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za elevada y transparencia completa, transparentes y solidas seran
siempre nuestras relaciones.

Me incorporo a la Real Academia de Farmacia sin nota desagra-
dable que acompafie a mi advenimiento, porque, como a nadie re-
emplazo; a nadie tenéis que llorar. Y esto que para todos es tan li-
sonjero, lo es mas para el que os habla, pues le excusa de redactar
notas necrolégicas y le permite entrar directamente en la exposicion
de su trabajo.

Siempre senti especial predileccién por los problemas de la Bio-
quimica y de la Fisico-Quimica, y ha sido para mi tema apasionante
el de la fisico-quimica de los fenémenos vitales, en los que tantos
misterios se ocultan. Con estos antecedentes no extrafiaréis que ofrez-
ca a vuestra consideracion un trabajo doctrinal acerca de «La Oxida-
cion y Reduccion biolégicas», en el que recopile la situacién del pro-
blema tal como lo veo en el momento actual.

Un sinnimero de investigadores le han dedicado largos afips de
trabajos experimentales; la literatura es copiosa; los resultados, in-
ciertos y, muchas veces, contradictorios. Bien puede afirmarse que de
él se ignora mas que se sabe. Nuestra labor se ha dirigido a reunir
los datos dispersos en distintas monografias y notas bibliogréficas, y
a formar con ellos un cuerpo de doctrina que permita al lector darse
idea del mecanismo oxidativo por el cual se desmoronan los materia-
les organicos en el seno de las células.

Hubiéramos preferido prescindir de la resefia de los fermentos de
oxidacion y reduccion, porque habriase abreviado nuestro trabajo;
pero con ello nada ganaria éste, ya que en las monografias de cada
uno de los fermentos caben datos y notas de interés que no pueden
tener acogida en el texto general y que, de faltar, lo harian inasequi-
ble a cierto nimero de lectores. Perdonad que ni aun en este lugar
prescinda de mi vocaciéon docente. Asi también, y con el fin de dar
autoridad a su contenido y fijar responsabilidades, dispensadme que
haya prodigado en exceso las notas bibliograficas.

Quede finalmente sefialada la mas profunda gratitud hacia mi ilus-
tre compafiero el Profesor A. Santos Riiiz, que con generosidad sin
limites puso a nuestra disposicion la magnifica biblioteca de su Cate-
dra de Bioquimica, en la que con toda comodidad pudimos consultar
libros, monografias y revistas.



PRIMERA PARTE

OXIDACION Y RECOCCION BIOLOGICAS

La demolicion de los alimentos y materiales de reserva, del orga-
nismo y, en general, la destruccién de las sustancias que componen
la materia viva, acontece ordinariamente por oxidacién; cuando ésta
se efectda con el oxigeno del aire, se llama oxidacién aerobia, y si se
lleva a cabo en ausencia de él, se denomina oxidacion anaerobia.
Abarca la primera los procesos de respiracion celular, y comprende
la segunda los fenbmenos que se conocen con los nombres genéricos
de fermentaciones y glucolisis del musculo. Ambas son la integral de
un gran ndamero de o6xido-reducciones parciales, realizada cada una
con su peculiar procedimiento, pero obedeciendo todas a las mismas
normas generales. Un mecanismo fundamental y comudn rige, en efec-
to, ambos procesos, entre los que hay menos diferencias que hace cin-
cuenta afios se creia. Y es precisamente el estudio de este mecanismo
de oxidacién lo que va a constituir el objeto del presente trabajo. La
diferencia fundamental entre uno y otro proceso la determina el acep-
tar definitivo de hidrdgeno, que en la respiracidon celular es el oxigeno
y en la anaerobiosis un metabolito.

La accién de los fermentos hidroliticos tiene lugar en todas par-
tes del organismo: en el aparato digestivo, sangre, células, etc.; pues
tan hidroélisis es la desanimacién de un nucledtido o nucledsido en la
trama celular, como la accién lipasica y proteolitica que el jugo pan-
credtico ejerce en el intestino delgado sobre grasas y proteinas, res-
pectivamente. En cambio, los fendmenos de o6xido-reduccién se llevan
a cabo en el seno de las células o, mejor, en la superficie de su trama,’
casi siempre en intima conexion con las sustancias quimicas que la
componen En algunos casos, los: fermentos de oxidacion y reduccion



estdn unidos a las estructuras celulares labil o fuertemente, y soélo
mientras persiste este enlace ejercen su accion oxidante.

A la oxidacion de los materiales de reserva y de los componentes
celulares preceden, casi siempre, degradaciones o despolimerizaciones de
las grandes moléculas; unas veces a consecuencia de fenédmenos hidro-
liticos, como sucede en la oxidacion de grasas y proteinas; y otras por
efecto de un proceso de fosforolisis, en virtud del cual los polisacéri-
dos se convierten en ésteres fosfdricos de las hexosas. Sdélo entonces
sobreviene la ruptura de las cadenas carbonadas por la accién de los
fermentos desmoliticos, y s6lo entonces, también, se inicia la oxida-
cién de la molécula quimica.

NATURALEZA CATALITICA DE LA OXIDACION BIOLOGICA

La oxidacidon bioldgica tiene lugar a través de una serie de reaccio-
nes cataliticas de las llamadas de superficie o contacto. Prueba de ello
que un buen numero de sustancias capilarmente activas, entré ellas
los narcéticos, la inhiben, porque desplazan de la trama celular las
moléculas de oxigeno o de metabolitos adsorbidas en su superficie.
En unos casos la oxidaciéon biolégica debe considerarse como un fe-
némeno de catalisis microheterogénea, y en otros, los menos* como
procesos de catalisis macroheterogénea; a los ultimos pertenecen las
oxidaciones provocadas por aquellas enzimas que s6lo actdan en in-
tima unién con la estructura de las células.

El catalizador toma parte en la reaccion modificando su velocidad
y su mecanismo, y dando lugar a reacciones intermedias, en las que
momentaneamente se producen combinaciones labiles entre él y el
substrato. De esta forma, el substrato se activa; porque, a consecuencia
de la alteracion que se produce en las distancias interatdmicas o en
su estructura electrénica, reladjanse las fuerzas de enlace y aumenta la
actividad de reaccion de los atomos correspondientes. Lo que se tra-
duce diciendo que el catalizador disminuye la energia de activacion
del substrato y acelera la velocidad del proceso. Hace falta, por tanto,
que las moléculas del catalizador muestren alguna afinidad para de-
terminados grupos del substrato, pues, en otro caso, las reacciones in-
termedias no tienen lugar y la catalisis no se produce.

Estas hip6tesis concuerdan con la teoria de las reacciones interme-
dias que sugiri6 Mittasch para explicar las acciones cataliticas, y han
Quedado demostradas con el empleo de los modelos de fermentos de
Langenbeck. Del estudio de dichos modelos se deduce que los fermen-
tos contienen uno o0 mas grupos activos capaces de reaccionar con el
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substrato, y un buen nUdmero de grupos activantes multiplicadores de
la reactividad de aquéllos. Por eso, algunas sustancias inhiben total-
mente el fermento, ya que afectan a los grupos activos; y otras se
limitan a retardar la velocidad de reaccion, porque sélo actdan sobre
los grupos activantes.

La mayoria de los fermentos son proteinas conjugadas cuya éspe-
-cificidad de accion la determina el grupo prostético; a él deben la na-
tujaleza de la accién enzimatica (hidrdlisis, deshidrogenacion, descar-
boxilacion, etc.). En cambio, la especificidad de substrato radica en la
apoenzima o soporte coloidal, no porque ,sea adsorbida por aquél, como
en un principio se crey0, sino a causa de la particular disposicion espa-
cial en que se colocan los grupos activos y activantes del fermentoCon
respecto a los grupos de igual clase del substrato. La proteina activan-
te y el substrato se unen entre si por determinados puntos; so6lo en
-esta hipodtesis puede interpretarse la accion inhibitoria que ejercen
sobre el fermento sustancias de estructura analoga al substrato; por
ejemplo, el maionato sobre la deshidrogenacion del succinato por la
esuccino-deshidrogénasa, inhibicion debida a la competencia que se es-
tablece entre ambas sales por ocupar la superficie del fermento. Asi
se explica, también, que una dehidrasa formada por coenzima Il y una
proteina especifica oxide la hexosa-6-fosfato a &cido hexdnico-6-fosfo-
rico, y no continle su oxidacion; ésta proseguird con la misma co-
enzima |l y otra apodehidrasa, también especifica, pero incapaz de
oxidar la hexosa-6-fosfato.

A veces, con la unién de la proteina activante al grupo prostético
se modifica el potencial redox del sistema y con ello la capacidad oxi-
dante del fermento ; o se provoca un desplazamiento en las bandas de
absorcion del. espectro, y en consecuencia, un cambio en la energia de
activacion. Ambas cosas acontecen en la unién de la riboflavina con
la proteina especifica del fermento amarillo. El potencial redox de éste
es mas elevado que el de la riboflavina, y mayor su capacidad de oxi-
dacion. En la union de la riboflavina con la proteina, las bandas de

absorcion de aquélla se desplazan 200 A? hacia el rojo, lo que significa
que la energia de activacion del fermento amarillo es mas baja que
la de la riboflavina, y su capacidad deshidrogenante mayor que la de
su grupo prostético aislado. Estos, y otros hechos se traducen dicien-
do que la accion enzimatica la ejerce el holofermento completo y no
la apoenzima ni el cofermento separados.

Hay enzimas que se caracterizan porque en ellas el- grupo pros-
tético estd fuertemente unido a la proteina; asi sucede con los fermen-
tos heminicos, particularmente con las catalasas. Otras, en que la



union es ligera; por ejemplo, en las deshidrogenasas que utilizan co-
enzima; en este caso, el grupo prostético se separa de la proteina me-
diante dialisis de sus disoluciones acuosas, lo que explica que los dia-
lizados no produzcan las acciones enzimaticas que ejercen los extrac-
tos completos. Posicién intermedia entre una y otra clase de enzimas
ocupan los fermentos flavinicos y las carboxilasas, en los que el en-
lace ehtre apofermento y cofermento es mas fuerte que en las des-
hidrogenasas con coenzima y menos que en los fermentos heminicos.

