Lipmann, 1952;

A.Fl GI‘DdiE y Fn Lipmﬂnn' J5)|
?H20P032- Hy 09032' oo-
G0, iH NADP* WADPH  H +Ho0 HGGH
/ \C_D ._—\ HEO

Hi\é“ -KHL At uadeH i $—/ - HoU IUH

G iy JH
glucosa-6-fosfato c—Fosfoglucono- &H2U“032-
-lactona 6~-fosfogluconato

B.L. Horecker y P.Z. Smyrniotis (1953) demostraron la reversibilidad
de la reaccidn que implica a la glucosa-b6~fosfato y la 6-fosfogluconolacto-
nNd e La glucosa-6-fosfato. deshidrogenasa se ha identificado en varios teji
dos animales cumo la corteza adrenal (G.S. Plock y P. ticLean, 1954; T.L. Ke
lly et al., 1955), en las plantas superiores, levaduras y numcrgsos microor
ganismos, renuiricndo en todos los casas del NADY camo acepteor electrdénico
(A.H. menler et al.,, 1948), La lactona se hidroliza fécilmente rindiendo
o-fosfogluconato peroc la hidrdlisis puede ser acelerada por 1a enzima 122—
tonasa (H.J. Strecker y 5. korkes, 1952; N.G. Brink, 1953],

&n la etapa siguiente el 6-fosfogluconato experimenta una descarboxila
cidn oxidativa catalizada nor la 6-fosfogluccnato-deshidrogenasa  para pro-
ducir D-ribulosa-5-fosfato.

coo~
HEOH NADP* NADPH CO,  GHoOH CHO
HOGH N\ A /)7 ¢0o . _, HCOH
HGOH . " HGOH N HGOH
HCOH HGOH HEO
HBPO32" Ho0P032~ $H20P032
6-fosfogluconato D-ribulosa-5-fosfato D-ribosa-5-fosfato

La 6-fosfogluconato-deshidrogenasa requiere mg2+ é Mn2+ y NADP* como
cofactor, habiendo sido estudiada en detalle por Bernard L. rlorecker y co-
laboradores (8.L. Horecker et al., 1951; S. Pontremoli et al., 1961). Por
accidn de la fosfopentosa-isomerasa (ribosa-5-fosfato isomerasa) la D-ribu-
losa-5-fosfato es convertida reversiblemente en su isémero aldo, la D-rito-
sa-5-fosfato (B.L. Horecker et al., 1951; B, Axelrod y R. Jang, 1954), En
adicidn, la ribulosa-5-fosfato puede isomerizarse a su epimern en el &tomo
C-3, la D-xilulasa-5-fosfato, por la enzima pentosa-epimerasa que se ha i-
dentificado en tejidos animales, vegetales y numerosos microorganismos (P.
A. Srere et al., 1955; J. Hurwitz y B.L. Horecker, 1956; F. Dickens Y DeHe
wWiliamson, 1956; G. Ashwell ¥ J. Hickman, 1957).

Bajo cidrtas c1rcunstanc1as la via de las pentosas finaliza con la for
macidn de la D-rlboga-s-fosfato, nor lo que la ecuacidén global para el pro-
ceso es la siguiente :



glucosa-6-fosfato + 2NADP'

+ H20 _‘—-=5
D-ribosa-5-fosfato + CO, + éMADPH oK™

El resultado neto de esta transformacién enzimitica consiste .en la pro
duccidn de NADPH, sue se emplea .para la biosintesis reductors del citoplas:
ma extramitocondrial y en la fnrmacién de D-ribosa, precurscra para la bio-
sintesis de nucleétidos,

Conversidn de los fosfatos de pentosa en fosfatos de hexosa.

Existe una via metabdlica pnara regenerar los fosfatos de hexosa parti-
endo de los fosfatos de pentosa, La_resintesic cal-fosfalsc Je-hexosa se
inicia con la escisidn de la D-xilulosa-5-fosfato por la enzima ampliamen-

te distribuida transcetolasa.

.HZDH HO ?HZOH
=0 HOOH =0
HOCH HGCH . HOCH CHO
HCOH * H%OH ) " HCOH iHOH
~ -
Ho0P032- CHpOPO52" HGOH Ho0P042"
i HGCH .
D-xilulosa- D-ribosa- g oP0 o D-gliceral-
5~ 5-fosfato : 2="=3 dehido-3-fosf
5-fosfato fosfato D-sedoheptulosa- ehido-3-fosfato
7-fosfato

La enzima se ha obtenido de las levaduras y reguiere Mgz+ y pirofosfa-
to de tiamina (B.L. Horecker et al., 1953; G, de la Haba et al.,, 1955); co-
mo su nombre lo indica, la transcetolasa cataliza la transferencia de un
grupo glicolaldehido (CHZUH-CO-) desde la xilulosa-5-fosfato hacia un acep-
tor adecuado, la ribosa-5-fosfato, para rcndir D-sedoheptulosa-7-fosfato y
gliceraldehido~3-fosfato (B.L. Horecker et al., 1953 y 1956). El fosfato
de sedoheptulosa es un intermediario de la fotosintesis (A.T. wilson y M,
Calvin, 1955) y el gliceraldehido-3-fosfato interviene en la glucdlisis,

B.L. Horecker y P.Z. Smyrniotis (1955) y C.E. Ballou et al. (1955) des
cubrieron que en presencia del gliceraldehido—S-Fosfato, el fosfato de sedo
heptulosa era escindido por la enzima transaldolasa para formar fructosa-6-
fosfato y D-eritrosa-4-fosfato.

Ho0H Ho0H
=0 =0

HOGH §HD HOGH HO

HGOH + “HCOH HCOH HGOH

HGOH H,0P032~ ¥ HGOH HCOH

HCOH . - on
Ho0p0g2- D-gliceraldenido- H20P03 Ha0P03

3-fosfato D-fructosa- D-eritrosa-
D-sedoheptulosa- 6-fosfato 4-fosfato

7-fosfato

Puesto nue la fructosa-6-fosfato puede convertirse en glucosa-6-faosfa~-
to por accidn de la fosfohexoisomerasa se abtiene un ciclo completo en la
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conversidn de los fosfatos de pentosa a fosfatos de hexosa. Ademds, la
transcetolasa cataliza una reancidn entre la eritrosa-4-fosfato y la D—Xilg
losa-5-fosfato, dos intermediarios de la via de las pentosas, para formar
fructosa~-6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfata, dos intermediarios de la via

glucolftica :
xilulosa-5-fosfato + eritrosa-4-fosfato ==>
fructosa-6-fosfato + gliceraldehido-3-fosfato

"De manera que la ecuacidn global para la via de las pentosas queda de
la manera siguiente:

Glucosa-6-P + 12 NADP* ——w 6 GOy + 12 NADPH + 12 H* + P;

CH,0P042 CHo0PO32™
§<:aH 2\\EH ﬁfi;:$::0P .E\\HH :\\C=0
HO 8———-i//H — ™ H 8————i//
\ H deshidro- , H H
glucosa-6~fosfato genasa 6-fosfoglucono-
fosfogluco— §-lactona \\\\\
isomerasa lactonasa
Ho0H 00~
=0 HGOH
HOCH . HOCH
e or
HGOH HCOH
HpOP042~ Ho0P052~
fructosa-6- 6-fosfogluconato
fosfato 6—fosfoglucon:to
trans- deshidrogenapa
Ho0H aldolasa Ho0H
=0 =0
HOCH gliceraldehido- G=3P ——p F=6P HCOH
HGOH 3-fosfato HGOH
HCOH trans— Ho0P032™
HGOH cetolasa xilulBsa- D~-ribulosa-
Hy0P052~ 5-fosfato 5-fosfato
D-sedoheptulosa- fosfopentosa=-
7-fosfato

epimerasa
HO
HCOH fosfope
HCOH  isomerasa
HCOH
H20P03
ribosa-5-fosfato

D

La via de los fasfatos de pentosa
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b) Rases exnerimcntales de la via de las nentosase L~ validez de
la via do los foofatos do rentosa encuentrs su conorie rrinci- 1l en los ex-
nerimentos isotdpicos rcalizados ner Rernard L, Horecker y co' iboradores.
Laos investigadores incubaron ribona-l-cla marcada con preparaciones hspati-
cas o de tejido de chicharo y pro:cdieron a determinar la distribucidn iso-
tépica en los 4tomos de 1la glucosa sintetizada (M. Gibbs y B.l. Horecker,
1954; B.L. Horecker et al., 1954).

Se encontrd que el C14 se hallaba- localizado orincipalmente en los étg
mos C-1 y C=3 de la glucosa y que la radiactividad especifica del carbono 1
era alrededor de tres veces mayor que la del carbono 3, estos resultados se
interpretaron de la manera siguiente :

G'=C-C-C-C G'-C-C'-C~C~-C~C C'-C-C'-C-C-C
RSP 7P F6P
(1) + TC + 5 TA +
C'-C-C-C-C C-C-C C-C-C-C
X5P G3P gap
G'-C-C~-C-C C'-C-C-C-C-C
X5p 6
2) + _IE, F&p
G-C-C-C C-C-C
E4P G3P

En la reaccién (1) la accidn sucesiva de la transcetolasa (TC) y la
transaldolasa (TA) conduce a la formacién de fructosa-6-fosfato marcada por
igual en los dtomos C-1 y C-3. En la reaccién (2) sélo.se produce fructo-
sa-6-fosfato marcada en el dtomo C-1 a partir de la xilulosa-S5-fosfato y
eritrosa-d-FosFato,'lo cual permite explicar la mayor radiactivida:d especi-
fica del carbono 1 de la glucosa aislada oel mecio de reaccidrie

c) Funcidn metabdiica de la via de las rentosas. La via de los fos
fatos de pentosa no es una ruta principal de oxidacidn de la glucosa pero
en la mayor narte de las células que la emplean su objetivo primordial es
obtener energia en el citoplasma extramitocondrial en forma de NADPH y ATP.
Esta funcidn es muy notable en los tejidos que realizan la sintesis de 4ci-
dos grasos y esteroides como son el higado, la gldndula mamaria, los teji-
dos adiposo o graso, los leucocitos y la corteza adrenal (5. Abraham et al.
1954; R.V. Coxon y R.J. Robinson, 1956).

Ademds de proporcionar energia una segunda funcidn:ds esta’ruta:metabd
lica ‘es producir:peéntosas para la sintesis de nucledtidos (M.GC. Lanning v -
S.G. Cohen, 1954; I.A. Bernstein, 1956), Otra funcidn destacada de la ''ia
de las pentosas es participar en la formacidn de glucosa a partir de CO5 en
la fase oscura de la fotosintesis, la cual se conoce como “"via reductora de
los fosfatos de pentosa" 6 "ciclo de Calvin" (J.A. Basshem et al., 1954;
A.T. Wlilson y M. Calvin, 1955; B. Axelrod y H. Beevers, 1956}.
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Reculacidn de la via de las nentosas.

La hexosa-isomerasa, sue cataliza la interconversién de la glucosa-5-
fosfato y fructosa-6-fosfato, es irhibida nor los moduladore: negativos ATP
y ortofosfato (S.t. Kabara et al., 1960), asf ccomo nor alaunc. de los inter
mediarios de la via quc son el 6-fosfogluconmato (C... Parr, 1357; ...E. Kaha
na et al., 1960), sedoheptulosa-7-fosfato (E. Grazi et al., 1960) y eritro-
sa-4-fosfato (R. Venkataraman y E. Racker, 1961).

La reaccidén catalizad: nor la gluco-
»0lucosa-6-fosfato

ATP e o NADPH sa-6-fosfato-deshidrogenas r§§ulta inhi-
. ' “ide morcLl’erector. negativo ortofosfato
Pi —-—;;F :;’.l Pit (He Theorell, 1535; E.A. Kravitz y A.J.
T o:k?g UCQQ:pO Guarino, 1957), Efraim R-~ker {1965) hi
' zo notar oue este tipo de control consti-
. " AP tuye un medio para coordinsr la glucéli-
rlbuipsa-SaFosfato sis y la via de las pentosaz, ya Jue el
; ortofosfato se requiere en la glucdlisis
. r N pero no en la oxidacidn de la glucosa por
ribosa—-S-fosfato la. via del fosfogluconato. La enzima
también reduce su actividau en presencii
<+—sedohentulosa- de los moduladores estearii-CoA (I. Eger-
7-fosfato Neufeldt et al., 1965), nucledsido-fosfa-
) +. . tos (G. Avigad, 1966; J.V. Passonneau et
glcers denido- al., 1966; R.N. Horme et al., 1970) y
T NADPH (L. Glaser y D.H. Brown, 955},
_fructosa— Los moduladcres negativos ATP (G.E.
6-fosfate flock y P. NclLean, 1953), '-AMP (M. Rip-
+ pa et al., 1970) y fructosa-difosfato
eritrosa- (J.E.D. Dyson y R.E. C'Ora:io, 1973) dis-
d-fosfato minuyen la actividad catalitica de la en-

—~p s zima 6-fosfogluconato-deshidrogenasa
5itios de control en la via ¥ g *

de los fosfatos de pentosa. La fosfopentosa-isomeiasa, cue cata-
liza la conversién de ribulosa-5-fosfato
a ribosa-5-fosfato, se halla bajo control de los efectores negativos gluco-
sa-6-fosfato, fructosa-difosfato y 6-fosfogluconato (C.W. Parr, 1951 y1956)
y se ha propuesto que esta inhibicién puede regular la produccién de ribo-
sa-5-fosfato para la sintesis de nucledtidos (W.J. Dobrogosz y R.D. DeMoss,
1963), :

5, Gluconeogénesis.

Le conversién de la glucosa en piruvato, catalizada por las enzimas
glucoliticas, es la via principal para degradar los carbohidratos en la ma-
yor parte de las células; igualmente, el proceso inverso, la conversién del
piruvato en glucnsa, es por lo general la ruta empleada en lo biosintesis
de monosacdridos y nolisacdridos.

a) Etapars erzimdticas en la gluconecgénesis. Carl F- Cori y Gerty
T. Cori (1929) en el curso de sus investigaciones descubrieron nque la sinte




sis de glucosa a nartir del piruvito o lactato era ur proceso fisiolégico
imnortante pero esta observacidn no produjo ningun imnacto debido a la
creencia de cue en su mavoria las reacciones enzimdticas eran reversibles y
que, por tanto, la sintesis de tal monosacdrido ocurriria por simple inver-
sidn de la secuencia glucolitica.

Auncue esto Gltimo es vdlido en un sentido estrictamente termodindmi-
co, Hans A. Krebs y H.L. Kornberg (1957) mostraron que tres reacciones de
la via glucolftica, las catalizadas por la hexoguinasa, fosfofructoquinasa
y piruvato-nuinasa, son altamente exergénicas y que esto reprasenta una ba-
rrera energética para gue se efectue unma inversién, ~ignifir-+<~ de la glu-
célisis. Este problema se resolvid flnalmente al descubrirsc que la gluco
neogénesis se realiza mediante-una secuencia que va a través rde las etapas
ficilmente reversibles de la glucélisis pero gue sustituye :i: tres reaccig
nes endergénicas por reacciones alternas que resultan sumamer e exergénicas
en la direccién de sintesis de glucosa. Asi, en la conversi’in del piruva-
to a fosfoenolpiruvato se utiliza un mecanismo que'requiere 1v formacién ig
termedia de oxalacetato, en tanto nque la sintesis de fructosc-6-fosfato y
dlucosa, a partir de la fructosa-difosfato y glucosa-6-fosfato, se consigue
por accidn de fosfatasas especificas.

Empleando preparaciones mitocondriales del higado de pollo Merton F.
tter y colaboradores reportaron el aislamiento de una enzima que podia ca=-
talizar la carbcxilacidn directa del piruvato produciendo oxalacetato, tal
enzima recibid el nombre trivial de piruvato-carboxilasa (h.r. Utter y D«Be
keech, 1960 y 1963).

CHS-E—COO' + COp + ATP = 'GOC-CHzfg—CDD' + ADP 4 Py

piruvato oxalacetato

Los investigadores mostraron gue -la enzima exhibe- un renuerimiento
absoluto por M92+ y acetil-CoA (M.F. Utter et al., 1964; M.C. Scrutton et
al., 1965]j. Estudios posteriores revelaron que esta enzima se halla muy
distribuida en los sistemas bioldgicos, en los tejidos de los mamiferos la
mixima actividad catalftica se encuentra en el higado, corteza del rifién y
tejido adiposo (F.J. Ballard, 1970; J.i. Anderson, 1970), la enzima tam-
bién se ha detactado en el higado de los anfibios (i4.C. Scrutton, 1971),

El oxalacetato formado en la reaccidn anterior es reducicdo en las mito
condrias a wmalato, en reaccidn que necesita del NADFH (R«C. Haynes, 1965;
HeA. Lardy et al., 1965).

‘OOC-CHz-g-CDO‘ + NADH + Ht = “00C-CHo=-CH-C00™  + NADY
H .
oxalacetato malato

Entonces, el malato qumado en el interior de las mitucondrias difunde
al citoplasma extramitoccndrial donde es reoxidado por la malato-deshidro-
genasa citopldsmica para rendir oxalacetato (L. Siegel y S. Englard, 1962;
Pe vﬁlter et al., 1966; J.H. Anderson et al.,, 1971; R.N. Zahlien et al.,
1974




T00C-CH-=CH=C0~=  + A0V X 'UOG-SHg-ﬁ-ct;e -
gﬁ U
malato oxalacetato

En el curso de sus trabajos con preparaciones hepdticas ¢z pollo lier-
ton F. Utter y Ii. Kurahashi cescubrieron una enzima que promovia. la forma-
cidn de Fosfoenolplruvato por reaccidn entre el oxalacetato y el GT(ITP)

(1953).

o]
. -~ - -
—,‘-‘ (RS SIEa
- <

-nuc-cHZ-ﬁ-‘uo- + GTP. — CH;3=i-scu~ + CUp + P

oxalacetato , fosfoenolpiruvato

£1 descubrimiento inicial de la enzima, la fosfoenolpiruvato-carboxi-
guinasa, se interpreté como una resnuesta -al problema de fijacién bioldgi-
ca del G0y y a la sintesis de dcidos dicarboxflicos pero investigaciones
puateriores revelaron gue su funcidn primaria es catalizar la sintesis de
fosfoenolpiruvato como nzrte de la via biosintética de los carbohiaratos
(t+.Ae Lardy et al., 19G5; P. Walter et al., 19G6; H.A. Krebs et al., 1967).
El fosfoznolpiruvato sintetizado en el citoplasma se convierts fdcilmente
en fructosa-1,6-difosfato por inyersidn ce las reacciones de la via gluco-
1itica que empiezan en la enolasa y terminan en la aldolasa.

La segunda reaccidn de la glucdlisis que no se emplea er la direccidn
de sintesis, la catalizada por la fosfofructoquinasa, queda c.ustituida por
una reaccidn alterna nue requiere de la enzima difosfofructosa-faosfatasa,
mds conocida como fructosa-difosfatasa.

GH,0P052™ CH,0H

(2 {

I‘-LJ '—'0
HOCH + Ho0 HOGH . P
HGOH 2> T H}OH S
HGOH HSOH

(Ho0PD52™ Ho0P032™

fructosa-1l,6-difosfato fructosa-5-fosfato

La fructosa-difusfatasa fue descubierta en 1943 por G. 5 wori quien lo
gré separarla de las distintas fosfatasas que se encuentran piesentes en te
jidos como el hlgado y rifdn; la enzima hldrollza especificamente el grupo
1-fosfato de la fructosa-difosfato produciendo fructosa-6-fosfato (Jo Roche,
1950; R.M. Pogell, 1952; H.G. Hers y T. lusaka, 1953)., En 1l etapa si- .
guiente, la fructosa-6-fosfato es convertida reversiblemente vn glucosa-€ -
fosfato por accién de la fosfohexoisomerasa (K. Lohmann, 1933; G. Tankd,
19365 G.F. Somers y F.L. Crosby, 1945),

GHo0H , SH=0
%=0 HGOH
Hu:[H : \ anm
L <
HTﬂH H DH
HEOH HGG
GHoOP03e™ P:H} -0P0ae™

fructoga—ﬁ—fcsfato glucosa-6-fosfato
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En la mayor parte de las células la glucosa-6-fosfato derivada de la
dluconeogénresis se emplea en la biosintesis de polimerOS'de reserva, como
son alaiddn y glucddeno, de monosicdridos c¢istintos de la glucosa, disacdri
dos y polfmeros estructurales. <n otras células, como el higadg, rindn y
enitelio intestinal de los vertebrados, la glucosa-G-fosfato cs convertida
en glucosa libre. Estudiando la hidrdlisis de distintos ésteres fosféri-
cos por extractos hepdticos de conejo P. Fantl y M.N. Rome (1945) descu-
brieron que lds tejidos de este mamifero contenian una enzima, a la gue llg
maron glucosa-G—Fosquggg, capaz -de catalizdar la escisién de la glucosa-6-
fosfato a glucosa libre y fosfatc inorgdnico.

H=0 H=0
HEOH HEGH
HOGH HOGH
HEoH + Ha0 " HGOH Pi
HCOH HGOH
gHgoPUSZ- HoOH
glucosa-6-fosfato glucosa

La enzima ha podido separarse de las distintas fosfatasus dcidas 'y al-
calinas que se localizan en el citoplasma, habiéndose demostrado que su ac-
tividad se halla asociada con la fraccidn microsomal (C. de {uve et al.,
1949; M.A. Swanson, 1950; H.G. Hers et al,, 1951; R.E. Langdon y D.R. ijeak—
ley, 1957).

glucosa-6-fosfato Aegulacidn en la gluconeogé-
{ neSiS °
fructosa-G-fosfat . . .
osa esta ? El punto de control primario
ADP AMP ATP ) ", .
4 en la secuencia que va del piruva-
ATP .
L to a la glucosa=-6-fosfato es la
fructosa-1,6-difosfato . . . . .
reaccidn mitocondrial de la piruva
to-carboxilasa. La enzima es ac-

\
fosfoenolpiruvato
ORI , tivada por el modulador positivo
acetil-CoA . . ..
acetil-CoA que promueve la fija-

oxal tat
xatapetato cién del GO, (D.B. keech y M. Ut-
ter, 1963; H.A. Krebs, 1963 y 1964;
malato . .
ItsVe Henning, 1964; 1:. Utter et

al., 1964), en tanto que los efec-

oxalacetato ) , .
Cos_, t?res negativos malonil- y succi-
ATP 7 acetil-Con nil-CoA (M. Utter y #i.C. Goruttcn,
Diruvato 1869 ), acetoacetil-CoA (C.H. Fung

' y M. Utter, 1570) y la relacidn

Puntos de control en la gluco- ATP/ADP (D.Be. Keech y M, Utter,
neogénesis, 198337 P. walter et al., 1965; W.R.

ixcClure y He.A. Lardy, 1971) inhi-
ben la actividad de la enzima.
La reaccidn de la fructosa-difosfatasa es el punto secundarie de con-
trol en 1a gluconcogénesis, la enzima es fuertemente inhibida por el AMP y
altas cuncentraciones de fructosa-difosfato (J. itendicino y F. Vasarhely,



1835 M -ialas ot .

ta y DJbe Pogell, 12G5; J. Fernando et al., 1968; .. Pontremolli et al.,
124585 J.Je Black ot al., 1972; GC.7. Jones, 1972), resultando inactivada re-
versiblouente en ~receontia de ADP o ATP (h. Taketa y Belas Pognll, 1963),

Los fosfolipidos ejorcen un efecto estimulante sobre la enzima (B.t. Allen

y J. “eD. Blair, 1972),

b) Formacidn de hexosas por reduccidn del didxido de carbongc.

nleando didxido cde carbono marcado (01402) Melvin Calvin y colaboradores
(1947-1957) estudiaron la secuencia de reacciones que se efectuan en la fa-
Loe Thvestigddores mostraron rue en esta fa

se oscura de la fotosintesis,

se scis moléculas de G0, pueden ‘convertirse finalmente en glucosa por fun-

Em—
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iley, 1904; AJHe Underwood y E.A. iewsholme, 1965; K. Takc

cionamiento de un sistema ciclico para la sintesis cde hexosa, integrado por
reaccicnes de la ruta del fosfogluconato y de la glucélisis, al que se cono

ce con el nombre de Ciclo de Ca

lvin,

(H,0P042"
¢=0
HufH
HGOH
HﬁOH
‘.:HZU P032-
frustosa<l,6-
ditesfato

II:HQUH
?=O
A {ucosa~
HUTH ---»2i$ﬁu
H S 0H

HéUH
'HoOPO32~

fructosa-

6-fosfato

0o~ H=0
;-!EUH ———— HGCH
CHa0P0;2" CHa0P052~
3-fosfoglicerato gliceralcehido-
3-fosfatp
CHoUPD32™
i
HOUH
R HSO0H H=0
(i 6PO3=~ E: AGOH
ribulasa-1,5- Ho0P032~  HGLH
difasfato fosfato de CHo0R052~
cihicdroxiacetona eritrosa-
?Hro 4-fosfato
H?OH
HYUH
o !;-:ﬂ: 4 HOCH
= %Hﬁnvoaz'
HGCH ribosa-
MG G-fosfato //;;Ey}l H,0P032~
éw“uroaz’ 5=0 ¥=0
ribuvlnsa- HDEH HOGH
S-fosfato HEOH'Q———A—— HGOH
H(OH HGO:
HCOH HGOH
Mol ngovoaz‘ CHoORO3S™
>=() secdoheptulosa- sedoheplulosa-
HCGH 7-fosfato 1,7-difosfato
HOOH -
&H;Uwﬁaén

xilulosa-b-inefate
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6, BRiosintesis de polisacdridos.

a) sintesis del glucdgeno. La ruta biosintética que conduce a la
ferracidn de glucdgend se inicia con la cornversidn de la gluccsa-6-fosfato
en glucosa-l-fosfato, en reaccidn catalizada por la fosfoglucomutasa (0. ne
yerhof y . Kiessling, 1935; C.F. Cori y G.T. Cori, 1936-1938).

gHﬁoroazT HODH Se pens§ durante cier-

H .—:—-D H | to tiempo que la glucdégeno-

i<:HH H\\i L//g :>i fosforilasa era la enzima

H $—?/ I IJF\ s Pl'_‘az"' responsable. - ota de la sig
H OH U tesis como de la degrada-

glucosa-G-fosfato glucoaa-l—fosfato cién del glucigeno nero se

acumularon suficientes evi-

dencias experimentales cue mostraron que la sintesis, a partir de la gluco-
sa-l-fo:fato, de los erlaces q&(l - 4] de la cadena del glucdgeno no po-
dia ser catalizada in vivo por esta enzima (E.4. Sutherland y G.F. Cori,
1951; G.F. Cahill et al., 1957; J. Larner y C. Villar-Palasi, 1959; C. Vi-
llar-ralasi y Ded. fichman, 0GC D.Le Fricdman y J. Larner, 1962), conclu-
yéndese rue la funcidn de la fos .forilasa se halla limitada exulu51vamente a

la degradacidn del glucdgeno.