Finalmente, la naturaleza catalitica de las reacciones en que inter-
vienen los fermentos de la Oxido-reducciéon se demuestra en la extra-
ordinaria velocidad con que aquéllas tienen lugar. La adjunta tabla
indica el namero de fendmenos elementales que cada molécula de los
fermentos en ella inscritos realizan por minuto; o, lo que es igual, el
numero de moléculas de substrato que cada molécula de enzima trans-
forma en dicho tiempo. Los numeros son lo suficientemente expresi-
vos para ahorrar todo comentario.

FENOMENOS ELEMENTALES

ENZIMAS TEMPERATURA POR  MINUTO
CAtAIASA ... e e 2,5 x 10*
Citocromo-e 383 1,4 x ID1
Citocromo-(c-reductasa . 25» . 4  x 102
Diaforasa ....ccccccccceeiivviiiieeenn, . 38" 8,5 x 103
Aminoacido-oxidasa ........cccceeiie aeiiiiiieeees 38° 2 x 10
PolifenolpXidasa .........cccoeeiiimiiiiiinieeeeeeei e 20° Y7 x 10*
Alcohol-deshidrogenasa......ccccocveeviriieieineeieeeennn. 20> 2 x 10«
Triosafosfato-deshidi’ogenasa 20° 2 x 104
Cai'bOXilasa ..cccccveveiiiiiiieieeee e 30° I x O

EL MECANISMO DE LA OXIDACION BIOLOGICA
V, o/ * N m .om® -

Desde la época de Berzelius y Liebig, dos teorias han surgido para
interpretar la oxidaciéon que sufren los alimentos y materiales de re-
serva en condiciones en que aquéllos son estables in vitro, frente al
oxigeno del aire: 1a Que el oxigeno molecular se active en los teji-
dos por alguna accién enzimatica y adquiera asi aptitud para oxidar
al substrato (Warburg) ; 28 Que sea el hidrégeno del substrato el que
por la accién de los fermentos adquiera capacidad de oxidarse con el
oxigeno molecular (Wieland).

Algunos investigadores de la segunda mitad del siglo xix acepta-



ron la primera hipétesis y, adelantandose a las recientes ideas de War-
burg, supusieron que la actividad del oxigeno esta en intima depen-
dencia con el contenido en hierro de la sangre y los tejidos (Liebig,
Bunge, Spitzer, etc-). Otros, en cambio, atribuyeron dicha actividad a
la cooperacion de perdxidos organicos; y las teorias de Engler, Bach
y Wild les sirvieron de base para interpretar la activaciéon del oxige-
no molecular en las células vivas.

En 1881, Schmiedeberg dudaba que tal activacién pudiera producir-
se en los tejidos animales, y de sus razonamientos surgié la hipétesis
de la activacion del hidrégeno, con arreglo a la cual los componen-
tes celulares actian sobre las sustancias oxidables y las hacen accesi-
bles a la oxidacién. Schmiedeberg hablaba de fuerzas cuya misién es
«aflojar los enlaces que retienen los atomos del substrato y dar a éstos
una movilidad tal que les permita unirse con los de oxigeno de la
sangre». En sentido andlogo se expresaba Pfeffer en 1839, cuando tra-
t6 de explicar la respiracion de las plantas. Algunos afios mas tarde,
en 1910, Wieland desarroll6 las ideas apuntadas por Schmiedeberg y
Pfeffer, sentando su hipétesis acerca de la oxidacion biolégica sobre
la base de la activacion del hidrégeno.

a) La teoria de Wieland—Con la teoria de la deshidrogenacion,
Wieland trata de explicar el mecanismo de la oxidacion bioldgica su-
poniendo que el hidrégeno del substrato se activa por acciones enzi-
maticas, y una vez activado se oxida con el oxigeno molecular u otro
aceptor de hidrogeno. Su teoria se basa en el siguiente experimento:
«Cuando se agita alcohol etilico con platino en polvo, en presencia de
aire, aquél pasa a acido acético; lo mismo sucede si la mezcla de al-
cohol y polvo de platino se agita fuera del contacto del aire con azul de
metileno u otro colorante capaz de hidrogenarse y convertirse en la
forma leuco.» En ambos casos, dice Wieland, el platino afloja los enla-
ces del hidrégeno del grupo alcohdlico y lo activa; el oxigeno o el co-
lorante actdan de aceptores de hidrogeno y, en consecuencia, el al-
cohol se oxida. A juicio de Wieland, fendmenos analogos tienen lugar
en el organismo cuando en él concurren las tres condiciones siguien-
tes: 1* Que haya una materia oxidable capaz de perder hidrégeno:
el substrato. 2a Que exista un catalizador o fermento que pueda acti-
var el hidrégeno de aquél aflojando sus enlaces; a este fermento lo
llam6é Wieland deshidrogenasa o dehidrasa; y 3.a Que un aceptor de
htidrégeno fije el que la dehidrasa arranca al substrato. El substrato, la
dehidrasa y el aceptor de hidrégeno sustituyen, respectivamente, -en'
las células, al alcohol, al platino y al oxigeno o azul de metileno del
experimento citado.

En 1920, Thunberg probd experimentalmente que el acido succinico



se deshidrogena en el musculo en presencia de azul de metileno, como
aceptor, y de un fermento activador que se conoce con el nombre de
succifio-deshidrogenasa. Le bastaba a Thunberg calentar el tejido a
temperatura de 80° para que la deshidrogenacion cesara, lo que le de-
mostrd el caracter enzimatico de la reacciéon. En dicho experimento
se cumplen las tres condiciones que Wieland habia fijado fen la teoria
de la deshidrogenacion.

b) La teoria de Warburg—Habiase observado, por otra parte, que
la oxidacién tisular cesa en presencia de pequefias cantidades de acido
cianhidrico, lo que no ocurre cuando se reemplaza el oxigeno por el
azul de metileno en su papel de aceptor de hidrdgeno. Este hecho, al
parecer intranscendente, se relaciond con otro experimento debido a
Warburg, segun el cual «una suspension acuosa de carbon de sangre,
gue contiene hierro, oxida en contacto de aire algunos aminoacidos, y
la oxidacién cesa tan pronto se afiade acido cianhidrico». Como quiera
que este acido forma complejos con diversos metales pesados, en par-
ticular con el hierro, que en cantidades pequefiisimas hay presente en
casi todas las células y tejidos, supuso Warburg que el oxigeno mo-
lecular se une al hidrogeno del substrato por intermedio de algin me-
canismo enzimatico sensible al &cido cianhidrico y capaz de activar el
oxigeno, facilitando su unién con aquel elemento. De esta observacién
surgio la hipétesis de la activacion del oxigeno; Warburg creyé que
la respiracion celular consiste en un fenémeno de catalisis de contac-
to provocado por fermentos metalicos activadores de aquel elemento,
y llamé oxidasas a los fermentos capaces de activar el oxigeno dan-
dole aptitud para entrar en combinacion facil con el hidrégeno del
substrato.

¢) La teoria de Keilin—Cuando Warburg (1) y (2), Keilin (3),
Kuhn (4) y Zeile (5) demostraron la naturaleza heminica de la citocro-
moxidasa, de las peroxidasas y de las catalasas, y Richter (6) y Ku-
bowitz (,7) advirtieron que el cobre es el elemento activo de las fe-
noloxidasas, quedé confirmado que al lado de los fermentos que ac-
tivan el hidrégeno del substrato hay otras enzimas activadoras del
oxigeno molecular de no menor interés en la oxidacién biolégica. Kei-
lin unifico en 1925 las teorias de Wieland y Warburg, admitiendo que,
en la oxidacion biolégica, las deshidrogenasas activan el substrato a
la vez que las oxidasas acrecen la reactividad del oxigeno molecular.

La teoria de Keilin ha sido confirmada plenamente. La experiencia
prueba, en efecto, que las oxidaciones se paralizan al agregar inhibi-
dores que actlen especificamente sobre alguno de los sistemas activan-
tes: por ejemplo, al agregar uretanos, que inhiben la accién de las des-
hidrogenasas, pero_ no la de las oxidasas; o acido cianhidrico, que pa-
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raliza a éstas, pero no a aquéllas. Entre los afios 1912 y 1927, época en
gque Warburg hizo sus primeras observaciones, cabia creer que la ac-
tivacion del oxigeno molecular por la acciéon de las oxidasas consistie-
ra en la ruptura de su doble ligazén y en la apariciéon de un enlace
peroxidico. Hoy el concepto resulta anticuado, y la activaciéon se atri-
buye a un cambio de valencia electrénica del atomo metalico del fer-
mento, a consecuencia del cual la oxidasa cede electrones al oxigeno

molecular y lo convierte en oxigeno iénico O, primero, y en iones OH,
después.

De modo analogo, la activacion del hidrégeno del substrato por la
deshidrogenasa se atribuye actualmente a una relajacion de las fuer-
zas electrostaticas que unen el electrén con el protdén, a consecuencia
de la cual el &tomo de hidrégeno adquiere fuerte reactividad para con
los aceptores; ordinariamente, esta relajaciéon se efectia por pelda-
fios, a medida que el hidrégeno salta a través de los transportadores de
hidrégeno, desde la deshidrogenasa hasta la oxidasa. Por eso, la trans-
ferencia de hidrégeno desde la materia oxidable a su aceptor altimo
tiene lugar por intermedio de compuestos no saturados, generalmente
a través de sustancias coloreadas de naturaleza mesomérica, en las
gue hay electrones labilmente unidos- Cuando el electrén del atomo
de hidrégeno se desliga completamente del protén Yy corre a reempla-
zar el que la oxidasa cedié al oxigeno molecular, queda aquélla en
condiciones de ionizar nuevas moléculas de oxigeno, activandolas. Por
cada par de electrones que llegam del substrato a la oxidasa, dos iones

rer

T—I guedan libres y un atomo de oxigeno se activa y convierte en ién 'O.
/' Ambos procesos de ionizacion se realizan con el auxilio de una pro-
teina especifica activante y de cierto numero de sistemas de oxidacion
y reduccion que gradual y sucesivamente transfieren electrones desde
el substrato oxidable a) oxigeno molecular.