Para oue la glucousa-l-fosfato se convierta en glucdgeno #xiste una sen
da metabdlica especifica que comnrende una serie de reaccionec ampllamente
utilizadas en la sintesis de dlgacarldos, cligosacdridos y polisacdridos.
En el Sexto Congreso Internacional de Bioquimica Luis Fecerico Leloir (1964)
presentd las bases de lo rue constituye el esquema actualmente acegtadoa pa-
ra la sintezis del glucdgeno, en los animales superiores el proceso se ini-
cia cnn la formacidn ce la UDP-glucosa a partir de la glucosa-l-fosfato y
el uridin-trifosfato (UTP) en presencia de la enzima UDP-glucosa-pirofosfo-
rilasa (A. Munch-Petersen, 1953; L.F. Leloir y G.E. Cardini, 1957).

EHZDH |
H G—0 H @
Ty ZaN
d \ A r 2- HN  CH H
i Nt bro: T
H H 1=
(] o b NH  CH O CH L‘\:\j/)
e SN | G l'——&“ ,/0

! Il"" "’l.l_n' ’-U‘- '-D»-'.“"'"f 8
I-foslato | B 3 I/?// \\\Vl !
C YAIY; —- HO-=0 (¢ H H
! {//I % x\\L--%/’H

o HO-1'=0 £H .H
lP-glucosa

+

Hi\ﬁf*f_‘f/é o ,
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1 ¢ruoo hicdroxilo cn el dtono C-4 de la glucosa ter

giucceile adicicnaco v cl
minal dn la cacdena, la roaccidn o catalizada por la glucdgeno-sintetasa.

GO [~ B 1 T EHZOH HZUH 7
——0 K C— —0_ H N -—0 H
L/ i \.,L LK AN / \
\9~~ VZ P IR AN 5 | e T_C._l\ Y
(]; C—=Uunt’ HO = O+ ™ —(]/ —' -
0+ L H H _n L -1
UDF=clucosa (alucosa)n (givcosa)n,y +  UDP

fue drocutierta nor Luis F. Leloir y C.E. Sarcini en 1957 y

se ba or s mawiieros (K. Roscli-ierez et al.,
1950 Raite Tract v Fo Lipmann, 19005 L. losell-Perez 'y J. Larner, 1964), en
cepiiy y 5.R. yatt, 1965), en las levaduras (1.0. Agra

fnvertoirades (T.A.
L1y I, Cabib, lg\L—lCiu) y =1 ciertas escecies tacterianas (W.Z. Hassid

rLlt

v T.F. ‘rufeld, ot F, Licmarn, 1963, Estudiando el regue

ientn de inigiader, L.F. Leloir (1554 1llegd a 1la conclusidn de cue la
su miixima actividad en presencia de iniciadores cons tltUldos

La onzima
iestade v Les tedidos de ooriso

croima vlderce
por larcis cacenas de olucosa.

La slucdoeno-sintetaca no puede formar los enlaces o-(1 — €) que se
groreriron en los surios de ramificacidn de las cadenas del niucdgero, esta
ivdda hor la enziwa ramificacdora amilgf(l,d ~= 1,C)-trans-
giucosilaca i1 vran .rencia oo oligooacirideos C.rminales, de

ueeds el extremo terminal de la coderma nrinci-

bocie 2l s - Cidrnxilo de un recis de alcosa de la

furcinn ~z de-

unrns Il raciduos cicoosilo,

v omedess e ogloet e (uosiree, forearcn un enlace X-(1 -+ -, con lo

EL N S Y
—— e
~ \ o OE/‘U
"\’,"».ob 2 D O T O, iy
de= | /}S
2t < . \ .\ L//\'
(ERAS VBRI p]5] S I \\\\\\‘\\u f’
¢ lonsilasa J } ?' "i::>

Los nuevos
resicduos alucosilo se
adicionan agui.,

Aervlacidn de 1la sintesis del glucdgeno.

La cintesis vy i reradacidn del glucdgeno no sdlo estdr catalizadas
prr eprliaae diferentcs sino cue son controladas de manera irc2pendiente pe-
ro cocrcinada. Tai cong gourre con la glucdgeno-fosforilasa, la glucdge-
--incoiasa o bide "resenta en dos forwasy fosforilada v deosfosforila-
Lt v Torea T Teril oo (UI ro-ulta estimulada enormemente por el modula
dor wgeitfivo givenve-i-fusiato (L.F. Lelonir et al., 1959), s:wendo Jnhlblda
noe el efector reaativo UDP. (0JF. uteiner et al., 1965); la forma desfosfo-
rilada (i) es active ¢n avsencia o la clucnsa-CG-fosfato (1. Nosell-pPerez
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et al., 1962). Lo form: 0 puede ser desfosforilada a la 1 ;or le enzima

7

giucdoero-sintoiisn-fosfatasa (n.L. Friedman y J. Larner, 10::33),

ciucdnero-sintetzsa D + K, 0 —+ glucégeno-sintetaca 1 + Pj
A su vez, la convercidn de la forma I a la forma D es catalizada por

e glucdyeno-sinietasa-cuinasa (U.L. Friedman y J. Larner, 1%63),

o e v " e -

glucéneno-sinteticsa T + ATP  — glucdgeno-sintetaca 1 + ADP

La glucdcero=-sintetas sa-Tinzsa tawblén existe en dos forwas, una acti-
va y oira inactiva, L2 Foria inactiva es modulada positivi: 2nte por el
31-5'-at ciclico (It. Qosell-ierc. 3 v wa@rilr, idue), cuya sintesis a par—
tir del ATE e rawovide nor la horiiona epinefrina. (_.". Sutinerland y Tewoe
Rall, 1900; J.%. Posmer et al., 19c5).  Dado gue el A#P ciclico funciona
ccmo modilador ontitivo de la glucdgeno-sintstasa-quinasa, la que = su vez
genera la forwa inactiva (D] de la glucégeno-sintetasa, el efacto global de
pequerias cantidades de epinefrina trae como resultado la inhibicidn de la
sintesis del glucdgens nucsto oue la forma D no ejerce su mdxima actividad
er cuzencia de concarlraciones relativamerte altas de glucosa-6-fosfato,

&1 conirol de la sintesis y denradacién del glucdgeno no séin se ejerce por
actidn hormoncl sino tarb’dn por otros wedios como la cantided de caleio 1i
peraco por el reticulo sarcopldsmico (iilL. keyer et al., 1954; S. Ebashi,
10¢8; . “bashi y k. Enda, 1968) o por estimulacién eléctrica (R. utaneloni
y 7. iiras, 1569), '
Epinefrina

adenil-ciclasa
ATP GAiP 3lucégeno-sintetasa D
Freiorilaca b nuinasa inmactiva

Fosiorilaca L nuinasa activa
Fosforilasa b Fcsforilasa a Glucdgeno-sintetusa I

glucégcnon_l. glucdgenop, glucdgenop

l'untos de contirol para la sfntesis y degradacién del
dlucdeino.

b) Jintesis del ai:niddn, Como ocurrid en el caso del glucdgeno, du
rante largo tiemao se creyd aue el almidén era sintetizado por la fosfdrilg
na del almidén, nero en 1961 Luis Federico Leloir observd que la cnncentra:
cidn de fosfato en las células de las nlantas es tal que la reaccidn catali
zada nor la fosforilasa se halla desplazada en direccidn de la degradaciéﬁ-
mis ~ue de sinicrsis de almiddn. En 1952, G.8. Stocking habia sefialado que
I~ fo-furilase e encuentra en la porcidn soluble del citoplasma en tanto
o el 2laiddn e sintelizado en los plastidios, por lo que se cnncluyﬁ que
11 =intesis del almiddn no es catalizada por esta enzima.
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€1 descubrimionto de la qlucineno-sintetasa llevd-a-la blisqueda de una
snzima cisilar on las olantas y t@1l enzima fue descubierta por Luis Federi-
co Lelair y colatcradores en 190l. asociada con los grdnulos de almidén ob-
tenidos de las matas jdvenes del frijol, maiz y jitomate; esta preparacidn
erzimitica caialiraba la sintesis de almiddn a partir de la UDP-glucosa.
Pronto hubo renortes acerca de otros sistemas enzimdticos, también aislados
de noranulos dc almiddén, cue nodian realizar la transferencia de glucosa ya
fuera de la \¥'-olucas2 o UDF-glucosa (T.-Akazawa et al., 1964; T. \urata y
T. \kazawa, 1964); nero como habi=n observado en 1961 E. Recondo y Luis:F.
lLeioir, la transferencia cde la D-glucosa es diez veces mds rdnida a partir

d la ADP-glucosa.

Actualmente sz sabe nue la sintesis del almidén empieza con 1n forma-
cidn de la ADP-glucosa a nartir del ATP y la glucosa-l-fosfato en reaccidn
catalizada nor la enzina ADP-glucosa-pirofosforilasa (J. Espada, 1962).

glucosa-l-fosfato + ATP === ADP-glucosa + UIP;

Le enzima también se ha detectado en las algas como Chlorella (H.Kauss
en cranos de arrn: (T. turata et al., 1953) y de maiz (E. Becondo et al.,
1963, £n la seyunda etapa de sintesis del almidén, la amilosa-sintetasa
promueve la transferencia de la D-glucosa desde la ADP-glucosa hacia una ca
rena de amilosa o un residuo de amilopectina, gue actuan como 1n1c1adores,
para formar un enlace glucosidico «~(1 —» 4) (R. vornfeld y D.H. Srown,
1962; H.#, Bhosh y J. Preiss, 1965],

\P-glucosa  + (glucosa), — (glucosa),,; + AOP

£n algunas nlantas tanto la ADP-glucosa como la UDP-glucnsa actuan co-
mo donadores activos de glucosa (R.8. Frydman y C.E. Cardini, 1964).
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Capitulo III

METABOLISMO DE LIPIDOS

1. Degradacidn de dcidos grasos.

Al Introduceidn, 1 catabnlismo de los dcidos arasos recibid considera-

¢ atencidn en los nuevos circulos bioouimicos que surgieran poco despues de los
vrogvrns estudios sobre la glucdlisis y la fermentacidn alcohdlicae

Pere 1nn primoras investigaciones scerca ‘'de la. deoradacidr ' los dcidos
I'FRaS no &7 iniciaron tor un verdadero interés en este aspecto ¢ la quimica
isinl4mics, ~ino mue suraiean cewmo resultado de observaciones h-chas en pacien-
ns dinbéticoz, es decir, por un interés meranenie clinigo.

Ne tiermrn atrids se sabia rue los diabéticos producen grandes cantidades de
rima, y habiencdo cdetectado un sabor azucarado en la orina de pacientes que pade=-
ian o~{a erfermerac, Thomas illis (1647) estudid los aspectos clinicos de este
adeciriento. W, Petters (1857) identificd a la acetona como la sustancia res-
oncabile del olor carncteristico en lz respiracidn de los pacientes diabéticos
n e=tado de coma; nlimeniaco perros con sales sdédicas de dcidcs orasos C. Schot-
en (1882) descubrid la nrecencia de grandes cantidades de bicartunato de sodin
n la orina de tales animales. Una vez que (. Gerhardt (1865) icentificd al dci
o acetoacético en la orina de los diabéticos, V. Arnold (1900) sefald que este
ompuesto era un rrecursorde la acetonma, lo cual planted unma interrogante: §Cudl

s el origen bioruimico del dcido acetoacético?

n 1897, H.C. Geslmuyden habia serialado en su trabajo titulaco "Ucber Aceton
1= “toffwechselnrocdukt” ("“obre la acetona como producto del,meiabolismo") que
35 1lamados "cuernos cetdnicos" acetona, dcido acetoacético y dcido ﬁ?ehidroxibg
irico eran nrocuctos derivades del mectabolismo de los 4cidos grasos. Esta pro-
asicidn se confirmd en estudios posteriores de A. tagnus-Levy (1899), R. Wald-
agel (1899) y L. tchwartz (1900).

CH a-fl;H-CHg-COUH T====== C(H 3=0-CHp-COOH — CH a_ﬁ_CH 3
OH I b
dcido  p-hicroxibutirico dcido acetoacético ncetona

Aci oue a principios de este siglo el mérito de cualquier mecanismo propues-
1 nara explicar la degradacidn de los dcidos arasos debia juzgarse en términos
» su habilidad pars explicar 1la formacidn de los "cuerpos cetdnicos®

b) La_teoria de knoop ce la A-oxidacidn. En su escrito rle 1905 sobre la
-nxicdacién, Franz knoop sefala explicitamente la conclusidén anterior. Como él
£y indice, otro hecho aue se habia observado era que los cuerpos cetdnicos po-

nan {ormarse a nartir de los 4cidos grases con nimero par de d&tomos de carbono,
n0 los contenidos en la leche,  nero no se sabfa aue algun cuerpo cetdénico deri-
ro e los dcidos arasos con ndmerc impar cde dtomos de carbono.
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les observacicnes anteriores llevaron a Franz kKnoop a tratar de esclarecer
1 mecanismo implicaco cn la depgradacidn metabdlica de los dcidos grasos, a la

i

€z, tncop cesarrolld un método experimental para investigar esta transformacidn,

Con el fin de loorar la identificacidn de los metabolitos er la orina, Knoop
ecidid intrcducir un "marcacor" quimico que permitiera seguir la degradacidén ce
as cadenas de dcido nr=so en el cuerpo de animales alimentados con dcidos grasos
e czdena no ramificacda; asi aue se nrocedid a administrar a los nerros dcidos
rasos de C; a Cs oue nortaban un grupo fenilo en el dtomo de carbono del metilo

errminal.

knoop encontrd fue los fenil-der:..idss de dcidos ¢rasos de numero impar de
tomos de cirbono eran decradados produciendo dcido benzoico gue se excretaba en
31 orine, unido a la glicine, en forma de gcido hipdrico; a su vez, los &cidos
rasos de nirero par de dtomos de carbono eran metabolizados rinciendo écido
»nilacético que se recuperaba en la orina, acoplado con la glicina, como dcido
rnilacetdrico.

(gHE=CHoCHoCHoCHOCHoCHoCO0H ~ ———  CaHe-CUOH + 3 unidades Gj

dcido graso de ndmero imnar dcido
de dtomos de cartono benzoico
CGH5-8-NH~CH2CDOH 4cido
hipdrico
GgH5=CHaCHACHLCHACHAGOCH — CeHs~CHoC00H + 2 unidades Co
dcido rraso de numern rar dcido
de dtomos de carbono fenilacético
CGHs-CHg-ﬁ-NH-CH2CDDH

dcido fenilacetdrico

tobre la base de estos resultados Franz knoop formuld una teoria para la
:0radacidn de los dcidos corasos, de acuerdo con esta proposicidn la transfor-
1cién metabdlica de los 4cidos orasos ocurre mediante la eliminacién sucesiva
? unidades de dos dtomos de carbono, una vez que los gruDOS‘Kg-metileno han
do oxidados a grupos f3-ceto., La teorfes de la (-oxidacidén fue formulada por
00p en un trabajo publicado en 1904, apareciendo una presentacidn mds concisa
1 1905,

La degradacidn de los dcidos grasos por pérdida simultdnea de dos dtomos de
irbnno se ercontrd con la oposicién de los quimicos, como E. Friedmann (1909},
o rsta objecidn se descartd sobre la base de experimentos de oxidacién in vi-
‘0, con Ho02 a 909, en los nue se demostrd la formacién de pequerias cantidades
) /?—cetoécidos nor oxidacidn de sales de amonio de &cidos grasos (H.0. Dakin,
na).

c) Las investigaciones de Gustav Embden con higado perfundido. Los estu-
0z nioneros de Franz kKnoop hallareon su continuacidn en los trabajos de Gustav
ibden y colaboradores, nuienes decidieron utilizar fracciones de higado perfun-—
do en lugar de orrmanicmns enteros.
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Embcen y colaberadores (19U6-1S:06) descubrieron aue la adicidn de dcidos
arasoc aunarlinba 1a rroductidn de acntona durante la perfusidn, con sangre des-
fibrinada, de irncciunes de hicaro fresco. Pero lo mds sorprendente fue que
s6lo los dcidos aracns con nimero nar de dtomos de carbono producian un incre-
mento en la cantidad de cuerpos cetdnicos, en tanto que los dcidos grasos de ni-
mero imrar de carbnnos no origiratan acetona u dcido acetoacético.

“n un intentns ner exnlicar la avaricidn de los cuerpos cetdnicos a partir
ce los 4cidos grarces oares, Embden recurrid a la teoria de la /@—oxidacién:
fustav Embden senald aue la eliminacidén sucesiva de dos dtomos de carbono en
los dcidos grasos ~2res daria lugar a la nrodquiénjﬁeiuna unird- - residual de
cuatro carbonos, acar:iciendo tal unidad en forma de &cido acetoacético o de uno
de sus productos de ceonversidn acetona o 4cido /B-hidrobutirico. Por otra par-
te, 1a lﬂ—oxidacién de un dcido graso impar, segun Embden, rendiria uma unidad
de tres &tomos de cirbeono (n.ej., dc. propidnico) como producto residual.  Un
receltads irportante de estas consideraciones fue la conclusidén e que Unicamen-

‘2 formarfa uni ~alécula de dcido acetoacético por cada molécula de dcido

oraza par, ademdc, <= ror tuld nuo el dcido acetoacético era un producto interme-

dio nn el catabolicmo de los deidos orasos.

“xnerimentas con animal-s dizbéticos (J. Saer y L. Blum, 1%06) dieron apo-
vo 1 1a= conclusinnes de Embden, mostrando oue la administracién de sales de los
dcidns butirico o izovalérira a ectos animales aumentaba la produccidn de las
suersns ceidnicos, on Lanty ~us los dcidos propidnico o valérico no traian ningun

inerementn fi 1a neniidad de o talas sustancias,
@)  Teariaz i la fermacidn del acetoacetata.  En 19C9, H.%. Dakin pro-

— e s e = w b e a em am——— e

wsn ura trorin pora tratar de exolicar el catabnlismo de los &c'dos qrasos, su
7r0vv‘iciﬁg core*itudq una anlicacidn directa de los concentos de Franz Knoop
nbre la -ouwidscidn y de la teoria de Gustav Embden, guien sostenfa aue los
sueryns critnicos é:ﬁn inter—ediarios obligados en 1a4degradacién de los 4cidos

IraS0S.

Dakin consirferaba aus también los dcidos ogf?Adnsaturados constituian una
2tapa intermedia en 1la ,G-oxidncién de los dcidos grasos saturados, oero su teo-
~ia daba onca atencidn a la unidad de dos dtomos de carbono que =e separa en el
roceso de degracdacidén; de hecho, en esa énoca se nensaba que tal unidad tenia
Jna funcidn misteriosa nuecto aue no se habia detectado en los tejidos animales.
‘equn Dakin, 1os it omos de carbano eliminndos durante la /?-oxidncién debian con
.ribuir a 1n formacidn de didxido de carbnno pero no a la produccidn de cuernos
rtdnicos, los nue de acuerda con su teoria provenian Unicamente de los cuatro
iltimns carbonos de 1a cadena del dcide graso.

R argqumentn nrincinal de la teoria de Dakin, aue se aceptd hasta 1945, era
e sdlo e ornducia una molécula de acetoacetato por cada molécula de 4cido gra-
io adninistrado., Pero una serie de investigaciones mostraron que esta proposi-
14dn no podia exnlicar cuantitativamente la oroduccién de acetoacetato, ya que
'l dcirn hexanoico rendia mds acetoacetato que el dcido butirico (H.J. Deuel et
1., 19365 L.F. Leloir y J.M. turoz, 1939; R.F, Witter et al., 1950-1952).



Jtro margumento en conira de ests teorfa “ue el descubrimientn de aque ol
icetoacetato nodfa formarse a partir Jdel dcido valérico (Cs) (J.He Quastel v
1.H.M. Wheatley, 1933; E,t. Mackay et al., 1940; R.P. feyer et -l., 1950, vi
jue de acuerdo con el esouema de Dakin un dcico graso impar nraduciria un ro-
siduo c2 tres carbonos (CH3CHPCO-) y no el residug de cuatro cari=fus (GH3lN-
3HoC0-) del cual se supone aue deriva el acetoacstato.

gn 1915, W.H. Hurtley habia sugerido oue la cadena de los dcidos gra:.us
jodia ser.oxidada en carbonos alternos, oara fragmentarse totalwente en unidades
le cuatro carbonos que actuarian como precusoras del acetoacetato. M. Jowett
¢ J.H. Quastel (1935) revivieron esta teoria con el nombre de "teoria de la
sxidzcidn miltiple alterna", emnleando fracciones Repdticas los investigadores
iemostraron nue la oxidacién de los dcidos grasos de seis, ocho u diez dtomn: de
sarbono producia mds acetoacetato del nue se esperaria segun la tooria de I
-oxidacidn; ademds, los dcidos grasos de cinco, siete o nueve atnm0a de cari:,oo

11 ser oxidados también originaban cuerpoq cetonicos.

Para tratar de explicar estas observaciones E.M. ilackay y colaboradores
'1940) sugirieran nue los &cidos arasos se’ eac1ndian en frac:zantos de dos cerine
0s, los aue se condensarian posteriormente para formar dcido acetoacético.

:sta teoria, oue permitia explicar la cantidad de acetoacetato formado a i:r=i-
le los dacidos grasos, recibié el nombre de "teoria de la £-0x1d3016n-condnn”d~
:iénv,

En 1912, A. Loeb habia detectado la produccién de acetoacetato despuds -
ierfundir al higado con acetato oero como lo sefiald H.D. Dakin {1512) los +nfco-
08 por aislnr el acetato de los tejidos animales habfan sido imvructun«ec .

‘ue en 1944, cuando S. Weinhouse y colaboradores hicieron una gran anortviieg
xperimental al ‘introducir el método de marcedo isotdpico para astudiar X ¢
radacidén de los dcidos grasos. Los investigadores procedieron a incubar ro-
anadas de higado de rata con dcido-.ostansico marcado en el gruno carboxn'f
C7H1501300H), después de aislar el dcido acetoacético formads ne la mezsla do
ncubacidn Weinhouse y colaberadores hallaron gue el isdtopo Gricamente - hania
ncorporado en los carbonos carboxilico y carbonilico.

. CHaCHGHRCHLCHRCHo0H 5 000K

/ac’,ido octanoice

1 (GH4COCHLCO0H) + 1 (GH5C0CHLo00H )

1¢p, + 113, 3¢, + 113 .
Teoria de Dakin -oxidacidn y ruptura :
( ) (éi e o) Y 1 (CH3COCHCON! )
(oxidacién midltt:le--
CHalSCUCﬂzCGDH aiterna de huriaes.

; Jowett-Juastel”
CHZGOCH. - C00H

CH12R05He 1 30n0H
CH3COGH..C00H

z

"{condensacidn ce vuckay)
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oz res:ltados notenidor -~or oef oruse y colaboradaores pernitieron des-
irtar 1a tcaria de Sakin, nues e ac erdo con tal esquema no del:fa encontrarse
ingur isdtno en el aceteacetato. rambién aquedd excluido el e=nuema de W.H,

urtleyv, sroun el cuzl, sdlo rebia srsontrarse el isdtopo en el carbono carboxi-
ice o1 Aci-o acetoacético. ramo nuede verse, la incornoracidr isotdépica esta-

a a favor ¢e la hindtesis de la ,ﬁ—oxlda01én—conden=ac1on propuesta por E.hie

ackay.

smuel Gurin y N.T. Crandall (1948]) sugirieron la nosibilidad de que ini-

e formase asetoacetato marcado Unicamente ern el grupo carboxilo por
ragrmertaciin de los dcidos nrasoc en unidades cde ciaive carbor~ las que poste-
iormerte sc disociarian en unidades ce dos carbonos para rearreglarse nuevamente
indiende acetoacetato marcaco simétricamente. J.M. Buchanan y colaboradores
1947) incunaron nreparaciones hepdticas con acetoacetato marcade en el carboxi-
J nern nudieron observar ninguna redistribucidn isotdpica al azer que condujera
la nroduccién de acetoaceteto marcade simétricamente.

‘nlmnnl e
in

Feto llevd a D.I. Crandall y cole. a sefalar nue existian dos tipos diferen--
rs de unidades de cos, carbonns formadas en la degradacién de los dcidos grasos:
1a dc ellas era el tino omega, nroveniente de los dos dtomos de ~arbono termina-
2= y la otra, el tirp carboxilico, derivada de los demds dtomes. Pero T.L.
wikoff y col. (1951) no pudieron detectar a ninguna de tales "unidades",

Mo obstante, “ewuel RBurin y D.I. Crandall (1948]) indicaron nue los experi-
2ntos isotdoicos, tomades on conjunto, mostraban que la fragmentacidén de los
3s A1~mos e carbono de los dcidos arasos ocurria antes de la formacién del ace-
Jacetato.

Ahora bicn, aurtue los exnerimentos con isétopos permitieron identificar la
ituraleza nuimica de los fragmentos serarados de las cadenas de :icido graso,
1 unidad de dns carbrnos no se identificd como tal hasta gque se feétecto su pre-
ancin in viva, medizrte un exnerimento icdeado nor K. Rernhard (1940) y gue con-
.stia en canturar tal fragmento en forma de un compuesto fdcilmente excretable.

Alimentando un nerro con una amina extrafa al organismo y dcido dacético mar-
1dn con deuterio “ernhard otservd la excrecidén de derivados deulerio-acetilados,
2 lo concluyd aue en cond1c1ones fisioldagicas debia ocurrir la acetilacidn de
a5 sustancias introcucidas ai organismo. Konrad Bloch y David Rittenberg
.9a4) demosiraron nue los dcidos nresos marcados con deuterio tal como el buti-
.o, n-valérico, isovalérico y miristico eran fuente de arupos dPUtBPlO-&CBtll&
1S5, £N° tanio nue lns dcidos oronidnieo y undecilico no producian derivados da
te tino.

Fetos resultados sugirieron ciaramente oue la /f-oxidacién y la eliminacién
» los arupos acetilo a’ partir de los ?<cetodcidos eran etapas imoportantes para
metabolismn de los dcidos grasos (K. Bloch, 1947),
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o isevge méionoe de iovesiigacidn, U'rma aran «ificultsd ~ue se encontrd

sn 1ae arimooras investiaaciones acerc: de los mecanismos enzim#ticos involucrados
‘n 1n dempac-cidn de los dcidos grasos fue la imposibilidad de nbtiener prepara-

iones antiv-r libres de ¢ *lulas

\untue o 1907, ustav Smbder hba'~fa descubierto la produccién de didxido
% caruono y adua a partir de los dcidos grasos,se habia logrado muy poco progre-
i0 exnerimental desde esa fecha pero en 1939, J.M. Murioz y Luis Federico Leloir
Frieron una nueva via a las investigaciones al lograr la oxidacidn total de un
cirdn ~raso, el dcido butirico, mediante un sistema sin células obtenido del hi-
tadn el cerdn de aquinea, Los investigadores mosfraron que las ~articulas ais-
1dae m~ar ptlgs, una vez lavadas, erar canices de ‘oxidar los &cidis grasos des-
uBs e adicinnar ciortas co uestos accesorios como la adenosina-5'-fosfato,
‘osfa*n innradnico, ”ﬂ“+ a] Wn2+ citocromo ¢ y alguno de los intermediarios del
iclo el dcido citrico p.ej., succinato o fumarato., Pero los hmmogenados he-
dfricns de (yioz v teleiv oran sumamente inestables, ademds de au: no podian
vidar Ins deidan areonas rureriores como el. estedrico, oleico u palmitico,.

v e e ST ars Ao e 114 ol métndn de oenabrifuaacics diferencial
spra ohtener nrenareciones mitocondrinles libres de células, mo~!+ando que tales
A~tienlas sgn 1lan "~lantas ¢ roder” on la célula, W.G. Schneicr y V.8, Potter
1949) nef eano Albert Lester Lehninger y £.0, Kennedy {1949), de manera inde rn-
‘rnte, ddeotificaror con lat mitncondrias a las particulas actives de la prepa-
acion hepdtica de Leloir y ‘'urinz. n 1945, albert L. Lehninger también habia
brervadn aun la nxidicidn de los Acidos grasos en las preparacinnes mitocon-
inlos de L elnir y Mufioz sdlo tenia lujar cuando ocurria la oxicridn simulianea
e niros metabnlitos, un aconlamiento innecesario en nresencia del ATH, lo cual
u7irid nue la oxidacidn aconlada debia producir ATP.

' 1948, v.E. knox y col. hallaron que en presencia de fosfirto inorgdnico,
a7, kD, ADI* 6 AT® las nrenaraciones mitocondriales eran capacr~ de oxidar a
urliaier eomnonente del ciclo de Krebs,produciendo didxido de carbono y agua;
~ro 'ss prenaraciones mitocondriales no efectuaban la degradacidén de los dcidos
racoc A menns que estuviese nresente un intermediario del ciclo del dcido citri-
7, cuyn oxidicidn iniciaba la de los dcidos agrasos.

Fmnleando nrenaraciones mitncondriales obtenides del rifdn o del tejido
irdiaco, A.l. Grafflin y David Ezra Green (1948):descubrieron cue tales parti-
1las oxidaban los 4cidos nrasos pares formando didxido de carbono y agua, en
nto e los dcidns qrasos imnares o ramificadns rendian 4dcido propidénico.

' fnver Linncinnes nosteriores, David ©. Green (1954 ) mostrdé que la oxidaciér.

> 1n: Acidns arasos en las mitocondrias ocurria de acuerdo con el esquema de
{4—nx1dar36n, indicando ademds nue las preparaciones mitocondriales del higa-
» también formaban acetoacetato.

n =uma, las investigaciones con preparaciones mitocondriales .no aportaron
ich informrcidn con recpecta al mecanismo implicado en la dearadacidén de los
vids oracns pera nermitieron establecer aue tal proceso se efeclua de acuerdo
- b oenaues e de rooon de la f-oxidicidng en adicidn, estos trobajos mostraron

vt cidn aue existe entre el sistema oxidzante de los dcidos orsos y el ciclo
1 deidn tricarboxilico.
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£1 papel de la Acetil-CoA curant® la oxidacidn de ios d4c. Ori:G0S o= Una vez
o ontendid we el metabr.ismo e’ acetoto se efectua a travéds del ulClO de

VU“*, ya nn e valvid o consicderar al acetoacetato coma un intoers: .diario obliga=-

I, tuiante el catabalismo do 100 fc. uraros,

Yi se +«bia en 1 fGpoca (1950) cue la oxiuacidn del acetato y del acetoace-
n ourrfa wediante €1 $iclo de krebs y, aunjue no se habia descubierto a la -
Ay, brhfa alowunas evidencias de que 1a sustancia gue reacciona durante la oxida-
i4n ¢ 1ng carbohirraitos con el oxalacetato, raira dar citrato, n2 es el piruvato
irwma "ipa on derivade acetilado aue =e forma via una descarboxilucidn oxidativa
21 niruvato (Z.AR. "tadtman, 19L0; J.A3. Stern, 5. Ochoa v F. Lynor, 19825 S. Kor-

HoJe e Stern, T.0. Sunsalus y S, (woad, LSS0 S, horkes, A. Del Campillo, I.C.
uncalus y . Gohoa, 15Ul),

in ertirgo, 1los intentos de aislar a la acetil-Co\ habifan side intructuosos
crante varios a os.  Hasta we, en 1991, Feodor Lynen y £. Reichert lograron
il by o osartir de die levarluris y rudieron resnlver el problemt del irecanismo
rvatlrerads en la formicidn del interwmadiario activa de 2 curtanos, demostrando
Tupn tinl de La Cos €5 el grurn activo; y, reconariendo a la acetil-CoA,

st v Asior 1id6lico cdel dc. acético y la Godi.
H¢ )—I,H -(,Hu-. ' / E\J
- ercanto- ‘:U , o : a lH
rtilamina [e h I 3 lﬁ B e ://p
o, I "I"H" “riH"' ('CHJ"U"‘ ' -U_’-D- ‘HZ “j \
(:H ;Ha InH  QOH /0
¢ H \H\',
de, pantoténico r>\3--5 b
b
iH == =31\ Gnenzima A GO=E=-UH
s [ e T e S —— )
(i
\Lwtll-.gl Adenosin-3=-fosfato-
u'-nipofosfato

Yo Te Chou y Fritz Lipmann (1942}, demosiraron que la activacién del acetato,
trn farsar la acetil-Cn\, revwiere de la enerqgfa del ATP. Por 1o que Paul Berg,
v Ity procuso un wecanismo en dns pusos para explicar la formacién-de la -

wlil=Con .

ATP +  1cctaty  pee=d ;\h’.P-.—L,-l’_‘,i-I~J + P[-’i
adenil-acetato

\ﬁP—t-CHg. 4 'HS-00o.\ s CHa-g-%—CDA + ANP
wenil-acetatlo
acetil-Go.\

S tal estuminy, 1o enernia del ATP se cnnserva en un intermediario, el ade-
l-rcetido y, se Uransriere posieriormente a 1a acetsl-Coa. En 1988, M.B., ==
pelaedy col indicaron cue 1n ctivia i6n de los Ac. urusos sicue el mecanismo

vrinr, stendo Ia oy el aceptor del gruno dctivo de ¢ carbonos, el arupo acilo.
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Activacidn de los dc. grasos.- En 192&, .3, Hoarland y col.. indicaron
us 1o artivaciin ©n los 4c. rirasos sigue e mecanismo anterior, iendo la Co) el

centor del crupo activo-de @ carbonoe, el gruto acilo.

N log mmdferos Lr activacidn de las fc. grasos ocurre de 1y manera siguien

%JHSUHZCHZCUQH + ATF 4 BoitH = HﬂquﬂdCHz—?—&CDA + ALF + PPi

Lientras ue en las bacterias la acetil-Coa puede sctivar di: ectamente al
c. riga, sin emnlcar ATP.  Esto se debe a la nresnucia de la wmionato-CoA-
ransferasa, identificada por E.3. Sladtmen en 1953

\cetil-ZCoy + 3C!LH &= acetato +. H—%-JCOA

n varios . latoritorios ce investigaran las diferertes enzimos involucradas
n li formacidan de los ésters: acil=Co\ nrasas y, de estas trabains, se logré la
“ontificacidn pnlenn de tres de ellas. Las enzimas reciben el n~mbre de enzimas

ctivantes o de tiowinasas de dc. graso.

1. inse y cal., en 1504, aislarnn a-la acetato-tioguinasa (ncetil-CoA sinte
asn) @ eartir de 5. haemolyticus y de £. Goli; la enzima activa nl acetato, pro-
iorato y acrilato.  *'.G. Jones.y cal, (1503) aislaron una enzir: similar de los
ejidos animiles y venetales, de las levaduras y de Rhodospirillusm rubrum,

n 1643, H.d, iahler ¥ col. nudieron aislar a la tioguinasa de i:, graso de ca=-
ena media (tutiril-goa sintetusa) a pirtir de las mitocondrias del hfgado de -~
es. Lla erzima activa a los dc.. grasos de cadena corta (Cyg-Cjp). L& tiogui-
asa_re dc. araso de-cadena larga (acil-GoA sinietasa), aislada pr Arthur Korn-
erg y i.E. Pricer en 1953, a oartir de exiractos del higado del cerdo de guinea,
ctiva a 1ps dc. grasos de cadena larga (C5-C..;j. Las dos dltims tiojuinasas
ctivin a los dc. orasos caturados asf como a los no saturados; {mbién activan

los o= Yy /]-hi[;!roxisicidos.

La reaccidn global catalizada por las ticguinasas en los mamiferos requiers
el ATP y del Mgg* y Y €5 la siguiente :

a2t
RCOOH + CoA-SH + ATP aﬁgsg H-SJECDA + AMP + PP

acil-graso- CoA

El-papel de la carnitina.- Los grupos acil-graso-CoA se'Forman fuerc de
3 membrana mitocondrial y la [(-oxidacién tiene lugar en la matriz de las mjto-
ondrias; por otra parte, los grupos acil-graso-CoA tienen una capacidad limitada
ira atravesar la memhrana mitocondrial interna pero su entrada es sestimulada por
1 carnitina (dc. ]f-trimetilamonio-/?-hidroxibutirico), de la que se sabfa de
iempo atrds que se halla ampliamente distribuida en los organismos pero se desco-
acfa su funcifin metabélica.

e sugirid la importuncia)petabﬁlica de la carnitina al observar que es un
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omponente obligado en la dieta de los insectos, los gue han perdido la capacidad
e sintetizarla.

Ahora biern, el papel desemperiado por la carnitina en el metabolismo de los
cidos grasos consiste en la transferencia de grupos acilo entre dos pozas mito-
ondrinles de coenzima A; la interna, que estd en contacto con las enzimas de la
~oxidacidn en la matriz mitocondrial, y la externa gue es accesible a los &cidos
rasos, 0 a los acil-graso-CoA, que son incapaces de atravesar la membrana mito-
ondrial interna.(E. Lundsgaard, 1950; I.B. Fritz, 1955},

La acil-CoA graso: carnitin-transferasa de dcido graso cataliza la transfe-
encia del grupo acilo graso desde su enlace_tinéster-osn la Cos bacia un enlace
ster oxidado con el grupo hidroxilo de la carnitina (S. Friedman y C. Fraenkel,
355).

(cH3)3N+--CH2-gH-CHzcnoH + H—ﬁ-S-CoA &= (CH3)aN*<~CHo~CHCHCOOH

H
g R . =0
carnitina acil-graso-CoA R

acil-graso-carnitina

La acil-araso-carnitina atraviesa fdcilmente la membrana mitocondrial inter-
1 para que, finalmente, el grupo acil-graso sea transferido de 1a carnitina a la
enzima A intramitocondrial por accidn de la carnitin-transferasa de dcido graso
1tramitocondrial.

acil-nraso-carnitina + CoA === acil-graso-CoA + carpritina

Una vez activada la molécula del dcido graso, las reacciones de coxidacidn
je. conducen a su degradacidn se efectuan en los compartimientos intramitocon-
“iales (F. Lynen y S. Ochoa, 1953; H. Beinert, R.M. Bock, D.S. Goldman, D.Es. —
een, H.R. Mahler, S. Wii, P.G. Stansly y S.J. Wwakil, 1953).

f) Etapas enzimdticas para la oxidacidén de los dcidos grasos.
1) Una & @-deshidrogenacién del acil-graso-CoA.
2 = . H
.HCHész-ﬁ~SQOA + E-FADg, ~— R-9=&-g-SCOA + E-FADped
H

acil-graso-CoA iyitrans-enoil-COA
Una deshidrogenasa de acil-graso-CoA fue aislada inicialmente por David S
'een y cal. en 1954, habiéndose identificado desde entonces cuatro tipos dif :-
intes de tales enzimas, las cuales son especificas para una determinada longitud
3 cadena de dcido graso (F.L. Crane y col., 1956; F.L. Crane y H. Beinert, 1956;
6. Hauge, F.L. Crane y H. Beinert, 1956).

Las deshidrogenasas son flavoproteinas que ceden dos electrones a la cadena
'spiratoria a través de una segunda flavoproteina, la cual estd unida al citocro.
+ b de la cadena respiratoria por medio de la coenzima Q (F.L. Grane, J.G. Hauge
H. teinert, 1955; P.B. Garland y col., 1967).



£) Hidratacidn cel acil-graso=iio s ol 2 ~insaturade

H CH
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;_q32-9=c-§-gch + HpD g TEmmwmmd 3-3H9~u—ﬁH2-C-‘3uA
e —~ - (X
Ho O koo
A —-trans-noil-Co\ L=3=iimroxiacil- ..

clizo la nicratacisdn co-

cr

Le enoil-hidrataca (3-hidroxiacit-Soi-hii laca
ersivle del doblae enlace de los ésterns AN i aniiicas nara fuor.ar /3~hio*cxianil—
o, La enzima fues aislada inicialmunte, cn forme cri-talina, or J.3. Storny
ol. (1963) urtir del higado ce res y por S.de wakil y Hef. .oocior (15945,
]

aj ce

e e 1 Y B T
meab——— :

3) xidacién del 3-hidroxiacil-CoA
OH

1 o A .
R-Cvac-CHz-ﬁ-SCoA 4+ NADT smmm——e RCHZ-E-CH?-C’DhﬂA 4+ NADH 4 i
— i - X3
H g i 0
L-3-Hidroxiacil-Co\ 3=-0x0acil-grass-uon

La L-3-hidroxiacil~CoA os oxidada en prrsancia del NaDt Lor la L= =Ddirvoxi-
cil-graso-Coi-doshidringenaca para formar el correspondiente ﬁ3—crtoacil-ﬁ:a.,~

oA : 3-axcacil-graso-Coa. La cnzine Tuc purificada inicialsrate, o vttr

figadn cde la aveja, car F. Lynen y.col. (1952); y, postcriormente, & pertic
as mitocendrias decl himado de res por 5.J. dakil y col., (19%4,. La ::odne no
s muy cscec’Tica con respecte a la langitud o cadona del dcit: nraso pern
omisletamoartc especifica para el isdmzro L. .

4) Auptura tiolitica del/B-cetcacil—graso-CoA

[

H—UHH—J—CHZ-E-SCOA + GCOAGH spuwwm HUH;E-SCDA +  SHa=l- LA

-

0 0 Q i
3-oxoacil-graso-GoA acil-mraso-3c..  acoi. L=0o)

L .
ISR

Finalmerte, el 3-oxoacil-graco-Co. experiuicrta urna escisidn wn pre «onlh
na molécula de CoA iibre para nroducir un frammento do dos car a9s, <1 ac!ti'=
0A, Y un nucvo acil-graso-CoA cuya cadena na perdido dos dtomus de cur'rmn,

LTI T

La reaccidn es catalizada por la B-nxotinlaca o tinlasa ia cual fur te
derta indep.ondieniencite por Fo Lynen y 5. Ochoa (1983) quicrc: a 1la v =
tiolasa'; sor 0.S. Goldman (1954) quien la 1land la /3 —cetosculil-goa~anin » o or
.R. Storn ct al, (1956) quienes la llamaron 3-cetoacil-Coi-tiolasa. ia 17 laca
‘ve cristalizada por W. Seutbert y €ol. (1948) y mostré una gran especificidn e
ustrato.

£l recultado neto despuls de los cuatro pasos de 13/3-ax$facién conednte on

a eliminacién ‘de dos dtomos de carbd:d, en forma de 1a qcetil-soA, del .eil. juvie
0-Co\ y la forimacidn cde un nuesvo acil-graso-Go\ con dos dtomas oz capbrer s 1 es
el ciclo sz repite hasta gue la cacena cel Zcido grosd €5 ce.coadada pur €0 LG
.0 hacia uridacdes de acctil-Col, las cualcs puzden incorporarse ahora ol S ]

rets,
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H-CH2—QH2-CH2-g-UH (Cie) -¢-H-CH2-g-CH2-@-S-COA

ATP | CoA=-SH
ANP & PRy ﬁ CoA-SH E
R=CHp=CHy~CHy~C-5-CoA R-CHZ- -5-CoA + CH3-C-S-CoA

—»acetil-CoA
—+ acetil-CoA
—»-acetil<-CoA
—p acetil-CoA

—»acetil-CoA
—»acetil=CoA

H-0

R-CHg-CH—CHg-g—S-COA

Nap+ & 1

NADH + HT

FAD —'71 acetil-CoA
FADH2 4 @
R=CHp=CH=CH-(-5-GoA é—- acetil-CoA

/g-oxidacién de los dcidos grasos.

g) Oxidacidn de los cuerpos ceténicos. Parte de la acetil-CoA formada en
a ﬂ?—ox1dac1on de los &cidos grasos nuede ser utilizada en el higado de algunos
ertebrados para oroducir acetoacetato libre y /3-h1drox1but1ratc. estas dos sus-
ancias reciben el nombre de “cuerpos cetdnicos" y son transportadas por la co-
riente sanguinea hacia otros tejidos donde ocurre su degradacidén por medio del

iclo del dcido tricarboxilico.

Feodor Lynen y col. (1952), asi como J.R. Stern y col, (1953), descubrieron
a produccidn de acetoacetil-CoA en preparaciones hepdticas y de inmediato se de-
ostrd nue tal derivado podia formarse de dos maneras; cierta cantidad procede
e la yé-oxidacidn del fragmento terminal de los dcidos grasos de cadena larga,
ero la mayor parte se origina en la condensacidn de dos moléculas de acetil-CoA,
eaccidn gue cataliza una tiolasa (D.E. Green y col., 1953). .

CH3-&-E~TCOA + CHaa-E-sc:oA S _CHa-g-CHZ-_-@‘-SCoA + CoA-SH

acetil-CoA acetil-CoA acetoacetil-CoA

El acetoacetll—CoA se convierte en acetoacetato por medio de un proceso cong
ido como desacilacién, el cual es catalizado por dos enzimas (F. Lynen y col.,
958; 1.C. Caldwell y G.J. Drumsond, 1963). La primera enzima, aisladd del higa
0 por H. Rudney en 1957, promueve la condensacidén del acetoacetil-CoA con otra
olécula de acetil-CoA para rendir /@-hid'roxi-,@fmetilglutaril-CoA.

CHS-B—CHQ—ﬂ-SCOA + CH'a-g-SCOA = HOOC-CH2-§-CH2-g-SCGA + CoA-SH,
H3 O
acetoacetil-CoA acetil-CoA /A-hidroxi-f-metilglutaril-CoA

La otra enzima, obtenica por G.K. Sachhawat y col. (1955), cataliza la esci-
ién del /é’-hidmxi-/)' -metilglutaril—-CoA para producir acetoacetato y acetil-CoA.
H
HU!1C-CH;)7§-CH2—ﬁ—{SCOA R —— HUm—CHz-g-CHS + ,CHS'ﬁ"SCOA
Ha ‘
[fo-hi dmxi-ﬂ -metilglutaril-CoA acetoacetato acetil-CoA
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El acetoacetato fermado es reducido a D-/ﬁ-hidroxibutirato per la D= -hi-
roxibutirato-deshidrogenasa ligada al NAD (E. Friedmann y C. Maase, 1910; Ae«de
akeman y H.D. Dakin, 1919].