La mayoria de los investigadores son de opinién que las deshidro-
genasas arrancan un par de atomos de hidrégeno del substrato en cada
fendmeno elemental que realizan. En cambio, Michaelis (8) sustenta
la hipotesis de que la deshidrogenacién de un substrato oxidable tiene
lugar atomo por atomo, ya que los transportadores flavinicos separan,
a veces, de un modo fugaz, un radical libre, coloreado, que al fijar el
segundo atomo de hidrogeno, pasa a la forma leuco, incolora y estable.
De la misma opinion que Michaelis participan Haber y Willstater (9),
cuyos esfuerzos por generalizar la teoria de que en la oxidacion hay
separacion intermedia de radicales libres son de sobra conocidos; sin
embargo, s6lo en contados casos han podido éstos observarse; por eso,
es aun creencia generalizada que la deshidrogenacién.del substrato
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tiené lugar por pares de atomos y no por atomos aislados, lo que no
impide que ciertos transportadores, entre ellos los de nucleo piridico,
conduzcan un solo atomo de hidrégeno por molécula de aquél-

Los iones H y OH, una vez liberados, se unen entre si conforme a

la'reaccion H + OH = HD-h 137 Kcal-, mucho méas suave que la re-
accion que producen los elementos libres, en la que se desprenden 68
Kcal./mol. La diferencia entre los calores de una y otra reaccién no
es energia que se pierda; al contrario, por desprenderse poco a poco,
durante los procesos elementales de activacion y de transporte, se apro-
vecha mejor en la produccidon de trabajo muscular o se almacena al
estado de ésteres fosféricos de alta energia, y con ellos se atiende des-
pués a otras necesidades.

Wieland creyd, en un principio, que el oxigeno molecular actda di-
rectamente como aceptor de hidréogeno y supuso que, a consecuencia
de la reaccion, debia formarse agua oxigenada. La presencia de pe-
réxido de hidrégeno ha sido, en efecto, caracterizada, a pesar de que
las catalasas lo descomponen rapidamente. Sin embargo, nadie sos-
tiene hoy que el oxigeno molecular sea el aceptor directo del hidré-
geno arrancado al substrato; salvo una pequefia fraccion, sin interés
fisiolégico, que obra a través de transportadores flavinicos, el oxigeno
que interviene en la respiracion celular se ioniza previamente con la

intervencién de las oxidasas, y en estado de iones O u OH se une a

los iones H que provienen del substrato.

En los medios anaerobios el aceptor Gltimo de hidrégetno lo cons-
tituye un metabolito: el aldehido, en la fermentacién alcohdlica,
y el &cido piravico en la glucolisis y fermentacion lactica. En estos
procesos no intervienen oxidasas que activen el oxigeno molecular,
porque no hacen falta o no estan presentes; la oxidacion la llevan a
«abo deshidrogenasas que arrancan hidrégetno del substrato y trans-
portadores que lo conducen al metabolito.

A veces, ambas oxidaciones, anaerobia y aerobia, se ligan en un
proceso alternante. Asi ocurre en la demolicién del glucégeno; los
primeros peldafios coinstituyen un proceso -anaerobio que termina en
la formacién de acido pirdavico o de acido lactico; y los udltimos repre-
sentan un fendmeno de respiracidon celular, en el que parte del &acido
pirdvico se quema con oxigeno y otra se resintetiza a glucégeno.

En la deshidrogenacion del substrato y combustion de su hidroge-
no radica el secreto de la oxidacién biolégica. Con el hidrogeno se,
quema simultdneamente el carbono, pero su combustiéon es consecuen-
cia de reacciones secundarias que acompafan a la deshidrogenacion.
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En efecto, por cada par de atomos de hidrégeno que pierde .l subs-
trato aparece un enlace eténico =-CH —CH— que una hidrataba con-
vierte en—CHOH—CIL—. Deshidrogenaciones posteriores de tipo en-
zimatico provocan la formacion de enlaces endlicos—C(OH) .= CH—,
primero, y cetonicos— CO--CHai-j-, después. Seguidamente, una hidro-
lasa rompe la cadena y separa dos moléculas, de las que una contie-
ne el grupo carboxilo. De la molécula de acido, asi. formada, sobre
todo cuanto se trata de A&cidos a-cetonicos o0 bien a-aminoaci-
dos, las carboxilasas separan una mol. de COZ si no se desprende es-
pontaneamente. como ocurre én algunos casos. De esta manera, a me-
dida que la deshidrogenacién avanza, las moléculas carbonadas se rom-
pen en otras de cadenas mas cortas, y .en cada fractura hay despren-
dimiento de una molécula, de agua y otra de bi6éxido de carbono.

EL POTENCIAL. REDOX

En las reacciones de oxidacion y reduccién que gozan de caracter
reversible, establécese un equilibrio entre la forma oxidada y la redu-
cida que depende de las, condiciones del medio; asi sucede con las
mezclas dé sales ferrosas y férricas o de sales estannosas. y estannicas,
y con,los sistemas de 6xido-reduccién que intervienen en la oxidacién
biolégica. Se acostumbra a llamarles sistemas reversibles de oxida-
cién y reduccion o, abreviadamente, sistemas redo:x. Un sistema redox
es.la= mezcla de dos sustancias que, mediante transferencia reciproca,
de electrones se transforman una en otra. El poder de oxidacién o re-
duccion de tales sistemas encuentra su expresién numérica en .el lla-
mado potencial redox. Su, conocimiento interesa extraordinariamente
en. Biologia. . .

El potencial redox, se determina introduciendo un electrodo de pla-
tino en la disolucion que contiene la mezcla de las sustancias oxidada
y .reducida, y midiendo el potencial de dicho electrodo contra el elec-
trodo normal de hidrégeno. Designando por Ox la forma oxidada, y
por Red la reducida, la expresion que mide dicho potencial redox es®

E=BE+ g I [Red] (@) i

en que .Bo .representa el 'potencial normal. Para cada sustancia este va-
lor es constante,,y su magnitud se deduce, midiendo la fuerza electromo-
triz de una pila en que [Ox] —[Red], es decir, en que la concentra-
cién de la sustancia oxidada sea igual a la de la reducida.
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El potencial redox de un sistema depende de la presion de hidro-
geno gaseoso y del pH. Su expresién algébrica es:

F RT inV ph ibs
E - E "-—- SF-InIHT ()

Cuando la presién de hidrégei>0 Ph importa una atmosfera
[ /\T')T I *
E-:Eo+-m5- n [H*]

Es la ecuacién de Nernst aplicada al electrodo de hidrogeno.

El valor de E’, se deduce de la ecuacion (b) sin mas que dar a
Ph el valor de una atmésfera y hacer [H'] = 1; ambas condiciones se
cumplen en el electrodo normal de hidrégeno. En él se verifica
E = Eo Por tanto, E'Orepresenta el "potencial normal del electrodo de
hidrégeno, al que se ha convenido en darle el valor cero. A 30° el po-
tencial redox de un sistema apenas varia, por cada unidad que
se eleva el pH. Como en las células vivas el pH oscila muy poco en-
tre 6 y 8. la mayoria de las veces no precisa tenerlo en cuenta para
las correcciones del potencial redox EI punto de neutralidad de un
sistema redox corresponde a aquél en que el sistema pasa de reduc-
tor a oxidante o viceversa. En dicho punto la concentracién de la
forma oxidada no suele coincidir con la de la forma reducida; es
mas, en los diversos sistemas redox, la relacibn de concentraciones
de ambas formas alcanza los valores mas diversos. Por ejemplo, una
mezcla de iones estannosos y estannicos, en concentraciones iguales,
es fuertemente reductora; y una disolucion de permanganato potasi-
co en medio &cido, cuya mitad de sal se ha transformado en bidxido,
es oxidante.

De estos hechos resulta que el potencial redox de un sistema mide
su capacidad oxidante o reductora. Un.sistema A, cuyo potencial de
oxidacion y reduccion supera al de otro B, oxida a éste; ein cambio,
el B reduce al A. Cuanto méas fuertemente reducido se halla un com-
puesto, tanto mayor presién de hidrégeno posee y tanto mas negativo
sera su potencial redox.

Ahora bien, se explica que no baste conocer el potencial
redox para predecir si un sistema oxida o reduce a otro. Para que la
oxido-reduccion tenga lugar, hace falta, ademas, que la velocidad de
reaccion sea suficientemente grande. En otro caso, hay necesidad de
emplear catalizadores que aceleren la velocidad de la é6xido-reduccién.
Las redoxasas o fermentos de oxidacion y reduccién son sistemas re-
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dox reversibles, que actiian como catalizadores en virtud de reacciones
intermedias. Estos sistemas lo mismo pueden ser oxidados por un acep-
tor de hidrégeno que reducidos por un donador; la reaccion depende-
ra del valor de su potencial redox. El compuesto reducido del siste-
ma que se cataliza reacciona con la forma oxidada del catalizador y
la reduce, mientras que él se oxida; y el compuesto reducido del ca-
talizador reacciona con la forma oxidada del sistema que se cataliza,
y mientras ésta se reduce, aquél se oxida. Las deshidrogenaseis son
redoxasas en que la forma oxidada del catalizador reacciona con la
reducida del substrato; y las oxida&as pertenecen a las redoxasas cuya
forma reducida reacciona con el oxigeno molecular. Por esto, para
que una deshidrogenasa sea eficaz, hace falta que se comporte como
oxidante frente al substrato y como reductora frente al aceptor de
hidrégeno ; lo que se expresa diciendo que su potencial redox ha de
estar comprendido entre el del substrato y el del aceptor.

La escuela americana clasifica los sistemas redox, de interés bio-
l6gico, en tres grupos: sistemas electroactivos, sistemas perezosos y
sistemas enzimaticos perezosos.

Incluye entre los sistemas electroactivos los que tienen capacidad
para cambiar electrones directamente con un electrodo de metal no-
ble. Por regla general, estos sistemas son autoxidables. Transportan
electrones del substrato activado o de cualquiera de los otros dos sis*
temas de oxidacién y reduccion citados al oxigeno molecular, y, a ve-
ces, de un sistema perezoso a otro también perezoso. Los potenciales
redox de estos sistemas se determinan midiendo con el potencidome-
tro la f. e. de una pila formada por dos semicélulas, la tipo y la
del sistema a estudiar (10). Entre ellos se cuentan las oxidasas (cito-
cromoxidasa, polifenoloxidasas, etc.) y los fermentos flavinicos.

A los sistemas perezosos de oxido-reduccion pertenecen sistemas re-
dox que no se oxidan por el oxigeno molecular, pero si por los sistemas
electroactivos; tales complejos se reducen por un buen ndmero de
sustancias oxidables. Sistemas perezosos son los citocromos y las code-
hidrasas | y Il. Sus potenciales redox no se pueden determinar mas
gue con ayuda de sistemas electroactivos, bien sea potenciométrica-
mente, o bien calorimétrica- o espectrofotométricamente, conforme al
método aplicable al sistema electroactivo agregado. En este caso el
potencial E'O0 del sistema perezoso se deduce del valor del potencial
E"O del sistema electroactivo en equilibrio con él; la ecuacién apli-
cable tiene la forma

E', - EO__nF InK
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en la que K representa la constante de equilibrio del sistema forma-
do por la mezcla del eleetroactivo y del perezoso:

Finalmente, los Sistemas enzimaticos. mperezo&os no toman el po-
tencial mas que en presencia de un sistema electroactivo y de unalen-
zima- ésta por cuanto obra de catalizador; sin uno y otra asociados
a él la transferencia de electrones no es apreciable. El potencial de
tales sistemas se puede medir electrométrica- o colorimétricamente, y
a ellos es aplicable la formula del caso anterior. En este grupo se in-
cluyen el sistema oxalacetato malato del ciclo Szent Gyoérgyi, el
cis.aconitato isocitrato del ciclo de Krebs, el alcohol aldehido,
etcétera, todos ellos con sus enzimas correspondientes.

El cuadro adjunto indica los potenciales redox de algunos sistémaa
de Oxido-reduccion con interés bioquimico medidos a pH = 7. Al des-
cribir cada una de las jenzimas oxidantes y estudiar las reacciones que
catalizan, be indicaran los autores que determinaron dichos potenciales-

L2 séodijfir uen . five . - m

SISTEMAS REDOX DE INTERES BIOLOGICO

POTENCIAL NORMAL
SISTEMAS - '

Electrodo de oxigeno .| ... ... lin i e 0,810
o-quinona——rpirocateéiuina I T R 0,430
Citocromo-c oxidado y reducido ............ . 0,262
Hemoglobina----—- metahemoglobina \ ............... 0,152
Acido dehidroascorbico—a&cido ascorbico 0,080
Azui de metileno---—--leucobase'............... F 0,011
Acido fumarico —— &cido SUCCINICO ... .viiiiiiiiieiies eeeieennns .- 0,000
Fermento, amarillo — hidruro ........ e eeennn e, T — 0,060
Acido oxalacético---——- &cido malico ......... e eeeeeen PP — 0,169
Acido pirdvico---—-acido lactico ... ... ... .. i e . — 0,180
Lactoflayina-fosfato——hidruro —0,185
Acetaldehido — alcohol etilico - — 0,190
Hemo — hematina ... ... ..! ... e e . — 0,200
a- gllcerOfosfato——aIdehldo 3- fosfogllcerlco e e e e e — 0,250
Codehidrasa | —:hidruro ... ... B, R L e -r- 0,270
Ac. /3-hidroxibuti)rico— ac. acetllacetlco Y enennn e e e — 0,282
Acido Urico— xantina ... ..' ... ... e e, — 0,361
Xantina — hipoxantina . c e e e e e e e --0,371
Hidrogenasa e hidruro ... ... ... e e e ié 0,407

Dicho cuadro muestra que los sistemas redox con potencial mas
positivo son la o-quinona----- pirocatequina y los citocromos; y el
sistema de potencial mas negativo, la hidrogenasa del B. coli, que cata-

liza de modo reversible la reaccion H3”=t 2H' + 2e. El potencial re-
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dox de la citocromoxidasa debe estar comprendido entre el del oxi-
geno molecular y el del citocromo, cojn un valor que probablemente se
aproxima mas al de éste que al de aquél.

A pH constante, el potencial redox de los fermentos de oxidacion
y reduccion varia fuertemente con la naturaleza de la proteina. Lo que
significa que los potenciales redox de los compuestos de codehidrasa
I 6 Il con las diversas proteinas activantes soin distintos, como lo son
también los de los compuestos que forman los flavin-mononucledti-
dos y flavin-dinucleétidos con las diversas apodehidrasas- Compéare-
se, por ejemplo, en el cuadro anterior, el valor del potencial redox
de la lactoflavina-fosfato con el del viejo fermento amarillo. Se com-
prende, por tanto, que un mismo grupo prostético origine diversas
redoxasas, con potenciales de oxidacion y reduccion diferentes, segun
sea la proteina a que se enlace; y que las diversas redoxasas mues-
tren fuerte especificidad de substrato, aun cuando todas ellas posean el
mismo grupo prostético.

Entre el substrato oxidable y .el oxigeno, o entre el substrato y
el metabolito que actia de aceptor altimo, hay siempre intercalada
una serie de sistemas redox en equilibrio que regula el transporte de
hidrégeno. La velocidad de reaccion de la cadena depende de la na-
turaleza de cada uno de los sistemas redox interpuestos y de su accion
reciproca. Pero el orden de sucesion de los transportadores no es arbi-
trario. sino que lo determina su potencial redox. El viejo fermento
amarillo puede catalizar la reduccién del &cido fumarico a succinico,
pero no la de acetaldehido a alcohol; en cambio, la flavina libre ca-
taliza también la hidrogenacidin del aldehido. A causa d.el elevado po-
tencial del citocromo-c, este pigmento sé6lo puede reducir al oxigeno
molecular, y esto a través de la citocromoxidasa; en cambio, oxida a
un sinndmero de sistemas.
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SEGUNDA PARTE

LOS FERMENTOS DE OXIDACION Y REDUCCION

El cuadro adjunto contiene los principales tipos de fermentos que
intervienen en los fendbmenos de oxidacién y reduccién de la materia
viva. Para su agrupacion se ha seguido un criterio quimico, procuran-
do armonizar Ja clasificacion que adopta el Profesor A. Santos Ruiz
en su obra «Fermentos», edicion Saeta, 1944, Madrid, con la que uti-
liza el Profesor M. Lora Tamayo en su opusculo «Modernas orienta-
ciones en Quimica de Enzimas», edicion Saeta, Madrid, 1942, y la que
siguen Sumner, J. B. y Somers, G. F. en su libro «Chemistry and Me-
thods of Enzymes», Nueva York, 1945,

Con el fin de que el lector pueda adquirir idea clara de los proce-
sos de oxidacién y reducciéon que se exponen en la tercera parte del
trabajo, sin que para ello necesite consultar los tratados de Enzimo-
logia. hemos creido conveniente resefiar en las paginas que siguen las
principales caracteristicas de los fermentos de oxidacion y reduccion.
Em las breves monografias que de ellos se hacen, no se indican los
métodos de preparacion ni los procedimientos experimentales mas
en uso para medir su actividad. EIl lector los encontrarda descritos con
detalle en los tratados clasicos de Fermentos.

Otras enzimas intervienen en los procesos de oxidacién y reduc-
cién bioldgica, pero ello en calidad de auxiliares. Son las descarboxi-
lasas y Ja zimohexasa, las fosforilasas, las ferasas (transfosforila-
sas y transaminasas), las isomerasas y las hidratasas. Remitimos al
lector a los libros de Enzimologia, donde encontrara informacién de-
tallada de todas ellas,



FERMENTOS DE OXIDACION Y REDUCCION

i
Con hierro.
Directas Con cobre..
Oxidasas Inclasificables.

. Peroxidasas.
Indirectas
Catalasas.
Sin grupo prostético.
Grupo prostético aloxaciinico.
Deshidrogenasas Grupo prostético piridico.
Grupo prostético thiazélico.
Inclasificables.

Aldehidomutasas.

Mutasas ;
Glioxalasa.
Aloxacinicos.
L Piridicos.
Enzimaticos C s
. . Thiazélicos.
Transportadores 6 . ,/-pemmlcoS

No enzimaticos.'

I —OXIDASAS

Las oxidasas activan el oxigeno, transfiriéndole electrones y con-
virtiéndolo en iones O u OH. Los electrones proceden del hidrégeno
del substrato, y llegan a ellas a-través de las deshidrogenasas y de los
transportadores. Las oxidasas son fermentos de la vida merobia. Perte-
necen al grupo de metal-proteinas, y suelen ser proteidos en que él
metal, cobre o hierro, forma parte integrante del grupo prostético.'En
las oxidasas del reino animal el elemento activo es el hierro, y en las
del reino vegetal el papel de activador lo desempefia el cobre, en la
inayoria de los casos.