H
HOOC-CHg—ﬁ-CHS + NADH + HY = HODC-CHz-i-CHa + NaDt
H
acetoacetato D-/g—hidroxibutirato

La mezcla de écetoacetato y ,G—hidroxibutirato es transportada por el torren
e sanguineo hacia otroé tejidos para que ambas sustancias sean degradadas por el
iclo del dcido tricarboxilica. Se conocen dos mecanismos para lograr la oxida-
i6n del acetoacetato, en el primero se emiléa el ATP en una reaccidn muy semejan
e a la activacién de un dcido graso.

acetoacetato + ATP + COA w===> acetoacetil-CoA + AMP + PPj

En el segundo mecanismo, la coenzima A es transferida desde el succinil-CoA
acia el acetoacétato, de acuerdo con la reaceidn siguiente (J.H. Stern y col.,
356). '

succinil-CoA + acetoacetato s===> acetoacetil-CoA + succinato + H*

Esta reaccidn es promovida por la succinil-f@-cetoacil-CoA transferasa 6
JA-transferasa aque fue obtenida en forma pura oor J.R. Stern y col, (1956) a par
ir del corazdn de cerdo. La enzima activa la mayor parte del acetoacetato gue
sterviene en el ciclo del dcido tricarboxilico realizado en los tejidos perifé-
icos como el corazdén y rifién, simultdneamente el ciclo de Krebs anorta la suc-
inil-CoA necesaria para la oxidacidn del acetoacetato a través de la degradacidn
21l ol-cetoglutarato.

R.J., Ring.y col. (1954) mostraron que el acetoacetato también es metaboli-
ado en el corazdn humano, en tanto que E.T. Waters y col. (1938) estudiaron el
stabolismo del acetoacetato en el corazén de perro; R.H. Barnes y col. (1938)
stuvieran conclusiones similares.

2. Biosintesis de dcidos grasos, -~

a) Introduccién. Ura vez que se identificé plenamente la via metabdlica
ira la degradacidén de los dcidos grasos, la/S-oxidacién, y que se tuvo conoci-
.entq del .papel aue desempefia la coenzima A en tal proceso, se llegé a la conclu
On de aque 1la biqsintesis_de los dcidos. grasos podria efectuarse por la simple -
versién de las etanas enzimdticas implicadas en la f-oxidacidn; esta opinign
irgié debido a gue las enzimas cue participan en las reacciones de la via oxida-
va se habian aislado en un estado de alta pureza, habiéndose demostradolque ca-

etapa catalizada era reversible. A

Este concepto fue acentada por la comunidad biogquimica en general, llegando
considerarse en los libros de texto, no obstante de que se carecia de eviden-
as experimentalesvconcluyentes (F. Lynen, 1953; P.G. Stansly y H. Beinert,1953;

Seubert y col., 1957; F. Lipmann, 1950; F. Lynen y E. Reichert, 1951); sin em=-
rgo, pronto se acumularpn una serie de observaciones que no coincidian con este
nto de vista,
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b) Las nrimeras investigaciones. Los trabajos de Samuel CGurin y col.
ynortaron las rrimeras evidencias sobre la posible existencia de un sistema dis-
.into a 1la f?—oxidacién para lograr la sintesis de los dcidas grasos.

Empleando un sistema compuesto por homogenados o extractos sin células obte-
vido del higado de pichén, Gurin y col. (1950-1953) mostraron que estas prepara-
:iones podian catalizar la sintesis de dcidos grasos de cadena larga ( Cjg) a par
.ir del acetato-Gl4 marcado. Despues de tratar los extractos hendticos con car-
1n activacdo los investigadores encontraron que se requeria la presencia de ATP,
{AN y GCoA para restaurar la actividad enzimdtica original, ademds, el citrato y
1a”'+ ejercian un efecto estimulante sobre las preparaciones hepiticas (R.0. Bra-
iy y 5. Burin, 1950-1952; F. Dituri y ..VGbrln, 1953; J. Van Baalen y S5.Gurin,
953). G. Popjak y A. Tietz (1954) obtuvieron resultados similares utilizando
xtractos solubles, aislados de gldndulas mamarias de conejas o ratas.en periodo
ie lactancia, que promovian la conversidn del acetato en dcidos grasos con longi-
.udes de cadena de Cjg a Gyg .-

Estas observaciones fueron confirmadas por J.%. Porter y A. Tietz (1957),
wuienes haciendo uso de preparaciones purificadas del higado de pichdn mostraron
we el dcido graso sintetizado en mayor proporcidén era el dcido palmitico (60%
%), en tanto nue los dcidos estedrico y miristico constituian los otros produc-
os de sintesis; no se detectd la acumulacién ce dcidos grasos de cadena corta
C4-C1p) durante el proceso de sintesis. En adicidn, Porter y Tietz descubrie-
'on gue los dcidos grasos formados por los extractos hepdticos eran dcidos libres
' no ésteres de la coenzima A.

c) Las aportaciones decisivas de Salih J. Wakil., Las investigaciones de
alih J. Wakil y col. (1957-1956) proporcionaron las evidencias experimentales de
isivas para confirmar que la 51nt851s de los dcidos grasos se efectla a través
e un esquema distinto a la mera inversidn de la /3-ox1d301on.

Fn 1957, Salih J. Wakil, J.W. .Porter y D.M. Gibson reportaron el aislamiento
purificacidén de un sistema enzimdtico, otenido del higado de pichdn, capaz de
ealizar la sintesis de novo de dcidos grasos de cadena larga a partir de la ace-
il-CoA. En otra publicacién del mismo afo, Wakil y col. indicaron que el ATP,
ADH, NADPH, la Coa, el isocitrato y un compuesto sulfhidrilo tal como el gluta-
i6n o cisteina, eran absolutamente necesarios para que se efectuara la sintesis
- dcidos grasos, unos cofactores muy distintos de los que se utilizarian si real

ente ocurriera la inversidn de 1la /4-0x1dac1on. Pero la observacién mds sor-
refdente nue hicieron los investigadores fue que el diéxido de carbono, o el bi-
arbonato, eran esenciales para la sintesis de los dcidos grasos; sin embargo. co
2 lo senalaron Wakil y col., la funcidn del bicarbonato noera la de promover la
fncorporacién de C02 a la cadena de &cido graso en crecimiento puesto que el car-
ano marcado del H4C03 no se encontré en la cadena del dcido palmitico aislado
J.M. Gibson, E. Titchener y S.J. Wakil, 1958).

Esta observacidn vino a sumarse a los reportes iniciales acerca del efecto
stimulante que ejercen los buffers de bicarbonato y el CO2 gaseoso sobre la sin-
25is de dcicos grasos en sistemas con fracciones hepdticas (H.O. Brady y S. Gu=-
in, 1950) y en extractos sin células obtenidos de las levaduras (H.P. Klein,
357), que aun permanecian sin explicacién.
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La rcarticinacidén de 1a proteina acarreadora de grupos acilo en la sintesis
le los dcidos grasos habia sido observada inicialmente por P.R. Vagelos y col.
1963), auines lograron demostrar la formacidén del acetoacetil-ACP y la conver-
iidn posterior de este derivado en dcidos grasos de cadena larga.

5e nudo ver entonces oue los pasos intermedios en la sintesis de los &cidos
rasos  involucran la transferencia de los grupos acilo del acetil-CoA y malo-
1i1-CoA hacia la AGP para rendir los respectivos derivados acetil-ACP y malo-
111-ACP, aue son los verdaderos intermediarios oue se condensan durante el proce-
.0 de sintesis, y no los derivados acilo de la Coenzima A como se habia creido
lguna vez (A.W. Alberts, P.W. Majerus, S Talgmo y P.R. vagelos, 1964 ).

e) La sintetasa de los dcidos grasos. La inhibicidn de ls sintesis de
os dcidos grasos por agentes gue bloauean los grupos sulfhidrilo (S.J; Wakil y
.0l., 1957; R.0. Brady, 1960; M.G. Horning y col., 1961), asi como la gran facili
lad aue exhiben las enzimas implicadas en este proceso para unirse a los grupos
cil-CoA (R.0. Brady y col., 1960, R. Bressler y S.J. Wwakil, 1961}, llevaron a
"« Lynen y M. Tada a sugerir la formacidn de intermediarios del tipo acil-5-enzi-
a durante la b1051nte51$ de los dcidos grasos.

Esta hipdtesis se confirmd cuando Feodor Lynen (1962), estudiando el comple-
0 enzimdtico que sintetiza los dcidos grasos en E. coli, descubrid gque el produc
o de condensacién entre la acetil-CoA y.la malonil-CoA era el complejo acetoace-
il-S-enzima; basado en esta observacién, Lynen propuso un esquema para el proce-
o oue conduce a la sintesis de los dcidos grasos.. En tal esguema se postulaba
a transferencia de un grupo malonilo hacia una enzima-SH, lo cual era seguido
or condensacidn entre la malonil-S-enzima formada y el acetil-CoA para rendir el
omplejo acetoacetll-q-en21ma. éste Gltimo, después de pasar por dos etapas de re
uccidn con NADPH y una deshidratacidén, daria un acil-S-enzima saturado, el buti—
il-S-enzima, A continuacidn el complejo butiril-S-enzima reaccionaria con la
oenzima A pzra formar un derivado acil-CoA, el butiril-CoA, guedando libre nueva
ente la enzima-SH; este esquema requeria la presencia de un "comnleJo de enzi-
as" que seria el responsable de la secuencia completa de reacciones que llevan a
a sintesis de los dcidgs grasos.

Después de mostrar la presencia .de siete grupos NHg-terminales en el comple-
o enzimdtico que sintetiza los dcidos grasos en E. coli -lo gue indicaba la pre-
encia de siéte enzimas diferentes-, Lynen (1962) propusoc que las siete enzimas
e esta "sintetasa" de dcidos grasos debian hallarse dispuestas en torno a un gru
0 sulfhidrilo central; de tal forma oue laos grupos acilo intermediarios (unidos
ovalentemente al grupo sulfhidrilo central) se encontraran siempre junto a Jas
itios activos de las enzimas participantes. Casi de inmediato se reportd el
islamiento de la sintetasa de los dcidos grasos a partir de varias fuentes como
1 higado (R. Bressler y S.J. Wakil, 1961; J.D. Brodie y col., 1958), 'las bacte-
ias (A.W. Alberts, 1964; P.W. Majerus y P.R. Vagelos, 1964) y las células de le-
adura (F. Lynen, 196l; R.Y. Hsu y col., 1965), mostrdndose también que este com-
lejo enzimilico cataliza la siguiente reaccidn global, en la que se condensan
na molécula de acetil-CoA y siete moléculas de malonil-CoA, para formar una mo-
écula de dcido palmitico.
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Fete descubrimiento, junto con el conocimiento de gque el acetaldehido es un
)ejor orecursor aue el acetato (R.0. trady y S. Gurin, 1951) y gue la adicién de
ralonato provoca un marcado incremento en la sintesis de dcidos grasos (G; Pop-
jék y A. Tietz, 1955), llevé a Wakil a sugerir que el requerimiento de bicarbona-
:0 estaba ligado con la sintesis, a partir de la acetil-CoA, del malonil-CoA Yy
jue éste Ultimo desemperiaria el .papel de donador de unidades G, durante el alarga
Hento de las cadenas de dcido graso (S.J. wakil, 1958). La participacién del
1alonil-CoA como un intermediario en la sintesis de los dcidos grasos también fue
iugerida por R.0. Brady (1958) dquien propuso que tal derivado podia formarse a
)artir de la acetil-CoA, ATP y COo , mediante una reaccién parecida a la carboxi-
.acién del propionil-CoA oue rinde me*ilemalonii=GoA. T

En 1958, Salih J. Wakil pudo demostrar experimentalmente su hipdétesis de que
1 malonil-CoA es el primer intermediario en la sintesis de los dcidos grasos ql
ograr el aislamiento e identificacidn de tal compuesto. DeM. Gibson, E. Titche
er y S.J. Wakil (1958) observaron la formacién de malonil-CoA por carboxilacién
e la acetil-CoA, en oresencia de ATP, Mne+: y de una fraccidn enzimdtica rica en
iotina, obtenida de extractos hepdticos de pichon.

CH3CO-SCoA + CUp + ATP  s======A HOOC-CH>-C0-GCoA + ADF + P;

A continuacidén, la malonil-CoA era convertida fdcilmente en dcidos grasos
or otra fraccidn enzimdtica en. presencia del NADPH. 0 sea que la fraccidn enzi
dtica I (denendiente de biotina) promovia la carboxilacidn del acetil-CoA rin-:
iendo malonil-CoA, en tanto que la fraccidn enzimdtica II catalizaba la condensa
ién, cnn desnrendimiento de COp, de las unidades de malonil-CoA para producir
as cadenas’ de dcido graso, empleando el NADPH como agente reductor, En 1959,
alih J. Wakil y J. Banguly oropusieron un esquema para tratar de explicar la fun
ién del malonil-CoA en la ruta biosintética de los dcidos grasos, los investiga-
ores postularon la existencia de un derivado acil-dicarboxilico de la coenzima A
n acetomalonil-CoA, aue experimentaria sucesivamente una reduccidn, deshidrata-
idn y una nueva reduccidn antes de nue se efectuase la descarboxilacidén. R.O.
rady, R.M. Bradley y E.G. Trams (1960) también propusieron un esnuema para la
roduccidn de palmitato a partir de la malonil-CoA, en el cual sostenian que el
ilmitato se formaba de una mol de acetil-CoA y siete moles de malonil-CoA. En
339, F. Lynen habia sugerido un mecanismo en el que la malonil-CoA se formaba
or carboxilacidn del acetil-CoA, ocurriendo la condensacidn posterior de los dos
sil-derivados de la coenzima A,

En vista de lo énterior, surgié una serie de controversias cnn respecto al
ipel que desemperian tanto la malonil-CoA como los grupos acilo durante la siate-
s de los dcidos grasos.

d) El descubrimiento de la proteina acarreadora de grupos acilo (AcP). “
? manera independiente Salih J. Wakil y col. (1964) asi como P.W. Majerus, A.W.
.berts y P.A. Vagelos (1964), descubrieran que en E. coli los grupos acilo que
stuan como intermediarios en la sintesis de los dcidos grasos no se hallaban uni
1S a ln coenzima A como se pensaba entonces, sino que estaban ligados por medio-
' un enlace tioéster a una proteina de bajo peso molecular que funcionaba como
ansportadora de tales grupos. La proteina recibid el nombre de Proteina Aca-
'endora de Acilos (ACP) por sugerencia de K. Bloch, P. Stumpf y S.J. Wakil,
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acetil-ZoA + 7 malonil-CoA + 14 "“ADPH + 14 Ht ———
CH3(CH5)74C00H + 7 CO5, + 8 GoA + 14 NADP™ + 6 Ho0

Actualmente se acepta oue la sintesis de los dcidos grasos de cadena larga
iene lugar solamente en la fraccidn soluble del citoplasma y gue se halla catali
.:ada por el complejo de siete enzimas, al aque se ha denominado complejo sintetasa

e dcidos grasos (F. Lynen, 1967],

f) Etapas enzimdticas para la sintesis de los dcidos grasos. E1 mecanis-
0 enzimdtico completo para la sintesis de los dcidos grasos pudc conocerse Final
iente nor medio del estudio ce las enzimas individuales aisladas a partir del com
1lejo sintetasa de E, coli.

Formacidn cel malonil-CoA. Aungue se conocen cuatro vias principales pa-
‘a la transferencia de acetil-CoA intramitocondrial, que es la fuente esencial de
‘0dos los &tomes de carbono del palmitato sintetizado en el citoplasma, pronto se
.cunularon evidencias en el sentido de que la escisién del citrato es la fuente
irincipal de la acetil-CoA citopldsmica,.

Empleando preparaciones enzimdticas obtenidas de las gldndulas mamarias de
iembras en periodo cde lactancia o preraraciones hepdticas, A.F. Snencer y J.M.
owenstein (1962), A. Phaduri y P.A. rere (1963), asi come J.V. Formica (1962),
'escubrieron aue los dcidos arasos podian ser sintetizados a partir del citrato
or medio de una reaccidén promovida por la enzima escisora del citrato.

citratod + ATP + COA ———————3 acetil-CoA + oxalacetato + ADP + Py

Los investigadores cbservaron que sdlo la porcidn acetilo del citrato se in-
orporaba: rdnidamente a las cadenas de dcido graso sintetizado, Numerosas inves
igaciones confirmaron este hecho (J. Eartley y col., 1965; A. Spencer y col.,
964; \.S. Korrmacker y J.M. Lowenstein, 1965; M.S. Kornacker y E.G. Ball, 1965;
«J. Howanitz y H.R. Levy, 1965; 5. Murad y R.A. Freedland, 1965; J. Brown y P.
cLean, 1965) y actualmente se sabe que el citrato es utilizado para el transpor-
e de grupos acetilo desde el interior de las mitocondrias hacia el citoplasma ex
ramitocondrial, ’ -

A continuacidn la acetil-CoA-carboxilasa nromueve la formacidn de malo-:
il-CoA por condensacidén del acetil-CoA del citoplasma y el. COo, en presencia del
TP (D.M. Gitson y col., 1958; S.J. Wakil y J. Ganguly, 1959; M. Waite y S.J. Wa-
i1, 1962). '

CHa—g-SCbA + C0o + ATP  ——— Hooc-cug-g-SCoA + ADP + Py

acetil-CoA malonil-CoA

Las transacilasas. Seguidamente, los gruoos acilo del acetil-CoA y malo-
il-CoA son transferidos hacia el grupo tiol (4'-Fosfopanteteina) de la ACP por
ccidn de las enzimas acetil-transacilasa y malonil-transacilasa, aisladas de
- Coli nor A.W. Alberts y col, (1964) y por I.P. Williamson y S.J. Wakil (1966).

CH3-C0-GCoA  + ACP-fH s==s=====> (H3-C0-S-ACP + COA-SH-
acetil-CoA acetil-5-ACP
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HU L =CHy=C0=r CoA +  ACP-(H S HUDC—CP2-CO—S-ACP + 0[nA=SH
~alonil-ina malonil=S-AGP

1= etap~ cde cordensaciodn, Ertonces la acetil-4-ACP y el malonil-S-ACP
oaccinran entre si para rendir acetcicetil-5-AGP y CO», en reaccidn catalizada
or 14 enzima acil-malonil-ACP-condensadora, oue ha sido aislade de E. coli (A.¥.
Jberts v cnl, 1945; 3,E, Toomey y S.J. Wakil, 1966),

(Ha3=CO-8=ACP '+ HOOC-CH,-00S-AGP == CH3-C0-CHp-C0OS-AGP + COp + ACP-SH
4oetil-“<ACP malonil-S-ACP acetoacetil-5-ACP

La orimera etapa de reduccidn. El acetnacetil-S-ACP es reducido por el
{ADPR on presencia de la enzima /3-oxoad{i;A6P;reductasa, para rendir D-/5-hi-
froxibutiril-S-aGcP; ia enzima se ha obtenido de E. coli (A.W. Alberts y col.,
964; .5, Toomey v S.J. Wakil, 1966).

_"e3=C0-CHp=COB=ACP + NADPH + H* &=  D(-j-CH3GHUH-GH,COS-ACI + NADP*

acetocacetil-G-ann p—/%-hidroxibutiril—S—ACP

I.a etanz de deshidratacidn. £n seguida, el D—[g—hidroxihutiril-S-ACP es
‘eshidratado nor la enzima enoil-ACP-deshidratasa oroduciéndose la forma trans &
A?’J—no saturada del acil-S-ACP, llamada también crotonil-S-ACP (P.W. Majerus y

. .

‘0l., 1965).
H
D(=)=HgOHMH-CHoCO5-ACP  gmmesd  CH-£=(-COS-ACP  + H0
H

D(r)—/a-hidrnxibutiril—S-ACP‘ crotonil-S-ACP
L3 segunda etapa de reduccidn, Finalmente, el crotonil---ACP es reducido
14 butiril-S-ACP por la crotenil-ACP-reductasa.

CHa~0GH=CH-COH-ACP + NADPH + H* s== CH3CHpCHp-GOS-AGP + WADP*

€1 ciclo se rercite seis veces mds y el nroducto final de la sintesis es el
1@almitil-S5-A0P, del cual se libera el dcido palmitico por accidm de una desacila-

@ hidrolitica,

a) Alargamiento de las cadenas de dcido grasg. La cadena del dcido palmi
tico formado nor la sintetasa de dcidos grasos presente en el citoplasma puede
ser elongada por dos sistemas enzimdticos fisicamente separados.

El sistema microsomal. Las sintetasas nresentes en los microsomas pueden
sonvertir a los derivados acil-graso-CoA,como el palmitil-CoA, en dcidos Qrasos
son longitudes de cadena de Gyg a C18, de Cjg a Cog y de Gpg a Cpg, con participa
3idn del malonil-CoA y del NADPH (W¥. Stoffel y K.L. Ach, 1964; D.H. Nutgeren,b1965;
1. Mohrbauver y cnl., 1967; I. Goldberg y col., 1973; P.J. Brophy y D.E. Vance,
14705 £.M. Rarey y L. Parkin, 1975).

1l sistrma mitocondrial. La elongacidn mitocondrial de los acil-graso-
;A rrocede por medio de la inversidn directa de la secuencia enzimdtica de la
oxitacidn, con excepcidn de aue la acil-deshidrogenasa es reemplazada por la
2npil-CnA-reductasa (ﬂ.d. Wakil, 1960-61; W.R. Harlan y S.J. Wakil, 1962-63; P.W.
iollovay y S.J. 'akil, 1964; W. Seubert y E.RQ. Podack, 1972-73),
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hj gintesis quécidos grasos insaturados. En 1900, D.K. Bloomfield y Kog
ad Rloch rencrtaren el hallazgo de ane los dcidos grasos saturados podian ser
onvertidos en los corresfondientes dcidos orasos insaturados, en presencia de un
wcledtido reducido de niridina y del oxigeno; el sistema enzimdtico implicado en
wte nrocesn fue aislzdo inicialmente de los microsomas por K. Bernard, J. von
ullow-koster y H. #acner en 1959,

Pueden encontrarse mayores detalles acerca del mecanismo de esta transforma-
idn, asi cnmn de los avances recientes, en J.A. Erwin "Lipids and Biomembranes
f eucaryotic microorpanisms®, Academic Press, N.Y., 1973 y en los voldmenes co-
rientes del Annual Review of Biochemistry.

3. PRiosintesis de otros lipidos.
n) Riosintesis de triglicéridos y fosfolipidoes. Para maynr informacidn

on resnecto a las primeras investigacidnes sobre la biosintesis cde triglicéridos
foefolinidos ccnsultar H.J. Deuel "The lipids" (1951-1957),.vol. 111, Cap. II.

Ura vez que 5.B. Weiss y E.P. kenredy (1956), G.C. Buell y R. Reiser (1959),
s{ como S.8. Weiss, E.P. kennedy y J.Y. kiyasu (1960), demostraron gue el L-o(-
licerol-fosfato era un intermediario en la sintesis de los triglicéridos, se lo-
réd el aislamiento de las enzimas implicadas en este proceso,.

El L-L-glicergl-fosfato puede formarse a nartir de la dihidroxiacetona por
ccidn de la glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa (T. Baranowski, 1949), o bien, por
osforilacién del glicerol en nresencia de la enzima glicerol-cuinasa y del ATP
0. Publitz y E.P. Kennedy, 1954; 0. Wieland y M. Suyter, 1957). A su vez,
.S\, Lands y P, Hart (1964), as{ como ¥.E, Lands (1955), empleando preparacio-
es microsomales obtenidas del cerdo de guinea, descubrieron la produccién de un
iacil-glicerol-fosfuato, el dcido fosfatidico, a partir del L- «L-gliceril-fosfa-
0: la alicerol-fosfato-acilstransferasa nromueve las reacciones de acetilacidén
mplicadas en esta transformacidn.

En 1956, ©.R, Weiss y E.P. Kennedy habian observado que el D~a@6hdiglicérido
roducido ror la desfosforilacidn del dcido fosfatidico, era un precursor de los
riglicéridos, y en el mismo afio, Weiss y Kennedy hallaron que tal compuesto. tam-
ién era un nrecursor de los fosfolipidos fosfatidil-colina y fosfatidil-etanol-
mina.

Para amnliar la informacidn con respecto a los mecanismos enzimdticos invo-
ucrados en la sintesis de los triglicéridos y fosfolipidos, y para conocer- los
vances recientes, consultar las referencias que se citan en la bibliografia.

b) Rinsintesis del colesterol. En 1888, F. Reinitzer publicé una fdrmula
mnirica correcta para el colesterol, en tanto que J. Wislicenius y W. Molden-
auver, en 1868, habian indicado que la molécula del colesterol contiene un doble

nlace.