Unas, activan directamente el oxigeno molecular: se llaman oxida-
sais directas; otras, tienen por substrato el agua oxigenada: récibem el
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nombre de oxidaseis indirectas. A las primeras pertenecen la citocro-
moxidasa y la tirosinasa, entre otras; y a las ultimas, las peroxidasas.
Forzando un poco la definicién de oxidasas indirectas, incluimos entre
ellas las catalasas, que activan la descomposicion del peroxido de hi-
drégeno en agua y oxigeno molecular.

a) OXIDASAS DIRECTAS CON HIERRO

Citocromoxidasa. ,

Los tejidos animales dan la reaccion de azul de indofenol cuando en ellos
se inyectan, disoluciones alcalinas de a-naftol y dimetil-p-fenilenodiamina (re-
activo NA-DI) (11) y (12). Este reactivo sirvi6 a Ehrlich para descubrir la indofe-
noloxidasa o enzima oxidante que provoca la oxidacion réapida de aquella mezcla.
Keilin (13) comprobé que se trata de una oxidasa. Hoy se llama fermento de la res-
piracion de Warburg o citocromoxidasa.

Oxida la mayoria de los metabolitos a través de los citocromos (14), y es el fer-
mento indispensable para la respiraciéon celular, tanto en animales, en que el trans-
porte de oxigeno lo efecta la hemoglobina, como en aquellos otros (crustacé’)s y
moluscos) que lo lleva a cabo la hemocianina. En menor escala, interviene en la
respiracion celular de organismos inferiores, vegetales y animales, e incluso en plan-
tas superiores. En la materia viva se halla en proporcién que no excede de o,1 gra-
mo por Kg.; abunda en las células de mayor capacidad respiratoria, por ejemplo en
el musculo cardiaco.

Es insoluble y estd fuertemente enlazada a la trama celular, por'lo que se tropie-
za con serias dificultades para obtenerla pura. Keilin y Hartrée (15) consiguieron
preparados de musculo cardiaco de cerdo conteniendo citocromoxidasa en suspen-
sion impura. Stotz y colaboradores (16) la han obtenido exenta de citocromo. Es
termo-labil; se destruye a 58°.

Pertenece ” los cromoproteidos con hierro y estd formada por la unién de una
hemina con una proteina de naturaleza desconocida. Puede existir en dos formas i
una reducida, el ferro-fermento, en que el metal funciona con valencia Il, y otra
oxidada, el ferri-fermento, en que el hierro posee valencia IlIl. La forma reduci-
da es autoxidable, y en la oxidacién pasa a ferri-fermento.

i+ H-b+
2 fermento-Fe + 1/2 O, + H.O—> 2 fermento-Fe + 20H.

+ +
En cambio, a la forma oxidada la reduce el citocromo reducido o citocromo — Fe?.

=+ e H-b H-b+
Ferm.-Fe 4 Cit.-Fe —y Ferm.-Fe + Cit.-Fe.

Con esta reaccion la citocromoxidasa recobra los electrones que cedié paru la
activacion del oxigeno. Los que el citocromo cede al fermento de Warburg proce-
den del hidrégeno que las deshidrogenasas arrancaron al substrato y llegaron a él
por intermedio de los transportadores.

De donde resulta, que el mecanismo de oxidacién y reduccién de la citocromo-
xidasa es distinto del que utiliza la hemoglobina en el transporte de oxigeno a lo
largo del torréete circulatorio. El pigmento sanguineo fija oxigeno sin que el ato-
mo de hierro heminico cambie de valencia, pues lo mismo en la hemoglobina como
eri la oxihemoglobina, el hierro se halla al estado de hemo y actia como bivalen-
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te. Por eJ contrario, en la oxidacién de la citocromoxidasa, el hierro sufre un cam-
bio de valencia y pasa de bi- a trivalente, pero no fija oxigeno, a no ser momenta-
neamente, en cuyo caso formaria un complejo inestable y de vida corta. Po” esto,
la accién oxidante de la citocromoxidasa no depende de la presién parcial de
oxigeno, y es, en cambio, funcion de ella la accién transportadora de la hemoglobina.

El fermento de la respiracion de Warburg constituye un sistema redox reversi-
ble, de tipo electroactivo, lo que no ocurre con la hemoglobina. Dicho sistema ac-
tda acoplado con otro también redox, el de los citocromos, de potencial inferior
al de la citocromoxidasa.

El &cido cianhidrico y el sulfhidrico inhiben las dos formas de citocromoxidasa,
la oxidada y la reducida. En cambio, el CO s6lo paraliza la oxidacion de la enzima,
porque Unicamente se combina con el ferro-fermento. La reaccién es parcial y re-
versible, y depende de la presién de oxigeno y de 6xido de carbono; ademas, no se
efectia més que en la oscuridad, pues la luz disocia al compuesto con mayor ra-
pidez que a la carboxihemoglobina. De esta propiedad se ha sacado partido para
deducir el espectro de absorcién de la citocromoxidasa (18) y (19), comprobandose
que es intermedio entre el de la hemoglobina y el del hemo; las mayores analo-
gias las muestra con el espectro de la clorocruorina del gusano Spirographys, o, me-
jor audn, con el del compuesto de la hematina de este gusano y su globina. Por es-
tas razones créese hoy que el grupo prostético de la citocromoxidasa coincide con el
que resulta de sustituir uno de los vinilos de la protoporfirina por el grupo —CHO.

b) OXIDASAS DIRECTAS CON COBRE

Fenoloxidasas.

Son el alma de los fendmenos de oxidacion y reduccion en los vegetales. Oxidan
los fenoles: pirocateauina, pirogalol, ti“osina, etc. Raoer (20) distingue entre mono-
fenoloxidasas y polifenoloxidasas. Las primeras oxidan a los monofenoles (tirosina-
sa) y las ultimas a los polifenoles (tirosinasa, dopaoxidasa, lacasa, etc.).

Se hallan en los vegetales, lo mismo en los superiores que en hongos y bacte-
rias; las hay en la sangre y tejidos de diversos animales, pero no tan profusamen-
te repartidas como en el reino vegetal, ni en la misma proporcién. Richter (21) jy
Kubowitz (22) las han obtenido de la patata; y Keilin y Mann (23) de las setas.

Son cob”e-proteinas, y el contenido en metal asciende a 0,20-0,25 %. Los cianu-
ros y el SH, inhiben todas las fenoloxidasas, y los iones cupricos las reactivan. Con
menor intensidad las inhibe también el CO; pero, a diferencia de |4 citocromoxi-
dasa, la luz no reactiva el fermento.

La oxidacién que provocan las fenoloxidasas se debe a un cambio de valencia

r .
del atomo metélico; durante él, el cobre pasa de i6n Cu a i6n Cu. con lo que
el oxigeno se ioniza y activa en reacciones como las siguientes:

++ + +
2 Cu-enzima + pirocatequina —- 2 Cu-enzima + o-quinona + 2H

2 Cu-enzima + 1/2 02+ HXD _ v 2 Cu-enzima + 20H

Tirosinasa.

En 1895, Bourquelot y Bertrand la descubrieron en diversos hongos (25) y (26),
demostrando que su substrato es la tirosina. A ella se debe el ennegrecimiento que
experimentan en contacto del aire algunos tejidos vegetales, en corte reciente (pa-
tatas, manzanas, etc.), el que sufren los hongos, y el color de la tinta de los c”a--
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mares." Abunda en ecrustaceos y moluscos; entre los vegetales, las, mondaduras de
patatas, los bulbos de la dalia, el salvado de cereales y las setas, son materias pri-
mas jricas en este fermento. Pertenece a las enzimas respiratorias de mas interés
en los vegetales (27) y (28).

Cataliza la oxidacién de los monofenoles a o-difenoles, y oxida también ,algu-
nos de éstos. Es c?ecir, posee actividad de monofenolasa y de polifenolasa a un tiem-
po. Oxida el fenol ordinario en pirocatequina, al m- y p-cresol en homocatequi-
nas, y a la tirosina en dihidroxifenilalanina (dopa) (29). Pero también oxida al o-di-
fenol y a la dopa en las ortoquinonas Correspondientes. No oxida la resorcina, la hi-
droquinona ni el &cido ascoérbico. La oxidacién, una vez empezada, prosigue hasta
formar pigmentos oscuros, y aun negros, analogos a las melaninas.

Kubowitz (30) la prepar6é de la patata, con un contenido en cobre de 02 % ; Kei-
lin y Mann (31) de un hongo, el Psaliota campestns, con 03 % de cobre; y Dalton
y Nelson del Lactarius piperatus, con 0,25 % de metal. En 1938, estos autores obtu-
vieron tirosinasa cristalizada (32); los cristales son incoloros, insolubles en agua y
acidos y solubles en disoluciones alcalinas.

Hasta hace poco (31) y (33), crey6ése que se trataba de una polifenoloxidasa,
puesto que a medida que se purifica disminuye la actividad de monofenoloxidasa y
crece la de polifenolasa. Dalton y Nelson comprobaron que una y otra actividad
dependen del origen del preparado; la tirosinasa del hongo Lactarius piperatus oxida
intensamente a los monofenoles y apenas ejerce acciéon sobre los difenoles; en con-
traste con la tirosinasa del Psaliota campestris, que se comporta, principalmente,
como polifenoloxidasa. Hoy se admite que la tirosinasa posee las. dos actividades
enziméaticas citadas, no porque conste de dos fermentos diferentes, sino porque aqué-
llas dependen del tamafio, forma y caracteristicas de la superficie del metal-proteina,

OH (@] 0]
I 1

OH

Dichas reaciones muestran que en la oxidacion de una mol. de pirocatequina a
una de hidroxiquinona se consumen dos atomos de oxigeno y no se produce agua
oxigenada. La hidroxiquinona se polimeriza después rédpidamente y convierte en un
pigmento negro, como el acido hdmico o la melanina. La oxidacion de los monofe-
noles por la tirosinasa se inicia con la formacion de o-difenol y prosigue después
de la manera ya -indicada. Se comprende, por tanto, que en la oxidacién de los
monofenoles por la tirosinasa se consuman tres atomos de oxigeno por molécula de
monofenol y no se separe tampoco agua oxigenada (34).

L acasa

El fermento que ennegrece y endurece el jugo del Rhus succedanea del Tonkin
y del Rhus vernicifera del Japén, es una polifenoloxidasa que oxida a los polifeno-
les en o- y p-quinonas, pero que no actla sobre la tirosina. Obra sobre los jugos
amarillos de aquellas plantas y los convierte en una laca negra. Su substrato es el

urushio] el hidrourushiol, a los que transforma en las ortoquinonas

correspondientes.
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Se encuentra eij. las patatas, azlGcar de remolacha, manzanas y algunos hongos.
La descubri6 Yoshida en 1885 (35). Se cteia que la "acasa del Tonkin contenia
0,24 % de cobre (36) y estaba exenta de hierro y manganeso; trabajos posteriores
de Bertrand (37) demuestran la existencia en ella de manganeso y un contenido en
cobre no superior a 0,04 %.

c) OXIDASAS DIRECTAS INCLASIFICABLES
/' <>, ] | mi : e 1 m -V ; . % - [OYP o ¥

Dopaoxidasa.

Su descubrimiento se debe a Bloch, quien encontr6 en los melanoblastos de la
piex de animales superiores un fermento que oxida la dopa o 1-2-4-dihidroxi-
fenilalanina, convirtiéndola en un pigmento negro, la melanina. Se obtiene de la
piel de conejos recién nacidos. El SH,, la inhibe fuertemente, y con menor intensi-
dad los cianuros. Es especifica de la dopa: no oxida a su inverso o6ptico ni a otros
fenoles.

Arnow (39) cree que la luz ultravioleta convierte la tirosina en dopaj por lo
gue, segln este autor, la luz solar puede provocar el oscurecimiento de la piel a
consecuencia de la reaccién de la dopaoxidasa sobre la dopa. Raper y Wormal (40V
estiman que en la oxidacién se produce primero una sustancia roja (la o-quino-
na marcada con el numero Il); y, a continuacién, mediante un proceso que no
es ni oxidativo ni enzimatico, un dioxindol incoloro (Ill1). El paso de este compues-
to a melanina se efectia por una oxidacién de naturaleza no enzimatica, en la
que hay pérdida de dos atomos de hidrogeno y aceptacion de uno de oxigeno. EI
proceso es totalmente analogo al que se indic6 para explicar el ennegrecimiento
de los difenoles; también aqui se produce una hidroxiquinona que seguidamente se
polimeriza en melanina (véase tirosinasa).

ch2-ch—cooh

I
/\ : /™\ . Qjj. HO— CH 1
11 — [ —> | 1
OH 0= CH—COOH HO— ~ A~y C —COOH
1 NH NH
OH
(N (1) (1)

Nada se sabe de la naturaleza de la dopoxidasa. Se ignora si se trata de algin
cuproproteido. Se ha incluido en este grupo porque su substrato es de naturaleza
fenédlica.

Acido ascorbicoxidasa.

Oxida el acido ascorbico a dehidroascoérbico, con separacién de agua oxigenada
cuando el oxigeno es el aceptor de hidrégeno (40). Para Huszak, la acido ascorbico-
xidasa es una verdadera deshidrogenasa. En cambio, Keilin y Hartree (41) la creen

una oxidasa.
Szent-Gyorgyi (42) la descubrié en las hojas de calabaza, de donde la obtuvo (43).

No se encuentra en los tejidos animales. Abunda en los vegetales, y son sus ma-



terias primas la calabaza, pepinos, platanos, espinacas, etc. No ha mucho tiempo,
varios investigadores la obtuvieron cristalizada (44) y (45). Su accién la catalizan
indicios de sales de cobre. Quizas se trate de un cuproproteido cuyo contenido en
cobre oscila entre 0,15 y 0,25 %. El &cido cianhidrico la inhibe, pero no el &cido
sulfhidrico ni el 6xido de carbono. La oxidacion reversible del &acido ascorbico J]a
efectia este fermento con un pH 6ptimo de 55.

Szent-Gyorgyi (46) atribuye al &acido ascorbico-oxidasa un importante papel en
la respiracién celular de las plantas; para él, el &cido i-ascorbico es un trans-
portador de hidrégeno entre el substrato y la ascorbicoxidasa.

Hopkins y Morgans (47) demostraron que la &cido ascorbicoxidasa rio oxida di-
rectamente al glutathién reducido, pero si a través del acido dehidroascérb'ico.

Uricasa.

Oxida el acido uarico en alantoina, y la accion se produce en todos los mamiferos,
excepto en el hombre y en los antropoides.. '

Acido Urico + H20 + 02— » alantoina + C0Os + HaOj

Encuéntrase en el higado y arifion de los mamiferos, de donde se obtiene (48)i;
asimismo, en el higado de numerosos peces. No la hay en el hombre...

Fué descubierta por Wierhowski (49) y estudiada con detalle por Keilin y cola-
boradores (50). No se conoce con seguridad su naturaleza quimica, pero parece per-
tenecer a los fermentos heminicos, ya que los preparados que se han obtenido has-
ta aqui contienen algo de hierro (51). Dawidson (52) comprobé que contenia 0,02 % de
hierro y 0,09 % de cinc. La inhiben los cianuros.

Lip oxidas a. i

En 1929, Haa? y Bohn descubrieron en algunas leguminosas una enzima que en
presencia de oxigeno destruye el pigmento amarillo de harina de trigo y los caro-
tinoides de la yema de huevo. Esta enzima, a la que se llam¢ lipoxidasa, fué halla-
da después en tejidos animales. Hauge (53) observé que en la alfalfa hay fermen-
tos que destruyen la vitamina A.

En 1940, Sumner J. B. y Sumner R. J (54) comprobaron que las enzimas de
las leguminosas no descoloran ios carotenos, a no ser que vayan acompafiados de
grasas no saturadas. En estas condiciones, la descoloracién de los carotinoides la
creen debida a la lipoxidasa, que cataliza la reaccién.

. . ‘R—CH—CH—R"
e R—CH= CH—R’'+ Oa — | I
0- 0

El peréxido asi formado oxida por induccién a los carotinoides, a la provitami-
na A y a la clorofila. Como substrato de la lipoxidasa suele actuar un &acido graso
en cuya cadena haya el grupo— CH = CH— CH2— CH = CH — (CH2;— COOH

Recientemente se ha discutido la posibilidad de que la lipoxidas4d sea una des-
hidrogenasa (55). -
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d) OXIDASAS INDIRECTAS

Lo Lo . .
[ Peroxidasas..

Descomponen el agua oxigenada con separacion de oxigeno activo, por cuyo me-
canismo oxidan a otros substratos (fenoles, diaminas, etc.) en una verdadera reac-
cion acoplada.

Se encuentran en los tejidos vegetales; sobre todo en semillas y frutos. Escasean en
los animales; suelen hallarse en el bazo, pulmén, leucocitos y tejidos linfaticos;
abundan en la leche. La mayoria de las peroxidasas que se creyé haber encontrado
en los tejidos animales son pseuaoperoxiaai>as, es decir, compuestos hematinicos que
ejercen pequefia accion peroxidasica (hemoglobina, hematina y citocromos).

Peroxidasas se obtienen de los radbanos y patatas. Thunberg (56) y Elliot (57) las
han preparado de la leche.

Contienen 0,64 % de hierro Son termostables. El &acido cianhidrico y el sulfhi-
drico las inhibel, pero el 6xido de carbono no las afecta. Estos hechos se hallan de
acuerdo con su estructura héminica (58) del tipo de la metahemoglobina, en que el
hierro se comporta siempre como trivalente. Las peroxidasas no constituyen siste-
mas redox, ya que al oxidar un substrato permanece inalterable la valencia de su
atomo de hierro.

Son oxidasas indirectas, pues no activan el oxigeno molecular sino el del agua
oxigenada, que constituye su substrato especifico. Para ello utilizan el peréxido de
hidrégeno que se produce en la oxidacién, y en una reacciéon acoplada oxidan a
otros substratos: fenoles, aminas aromaéticas, etc. Segln Szent-Gyorgyi (59) oxidan
el acido ascérbico a través de sustancias fendlicas, por ejemplo, adrenalina, flavo-
noles, etc., o sus glucésidos. Algunos autores interpretan las reacciones admitiendo
que se forma un compuesto molecular entre el fermento y el H20 2; este com-
plejo intermedio arranca hidrégeno a un substrato y lo oxida, con lo que el com-
plejo se disocia en el fermento y dos moléculas de agua.

Tienen considerable interés en los procesos de o6xido-reduccién que se efectuan
en el reino vegetal. La dihidroximaleicoxidasa que describen Banga y Szent-Gyor-
gyi (60) es, a juicio de Swedin y Theorell, una verdadera peroxidasa (610.

Catalasas

Su substrato Unico es el agua oxigenada, a la que descomponen en agua y oxige-
né molecular. Sélo actian en medio aerobio. Tienen accién antitéxica, porque des-
truyen aquel peréxido e indirectamente provocan reacciones de oxidacién. Por esto
se les incluye entre las oxidasas indirectas. Loeb las descubri6 en 1901.

Hallanse muy repartidas en tejidos vegetales y animales, en especial en higado,
rifion, gloébulos rojos y leucocitos; en bacterias aerobias y hongos superiores. En 1937.
Sumner y Dounce (62) la obtuvieron cristalizada a partir de higado de buey; y
en 1941 Laskowski y Sumner (63) la prepararon de los eritrocitos del referido ru
miante. El color de los cristales depende de la iluminaciéon; sus disoluciones acuo-
sas son amarillas, y rojo oscuro las concentradas. EI SH, y el CNH las inactivan;
no las inhibe el CO en presencia de oxigeno, porque la actividad de éste es mayor
que la de aquél ,

Zeile y Hellstrom (64) demostraron que las catalasas son fermentos heminicos
cuyo grupo prostético tiene idéntica naturaleza que la protohematina de la hemo-
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globina (65); la diferencia con ésta radica principalmente en la prétéina..La cara-
lasa cristalizada que obtuvo Sumner contiene 0,09-0,1 % de hierro, y su peso mo-
lecular asciende a 248.000. De estos datos se deduce que cada molécula de catalasa
contiene cuatro atomos de nierro y cuatro grupos heminicos (es).