Urna fdormula tentativa para la molécula del colesterol propuesta por A. Win-
aus en 1919 fue reemnlazada en 1932, por sugerencia de D. Rosenheim y H. King,

or una nueva estructura. Esta pronosicidn estaba basada en los estudios con ra
35 X de J.N. Ilernal (1932) y en los trabajos de D. Diels y w. Gadke (1927).
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La férmula definitiva sc cctablecid despuds de los irabajos te  A. Windaus
1932) v de 4, dicland y E. Dane (193); y se establecid, asi mismo, gue contiene
) centros asimétricos.,

5. nozani (1913) y 5. Dezani y F, Cattoretti (1914) demastraron que el coles
tr~l cra sintetizado por ratas alimentadas con una dieta libre de colesterol.
a sintesis del colesterol también se observd en los ninos (J.L.<Gamble y KiDo =
ilackfan, 1220), en los humanos adultos (J.A. Bardner y F.4. Fox, 1921}, en los
ollos (H. Dam, 1920), en las gallinas clueccas (R. Schoenheimer, 1929) pero no en

os insectos (R.p. Hobson, 1935],

Los trabajos,iniciales de Konrad “loch y 0. Bittenberg' (124, demostraran que
1 dc. ncético cra un nrocursor efectivo del calesterol en las ralas. Después de
ncubar dc. acético doblomente marcado (Cl3;cl%00H y C1%H551°%00H) con rebanadas
e hirada, de aislar ¢l cnlesternl formado y de someterlo a degradacién quimica
ara determinar la posicidn de los isétopos en la molécula del colesterol, los re
ultados demosirarnn Jue todos los dtomos de carbono del colesterol estaban marca
as; de los 27 ftoanns de carbono del colestérol, 15 derivaban del carbono met{li-
o del #c, acStico y 12 derivaban del carbono carboxilico (H.N. Little y K. Eloch,
950; J. Juersch et al., 1952). Los estudios posteriores de R.[. .Joodward y K.=—
loch (1955) y J... Sornforth et al. (1953 y 1557) permitieron conocer el origen
2tabdlico de cada.uno de los 27 dtamos de carbono del colesterol.

I.0. Frantz, Jr. y H.L.3. “ucher (1954) asf como N.L.R. Bucher y K. kcBarra-
an (1956G) desostraron nue también los homogenados y extractos sin células del hi
ado podian incarporar 8l acetato mercado al colesterol.

Las investigaciones de I. Zabin y K, floch (1950 y 1951 cemostriron que el
runo isopropiln del Jdc. isovalérico era mejor srecursor del cole terol en las ra
1S, Y oste hecho, junto can el conocimiento de que las rebanacas do higado pue
on sintetizar al ealesterol a partir del 4c. acetoacético (G.L. Gurran, 1951;
0. fArady et al., 1951), llevaran a la conclusidn de.que un compuosto isoprenoi-
2 dr cinco carbonos nodia ser un intermediario en la sintesis del colesternl.

1 este punto se llam$ la atencidn sobre la sugercncia hecha en 1934 por R. Ro-

inson re que el compuesto isoprennide cscualeno padia proporcionar el esqueleto
trbonado del colesterol,por medio de un supucsto dotlamiento de la meplécula li-
mal del mismo.  I.h.. Heilbron, E.D. Kamm y ..}, Owens (1926) as{ como Hede ==

annon (1926) habian demostrado que aumcntaba la cantidad de colesterol en los

2jidos de ratas alimentadas con escualena.

Pronto hubo evidencins experimentalés solre la conversidn mctabdlica del ace
ito on escualeno y de éste en colesterol (R.5. Langdon y K. Sloch, 1953); Jote =
wrnfarth v 5, Popjal (1954) proporcionaron mis evidencias al demostrar que la
strilucidn el 314 del escualeno biosintético estaba en compléto acuerdo con la
:1 colzsterol biosintético. :

Z1 rapel del lanost.rol como precursor del colesterol fue sugerido. por Leo-
11d Auzicka en 1963 y las investigaciones posteriores demostiraron la formacidn
'L lanosterol a nartir a partir.del acetato en las ratas intactas (P.B. Schnei-
r ot al.,1957), 1a conversidn del escualeno en lanosterol hecha por un sistema
11tirnzimdtico obtenido dbl higado de rata (T.T. Tchen y K. Oloch, 1957) y la
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Arwersidn del lanosterol en colestersl, por preparacioned 'del higadd de rata
R.C. Slaytan y K. Cloch, 19%6).

Y, auniuc:en 1956 cstaba bien eutablecida la formacidn del . scualeno a par-
ir del acetato (Acetil-Cod), aun no se coinocfa el mccanismo enzimdtico involu-
rado en la transforvcacidn. Pero la situacidn cambid cuando se reconocid al
c. mevaldnico como un intermcdiario y precursor del colesterol (P.A. Tavormina
't al., 1956),

La §-lactona del dc. wmevalénico fue aislada de fuentes naturales, durante
os estudios para identificar al factor de crec*micrtn que reemjlazaba al acetato
n Lactobacillus acidophilus (D.E. io1f ot.al., 1955); -y prontoc ¢ demostrd que
1 dc. mevalédnico es utilizado por las lev:duras y por las preparacionss del higa

o para sintotizar al cscualeno (B.H. Amdur et al., 1957; F. Dituri et al., 1957'
u.lo LOI‘I’\FDI"U‘I Q'L a., 1908)

Etapas cnz;ndtJC1s para la sintcsis del calesterol.- La sintesis se ini-
ia con la formacién del dc. mevaldnico a partir del acetil-CoA y del acetoace-
il"C-’.‘i.'\ (H- i’}udney, 1954; B.KO mChawat, ﬂoGo HDbiﬂSOn y I“odo CDOI"!, 1955) H

QH
CH3=C0LG-CoA  +  UH3=CO-LH,=C05-Cod &= HJOC-CHy=C-CH,-C05-CoA  + HS-GoA
Chig
-
netil-CoA acetoacctil-CoA  A-hidroxi- f-metilglutaril-CoA  CoA

Y, ncontinuacidn, 01‘A-hldrox1-w9-ﬂet11g1utaril—CoA es reducido por la. ===
-hidroxi-‘d-mn silglutaril-Coi-reductasa para formar el dc. meval’nico (J L. Hab1
awitz y §. turin, 1954;- F.D. Florapearl et al., 1956)

oH
HOG=THz=G-CHy=G1S-CoA + 2 NADPH + 2 HY oo
: CHg
w-hldrox1-/4-1ct11q1utar11—PoA DH
HWOC—CHQ-C-qu CHp=OH + 2 NADPY + HE=CoA
CH3

dc. mevaldnico

A cnontinuacidn -1 ¢fc. wevaldnico se convierte en escualeno. La transforma-
idn so inicia con la fosforilacidén del #c. mevalénico por el ATP (T.T. Tchen, —-
257; 5. Chaykin et al., 1958; U. Henning et al., 1958; A. de Waard y G. Popj;k,
359) para formar el 4c. 5-fosfaomeval3inico:

OH OH
[] ]
HG=CH;y—C=GH,,=CHp=CH + ATP === HOOC~CH,~C=CH,=CH,=0~POzHy + ADP
CH3 CHs
dc. movaldnico dc, S5-fosfomevaldnico

La reaceidn os catalizada por la enzima mevalonato quinasa, aislada del higa
> de cerdo (H.R. Levy y G. Popjdk, 1960) y de las levaduras (T.7. Tchen, 1958},

Utilizando ~xtracios dec lem1dun14(u. Chaykin et al.,'1958}; B.W. Agranoff et
1.,\19u9 y preparaciones del higado de rata (A. de vaard y G. Popjék, 1959) se
emostrd la farmacidn del dc. 5-pirofosfomevaldnico, por la fosforilacién del dc.
~-fosfimevaldnico en presencia del ATP:
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Uli “H OH DH

i J‘)C-—LHr)—C- to=GHo=0-10- AHo + ATP = HUO0C-C H2-L.-CH2 uHr;-O-P-D-l’—D'-i + ADP
‘g CH

iic. E~fosfomaevalébnico dc. S5-pirofosfomevalinico

La reaccidn cs c:talizada por la fosfomevalonato-quinasa (H.H. Levy ¥ Ga ===
’npjék, 1960; U. Henning et al., 1959; K. Gloch-ct al., 1959).

Una tercera fosforilacién en el carbono 3 forma un producto muy inestable,
we pierde dc. fosférico y expeorimenta una descarboxilacidn para formar 3-isopen-
:enil-pirofosfato (5. Chaykin et al., 1958; F. Lynen ct al., 1958; L.A. Witting y
1. !s Porter, 1959) :

oH CH OH
0-POgH,  OH OH

l (Wl"b—!, C 9 wlitn=— | jur Yom [ 2 [}

oS0, tl fHZ Mo og OO+ ATE = 00G-GH,~G~CHg~CHg-0P=0-P-CH + ADP
CHy 0

(... ofon C
16, S-pirofosfomevalinico dc, 3-fouzfo-5-pirofosfomevaldnico

CHg l

CH2=C-C'-12-CH2—O-PP + 002 + P

i
3-isopentenil-pirofosfato

La reaccidn de decarboxilacidn es catalizada por la pirofaosfomevalonato
'escarboxilasa (K. floch et al., 1959),

£l 3-isopentenil-pirofosfato puede isomerizarse hacia el 3-3'-dimetil-alil-
1r0fosfhto, rvaccidn catalizada por la 1sopcntcn11-p1rofoqﬁ.to A-isaomerasa
3..le Agranoff et al., 1960) :

GH3 CHg
CH?=é-CHq-qu-O-PP gemmm==t  CHy-G=CH-ClH,=0-PP
3-isopentenil-pirofosfato 3-3'~dimetil-alil-pirofosfato
La formucién del cscualena.- Entonces, los dos isoprenil-pirofosfatos

crndensan cntre si oura formar el trans-geranil-pirofosfato (K. [loch et al.,
3595 F.B. Lynen et al., 1952); la rcaccidn es catalizada por la isopentenil-
irofosfato-isomerasa :

isopentenil-nirofosfato
dimctilalil-pirofesfato — CH3—L=bH-CH2-CH2-C=CH-Ch2-0-PP

trans-geranil-pirofosfato ‘
GHa cH ssopentenil-pircfosfato
3

cns-c-cH-umz-cHz-c CH- cuz-cuz\ (N3
ll
CH

'{:mns--'l’drnesd—p‘il‘CfOSﬁ"‘-’ﬂ éu,_- o-PP
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1 trans-gnranil-nirmfnsfntq roaceiona con otro isopentenil-nirofosfato
wara formar el trans-farnesil-pirofosfato (Del.g. Goodman y G. Popjak, 1960).
n 1265, C.i. Eenedict, J. kett y J... Porter aislaron a la enzima involucrada,
A goranil-iransieraza.

21 trans-farnesil-pirofosfato se condensa entonces con su isdaero dimetil-
.17lico, cl nerolidol-pirofosfato, para formar el escualeno (F. Lynen et al., -
958; J.i. Cornforth y G. Popjdk, 1959; H. Rlling y k. Sloch, 1549; G. Popjak st
1., 1961)

trans-farnesil-nirofosfato == --nerglidol-pirofosfato

farnesil-pirofaiszfuto

+ NADPH
rernlidol-pirofosfato —
+
H
BSCUAJ.GV\D
La For acidn del Jannsterol .- £l escualeno foriado en el paso anterior

xneri mcnta ontoncrs el ataaue del oxfgeno mnlecular para formar cl 2,3-cp6x1d0
el cscualeno (3.7. Clayvton y K. Rloch, 195G; £. Schwenk y C.F. laker, 1953; E.-
chuenl: et al., 1954; L. Auzicka, 1953; A. Eschenmoser et al., 1955). La reac-
idn rs catrlizada por la escualeno-monooxircnasa (E.J. Corey et al., 1966; TaT.~
chen y Ko Ploch, 1957; E.f. van Tamelen et al., 1966; S5, Yamamoto y Ke Blochy —=-—
970)

N
02
A NADP
N
escualene 2,3-epux1do langsteral

Heguidamante, el 2,3-endxicdn del escualeno se cicliza para formar el lanos-
arol. La recaccidn rs catalizada por la 2y3-oxidoscualeno lanosterol-ciclasa
P.N.G. Dean et al., 1967).

Y, finalmente, cl lanosterol se corvirte en colesterol (G. PopJak Y Jolle =
wrnforth, 1960; . Naglsy y D.E. Hicholson, 1970},

HO HO

lanestersl colesteral
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CAPITULD IV

METABOLISMO DE AMINOACIDOS

1, vias degradativas de aminodcidos.

a) Introduccidn. Fara que se lleve a cabo la oxidacidn de los 20 diferen
es amirodcidcs se- conocen vias multienziméticaé distintas, pero en Ultima ins
ancia tofas estas vias cocnvergen en el ciclo del dcido tricarboxilico, sdélo que
ntran en varios nuntos a lo larcgo dg su trayectoria.-

Ne este modo, los esnueletos cartundCos gé iU de los aminodcidos se convier-
#n en acetil-CoA, ya sea nor la via del acetoacetil-CoA o por la via del piruva-
0: cinco se convierten en «-cetoglutarato; tres en succinil-CoA 'y dos en oxala-
etato.

alanina arginina
cisteinn o histidina
glicirz —-——-> | glutamina
serina nrolina
treonina

isoleucina isocitrato o«(-cetoglutarato
leucina

o . T
tric isoleucina

Ltrirtofano |

l ’// citrato [succinil-CoAlt—— retiopina
lacetil-Coa valina
[gcetoacetil—8031. succinato

, /_ tirosina

Fenilalanina 'Dxalacetato Fumarauo + fenilalanina
tirosina .
lcucina _
licina aspartato malato
iriptofano asparagina

Autas de entrada de los esqueletos carbonados de

los amirnodcices en el ciclo del dcido tricarboxili

co. -

Generalmente la nrimera etapa en el catabolismo de los amincdcidos consiste

1 la senaracidn del aruno X-amino, por lo que se examinardn en nrlmer término
Js mecanismos enzimiticos imnlicados en este nreceso: la tran>am1na01on y la des
rinacidn oxidatlvh. rosteriormente se. considerard un proceso secundario de de~
raracign, la cgescarboxilacidén.,



.
T e

szminacidn. El pricer o -2 on o catacoliseg de oo oamincatienr e

iica Lo elir frzcidn el gruce X-ami 0 a iravés de ur mecanisme enzimdiico vue

s wuy :imilsr en los distinios casos

En 19u8, Gustav Embden decidid a' licar ei w€todo =i hiradc .arfuncid: =
udio dol covnbolisma de los aminadci .ow, 2n €1 curso ¢v sus invoooigaciconse oS-

en nbeervg cue el destino de los &= mincacidos era muy similar o1 del scri b
ientz dcidn.araso con un Htono de carbone mencs, Reej., tanto 1z leucina come =i
citn isgvalérico rendian acevcacetatn vor oxidacidn er la posizidn alfa. - EIS
1 nricer avance signiFiCativu,en este cainpo vino de lgs trabzjos de Otto weu-
aver (1910; vuien detectd la prssencia de une 3cido d-cetdnico frante el priuc-
0 cxidativ~ cde los amincdcidos en gl cuerpg arimzl..—dabienco—.iy8etaco a L ne
ra dcido DL-Fenil-amincacética, ieubauer icec~iificd er la orina al dcido furii-
mingacético junto con un excespo cel cimponents levo (el dcido levo-mandélicy!,

si como al &cido fenil-glioxiliico y &l benzosto en for-a del derivado acldijagg
ico. la conclusidn fue nue el componemie levo era oxidado con —enor facilichd
ue el componente dexiro, asi que de acuerdo con Neubator la oxicacidn cel :fcico
enil-awingacético ccurria de le manerz siguiente.s

OL~CgHe=C4-GCOH
VHo
dcido i =fenil-uminoacético

C-CgMst: Ho000H L=C gHe HNHL GO
dcico D-fenil- dcidc L-fenil-
aminoacético aminoacétic-

{

i

v
C.:HrGCOCOH

dcido fenilglioxilico
(Spticamente insctivo)

L-C5He;CHOHCUOH —_— G, 500 ———  UghigCl. i0H- UL

dcido L-mandélico dcido besnzoico dcids nipurico

gn este esguenn el deido x-cetdnico, el deido fenilglioxflics, es el e
iario importante, en tanto cle cl hicroxidcido, el dcido mancélico, e w0 - ovus

) secunczris de reaccidn. Lo cual sz cenfiriad una vez nue Neubauer rev bt tos
2sultoados do sus investigaciones relacionidas con los errores crenatales vl we-
1bolismo.  deubauer okservd aue el ccuinistrar tiresina y dcids p-hidrosd..
tloiruvico « un paciente alcaptontrico se nreducia 4cido hom~geniisica i o

1508, sero eéste Ultimo dcids.no se oixteni: do muds de adoirdistror deido b
‘oxi-fuonil-lidctico; lo cual indicaba aue los dcidos o-c~tdnicos ne derivar e
19 hidrexidceidos, una observacidn aue se confirms post: riormertc cunn

w (1910) edministrd m-hidroxi-fenil-alanina {m-tircsira}, m-cisro-fenii--;: ra
furil-alanina a los= conejos, deccubriendo la xcrecidn ce un cotodfcidne "
i CasDe, Ne estos resultades surgic la icea ce cue los K-cetodcidos - -
reediarios gbligadss en la oxicdacidn dire~t

1 & ce los :?st1~ {05 aminodcid!
. lor hidroxidcidos no derivan directamente dz los aminodcico. «
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La cortribucion mds decisiva parn entender el mécanismo a través del cual

.05 tejidos de los mamiferes logran 1o desaminacidn de los distintns aminodcidos
roving de los trabajos cde Harns Adolph trebs. Emnleardo homouenados y fraccio-
wes sotrovivientes de higado y rifién 'rebs demostrd aue el sitio nrincipal para
.2 oxidacidn de los amino:icicos era el higado pero que el rifién era igualmente ac
‘ivo; al comoarar las velocidaces relativas de desaminacidén de los L- y D-amino-
icides en oreparaciones de riddn krebs (1933) halld oue algunos miembros de la se
‘ie D eran desaminados mds rdpidamente cue los de la serie L. 0. Loewi (1898) y
le Jacoby (1900) habian descubierto una enzima capaz de liberar amoniaco, y Krebs
letectd la nresencia de una enzima en el rifidn que promovia la ccnversidn de los

—aminodcidos en los correspondientes ~-asztcdcidooy-

En 1935, H. Gorsonk y G.S.7. Jeffreys, utilizando tejidos sunervivientes de
ata, confirmaron las observaciones de krebs en el sentido de que el rifién y el
iigacdo son los drganos oue realizan la desaminacidn de los aminodcidos; en el mis
0 ario, Kkrebe indicd ~ue el higado y rindn -contenian dos sistemas enzimdticos,

no aue desaminaba los D-aminodcidos no-naturales (la D-aminodcido oxidasa) y

tro wue realizaba la desaminacidn de los L-aminodcidos naturales (1a L-aminodci-
o oxidasa). 0. Warburg y W. Christian (1938) mostraron que la D-aminodcido oxi
asa era una flavoproteina nue contenia al isoaloxazin-adenin-dinucledtido (FaD)

omo crupo prostético y catalizaba .la reaccidn siguiente.

N-8-CH-COMH  + E-FAD —— R-ﬁ'-cooH + NH3 + E-FADHo
?.'HZ
En 194%, 1. Rlanchard 'y col. lograron el aislamiento de la L-aminodcidos oxi
asa a partir de los microsomas de higado y rifién; la enzima es una flavoproteina
ue contiene al FMN como arupo prostético y promueve la desaminacidn siguiente.

L-R=CH-COM  + E-FiN  ————m R-@—CDDH + NH3 + E-FNNHo
MHo

c) Iyansamiﬂggiég. Durante cierto tiempo se pensd gue la desaminacidn
«idativa era el mecanismo rrincipal para la desaminacién de los aminodcidos, pe-.
mi: tarde ¢e vid cue este proceso ocupa un papel secundario en el metabolismo
los aminadcidos, como resultado del descubrimiento de las transaminasas.

(W]

(1))

tn 1934, R.M. Herbst y L.L. Engel observaron que al calentar ura solucidn
suosa cel dcido A-amino-fenilacético y del dcido pirdvico ogcurria la produccidn
2 alanina, benzaldehido y didxido de carbono.

CaH5=3H-COMH 4 CHg—@—CDlT'H — CgHsCHO + COp + CHa~GH~COOH
H _ ‘ NHo
dcido A-anino  dcido pirdvieo  benzaldehido alanina

fenilacéiico

teta fue la ~rimcra reaccidn ce transaminacidn que se observd experimental-
nte, nero lz rrimera evidercia sobre la uresencia de enzimas capaces de catali-
.r las reacciones de transaminacidn en los téjidos animales fue anortada por
E» Praunstein y K.G. kritzmann en 1937, Los investigadores descubrieron que
' preparaciones de tejidos musculares la desanaricidn del glutamato era seguida
r la aparicidén de alanina en el medio de reaccidn, adends de gue el piruvato
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wceleraba la desacaricidn del glutamaio; Braunstein y Kritzmann concluyeron que
febia scurrir una reaccidn entre el glutamato y los Ad-cetodcidos, pues éstos po-
ifan reemnlazar al niruvato, en adicidn se observd cque cualnuier aminodcido,
axcenin la oficina, nodia ceder su grupo amino al dcido &-cetoglutdrico para ren
iir L-alutamito o al dcido oxalacéticn, produﬁiendo dcido L-aspidrtico, MoGe
critzsasnn logrd preparar-un extracto muscular aue contenia una transaminasa espe-
:{fica para el dcido glutdmico pero que era inzctiva para el dcido aspdrtico "—-==
f1938), mosirando ‘posteriormente la presencia de una transaminasa aspdrtica en
los extractos musculares y una coenzima termoestable (1939),

Una vez nue P.P, Cchen (1939) desarrollé un método para determinar cuantita-
dvamente el deido glutdmica fue posiole Getérminar la actividad de las transami-
wsas; los experimentos indicaron que el aspartato,.y en menor grado la alanina,
~eaccionaba fdcilmente con el Kd-cetoglutarato, en tanto gue los aminodcidos res-
:antes reaccionaban con velocidades mucho menores de diferentes érdenes de magni-
sud, Gohen senald la presencia de Unicamente dos sistemas transaminantes en el

1Usculo cardiaco del cerdo, que nromovian las siguientes conversiones.

dcido L-glutdmico + dcido oxalacético s dcido d-cetoglutdrico + dcido L-aspdr-
tico

dcido L-glutdmico + dcido pirdvico «» dcido JA-cetoglutdrico + L-alanina

“mnleando preparaciones hepdticas de cerdo, David E. Green y col. (1945) lo-
rraron orenarar dos fracciones enzimdticas que nromovfan las dos reacciones men-
:lornadasy una fraccidn catalizaba la nrimera reaccidn y se le 1llamd transaminasa-
1lutdmico-asrdrtica (o transaminasa glutdmico-oxalacética), la otra fraccién pro-
wovia la segunda reaccidn 'y se le did el nombre de transaminasa alanin-glutdmica
transaminasa glutdmico-pirdvica).

Los trabzjos de H.C. Lichstein y col, (1945) mostraron que la transaminasa
flutdmico aspdrtica se hallaba compuesta por una fraccidn proteica y el cofactor
‘osfato de niridoxal, un derivade de la vitamina Bg . Esmond E. Snell (1945)
lescubrid aue a temreraturas elevadas el piridoxal reaccionaba con el glutamato
roduciendo piridoxamina y dcido A~cetoglutdrico; Snell relaciond esta observa-
:i6n con los trabajos de Fraunstein sobre las transaminasas, y junto con F. Sch-
enk, mostrd que las ratas con deficiencias en vitamina Bs disminuian su activi-
lad. de transaminacidn. Este hecho fue confirmado por M. Kritzmann y 0. Samarina
1946) quienes indicaron tue la adicidn de fosfato de piridoxal restauraba la ac-
.ividad normal de transaminacién en las células de 5. fecalis cultivadas en un me
lio déficiente en vitamina Bg « Estudios posteriores de M. Bria y col. (1959) -
orroboraron estas observaciocnes, :

La glutamato-deshidrogenasa. En 1957, A.E. Braunstein seiiald que la des-
inacidn oxidante de los L-aminodcidos ocurria por medio de la accidn acoplada de
as L-aminodcido- {-cetoglutarato transaminasas y la glutamato-deshidrogenasa,

s decir, a través de una trans-desaminacidn.

De manera aque inicialmente se efectia una transaminacidn entre el aminodcido
mplicado y el dcido A-cetoglutdrico para formar dcido glutdmico y el respectivo
~cetodcido; a continuacién, el dcido glutdmico es desaminado oxidativamente por
a glutamaﬁn-deshidrogcnnsa para rendir NH3, regenerdndose el X-cetoglutarato.
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L-qlutymato  + MNADY s===2 (-retoglutarato + NHyT + NaDH + HY

Los estudios de &.V. Rowsell (1996) pusieron de manifiesto gue en las frac-
iones tisulares la velocidad de transaminacidn entre los distintos L-dA&-amino-
cidos y el &-cetoglutarato es comparable con la velocidad de sintesis de la urea
i el amoniaco, lo cual seiiala la importancia del proceso de trans-desaminacidn pa

‘a-la desaminacidn oxidante de los aminodcidos.