En las catalasas el hierro funciona como trivalente y no se reduce mas que por
el agua oxigenada. A juicio de Keilin y Hartree, las reacciones son las siguientes (67):

+++ ++  +
4 catalasa-Fe + 2H2 02— "4 catalasa-Fe + 4H + 20"
++ + +++

4 catalasa-Fe + 4H + 02 —y 4 catalasa-Fe + 2H20

con los que se cumple la ecuaci6on total 2H:0,—>2HaO + 0:

Sumner y Dounce interpretan la acciéon catalitica de las catalasas admitiendo la
formacién intermedia de pero6xidos, y Hab'er y Franck con la separacién de radica-
les libres de elevada reactividad; a ninguna puede atribuirse preferencia, porque nin-
guna explica satisfactoriamente la acciéon catalitica.

Haldane (ss) ha medido la actividad de algunas catalasas y ha comprobado que
cada mol. de catalasa puede descomponer 105 mol. de peréxido de hidrégeno por
minuto. La propiedad catalasica de la hemoglobina es incomparablemente inferior.

II.—_DESHIDROGENASAS

En opinion de Wieland, las deshidrogenasas son fermentos de oxi-
daciéon y reduccién que arrancan hidrégeno al substrato y lo ceden a
un aceptor. Como aceptor primero, actia el grupo prostético de la
deshidrogenasa, si lo hay, y de aceptores sucesivos los diversos trans-
portadores ; el ultimo aceptor es un metabolito, cuando se trata de pro-
cesos de Oxido-reduccién anaerobios (fermentacién, glucolisis, etc.), o
el oxigeno molecular, en el caso de la respiracion celular.

En la reaccion del substrato con la deshidrogenasa, aquél se activa
a consecuencia de un cambio en su estructura electrénica, cambio que
facilita la transferencia de electrones entre substrato y aceptor a tra-
vés de los sistemas de oxidacion y reduccién intercalados. Este origi-
nal concepto de deshidrogenasa se debe a Guzman Barrén (69), y se
basa en experimentos de Dixon y Zerfas, que prueban como algunas
proteinas activantes, purisimas, y exentas de codehidrasa, oxidan a sus
respectivos substratos en presencia de aloxana-

Hay deshidrogenasas que no contienen grupo prostético; se las con-
sidera como proteinas sencillas. Pero la mayoria pertenecen al grupo
de los proteidos y poseen un nucleo prostético de naturaleza piridica,
flavinica o thiaminica. EI cuadro de la pégina 24 resume la clasifi-
cacion de deshidrogenasas que aceptamos para el estudio de estos
fermentos.

31



Los autores no estan todavia de acuerdo respecto al concepto de
deshidrogenasas. Mientras unos consideran como tales al fermento
completo, es decir, al proteido, cuando tiene este caracter, los més-
atribuyen aquella significacién a su proteina especifica o activante,
esto es, a lo que en la nomenclatura de Euler se llama apodehidrasa o
apodehidrogenasa. Para estos autores, el grupo prostético, si lo hay,
constituye el primer aceptor y el primer transportador de la serie. En
los casos en que la unién de ambos componentes del fermento es fuer-
te, como sucede con las deshidrogenasas .de grupo prostético flavinico,
cuadra mejor el nombre de deshidrogenasa para el fermento comple-
to; en cambio, en aquellos otros de enlace débil, por ejemplo en las
deshidrogenasas de grupo piridin-adenin-dinucleétido, parece mas indi-
cado considerar como deshidrogenasa a la proteina activante, o sea a
la verdadera apodehidrasa, aunque la accién deshidrogenante no la
ejerza mas que el fermento completo. En el presente trabajo atribui-
mos al grupo prostético o cofermento el papel de aceptor y transpor-
tador, y asignamos a la proteina activante el de deshidrogenasa. De
aqui que se reserve para el capitulo de «Transportadores» la resefia
de los grupos prostéticos correspondientes.

Las dehidrasas son termolabiles. Las inhiben los uretanos. por cuan-
to se condensan en su superficie; pero no el 6xido de carbono ni el
acido cianhidrico, lo que las distingue de las oxidasas. Son muy espe-
cificas; solo actian sobre substratos determinados o grupos de subs-
tratos afines. A las deshidrogenasas altamente especificas, de substrato
unico, pertenece la hexosa-6-fosfato-deshidrogenasa, que soélo es capaz
demactivar y oxidar la hexosa-6-fosfato; y entre aquéllas de poca es-
pecificidad se incluyen las que oxidan los aminoacidos. Sin em-
bargo, puede afirmarse que entre los diversos componentes de Una ca-
dena de oxidacién y reduccion, la deshidrogenasa es el Unico que po-
see especificidad enzimatica de substrato. El parentesco entre déshidro-
genasa y substrato es mas intimo que entre aquélla y coenzima'; por-
que mientras una coenzima puede colaborar con varias deshidrogena
sas, cada deshidrogenasa sélo suele activar un substrato.

Las deshidrogenasas gozan de fuerte actividad. Un gramo de he-
Xxosa-6-fosfato-deshidrogenasa purisima, en presencia de codehidra-
sa Il, del substrato y de flaviproteinas, consume 350 cm.3 de oxigeno

por minuto (70); y un gramo de codehidrogenasa Il, en presencia-de
glucosa-6-fosfato; de la déshidrogenasa y del fermento- amarillo,
gasta [.000 c. c¢. de oxigeno en igual tiémpo. m )

Ninguna informacién cierta se pose'e sobre la estructura de las apo
déhidrasns ; a lo mas, se conocen los aminoacidos de que se componen
y alguno de sus grupos activos, pero en pocos casos se puede’ asegurar
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a qué grupo deben su especificidad para el substrato y su afinidad para
el grupo prostético. Muchas de ellas contienen radicales—SH, en los
que, al parecer, radica su actividad. Hopkins y Morgan (71) los com-
probaron en la succmodeshidrogenasa; Rapkine (72) en la aldehido-
fosfoglicérico-deshidrogenasa; y Euler y Adler (73) en la hexosa-
fosfato-deshidrogenasa. Barréon y Sunyer’ (74) los han caracterizado
en la alcohol-deshidrogenasa de levadura, en las pirdvico- y gluta-
mico-deshidrogenasa, en la monoamino- y d-aminoacidoxidasa vy
en la malico-deshidrogenasa, demostrando que faltan en la isocitri-
co-deshidrogenasa, alcoholdeshidrogenasa del higado, lacticodeshi-
drogenasa y diaminoxidasa (75). Dichos grupos no suelen encontrarse
en las oxidasas. Tan larga relacién de proteinas activadas por radicales
—'SH demuestra el importante papel que algunos aminoéacidos (cistei-
na, glutathion, etc.) estan llamados a desempefiar en la fermentacién
y respiracién celular. No fiay pruebas ciertas de que los grupos —SH
se comporten como sistemas de oxidacion y reduccidén, pero tampoco
se duda de que tales grupos sirvan de enlaces entre enzima y substrato.

a) DESHIDROGENASAS SIN GRUPO PROSTETICO

A ellas pertenecen la succino-deshidrogenasa, la lacticodeshidrogenasa de leva-
duras y la a-glicerofosfato-deshidrogenasa IlI. Son insolubles e inseparables de la

estructura celular, con excepcién de la lacticodeshidrogenasa de las levaduras,
que se disuelve en agua. No requieren transportadores de hidrégeno, pues lo con-
ducen directamente al sistema citocrémico para abandonar en él un electréon y de-

am +
jar libre el i6n H.

+
substrato 2H (0]
i '—2H i —27 1
deshidrogenasa -----——- > citocromo -----—-—- * citocromoxidasa — oxigeno

Sus hidruros no reaccionan directamente con el oxigeno molecular; Stern y Mel-
nick (76) aseguran haber aislado un fermento, al que llaman coenzima protidico,

con capacidad para transferir un electron desde la succino-dehidrasa, al citocro-
+
mo, y de abandonar simultdneamente un ién H.

Succinodeshidrogenasa.

Oxida al &cido succinic.o en acido fumarico. Hallase esparcida en los tejidos ani-
males, y abunda en el corazén, higado y rifién (77). Green y Ogston (78) la obtuvie-
ron de estos materiales mezclada con citocromoxidasa. Encuéntrase también en ve-
getales y microorganismos. La inhiben los uretanos, pirofosfatos, &cidos malonico,
fumarico y oxalacético. Su actividad se debe a grupos —SH; por eso la inhiben
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también cuerpos que oxiden pares adyacentes de estos grupos para dar lugar a en-
laces — S— S —.

Se desconoce su constituciéon quimica, y se cree sea una proteina. Elvehjem y co-
laboradores sospechan que estd enlazada a un grupo flavinico (79); parece proba-
ble que la succinodeshidrogenasa, y la fumaratohidrogenasa sean un mismo fermen-
to aloxacinico (80).

Actla en conexion directa con el citocromo (81) y (82), al que reducen sin nece-
sidad de transportador intermedio. Sin embargo, se sospecha que quizads haya algun
factor que conecte ambos sistemas de oxidacién y reduccion (83), (84) y (85). A este
factor hipotético se le da el nombre de factor SO o coenzima protidieo. A través del
fumarato, la succinodeshidrogenasa oxida al hidruro de coenzima I, porque éste re-
duce préviamente el fumarato a succinato; por la misma razén, a través del fuma-
rato la succinodeshidrogenasa oxida la forma leuco del fermento amarillo.