“e aceata actualmente que los grupos amino que se originan durante la trans-
minacidén de los diferentes amirodcidos, aparecen finalmente en forma del grupo
mino del dcido glutémico. Ademds, se cabe que la glutamato-deshidrogenasa ocu-
@ un ?npel central en la desaminacién de 1las aminodcidos que efectuan muchos or-
anismos; por-oira parte, los sistemas de la L- y D-aminodcido oxidasa son rutas
ecundarlas nara la desaminacidn oxidativa,

d) DNescarboxilacidén. Las reacciones crriba mencionadas sdlo implican a
o5 7rupos A-amino de los L-aminodcidos pero también se conocen sistemas enzimé-
icos capaces de convertir el grupo carboxilo de los L-aminodcidos en COo, produ-
iéndose simultdneamenta una amina; estas enzimas reciben el nombre de descarboxi

A5A3 e
R-CH-COOH ~ =mmmm—m—epr  A=CHp=NHp  +  COp

- ha identificado un gran ndmero de descarboxilasas (H. Blaschka, 1945; E.

. Gale, 19465 0. 5chales, 19b41; D.L. Dewey y col., 1954; R.F. Denman y col.,
9255 L, Ekladius y H.ke. hing, 1956), y aunque se sabe que alguna: de las aminas
roducidas por las tacterias tienen actividad farmacoldgica (0. Schales y col.,
946; 0. Schales y S.5. Schales, 1949; ¥.J. Wingo y Jo Awapara, 1950; E. Roberts
' §. Frankel, 19C1; J.F. Thomson y cdl., 1953; L. Fowden y J. Done, 1953; G.T.
larke y col., 19245 .J. Hartman y cel., 1955; H.T. Graham y col., 195G), la via
:escarboxilativa es una ruta metabdlica secundaria para el metabolismo de los

—aminodcidos, por lo oue no se tratard con .amplitud.

Para obtener wayor informacidn con respecto a esta via metabdlica, y para
anncer los avances recientes en el metabolismo de los aminodcidos, consultar la
ibliografia ouve se cita .al final de capitulo, as{ como los volumenes corrientes
cl Annual Review of hLiochemistry.
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2. Degradaciones individuales de los aminodcidos.
1
e diferentes vins metabdlicas nara la degradacidn de los 20 aminodcidos se
orsiderardn nor separado pero se- les ha agrupado, de acuerdo con su punto de en-
rada al ciclo del dcido {ricarboxilico, dertro de cinco grandes rutas generales
lue son las siguientes: La ruta del acetil-CoA; la ruta del ¢-cetoglutarato;
a ruta del succinato; la ruta del fumarato y la ruta del oxalacetato,.

No se hard una drscripcidn detallaca de todas las enzimas ni de todos los
ntermediarios irvolucrados y Unicamente se estudiardn las reaccinnes mds impor-
antes descde el punto de vista bioldgico. Para obtener mayor ir">rmacién con
‘especto a las enzimas y mecanismos 1mnllcados en la degratacidn de los aminodci-
0s cnsultar dos chras cue son fundamentales en este campo: Meister, A.: "Bio-
hemictry of the Amino Acids". 2a. ed,, vols. 1 y 2, Academic Press, INC., NeYe,
988; asi como : Greenberg, D.)'. (ed): “Metabolic Pathways". Ja. ed., vol, 3,

cademic Press, InC., M.Y., 1969.

a) Ruta ce la acetil-CoA. El principal punto de entrada al ciclo del dci
0 tricarboxilico es por la ruta de la acetil-CoA; cinco aminodcidos se degradan
acetil-CoA por la via del piruvato y cinco por la del acetoacetato.

via del piruvato.

Los cincc aminodcidos nue utilizan la via del piruvato son la treonina, gli-
ina, serina, cisteina y alanina.
(1) 7Treonima.- E&n 1942, A.E. Braunstein y G.Y. Vilenkina reportaron la

xistencia de una reaccidn enzimdtica que producia la escisidn de la treonina pa-
31 formar glicina y acetaldehido:

hHA
UHg-?H-JH-COOH ————————p  NHp-CH,-COOH + CH3-CH=0
CH
treonina glicina acetaldehido

La existencia de esta reaccién, aue conduce a la acetil-CoA a través del ace.
1ldehido, fue confirmada por H.L. Meltzaer y D.B. Sprinson en 1952, La reac-
idn es catalizada por la enzima treonin-aldolasa, que depende del fosfato de pi-
idoxla ($.C. Lin y D.i. Greenberg, 1954; M.A. karasek y D.M. Greenberg, 1957).

‘ie conoce otra via metabdlica para la degradacidn de la treonina la que lle-
1.2l ciclo del dcido iricarboxilico por medio de la succinil-CoA. La via co-
ienza con la conversidn de la treonina en dcido -A-cetobutirico y amoniacao, -n
2accidn nromovida por la treonin-deshidratasa.

NHy
cuang- H-COOH e CH3—CH2-g—CGOH +  NH3
H
ireonina dcido a-cetobutirico

La ireonin-deshidratasa se ha obtenido en forma muy pura (E. GChargaff y D.B.
irinson, 1943; F.il. ayre y D.y. Greenberg, 1556; J. Nishimura, 1959), .El dci-
A-cetobutirico exnerimenta una descarboxilacidn oxidante.a propionil-CoA,
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a que se convierte en wmetilmalonil-Cod y, finzlmente, en succinil-CoA.

(2) Glicina.= La principal via metab$lica para la degradacién de la glici
11 consiste en la convorsidn del aminndcido on serina, por la adicidn enzimdtica
le un gruno hidroximetilo cedido por la coenzima Nlo-hidroximetil—tetrahidrofola-
o (n.”. sprinson, 1949; H.N. farnct y A.N. iiick, 1950) :

: =CH-0H
HgmGH =G0l il HO~GH,~GHMNHp-GOOH

glicina serina

lLa reaccién reversible entre la glicina y 1n serina os catalizada por la en-
ima scrin-hidroximctil-transferasa (FnM. Huennekens y {4.J. Osbarn, 1959; J.Ce ==
abinowitz, 1950).

Los trabajos de R.D. Saorrs e T.C. Gunsalus (1961) y de S.K. Klein y R.D. ==
agers (1962),scbre la fermentacién de la glicina hecha por Pepticoccus glycino-
hylus, han sermiti:o conoccr los pasos intermcdios involucrados en la conversién
e la glicina asi como el panel del tetrahidrofolato.

Zn los tejidos animales, la glicina participa en otras reaccinnes metabdli-
1s camn son la formacidn de dc. hisidrico (F. Lipmann, 1949); la formacién de -~
lutatién (J.S. Snoke y K. Bloch, 1952 y 1955; 4. tandeles y K. [loch, 1955{ A. -
ovalsky ot al., 1956); cn la formacién de creatina (K. Bloch y R. Schoenheimer,
240; D. Stetien, Jr..y 8. Bloom, 1956]); la formacién de porfirinas (D. Shemin y
« Rittenbera, 19246; 0. Shemin y J. Wittenberg, 1950,y 1951; H..li. Muir y A. Neu-
cracr, 1950); en la formacidén de purinas (D.A. Goldthwait et al,, 1996; S.C. ==
artman et al., 1956) y en la formacién de los &cidos biliares (J. Bromer, 19563
He Elliot, 1956 y 1957; #.0. Siperstein y A.'. durray, 1956).

(3) serina.- La serima es dashidratada y desaminada por la serin-deshidra
1sa, una enzima nue depende del fosfato de piridoxal, para formar piruvatot(A.B.
irdee ¥ LS. Prestidqe, 1955; H.E. Umbarger y D, Brown, 1957; C. Yanofsky, 1952;
E. Motzler y £.6. Snell, 1952)

HU-CHQ-?H-UOUH . - CHa-g-COUH‘
“}' ' o) ’
<

serina dc. pirGvico

0.G. Lien y 0., Grernbirg {1952) aportaron pruebas -experimentales de esta -
~ansformacién al nbservar que 1a serina-0314 cra transformada en alanina isotd-
.ta, por preparaciones mitocondriales, mediante una transasiinacidn que invol cra
. al piruvato formado. -

(4] Cistina y Cistefna.- La cistina y la cisteina son convertidas en pi-
ato por la via del dc. cisteinsulfinico (H.R.V. Arnstein y J.C. Grawhall, 1953;
hergeret y Fo Chatagner, 1954; F. Chapeville y P. Fromageot, 1955),

P.Pe GCohen (1040) y E.B. Kearney y T.P. Singer (1953 y 1984) demostraron que
dc. cisteinsulfinico era convertido en /3-sulfinilpiruvato por la acecidn de 1la
utnmato-asnartato ransaminasa, mediante una reaccién de transaminacidn.
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Ademds de la vin del dcido cis-
teinsulfinico, el hirado puede efec-

NHy tuar la transaminacidn de la cistefna
HOOCéchs y para formar dcido fLmercapto—pirﬁvi
"eoc‘.‘ﬂc‘hé Cistina co, cl cual gs transformado postes
NH riormente cn piruvato y H,S (A ==
L Meister et al., 1954),
NADH < Cistesn-~ _
nasta] Tedvetasa La degradacién de los dos aming
dcidos, cistina y cisteina, ha sido
*"z - eeppyvisada mds amplian onfo por E. Kun
ROOCCHCILSH (Ciet, o en Ketabalic Pathways de Greenberg,-
Naop* 0.M. (ed), 2a. ed., vol. ¢ (1961) y
NADPH ' 3a. ed., vol. 3 (1969). :
{ransam'mdc/’n He !
0 .
e & &%ziﬁo (5) Alanina.- La alanina prg
l . ¢istain- duce piruvato direciamente mediante
SV inico . .
KHOOCCCH, St una transaminacidén con el of~oxoglu-
aetdo :,' 2 | transamimacion tarato :
- mercapto- _
piruvico l ROOCCCH,SO0,1 L
y acido cistean- CHAa=CH=CI0H 4+  HUOC=CHoCHSGCOOH
g 0 3 < 2n
fransdfmsa p-SUifiﬂiI- “““m\uusz i ['H 0
pnuvico Wl '
alapina &--oxoglutarato --
deselfinag - —p
CHgfcook UHg=G=Ci0H  + HOOU-CHyCHZ=G-CO0H
7, 0 ' NH
Fesd ivi 2
cloopimuvies dce pirdvico A-uminoglutarato
t"_.lszz'f:cr:o;cflz 1‘31:13:::23 y ia Juie wiame y A. Pifrard (1955)
reteina & xee P ) aislaron de Zacillus subtilis a la

alanin-dcshidrogenasa, que cataliza

a conversién de la L-alanina en piruvato; la enzima dencnde del NAB.

Via del acctoacetil-CoA

Los aminodcidos que recorren csta via metabdlica son la fenilalanima, tiro-
ina, leucina, lisina y el triptofano.

(1) Fenilalanina.- Por medio de la técnica del higado perfundido, us-
av Embden (1913) denostrd que el higado de perro podia efectuar la conversiun de
a fanilalanina en tirosina.

En tanto aue, L. womack y ¥.C. Rose (1934) demostraron que la fenilalanina
ra un aminofcido indispensable y que era convertido en tirosina. Y,una vez que
o introdujcron los métodos isotépicos, A.R. Liess y A. Schoenheimer (1940) asi
omo H. Udonfriend y S.0°. Bessman (1953). demostraron gue se podia obtener a la
-tirusina marcada, después de alimentar a las ratas con Di-fenilalanina deuterada.
. Fukuda (1956]) demosird que tambfen los invertebrados podfan cfoctuar esta con=

ersidn metabdlica.



102

La canversidn de la fenilalanina en tirosina es catalizada por la fenil-
lanin-hidroxilasa, aue fue aislada inicialmente por 5. Udenfriend y J.R. Cooper
1952) y nar 5. Kaufman (1957), a.partir de preparaciones hepdticas :

@-'_}HZ-QHCUDH - Ho~>=CHo=CHGOUH
NHo NH,,

o . + . .
fenilalanina 2, hADPi NApP tirosina

S. kaufman y G. Levenberg (1999) y-S. Kaufman (1998) demostraron que la
gqi}alanin—hidroxilésa estd formada en realidad por dos enzimas, que requicren
e la biopterina y del MADPH, respectivamente._.--Zn-tarlo que G. . itoma (1956) de
ostrd sue un dtomo del 0, se incorpera al grupo -0H del anillo boncénico y el
{ro es rnducido nor el NADPH para’ formar Ho0.

(2) Tirosina.- La degracacién de la tirosina y de la fenilalanina produce
cctoacetato lihre, el cual es activado por el AT y la GoA para formar acetoace-
il1-Co\; ecsta dltima cntra al ciclo del dcido tricarboxflico en forma de acetil-
2.

La degradacidn de la tirosina y la fenilaleninma involucra la formacién inter
wia del dcido homonentfsico, y termina con la formacidn de los rfdcidos acetoac-
ico y fumdrico. Los pasos intermedios involucrados en esta via metabdlica se
in identificado a partir de estudios con isétopos (S. Jeinhouse y R.H. Miliing-
n, 1948-y 1949; P, Schepartz y §. Burin, 1949; A.B. Lerner, 1949; R.G. Ravdin y
«I. Grandall, 1951), del estudio de los defectos genéticos: del motabolismo como
n la fenilcetonuria, caractorizada por un exceso de dc. feniloirdvico debido a
e el vaciente fenilcetondrico no pucde convertir a la fenilalanina en tirosina
1o velocidad normal =lo cual provoca rotraso mental- (D.Y. Hsia et al., 1956;

itoma et al., 1207; .il. Gtein et al., 1994); asi como del cctudio ds la al-
wlonuria, nue sc caracteriza por el enneqrecimiento de la orina del paciente
cantondrico debido a la formacidn de nigmnhtos oscuros de melanina como conse-
iencia de 1a oxidacidn del 4c. homonent{sico oxcretado en la nrina.-debido a
a deficicncia gendtica do la oxigenasa del dc. homogentisicoe (M. Wolkow y E, -
wmann, 1891; i/, Falta y L. langstein, 1903; 0. Heubauer, 1909). E1l aislamien-
) y purificacién dec las enzimas involucradas, permitidé recunstruir la via metabd
ca en su totalidad vy permitié definir cada paso enzimdtico.

La tirosin- o«cctoglutarato-transaminisa cataliza la transaminacién de la ti
wina con el dc. «-ectoglutdrico para formar dc. p-hidroxi-fenil-pirdvico.
« enzima renuicre del fosfato de piridoxal como cofactor y es estimulada por el
‘e d=cetoglutdrico (B.N. LaDu y D.tl. Sreenberg, 1951; B.N. LaDu y V.B..Zannoni,
‘61),

L1 oxidnsa del dcico hidroxifenilpirdvico, que catezliza la oxidacién del 4ci
n=-hidroxifenilpirdvico hacia cl 4c. homoacntisico, fue aislada por B.N. LaDu ;
f. Zannoni (19G1) y por J.E..Knox y li. LeMay-Knox (1951).  B.N. LaDu et al.,
1958, dennstiraron nue esta &s la cnzima faltante que provocalla alcaptonuria.
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La homocentisico-oxidasa catalizn la apertura del anillo bencénico del dcido
mmocentfsico para forsar al 4cido f-maleil-acetoacético y fue obtenida a partir
i€l hidado de conejo par !\, Suda e Y. Takcda en 1960, También sr ha obtenido en
‘arma pura del higado de res (K. Tokuyama, 19\_;9J y del higado de fternera (.64 ==
lamm y D.I. Grancall, 1963). 0.I. Grandall (1955) demostré que el Fe2t es un
sompanente de 1a enzima,

La maleil-acctato-isnmeraca convierte al dc. 4-maleil-acetoacético en su isg
wero trans, el dc. d4-fumaril-icctoncético y fue aislarla del higado de rata por
JoEe Lnox y S.ie Tdhiards en 1955,

La fumaril-ncotoacetasa cataliza la hidrélisis del &c.-4-fumaril-acetoacéti-
30 rara formar 4c. acetoacético y dc. fumdrico. La enzima fue aislada inicial-
wnte a partir del higado de rata por R.5. Ravdin y D.I. Grandall en 1951; aunque
iu accidn ya habia sido descrita por V.k. Conners y E. Stotz en 1949,

NHa
n
"°‘O‘°‘zd“°°“ Tirosina
L (tirosin-at-cetoglutarato

ransaminasy )

N‘@'ﬂbc Cool a’c. -ludrcm -

cml -pirivice

co) (exidasadel 3. hidroxi-

enil pirdvies)

HOQ Cheoon  dc. homogentisico
0, ™
\¥ (oxidasa del a’c. homag'anfi’sica)

uoocﬁ:wf‘"ﬁ”* a¢. 4-maleil~
1 dcatoacd tico

(maleil- acetato-isomerass)

= fumaril
Hooeﬁ- Ccﬁﬁmzcoou ae, 4~ fumaril-

B aceloaedtico
(fumaril-acetoacetasa) )
‘ ‘ ’
H
H3OG Eia CooM Hode.C = CCooH
3c.acetsacatics de. fomarico

Conversidn du la tirosin: y la fenilalenina en dcido acetoacfitico y
dcido fumdrico.

(3) Leucima.- nespués de una serie de observaciones iniciales sobre el me
1bolisino de la leucina (G. Embden et al., 1906; K. tdoch, 1944; t1.J. Coon y S. =
arin, 1949; L.Zabin y ¥. Bloch, 1950; ii.J. Coon, 1950; G..i.E. Plaut y H.A. Lardy,
51), Mode Goon et al. (1956 y 1956) asf como F. Lynen et al. (1963) pudieron



rlucidar la naturali.a cnzimdtica da los

a leucina.
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Gawersisin de la leucina en acetil-CoA

y en dcido :icetoacético.

“J. Coon et al,, 19%%],
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pisos involucriados en la degradacién de

€1 primer paso de la via degra«
dativa consiste en ura transamina-
cidn, que producc- el correspondicnte
«-oxodcido - el dc. P?-oxoisocaproico,

La descarhoxilacidn oxidativa
del dc. 2-oxoisocaproico conduce a
la formacién del isovaleril-CoA' (M.-
Y, después
cde la deshidratacidn deltisovaleril-
GoA, para formar 3-metilcrotonil-CoA
(%.J. Coon et al., 1955; K. Tanaka
et al., 1566), la adicién de un gru-
no carboxilo conduce al 3-metilglute
eonil-goA (A. d&l Campillo-Campbell
et al., 1989; F. Lynnn et al., 1061;
R.H. Himes et al., 1963),

El 3-metilglutaconil-CoA se cnn
virrte en 3-hidroxi-3-metil-gluta-
ril-CoA y este Ultimo compuesto es
escindido por la hidroxi-metilgluta-
ril-liasa, para formnar 4c. acetoacé-
tico y acetil-CoA (i'.J. Gnon, 1950;
G.¥.E. Plaut y H.A, Lardy, 1951; B.-
kK. Bachhawat ct al., 1955; J. Knappe

'y F. Lyren, 1959 y 1960).

(4) Lisima.- Los estudios iniciales sobre el metabolismo de la lisima uti
.izando el método isotdpico (3. 5choenheimer y D. Rittenberg, 1940; N. Yeissman y
1. Schnenheimcr, 1941), la lisina marcada con homogcnacdos hepdticos del cerdo de
jwinea (H. Rorsook et al., 1948), los sstudios con perros (K.I. Altman et al.,
950) y con ratas (. Hothstcin y L.L. 1iller, 1954}, junto con el aislamicnto e
dentificacién del dc. pipecslico a partir de las plantas superiocres (R.M. Ze:ha-
“ius ot al., 1992; N. Grobbelaar y F.C. Steward, 1955) condujeron a la formula-
ién deuna via degradativa para la lisina que involucraba al dc. pipecélico como

.ntermndiario entre la lisina y el dc.

«/-aminoadipico.

P-ro 115 rstudios de P, foulanger ct al. (1964}, administrando lisxna-Cl4
C. A-nlnnrlﬂfn-u-cnrhoxillco-cla y dc. p1pﬂ0611co-“14 a las ratos estéryles, as{
.omo 1ns de K, Hinashino et al. (1965), quicnes descubrieron que el Wigado de rata-
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citi1liza la formacidn de la sacarnnina a partir de la lisina, cucstiomaron la par
ticinacidn del dc. pipecslico como un intermediario en el metabolismo de la lisi-

Nl

L1 formacidn de la sacaropina a par-
tir de la lisina, es la invcrsidn de uno
dr los pacos deila biosintesig do la 1lisi
na on unurosnofa, como lo demostraron
H.’. Dronuicst et al. (1965 y 1965). Y,
despuds de nue K. Higashino et al. (1965)
aislaron a la sacaropin-deshicrogonisa-
el higado de rata; Himashino y colabora-
dores consideraron a la via de la sacaro-
nina como la via principal para la dogra-
cidn de la lisina en los mamiferos.

Los trabajos de J. Hutzler y J. Dan-
cis (1968), auiencs sstudiarén una enfer-
medad gendtica en los nifios coue conduce a
1a acumulacidn de lisina en lassangre -de
bico a un blogqueo cn las primaras etapas
tnl catnbolismo~-, as{ como su demostra-
cidn de ~un el higado humano sintetiza a
la macaronina radioactiva a partir de la
lisina-G14 in vitro; junto con el cescu-
brimiento dc altas cantidades de sacaropi
na en el fluido cercbral y cn la orina de
pacientcs con retraso mental -que también
excretabnn grandes cantidades de lisina
en la orina (N.A.J. GCarsen et al., 1968),
han-aportado pruecbas que apoyan a la via
ticila sacaropina.

Actualmente se concidera nue la via
de' pipecolato es una via extinguida.

(5) Triptofano.-~ El ecstudio del
metabnlicnn del triptofano en los mamife-
ros se inicid cn 1853 cuanda J. von Liebig
pudo aislar, a partir de la orina de pe--
rro, a un com-uesto al que llamb dc. qui-
nurénico (el éc. 4-hidroxiquinglin-2-car-
boxilico]j.

Tn 1504, \. Ellinger pudo aislar al
dc. auinurénico de la orina de perros ali
nortados con triptofano; y, este descubri

HN  CooH cod
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Aot d«sl\'clrogcnasa)
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l‘lC- "?H .
CH2 CHp saaarapma
G Chy
iy Cook
t;umo:.
Cook
ADP (samialdehido-aminoadipsco-
.’ﬁe - Slvtamato- rcduefasa)r
ac.glutami,
NEpPH
Ny semialdehid
140~
"gaszHzﬂhﬂ“““ o-amineadipico
K20~ (a-aminoadiyico
"“f ruluctasz)'
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i ‘ A
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Moow&m;dﬁﬁm - cetoadipico
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Naot j
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uaoccu,,cu;aozrs-ah glotaril-GoA

uoocm,cn=w§-$-°& glutaconil-CoA

coz b
¢rotonil-Cod

CCl SCHC S~
e, *.3 §-0oA4

s

o bracetsl-Co

e 3cetoacetil-Ce

Sician

Conversidn de la lisima en acetoace-
til=CoA

mientn, inicid las investigaciones para tratar de enconirar un mecanismo que ex~
plicara la fornmacidn de oste derivado de la quinolina a partir del triptofano.



106

Debidpa que los cxierimantos pasteriores demostraban que cl Jfc. guinurénico
ra oxcrctado por umis especies y por atras no (S. Lepkovsky ct al., 1943; J.%.
rice y L../. Dodge, 1956; H. Takahashi et al., 1956), nronto hubo la idda de guc
1 aé. quinurénico no cra un intermediario en el metabolismo del triptofana.

Pero el problema se resolvié cuando Z. Matsouka y N. Yoshimatsu (1925) vasi
oma Y. totake y J. Ivao (1931), despuéis de .alimentar a los conejos con triptofa-
0, obsarvaron la nrescncia en la orinma no sdlo del dc. guinurénico sino tambiéon
a de un compucsto desconncido al que llamaron quinurenina, a la cual asignaron
na cstructura incorrccta. Y, dasnudés de que A. Butenandt et al. (1942) esta-
leciecron la estructura correcta de la ouinurenina, pronto hubo renortes que indi
aban la participacidn de la quinurenina €omo Un intermediario en la degradacién
el triptofano.

C.lls Dalglicsh et al. (1951 y 1952}, mddiante expecrimentos con ratas defici-
ntecs en piridoxina, demostraron que la 3-hidroxi-guinurenina era un intermedia-
io en el mctabolismo cdel triptofano. Los ecxpcrimentos de R.K. Gholson et al.,
1959}, utilizando 3-hidroxiantrunilato-Clla; demostraron que el dc. 3-hidroxian-
ranilico es un interwediario en la llamada via quinurenfn-antranflica. En 1965,
. {lishizuka et al., nropusieron la sccuencia que va del dc. 3-hidroxiantranilico
acia 1a glutaril-Coa; después de que observarin la descarboxilacidn del 4c. «K-ce
oadfpico para formar glutaril-Coi, en cl higado de los mamiferos. Se identifi-
§ la traycctoria que sigue la glutaril-Coj, del conocimiento de la @-oxidacidn
e los dcidos grasos. En 1960, E.R. Tustanoff y J.R. Stern habfan demostrado la
armacidn enzimitica de la gluticonil-CoA por carboxilacidn de la crotonil-CoA.

Y, como en el caso de ofras vias metabdlicas, ¢l aislamiento y purificacién
- las enzimas involucradas permitid la identificacidn de la secuencia complata.

La tfiptofano-oxigcnasa, originalmante llamada triptofdn-pirrolasa (Y. Kota-
< ¥ T. Masayana, 1936}, cataliza la formacidén de la N=formilouinurenina a partir
cl triptofano en el hfgndo de los mamiferos (W.E. knox y A.H. hehler, 1950; W.E.
nox, 1954}, ‘

La reaccién cs catalizada por el Ho0o y requicre la presencia del oxigeno mg
«cular, que se incornora a la N-formilquinurenina (0, Hayashi et al., 1957).
a triptofano-oxigemisa es una enzima parfirinica que conticne hinrro‘y estimula-
1 por el triptofano (N.D. Les, 1956),. .

La auinurenin-formilasa hidroliza a la N-formilquinurenina para formar a la
uinurenina. La enzima ha sido aislada a partir.de Pseudomonas. (0. Hayaishi y
Y. Staninr, 1951) y también de Neurospora (..S. Jakoby, 1954).

La auinurcnin-3-hidroxilasa convierte a la quinurenina en 3-bidroxiquinure-
ina en nl higado y el riiién de los mamiferes (F.T. de Castro et al., 1956).
1 enzima fue purificada parcialmente por Y. Saito et al. (1957) quienes demostra
n aue rofuiere la presencia del oxfgeno molccular y del NAOPH como cofactor,

La cuinurcnimasa cataliza.la formacién del dc. 3-hidroxi-aniranilico a pars
ir do la 3-hidroxinuinurenina y requicre del fosfato de piridoxal como cofactor
\.E. Mraunstein, 1949),
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La oxidnza del dc. 3-hidroxiantranilico cataliza la apertura del anille ben-
s4nico del 3-hidroxiantranilato para formar al 4c. ‘2-acroleil-3-aminofumdrico
el Breenbarg, 1960).

La descarboxilacidn 2nzimdtica del 4c. 2-acroleil-3-aminofumirico conduce al
semialdehido del dc. 2-amino-mucdnico; éste Gltimo es convertido, de manera no en
zimitica, en el semialdchido del 4c., 2-hidroxi-mucénico.
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La convarsidn del triptofano en acetoacetil-CoA y acetil-CoA.

Losairaba,]o.. de R.K. GGholson et al. (1960), administrando 3-hidroxiantrani-
a10-—811 ' 1rmtc:f‘ano--l,%(1‘l y vy 3—hidroxlantmn11ato-‘13 a las ratas, han aportado
videncias a favor dc la via aquinurenin-antranflica.
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b) La ruta del q&cetoglutarato. Los eminodcidns quc entron al ciclo cel
dcido tricarboxilico nor la via del <d—o>0u1ut3r1to, a través cel glutamato, son

.la arginima, prolina, histidina, glutamina y el dc. glutdmico.

(i) Arginina.- £n 1944, A. Kossel y H.D. Dakin demostraron que la argini«
ni1 cra convertida en urea y ornitira por una enzima a la que c¢i ron el nombre de
aroinasa., Esta o%servacidn fue confirmada por si.H. Thompson (1905)amedianta ex—
neri:entos en lds cual~s administraba arginina a los perros.

La arginasa se ha obtenido en forma

muy pura del higado de los mamifcros - NH CoNe
(D.t. Grecnbera, 1960). La ormitima ss i EcHyCiy Cuy Sheson atdimm
convicrte después on el A'-semialdehido ‘J(ﬂgﬂ‘ﬂ)
del dc. glutdmico, mediante una transami- Jra
nacién con ©l dc. X-oxoglutdrico; la Nha Lo
rac-idn es catalizada nor la ornitin- “{*CN;LHzC“;C“COO“ ornitina
transaminasa (H.J. Sallach nt al., 1951; by
l.A. Stetten, 1951; A, keister, 1954;.W.- 1‘§:f4s574;msa)
I. Sher y Hod. Vogel, 1957).. N
hccd;qqzcumou Xumd]dzh;cio ded

a«.- vg u’ta M1CO

Hzc§
(.Mllﬂl&“i‘i(lu fhfara'h
ox tdo —redu. ta;.,)

NADH

Finalmentz, el 9'-semialdehido del
dc. alutdnico es oxidado hacia glutamato
en presencia de una dxido-reductasa (V. -
W+ Rodwell, 1969), .

Nity 4 i 0.
HOO0CCHy CHa CNCOoH 3.8 Itami o

(2) Pprolina.- Los irabajos de H., -
deil-talherbe y HoA. trebs (1935), J.V. -
Taggart y 3.8, Krakaur (1949), K. Lang y
6. sSchmid (1951) y de A.B. Johnson y H.J. Strceker (1962) demosiraron que -los ho-
mogeoados hepiticos y los del riiidn podfan efectuar la oxidacién de la L- y la

D-prolina.

La conversidn de la arginina en
dcido glutdmico.

i
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Ln conversidn de la orolina cen
dc. glutdmico.

La recaccidn inicjal es catalizada
por la prolin-oxidasa, la cual ha sido
aislada del higado (K. Lang 'y G. Schmid,
1951; A.f. Johnson'y H.J. Strecker,1962]

y a partir de E. coli (H.J. Strecker,1960;
L. Frank y P. Rybicki, 1961).

A continuacidn, el %-semialderido

-del dc. glutdmico gue resulta-davla oxida

cién dc la prolina,cs convertido en 4c.

glutdmico (H.J. Strecker y P. Mola, 1955;
HesJs LUtrecker, 1960; G. de Hauwer et al.,
1964}, La reaccién es catalizada por la
semialdehido-glutamato-éxidorreduttasa(L.

Frank y 8. Ranhand, 1964 ).
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(3) Histidina.- Las investigaciones con preniraciones onzimdticus del
ifgadi; de los namiferas y de varios microorganismos c.ino Pseudominnas fluoroscens,
slostridium tetanomorphum y Acrabactcr acrggrnes hah permitido e:cclarecer la ruta
nctabdlica para la degridacién de la histidina,

LA histidina es desaminada inicialmente para formar 4c. urocdnice y la reac-
3i6n es catalizaca por la histidasa (Y. Sera y S. Yada, 1939); la enzima ha sido
2islada do las bacterias (H. Tabor y 0. Hayaishi, 1952; R.L. \ickremasinghe y 8.-
\. Fry, 1954) y de preparaciones hepdti-

318 de conejo, rata y gato (D.A. Hall, - Nita

[)
1952; A.H. tchler y H. Tabor, 1953), p—CRaCHcooH st dina
€l dc. urocdnico formado es convor- w“_ !
tirdo en 4c. 4—imidazolén-5-propiénico por -lﬂmﬁdasa)
la accidn de la urocanasa (Be.A. Borek y §=|$m sc.Urocanice
1. uaclsch, 1953; H. Tabor y A.4. Mehler, NF’&“ '
1954j. A continuacién, la imiddzoldn- A%
sropionato-hicrolasa transforma al &c. - l(urmnasa)
1-imidazoldn-5-propifinico en el correspon a’c,.4-irnjdaa>10’n-
Jiente dcido.de cddena abicrta, el dcico °HM°°“ §-proptenico
J=frrmiminoglutdmico (/\.H. vehler y Q. Ha '"V H
yaishi, 1955; R.H. Foinberg y D.M. Grecn- (imidazolon-propionate-
serg, 1958 y 1959; H.R.B: Revel y B. taga 1 Mdrolasa)
sanik, 1958). ool dc. N-formimino-
Finalmente, el dc. N-formiminoglutd- EH. Mtk ook Elutimics
rico s convertido en fc. glutdmico por q (f:::::?;oﬁ f;‘,ﬁ;’lﬁf’;{
la accifn de la formiminoglutamato formi- S~formimino-Fihg ity

ninotransferasa (He. Tabor y J.C. Rabino- ! ’ -
i HoocQiGLapcoot  3e. dlutamiae
vitz, 1956; A. liiller y H. Waclsch, 195'7). s g

La convcrsién de la histidina en
dcido glutdmico.

(4) Glutamina.- En 1904, 5. Lang demosird que la glutamina era desaminada
or varios tejidos animalss para formar dc. glutdmico.

La reaccidén cs catalizada por la glutami-

MoN-g-cmengeneec gletamgag naga, la cual ba sido aislada y purificaca a
o | © Ny nartir de hemogenaeos del rifidn del cerdo y
Nk})l(glcfwam) ‘ » dol perro (J.C. Klingman y P. Handler, 1958;

Weo-eHatily coe ac. glutamice J.A. Shepherd y G. Kalnitsky, 1951; F.W. .Jayre

Nz y E. Roberts, 195€j,
niz /i('g"“’hmh"J“s"“h{“ms"’) ot (5) Acido glutdmico.- FEl 4c. glutdmico
HOOC Mz CH € -ceu dc..J(—JXqu rice cs desaminado por la glutamato-deshidrogenasa
° para formar amonfaco y al dc. & -cetoglutdrico,
Ln ecanversidn de la glutamina el cual es un punto de enirada al ciclo del
y el dc. glutdmico en X-oxo- dc. tricarboxilico (J.A. Olscn y C.B. Anfinsen,
glutarato. 1943; B.L. Valle§ et al., 1955; H.J. Sallach y

L.Ad Fahien, 1969].



c) La ruta del succinata.
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Los aminodcidos que son degradados por la via

del succimala, a lravls de la propionil-CoA y de la metilmalonil-CoA, son la =

wrticnina, isoleucina y la valina.

(1) Metionina.-

La via degradativa de la metionina comienza con la conver

«idn del amirofcido en homocisteina (éc.<x-amino-]r-tiolbutiricoj mediante una

reaccidn de transmetilacisn,.
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La conversidn de la metionina cn
succinil=CoA.

A continuacidén, la homocisteina so
combina con la serina parn formar cista-

_tinnipa. (-7 A-amino- R~ rboxietil /-L-

homocisteina); ‘en los honiogesnados y frac-
ciones hepdticas de la rata, asi como en
la rata intacta, la reaccién es cataliza-
da por la cistationin-sintetasa (M. Ta-
bachnick y H. Tarver, 1995; F. @inkley et
al., 1952; D.E. Metzler et a., 1954),

La cistationina r£s hidrolizada ror
la transulfuresa para liberar cisteina y
formar homoserina (J.R. Nachele et al.,
1950). La hnomoserina e¢s convertida, mr-
diante una transaminacidn, en el dc, X-
catobutirico por los extractos hepdticaos
dc rata (%.R. Carroll et al., 1949; Y. =
ifatsuo y D.k. Greenberg, 1956 y 1958).

La via decradativa se cumpleta con
la coinversidn, mediante una descarboxila-
cifn oxidativa, del dc. o-cetobutirico en
pro:ionil-CoA (R.L. Kisliuk ct al., 1956),
la cual cs degradada hacia succinil-={UoA
por la misma ruta que utiliza la isolouci

N .

(2) TIsoleucina.- I.J. Coon y N.S.
B. Abrahamsen (1952) y li.J. Goon et al.,
(1952), utilizando &c. x-metilbutfrico-
-Cx1%, demostraron que las fraccionos he-
pdticas de la rata podfan convertir a la
isoleucina cn acetato y propionato.

WeG. Robinson ot al. (1956) confirmaron Las observacionocs de Coan y sus cola
voradores y, pudicron-aislar a las enzimas involucradas on la via degradativa, a

nartir del higado de rata y del corazén del cerdo.

Lo dogradacidn de la isoloucira se inicia con la cor versién del aminodcido
ocr. el éc.o('-cc-to-ﬁ-metilvalcridnico mediante una reaccién cde transaminacidn, la
cual es catelizada nor preparaciomes del corazdn de cerdo, de £, Coli y de las

Lo 0O
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‘aclerias ldcticas (Al leister, 19094), £l dc. X-ccto-4-metilvaleridnico cs des
sarboxilado naxidativamente para formar -metilbutiril-CoA por una descarboxilasa
axidante, que es la nisma enzima que intervicne en el mctabslismo de la leucina y
de la valira.(ti.J. Coon et al., 195%),

A continuacién, la acil-GoA-cos- N .
HiCliueHCoBh  ggoleucina

1idrnoenasa convierte al A -metilbuti-
ril-GoAn en tiglil-GCoA, mcdiante una
reaccidn de deshicrogenacidn (Med. --

. . ot
¢h rans.smm acion)

Joon et al., 1956); y, la tiglil-CoA "
: 3..3t,¢&ccoou _
cs hicratada por la crotonasa para for A ] af_fi (fi‘:‘_{s k]
iar ol-metil-/B-hidroxibutiril-CoA (W. 77 G-k
- (dz.@r‘mt 253
3. Robinson ct al., 1956), exidaute )
~.ch“
Este Gltimo compucsto, despuds & ¢ 0 ot-m ctiriflouts -G A
. C ot oy H,CCl, ¢ 1H€C -5~ Coh '
1t una oxidrecidn y una desacilacidn, L Cing
18 convertido en propionil-CoA. La FAD
yropionil-CoA carboxilasa coiwvierte Geil-Cok
aro; 11-Cor » sa Gt 2 a Faedd Jg-,gk:dro;unha)
la propinnil-Co. en mctile-malonil-CoA 8
(], en presencia del ATP (4. Flavin y HECH=C € -5~ GoA £15li1-CA
7. (choa,1947)., Despufis de lo cual, Kot CHz
la metilmalonil-CoA racemasa transfor- \iCcrotomse)
ra a dicho compunstn en su isémero 6pe o4 o
zico, la metilmalonil-CoA (b) (R. Lia=- u,ccucug- s-eh  oemetil, 4~ i clroxt-
zumder et al., 1961 y 1962). NADE s botarif-Co
, _ . J Uesacilass)
Finalmente, la m:tilmalonil-CoA NaD » temebtl-sceto
sm o isnmpriza hacia succinil-Cold en pre u;céu;c@-m acatil- C?.‘ﬂe
- u
sencia de la metilmalonil-Co\ mutasa GA-SH °
'A. Stjornholm y H.G. tood, 1961]. s matil-gectoaceti |-GA
. iclasa)
acetil-Gha onilo ol
LO~C- ropiont J-
(3) Valins.- Los cstudios ini- heeug-s-eh PO
iales :‘.obrn'cl netabulismo de la vali LO Cpropionid CoA
a ©n los animales superiores (J.S. — carbexilasa)
utts y R.0. Sinnhuber, 1941} W.C. Ro- hor p; 0
e et al.,, 1942) y los experimentos ItooceHe - S-coll m-%ffmlhni(-éﬂ )
on isétopos (w.S. Foncs ct al., 1951; “
] _ cm . cmatilmalonit-Gk
«\, Peterson et al., 1952); asi como Yacamasa)
05 retudios posteriores, en los gue Ha¢ .
£ utilizaban ratas intactas y prepara HOOCHE-S- Cok M**’»'"*‘mf'“f-“
iones del higado, rifién y corazén, (meb{lnalonil-GA
crmitieron csclarncer la via metabdli l "0“‘)
2 nara la decradacidén de la valina HOOCCH By §-Co succintl-GA
J.Se Kinnury ct al., 1955; .G. Robin
an et al., 1957; G. Aendina y Mede = La conversién de la isoleucina en
Jon, 1957), succinil-CoA.

La via degradativa so inicia con la transaminacién de la valina con el dc. -
-cetoglutdtico para formar al 4dc. «&-coetoisovalérico, el cual es dcgcarboxila_do
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xidativanente para formar isobutiril-ZoA (J.A. Atehley, 1948; I. Gray ot al.,

19503 N.G. Kinnury et al., 195U).

Fﬂ;
W, CCHCo O
[}
Ciy
l Ctransamiaacich)

valing -

°
Wl
n;cgltuom Jca- cafo-tso-
. ylerd
Nﬁﬁf 2 valerice
A -3 .
> descarbecifass
naok 1 extdante)
0,
N,Cgug-.9~cm isebetiri1-GA
CH3
FAD —j Cacil GA
ZaD red qiasl«dngmap)
e
Hye=LE-5-Con melilacrslil-Gh
Cliz
H20 )
\i (.-;rc{cnasa)
g et
oeugHE-s-cep 3-hidreci-150-
wliz bottedl-Ce
ldaqud
HOCH 21 CON 3e. 3 hidroct -
oy 1sohutines
ukot . o .
(deshidreganass dud
NADI AL AT A-hilrocibutirice)
“6?'-::‘“‘}“ semialdchide
cig mebilmaldntee
NEDE
Gh=3il
NNOW A7
H tilmalontl-CA
04-5-5*? otk meti lpadonil-C
e Cilg
cmetilmalonil-GA
l mutasa
Sucein(l-GA

HEoCLl ei, - §~ €A
La conversidn de la valina en
succinil~CoA,

e) La ruta del oxalacetato.

La conversidn de la isobutiril-CoA
cn metilacrilil<CoA es catalizada por la
acil-CoA deshicrogcnasa (7/.8. Robinson et
al., 1957); la deshidrogenasa ha sido ob-
tonida en forma muy pura por F.L. Cranc
ct al. (1956). El metilacrilil-CoA se
hitdrata:para formar 3-hidroxi-isobuti-
ril-GoA; la reaccién pucde ser catalizada
sor “1d crotonasa (MeJs Coon et al., 1955;
WeG. Robinson &t al., 1957).

A continuacidén, una desacilasa cata-
liza la conversién del 3-iiidroxi-isobuti-
ril=CoA hacia el dc, 3-hidroxi-isobutiri-
co {¥.6. Robinson et al., 1957; G. Rendi-
ra y M.d. Coon, 1957],

La 3-hidroxi-isobutirato deshidroge-
nasa cataliza la oxidacidén del dc. 3-hi-
droxi-isobutirico para formar al semial-
dehido metilmalénico en las fraccioncs
del corazén de cerdo; enzima reguiere del
NAD.('.G. Robinson et al., 1957; H. Den
et al., 1959).

Después de la oxidicidn del semial-
dchido metilmaldnico hacia metilmalonil-
CoA, 6ésta Ultima es convertida en succi-
nil-CoA por la metilmalonil-CoA mutasa,
que depende de la cobamida (Y. Kaziro y
S. Ochoa, 1964).

d) La ruta del fumarato. ESta es
la ruta cue siguen cuatro de los dtomos
de carbono de la fenilalanina y la tiro-
sina, para convertirse en dcido fumdrico
que es un intcrmediario del éiclo del
dcido tricarboxilicao. .

Esta e©s la ruta que siguen la asparagina y el

(cido aspdrtico para incorporarse al ciclo del dcido tricarboxilico en forma de

c. oxalacética.

(1) Asparagina.-
ormar dehdo aspdrtico y amoniaco.

La asparagina es hidrolizada por la asparaginasa para




H
‘ . -
N -t-chupcecelt asparagina
c Nl

Hz (ssparagtnasa)
Nit3

/ o " )

NHy
jcv.ol-c'qz{c- 1 (transaminasa
slotieice glotamice -ASPN‘*KS)
¢
.‘ .
Hooc -cli, C- cooit  de.oxalaedtice
+
. / 1 ‘ N
occabayencood  de. glvtamico
Nilg

La corvcrsidn de la aspara-
gina y el dcido aspdrtico
en dc. oxalacético.
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La enzima sc halla ampliemente distribui-
da en la naturaleza (P.P. Gohen y H.Je Sallach,
1961; J.E, varncr, 1960); y, ha sido aislada
dal suero decl cerdo de guinea en forma muy pu-
ra (T.0. Yellin y J.C. 4riston, 1966).

La asparaginasa tiene una alta eSpGCifiGi
dad de sustrato (A. Meister el al., 1955).

(2) Acido aspirtico.- Fl dcido aspdrti
co exparimentd  Und transaminacidén con el dcido
ocetoglutdrico para formar dc. oxalacético;

la reaccidén cs catalizada por la transaminasa.:

glutdmico-aspdrtica (k.G. kritzmann, 1938 y —

1939; D.E. Green et al., 1945;.H.C. Lichstein
et al., 1945).
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3. Ciclo de la urea.

a) Int :roduccign, Debido a que la urea es la via princinal para la elimi-
nacidn de cierta narte del amoniaco naue proviene de la degradacidén de los amino-
dcidos, esta via metabdlica ha recibido considerable a?enslon 1o que hq permitido

el esclarecimientn del mecanismo enzindtico implicado.

.

la urea fue aislada en forma impura por F.ii. QOuefle (1783) mediante extrac-.
Cidn alcohdlica a partir del residuo dejado por la evappra01on de la orinma., En
1797, A.F..Fourcray y N. Vauguelin también lograr obtenFr urea por evaporacidén de
orina, extraccidn alcohdlica y recuperacidn de la- suctan01a por. evaporacién de la
s0lucidén alcnhdlica, los investigad res-desecriiiiersih’al computsio cristalino,
aGn impuro, como una sustancia delicuescente, amarilla y de olor caracteristico,
1signdndole el nombre de urea. En 1808, Fourcroy y vatgquelin pudieron obtener
renaraciones mds npuras de la-urea y en 1820, J.lL. ProuFt aisld a esta sustancia
2n forna purae

|

b) Identificacidn del sitio para la’ sintesis de urea. Varios investiga-
dores +ratﬁren de descubrir el sitio de formacidn de la urea compiarando el conte-
1ido de urea en la sangre periférica con el de la vena hepdtica (J.L. Sollman y
s0l., 1824), o bien, comparando el contenido de urea de los diferentés tejidos
‘G. Meissner, 1860); pero fueron los trabajos de if. Nencki (1893) los que indica-
nn nuz el higado es el sitio donde se efectua la biosiwtesis de la urea a partir
jel amoniaco metabdliko. En tanto gque permanecid oscuro el mecanismo de sinte-

*is, se confirmé oue los aminodcidos eran los precursores del amoniaco, o del dci
jo cuarbdmico, que oarticipan en el proceso (M. Hahn y cql., 1893) e vON
jchroder habia descubierto en 1885 gue el hlgado sobreviviente sometido a perfu-
3idn erd capaz de realizar la. sintesis de urea a partir’del carbonato de amonio,
ra observacidén nue se confirmé posteriormente (W. Loffler, 1918), péro fue 5. Sa
askin (1898) el primero en demostrar que el higado sobreviviente, sometido a
rerfusidn con sangre nue contenia glicina o dcido aspérﬂico, verdaderamente efec~
uaba la-sintesis de urea.

I'. Nencki y 0. Schultzen (1872), en un intento por determinar el destino de
os aninodcidns en el cuerpo de los animales, inyectaron aminodcidos a los pe-
ros, observando que prdcticamente todo el nitrégeno erd eliminado en forma de
‘rea, y en menor cantidad, como amoniacoj el carbono de los aminodcidos era oxida
0 eventualmente rindiendo CO5 Investigacionea oostekiores indicaron gque en
1 organismo de los mamiferos en condiciones normales, los aminodcidos eran meta-
olizados totalmente produciendo urea (K. Stolte, 1503; A. Loewy y C. Neuberg,
904; E. Abderhalden y col., 1911). A su vez, D.D. van!olyke y G.M. Mayer (1913
aj corriente sanguinea de
0s perros eran absorbidos por los tejidos, pero que desaparecian con mayor rapi-
ez en el higado; ademds, la utilizacidn hepdtica de los! aminodcidos era seguida
or un aumento en la concentracidn sanguinea de urea. '

c) Primeras teorias para la formacién de urea. |

Ne manera coue los experimentos con drganos perfundidos y con organismos en-—



trros domostiraren cue szl hicado de las mamifrros es el sitio exclusivo para la
sintresis de la urea; por lo cual, pronto se prnpusieron‘varios mrcanismos para
tratar de cxplicar la formacidn de la urea a partir de los amino:icidos.

#4. von Hchroder (1882 y 1685) oropusa la formacién de la urca a partir cel
carbamato de amonio; en tanto qua, E. Drechsel (1875) habia sugerido cue el car-
bamato de amonio ‘cra un paso intermedio entre el carbonato de amonio y la urea.
i'ero rstas teorfas fueron descchadas por W. Loffler (1918) sobr. la base de qua
la urva sc formaba en €} higado perfundido en precsencia de solucionas dcidas.

F. Hofmeister (1894) habfa propuasto vna.toarfz-poras- o -formacidén de la urea por
medio ds un orocrso oxidativo; su teoria sc basaba cn 1a|obscrvacién de. que on
presencia del amoniaco, las oroteinas y los aminodcidos eran oxidados por el per
nanganato para formar urea. F. Hoppe=-Seyler propuso una teoria similar, des-
nuds de observar que la adicidn de amoniaco a una snlucidn fria de dc. cidnico,
cra scquida por la produccién de urea (1871). Las dos iltimas teorfas tuvieron

una gran aceptacidn,

En 1920, R. Fosse, combinando la teprfia del dc. cidnico de Hoppe- Seyler
con la teoria de oxidacidn de Hofmeister propuso un esquema para la formacidn do

|

1) HOHD 4+ M3 4+ 0 —— HON 4+ 2 H

forimaldenido dc. cianridrico
(derivado de los
carboinidritos ]

1a ureca

|
2) HON + 0 ===  GOIH |

i{c, cianhidrico dc., cidnico !

3)  CUME 4 NHg === CON-NH; ——=  [CO(NH, )
dc. cidnico cianato de amonio urea

Pero sc siguid aceptando la teoria del carbamato, puesto que se consideraba
aue los exnarimentos dc 4. von Schroder con el higado perfundido la apoyaban,
Por lo que puede verse, cstas tcorfas tuvieron una mayor o menor acebtacién en
los diferentns circulos bionuimicos, pero sc descartaron daespués del descubri-

mientos del ciclo de la ornitina, |

d) Las aportaciones decisivas de krebs., Eb 1930, Hans Adolf Krebs de
cidié utilizar la té&cnica de las fracciones sobrevivientes de tejidos, desar o=
llada por 0. .Jarburg en 1923, para estudiar la biosintesis de la urea en el higa
de 1lns mamiferos. '

Y asi, en 1932,despuls de adaptar métodos rdpidos para la determinacidn de
urra a las condiciones del mfAtodo mannmétrico, H.A. Krebs y K. tHenseleit hicieron
determinacinones de la velocidad de formacién de la urca en las fracciones del hi
oado de rata, para lo cual utilizaron varias mezclas de iones amonio y distintos
aminodcidos; y, durante el cgurso de sus observacionecs pudieron constatar que
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ocurria un aran icrennnto on 1la biosintcsis de la urca cuando cstaban prescontes
los i nes amonio y la ornitina (el llamado "efecto de la ornitina"). Este nody
ble descubrimientn fuc el punto de partida de una serie de delerminacioncs que-
conduieron al esclarccimiento de esta yia metabdlica.,

I'robando kajus concentraciones de ornitina, krebs y Henscleit descubricron
nue la sustancia swguia cjerciondo cl mismo efecto estimulante aue puandb estaba
nrescnte en concontraciones mf{s elevadas; mds aun, observaran gue la cincentra-
cidn de 1n nrnitina na- disminufa durante el oroceso y qus la cantidad de urea
formada podia cxoplicarse por la disminucién en la corcentracidn de las sales de
amonio, De lo cual resultd obvio el papel de la grg;tina como un_catalizador
y, al mismo tiempo, como un intermediario.

Nespuds de obsrrvar aue la arginina también ejercia un ofecto estimulante,
trets tratd de detectar a algun nasible intermediario emtre la ornitina y la ar-
ginina. Y, de un andlisis de la estructura quimica de los dos compucstos, krebs
sugirid 1la rosible participacidn de un compuesto que habia sido aislado reciente
mente a partir de la sandfa (Citrullus) (M. Jada, 1930) y de la fermentacidn bac
teriama da la arginima (0. Ackcrman, 1931}, la citrulina. Y, una vez que se
dowosird la fﬁhida formacidn de la ured en presencia de la citrulina y de las sa
les de amonioj krebs formuld un proceso ciclico para la formacién de la urea a
partir del didxido de carbono y el amoniaco, con la participacidn de la citrulis
na y de la arcinina como intermediarios. El ciclo recibid el nombre de "Ciclo

de la ornitina®.

. ] COy,
urea (ﬁ""z) NHy
3
[~ CHH
SO
H20 L-ornitina 1,0
sz_ sz
?=NH $=O
fH 9H
() (gH?_l)a
..HWH2 QHHHZ
GH CNH
L-arginina L~citrulina
H,0 Ni4

Cl ciclo da la ornitina de Krebs.

Los irabajos posteriores cn los gue se utilizaron fracciones de higado de
maniferos y anfibios como la Rana esculenta, B. temnoraria. y Bufo vulgaris (H. -
wandersoheid, 1933; p. Kkilinzel, 1938) demostraron la operacién del ciclo.
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n tanto que los experimentos caon isdtopos en los jue se utilizaron ! y
‘raccisnes hendticas, nermitieron confirmar la existencia del ciclo en los ‘anima-
les intactos (o.L. Faster y col., 1939; R.F. Clutton y col., 1940; E.A. Evans Jr.
/ Lo Slotin, 1%40; D. Aittenberg y H. Jaelsch, 1940).

e) Etapas enzimdticas del cielo de la urea. Los estudies posteriores han
rermitido confirmar y amgliar muchos detalles del ciclo. Actualmente se sabe
we el grupo amino, nue nenetra en el ciclo de la urea, en forma dr amoniaco, pro-
siene de 1a desaminacidn oxidativa mitocondrial del ac¢&o glutdmico (S. Grisolia

' PP, Cohen, 1951-1953).

dcido oglutdmico + wADY §===¥ dcido A-co Oglbt’“lCO e NHz + “ADH+ Ht

El amoniaco se combina entonces con el diéxido de carbono para formar fosfa-
.0 de carbamilo (M.E. Jones y col,, 1955; P. Reichard, 1957).

o=
i \
COy '+ NHg + 2ATP + H0 —— NHZ-ﬁ-U,-P-U‘ +2 ADP + Py
fosfato de carbamilo

(2 reaccidn ocurre en oresencia de la enzima carbamil-fosfato-sintetasa, que
‘equiere del N-acetilglutamato (S. Grisolia y P.P. Cohen, 1951-19%3; P, -Reichard,
QH/I.

A continuacidn, el fosfato de carbamilo cedé su grupa carbamilo a la orniti-
y o . o * & ’ : . ! . 4 3
ia oara rendir citrulina, la reaccidn es promovida por la ornitin-transcarbamila-
a (¢. Grisolia y P.F. Gohen, 1951-1953; W.E. Jones y col., 1955),
) |

NHg-g—O-E-O' -+ aHoCHgCH CH2 HCOOH e NHZ ﬁ-NHCHZCHZCH2QHCOOH + H3P04
- b, NHo
'osfato de carbamilo ornitina citrulina

El grupo amino del dcido aspdrtico, que proviene de la accidn de la asparta-
o-glutamato-sintetasa sobre el dcido glutdmico, se condensa con el grupo carboni
o de la citrulina para producir argininosuccinato; la reaccidn es catalizada por
a argininosuccinato-sintetasa (5. Ratner y col., 1953; S. Ratrner, 1954;.5. Rat~
er y §. Petrack, 1956],

-

NHZ-B-NHFHchZan?HCOOH + HODCCHZ?HCODH + ATP
“HZ HHO ‘
citrulina dcido aspartlco

—_— HN=9-NHCHZCHZCH2?HCOiJHj + AWP + PP;
iWH NH2
HAL-CDOH dcido
CHoCOOH  argininosuccinico
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la arginin=succinasa cataliza, a1 cantinu:cidn, la cseisién del drgininosuck
cimato para formar arginina y dc. fumirico, el cual penetra al ciclo del &cido
tricarboxilico (4. Ratner et al., 19%3; J.B. .alker, 1983) :

H
H! "'—P‘i’ NHUHAUHAG Hr,LHP' H e i\'Hz-{..;-l-.'HCI~i2CHQCH2(i‘.HCDé'iH + I-IOOC—.'5=(.|‘.-C'IZIOH
iH l-l,-, i HHo H
H-C—f‘om arginina d¢, fumdrico
t,}-ig'.m'}.' . dcido

arginincsuccinico

Fimilmznte, on los organismos oun rxrrrtan urea, la argin~:n cataliza la
nscisidn dz la arginina para formar urea y regencrar la ornitina (A. kossel y
Hae Dakin, 1904

""“2".%5“' HCH,CH ! ,ll».uHL.UUH + H,0 —» n'H?-C-f\;H2 + NH a-(CH d) -CH-CUC|H
nH IIJ o NH2
arginina urca ornitina

A continuacidn sz wmucstra al ciclo de la urea, tal como oprra en los orga-
nismos ursotélicos, y su relacidén con el ciclo del dcido tricarbox{ilico.

ornitina
UREA
‘,C()a NADA 41 F NAD*’
cpherm s 1o /- . .
LBTL.}MJ} ‘ NH3 qL:,/_ &’C.ltcl,o .
fostate o e £ glutamico
2 A [ Hx0 Je.a-ceto-
H,0 ¢ givtarice \
P '
M 0£A .
arglmne (] rvlma S
4 setde aspartico glutamico

+ATP

Je. a(-u-tev 3cidc ‘bi
clct &xalacetice
AMP4 P, glotirico

.. actds argininc- ‘
scido SuCCINTILE .
fomavice ‘ A ‘.
N cielo ded acido

\ » tricarhoxilico /




iil

4, Jiosintesls de amincdcidos.

Como sucede en la mayoria de lo- rutas h’ﬂﬁlrtttl?uw Lor ws para troodn

tesis- de los aminedcidos son, en su c1or paris, dlSClW»JS du lar segu igas curan
te sus degrodaciones,

En la actualidad se sabe oque los 2U distintos aminodcidos o @ sintetizoan or
modio U varins secyencias eoultienzimdtiicas, zlgunas co cllas pa:tante complc jas;

2Cro oue, por.convenicncia, S0 han agrupedo dentro do clrco oraodes grupos o fa=

iling ~ur son los siguicntes § la furttia del &=cot OJ*UL"“QLO, i la familis dol
oxalacetate; la familia de la scrina; la familia del dcido pirtvico; y la f.i-
iia e los aninodcidos aromiticos o familia del £cido shikimicao,

&) La familia del et-cetoglutarato, o aminodcidos gue utilizan al dcico
X=ccinrnluidrico come aracucsor para su tiosintesis son el de. glutdmico, 1s gl

taning, 1 lisima, Ja rrolima vy la arpinina, |

"

(1) Acido glutdmico.~ Z1 4c. ﬂlutémico se farsa a rartir del dc. v
térico v del amaniaco mediantc la Lien conocida reaccidn catalizada 2

glu
Glutarato-cashidrocemsa ”(J.A. Olsern y G.3. anfinsen, 1953; .., Valiixd i,
19505 ti.d. .allach y L.A. Fubien, 1969) i
HUOC=t 1 CHp=B=000H + KMy + NADFH 4 HT HOUB=CHoCHo==5 "H + et
0 . :.
fc. X-zitoglutdrico dc. gliutdiico
{nta rraceidn es de imnartancia fundamental en la mayori: de las spoct.
puests nuz, la iransnminacién del 4c. glutdmico como dunador ci: {jrupos ari: gy
los :x-cutoicidos, s la via principal pura la intrecduccidn de grupos i r oo
la biosintesis de la mayor perte de los aminofcidos. Los estudios con 0 -
ter ueorogenes (D... Tempest ot al., 1270), con bacilos (L. clierich v ., T
1971) y con Z. Goli (M.A. Berberich, 1972) han domestrads, rociontenenio, 30 iu
tencic de una via alterna para la forsacidn ¢ 1 4c. glutdmico a nortir o is '
transaminacién fritre ia glutamina =que cede el nitrdgeno de su grupo ami-f- "1
dc. ol~cctonlutdrico,” un presencia del AR y del @aSPH.  La roaccidn oo Toa
da por la glutamato-sintetaca. -
(2) Glutamina.- La Hlutaﬁin—sjnt?tasn cataliza la Tore. ~idn o Ce
mini a parvir el dc. glull.ico y el znoriaco (E.U. Grapiro, H.. .o Kingdes e
Stadtrinn, 1037] :
g a H
HUﬁC—SL:,du-T—u Wi+ e+ ATP e 4L~-“—uhg:uh-¥-3ﬁﬁh ©ALP 4 Py
e Ui Ao
fc. olutfmico glutanina

La clutamin-sintztasa oo una cnzica roguladora o jran 1ooosctansi,
e Ia lutzdina es ¢l precursor de un qran ndooero de Diciolintilie, on ur
nos code g, aali on ¢l cual se han ecsiudiedo con o o catalle 1o espociiicd
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de sustrato, la cinftica, la inhibicidn y cl mccanismo de accidn de la enzima
(J.L. teers et al., 1970; G.A. ./o0lfolk et al., 19G6; O. wecke y H. Holzer,1966;
N, *ncke et al., 10G5; Gl.\. Yoolfolk y E,.8. Stadtman, 19G7; A. (Ginsburg y E.R. =
Gtadtiean, 12735 7.3. Anderson y £.R. Stadtman, 1970; 5.8. Henning et al., 1970;
1e5. Orown ct ai.’, 1972; J.4. Mangum et al., 1973).

Los tstudios con Pscudgmonas fluorescens, A. aerggencs y Zrwinia carotovo-
rua (J.L. “eers y D.4s Temoost, 1970), con Ncur‘o...p')ra crassa (M. Kapoor y D. -
tray, 1908) y las investigaciones de J.S. Hubbard y E.A. Stadtman (1971), utili-
zandn varios. mlcrqorg-mlumos, han confirmado y ampliado la importancia metabdli-
ca dn la glutam‘in—siptctasa. e e -

(3) Lisina.- Existen dos vias diferentes para la biosfntesis de la lisi-
na. Los hongos utilizan una via que pasa a través del dc. x-aminoadinico y en
la cual se emplea al o(-.cctoglutar‘a‘l;o como precursor; en tanto oun, las bacterias
y las plantas. suporiores, utilizan la via que va a través del £c. diaminopiméli-
co y cn la nue se parte del nrecursor aspartato. La via del dc. diaminopiméli-
co 50 discutird posteari>rmente.

AcCh CM cocH #,0 ccol W20
x- cafoc]ufara‘to SL. IteeC -CHy My~ -cuzcocu _Z.Hcec'cuz_cul-c-cu-wcu .
Oh
Je hemecitrico 3 e1s-homoaconitics
o Ccc“ 0 3 glvfamats d-cztc{]a(‘ara‘ta 0‘1“; Atp PR
—\ o, Htocc- culcu,,gu ch-coei HocC- iy CH Cly -C - cooid H00C-cu, el CW, € - coold
;* ‘ . °i‘ NAD “A ’ 4 /
$e hemetsocibrice ac. «- cd’oadxpnco a'cd-anmaaltpiu
QUP 0 iy ANP o itz gfu(am\f:-/( K0 ﬁo(‘j}ﬂubafo
—_— ANP <. kel - c-cetlt < uc-c_u,,m-,_cﬂ,_-c -cotid HC = NH- EH - CooH
3¢, a-ammo=-Seadenil - - Sewialdehido o-amtne- ,°“l Wy NAD  NAD W
dipico NADPH  NADP adipico NADPH  NADP tit :Jh. !
42 coou
f“"‘“l
copit  Sacaropind
N 4~c¢-tglvf»rab
10 ?"ll
N Hyn-elly M, CHy Cly - H-CooH

10 NapH lisina
La ruta del dc. o/-aminoadipico para la biosintesis de la lisina

en los hongos,

Los trabajos iniciales de H.K. Mitchell y M.0. Houlahan (1948), quienes ob-
servaron que ciertos mutantes de Neurospora podian utilizar al dc. -aminoadipi
co on lugar de la lisina cama factor de crecimiento; asi como la demostracién de
E. vindsor (1951) de que dicho compussto se podia convertir en lisina. Junto
con los oxocrimentos isotdpicos en los que se utilizaban BH3-14000H y 140H3-CDOH
(6. 5ilberg y ¥. Bloch, 1951; M. Strassman y §. Neinhouse, 1952 y 1953) y la ob-
servacién de H.P. Broquist y A.V. Stiffey (1959) sobre la conversién de los
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fcidns «-cetoadfnico y «-zwinoadipico hacia lisina en Jorula utilis, permitie-
r.on conocer los pasos iniciales que se hallan involucrados en la degricAcidn de

la lisina,

En tante que, 1los trabajos de N. Goud et al., (1950) y los reiT. Yura y Hede
vogel (1957) y H.J. Vogel (1985) han oermitido conocer los pasos finales de la
via biosintdtica.

C4J Prolina.- Ne los irabajos con distintos microorganismos y con prepa-
raciones snzimdticas se saba que la sintesis de la prolira se efectua por la in-
v rsidn de la ruta seguida durante su dggrudqcién"(H;d.<Vogelﬂy y¢b Davis,1952;
H.J. Vogel, 1993; H.J. Strecker, 1957;

H.J. Strecker y P, i'rla, 1955; P.F, —=- N,
imith, 1957). HOOC - CHy-Clt, ~CH = COOIR
i e e ’ !

Zn tanto que, la 4csA-pirrolin- 5- AT\ ¢ NADPH X glvta,mlco
carbox{lico~-roductasa cataliza la rcduc- Ao /N HADP
cidn de nse compuesto hacia prolina. La Ni,
enzima se ha obtenido en forma pura a “F"CH{C“{CH-C’MH S‘am,ialgdhie(o
partir de varios tejidos de los mamife- 0 del 3¢ glutamico
ros (M.E. tmith y 0.!%. Grcenberg, 1957;
A. P'nister et al., 1957; D.M.Greenberg,
1961 de leurnsnora (T. Yura ¥y Hede Vo= ) 1 ,
ael }1955 1959) y dg otros microorga- HE —GHe az‘d'fﬁrqﬂ’“'s'
ael, y . JuL HCy C€-H carboxs I1eo
nismos (H.J. Vogel y B.D. Davis, 1952; N7 NeooH
A. "eister ct al., 1957; T.Yura y Hed. - NAOPH
Vogel, 1985 y 1952, $:NAOP

€ —CH reling

() Arginina y ornitima.- En las * A P
bacterias y en las plantas la arginina : cooid
se sintetiza a partir de la ornitina. La biosfntesis de la prolina a par-

H.J. Vogel dmscubrié oue la biosin- tir del dc. glutdmico.

1rsis de la ornitina a partir del dc., -

1lutdmico involucraba la participacidn del N-acetilglutamato (1953 y'1955). Y,
‘e sus investigaciones con £. Coli y Neurospora, dfgcubrid gue la llamada via
1el dc. N-acetilglutdmico es la ruta principal para biosintesis de la ornitina.
‘H.J. Vogel, 1956).

Ln sintesis comienza con la acetilacidn del dc. glutdmico para formar el N-
icetilglutamato (H.J. Vogzl, .1953); la reaccién es-catalizada por una acetil: sa
“{.K. lnas et al., 1953)., Después de la formacién del N-acetilglutamato bigue
ma fosforilacidn por el ATP para formar al<N-aobtii-)f-glutamil—Fosfato, el cual
s reducido hacia rl semialdehido del dc. N-acetilglutdmico por el NADPH (H.J. -
foael, 1953). A continuacién, Gna transaminasa cataliza la formacién de la N-a
setilornitina a partir del:isemialdehido del &c. N-acetilglutdmico y el dc. gluté
ico (H.J. vouel, 1953), '
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Finalmente, rn E, Coli la N-acetilornitina es nidrolizada por la acetil-
ornitinusa nara formar ornitina libre y dc. acético (Héd. Vogel, 1953; H.J. Vo-
acl y 0.L'. Bonncr, 1956); miantras que ¢n otros microorganismos como Micrococcus
glutamicus, Pseudomonas acrugingsa y las algas azul-verdes (D.S. Hoare y S.L. =
Hoare, 1967), 9lastocladiella omersonii (D.F. Smith y R.A. Holmes, 1970) y Chla-
mydovionas reinhardii (A. Farago y G. Denes, 1969) la N-acetilglutamato guinasa
cataliza. la transferencia del grupo acetilo de la N-acetilornitina hacia el dc.-
glutdamico, para formar ornitina libre y regenerar al N-acetilglutamato.

i e En las bacicrias, la ornitina

Nity ' furmada por la via del dc. N-acetil-
HEEC- CyCHz CH ¢ 00N ac.§ Jutamice glutdmico, se transfora en arginina
AcGok A eencivg mediante la secucncia de rsacciones
" descrita para el ciclo de la orniti-
ey °"'§ﬁ}ocﬁs s N-aceal: na o ciclo de la urea.
HOOC - Citacil ! li {lufa'mm,o
GL - chhpcihChcoon Y, ya que muchas bacterias care-
. ATD cen de la arginasa, la via del dc.
N-acctilglutdmico conduce a una sin-
Aor tesis neta de arginina.
ol N+ COCH3 N-sectsd "
. \ <
Wo-P-0-cCl e ooy Slvtamsl-
g ey cod fostate
0 °
NADP I
 NADT
)'iilCOCH; ‘r-Se.miJHzt\ch
uﬁ CH,CH, Cli COOH N-acotilglibimico.
)
_. glutawats
N a-cq{cglufan‘h argintna Nk,
-1
Nl CoCiy b foonid H N =&-NHCH ClcHz CH oot
] . 1 (11
HN-CHGCH, CIL CH cottd N-sctilomizing
fomanto
K0 g]vt‘!mfc ”
A »/| n-acatilglotavats sspirbaborate  ANDEPE; iy
B}
Ntz Ny Nik=C-NiueH2CH CHCHeoO0H
1 .
H,N-CHCHCHCH coeu — “;N-ﬁ-ﬂucuzcu,_cu,_cucoou ru
or”'{’i"a g F‘: ° cl{'ﬂl“ﬂa Hece~ C,"‘-U‘L"COO"
carkansl-P ve.argiuinosucefnico
2”"”'i>kglutanb :
g’(uﬁmn)

2ATP CDz

La via del dc. N-acetilglutdmico para la sintecsis de la arginina.
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b) ~ La_familia.del oxalacetato o familia del aspartato. Los aminoacidos
‘ue tienen como su procursor biosintélico al dc. oxalacético son ol dc. aspdrtico,

1n asnaraqina, la meotionina, la trconina y-la isnleucina. La vin del dc. diami-
sonimélico ~ard la sintesis de la lisina también parte del dc. oxalacético.

(1) Acido aspdértico.- 1 dc. aspdrtico se forma mediante una reaccidn de
lransamiracisn entre el dc. glutdmico ¥ el &c. oxalacético en la wayoria de los
wrganismos;

HUCC—CHHGHQ—CH-CWUH + HLUC—LHZ-L-CODH =% hUUC—LHz—uH-LUUH + x-cctoglu-

T ) 0 B, tarato
dc. glutdmico dc. oxalacftico ™ 7 dc. éspértiEo -

Lo reaccidn os catalizacda por 'la transaminasa glutémlco-agpértlca, la cual
¢ ha abtcnido de preparacinnes do tejido muscular (A.E. Braunstein y hi.G. Kritz-
nann, 1937 v 1939), del misculo cardiaco del cerdo (P.P. Cohen, 19393 D.E. Green
:t al., 1948} y de E, Cnli (D. Audman y A. ieister, 1953; R.H, Cellier y G. Kohl-
aw, 1972], '

(2) ASparagina.- £n la mayoria de. los organismos la asparagina se forma
1 paitir del dc. aspdrtico y el amoniaco :

HHUC-CH?—?H;CHDH + NHy 4+ ATP ———w= NHz-g—CHz-?H-CODH + ADP + Pi
”H; 0 NH2
dc, aspdrtico asparagina

La asparagin-sintctaca se ha obtenido del germon de trigo (G.C. Webster y -
JoE. Varner, 1995), do Lactotecillus arabinosus (J.li. Ravel et al., 1962), de
streptococcus bovis (J.J. Burchall et al., 196€4) y de Z. Coli (H. Cedar y J.He =—
ichuartz, 1069),

(3). Metionina.~ Lo motionina y la troonina se sintetizan mediante una via
;amdn que parte de la homossrina, la que a su vcz deriva del dc. aspdrtico.

Los tratajos de H.J. Teas ct al. (1948) y ce M. Fling y N.H. Horowitz (1951},
:on mutantes de eurespora, demostraron que la homoserina era el precursor de la
wetionina y de la treonina,

Las investigacinnzs posteriores de A.hie Delluva .(1953), quien descubrié que
11 nqnartnto—bgl4 sg incorporaba al §-3 de la treonina en E. Coli; las iavestiga-
diones de M.L. 