Szent-Gyorgyi atribuye a la succinodeshidrogenasa un importante papel en la res-
piracion celular y en el metabolismo de glacidos. El sistema &cido succinico acir
do fumaérico, sirve, precisamente, de enlace en la cadena de reacciones que conduce
a la oxidacién de hidratos de carbono, proteinas y lipidos. Su potencial redox (ss>
es cero a pH =7y t= 38.

Lacticodeshidrogenasa de levaduras

Oxida el acido i-(+)-lactico en acido pirdvico, asi como algunos a-oxiacidos de
la misma configuracion

Bernheim (89) y Stephenson (90) obtuvieron disoluciones acuosas de' este fermen-
to a partir de levadura y de algunas bacterias. Recientemente se ha preparado
puro (91).,

No se conoce su estructura; se supone sea una proteina carente de grupo pros-
tético. Reacciona directamente con el citocromo, sin necesidad de transportador in-
termedio, y es la Unica deshidrogenasa de esta clase que se disuelve en agua. No
debe confundirse con la lactico-deshidrogenasa animal, que requiere coenzima |I.

a-glicerofosfaiodeshidrogenasa 11

Oxida al &cido |I-(+ )-a-glicerofosférico en aldehido-3-fosfoglicérico, pero es
inactiva frente al d-(—)-a-glicerofosférico, y al p-glicerofosfato. Se encuentra en te-
jidos animales, especialmente en cerebro, musculo, higado y rifién; también la hay
en bacterias y levaduras.

No se disuelve en agua, por lo que no se ha podido separar de la estructura ce-
lular. Green (92) demostr6 que la enzima reacciona directamente con citocromo-c,
sin transportador intermedio alguno. Reduce los sistemas redox con potenciales su-
periores a —0,200 volt.; el del glicerofosfato importa E o = —0,250 volt.

No debe confundirse con la a-glicerofosfato-deshidrogenasa |, que requiere coen-
zima | y es soluble.

m C A |

b) DESHIDROGENASAS CON GRUPO PROSTETICO AL/OXACINICO

Las deshidrogenasas de este grupo poseen un cofermento de anillo aloxacinico:
el isoaloxacin — adenin m dinucleétido, que se resefiard en el capitulo de® «Transpor-
tadores». La apodehidrogenasa se une a él con enlace fuerte, de modo que el fer-
mento completo no se disocia facilmente ni separa sus componentes mediante diali-



sis. Las deshidrogenasas de este tipo utilizan su grupo prostético como transporta-
dor Unico de hidrégeno; a través de él transfieren este elemento, unas veces di-
rectamente al oxigeno, en cuyo caso se forma agua oxigenada, y otras, indirecta-
mente, por intermedio del citocromo, con lo que se separa agua como producto fi-
nal de oxidacion. De aqui que se conozcan con el nombre de deshidrogenasas aerobias.
La ecuacién esqueméatica de oxidacién se expresa asi:

+
2H
Substrato _ 2H Transportador — 2H
' deshidrogenasa-------- > ijsoaloxacinico----—- > citocromo
2 7ij
oxigeno -------- > citocromoxidasa

i
O

Enti; las deshidrogenasas de este grupo se incluyen la xantinodehidrasa o alde-
hidodeshidrogenasa, la d-aminoacidoxidasa y la 1-aminoacidoxidasa. Otros fermen-
tos de tipo isoaloxacinico actdan Unicamente como transportadores.

Xantinodeshidrogenasa o aldehidodeshidrogenasa.

En 1902, Schardinger (93) observé que cuando se afiade aldehido férmico y azul
de metileno a leche fresca, en ausencia de oxigeno, el color azul del colorante des-
aparece, produciéndose su forma leuco y &cido férmico. Schardinger atribuy6 la
descoloracién a la actual aldehidodeshidrogenasa o enzima de Schardinger. Posterior-
mente se descubri6 que este fermento oxida también la hipoxantina y xantina a
acido drico (94) y (95); de s.qui que se le llame xantinodeshidrogenasa. Se encuentra
en la leche, higado y otros tejidos. No se halla en los vegetales, pues la aldehido-
deshidrogenasa de las plantas oxida aldehidos, pero no purinas.

Tienen color amarillo oscuro. Peso molecular, segin Ball, 74.000. EI CNH la inhibe,
cuando el aceptor e& el oxigeno y actla a través del sistema citocromico, pero no
cuando oxida por intermedio del azul de metileno. Es inerte para el CO, SH, y los
pirofosfatos.

Posee poca especificidad; lo mismo deshidrogena las formas endlicas de la xan-
tina e hipoxantina que los aldehidos aciclicos y ciclicos en estado de hidratos (96).
Oxida también al hidruro de coenzima |, asi que en ciertos casos actla Unicamente
como transportador (97). El potencial redox del sistema xantina 7—* A&cido Urico es
E" o =-—0,361 volt.; y el del sistema hipoxantina -—mxantina, E- 0 =-—0,371 volt.; uno
y otro a pH = 7y t= 30° segun medidas de Greén.

La xantinodeshidrogenasa provoca dismutacion de xantina a hipoxantina y &cido
uarico; y como el aldehido es un substrato para este fermento, prodldcense las dos
dismutaciones siguientes:

acido urico + aldehido 7-» xantina + acido

xantina + aldehido — > hipoxantina - acido

No cataliza la dismutacion del aldehido en alcohol y &cido, que es obra de las
mutasas en presencia de coenzima I.

El grupo prostético de la xantinodeshidrogenasa es un falso iso-aloxacin-adenin-
dinucleétido. y la apodehidrasa una globina.
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Aldehidodeshidrogenasa del higado

Oxida los aldehidos a acidos con oxigeno como aceptor. Se halla en el higado de
los lactantes, de. donde se obtuvo (100). En oponi6on de Green, es un aloxacin-ade-
nin-dinucleétido. Dixon la cree idéntica a la xantino-deshidrogenasa; en cambio,
Bernheim Nasegura que no oxida la xantina; las diferencias, si existen, quizds pue-

dan estribar en la proteina.

L4
d-aminoacidoxidasa.

Oxida los d-aminoacidos no naturales y los convierte en ft-cetoacidos. Dicha
reaccion va acompafiada de desprendimiento de amoniaco y se efectiGa conforme

al esquema:

R ', R R

CHNBU —S C= NH 2 CO + NH3
| | |

eOOH COOH COOH

Abunda en el rifipn e higado y la hay en la mucosa intestinal. Se obtiene a par-
tir de estos materiales (101) y (102).

La d-animoéacidodeshidrogenasa es un proteido de grupo prostético isoaloxacin-
adenin-dinuuleétido (103). Negelein y Bromel (104) prepararon la apoenzima y es-
tudiaron sus propiedades. Parece probable que haya varias d-aminoacidoxidasas,
cuyas diferencias se atribuyen a la distinta autoxidabilidad de las proteinas (105). En
todas ellas, la unidén de proteina y grupo prostético es reversible, y mas débil que

en el viejo fermento amarillo.

> - l-aminoacidoxidasa.

Oxida los 1-aminoacidos naturales y no reacciona con los d-aminoacidos. Se
encuentra en riién e higado, pero su concentracién en los tejidos animales es me-
nor que la de d-aminoacidoxidasa. Green (106) la obtuvo en 1944 a partir de higado
y rifibn de rata. El preparado cataliza la oxidacién de un buen numero de 1-ami-
no4cidos a cetoacidos. Se admiten varias 1l-aminoacidoxidasas (107) y ((108), y se
supone que todas tienen grupo prostético de naturaleza flavinica.

A pesar de la presencia de l-aminoéacidoxidasa, la oxidacién de los aminoaci-
dos naturales tiene lugar en los tejidos animales, en su mayor parte, mediante co-
operacion de las aminoferasas con la glutdmicodeshidrogenasa,. en presencia de pe-
quefias cantidades de &cido I-(+)-glutamico, que se comporta como catalizador (109).

c) DESHIDROGENASAS CON GRUPO PROSTETICO THIAMINICO

El grupo prostético de los fermentos.incluidos en este apartado es el mismo que
el de la carboxilasa, el pirofosfato de aneurina; y la Unica deshidrogenasa de inte-
rés, la pirdvicodeshidrogenasa.
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Pirdvicodeshidrogenasa.

En medio anaerobio transforma el &cido piravico en &cidos acético y lactico con
desprendimiento de gas carbénico. La reaccién consiste en una descarboxilacién y
dismutacion que, a la vez que oxida el aldehido producido en la primera fase, re-
duce a otra mol. de &cido piravico (110).

2CHjt—CO—COOH+H,0 CH3—COOH+CH3s—CHOH—COOH + CO.

En cambio, en medio aerobio se produce &acido acético y gas carbdénico. A propé-
sito de la oxidacién del acido piravico se interpretara el mecanismo de accion de
la piravicodeshidrogenasa.

Se encuentra en bacterias. Embdern y Hoppenheimer la han hallado en tejidos
animales. Su grupo prostético es el difosfato de thiamina, a través del cual condu-
ce el hidrégeno a .transportadores flavinicos, segin algunos investigadores.

d) DESHIDROGENASAS CON GRUPO PROSTETICO PIRIDICO

Comprende este apartado numerosos e importantes fermentos deshidrogenantes.
Todos constan dp una proteina especifica y de un cofermento de naturaleza piridica.
En unos' casos, éste es el difosfo-piridin-nucle6tido, que se conoce con los nom-
bres de coenzima i, cozimasa o codehidrasa |, y representa por los simbolos Col o
bien DPN. En otros el grupo prostético es el trifosfo-piridin-nucleétido, coenzi-
ma |l o codehidrasa Il, y se indica con el simbolo Co Il o bien TPN. En estos fer-
mentos, la unién entre proteina y grupo prostético’es muy débil y el holofermento
se disocia facil y totalmente; ademas, como quiera que la proteina no se disuelve
en agua y la coenzima si, ambos cofermentos pueden separarse smediante” dialisis.

Constituyen el grupo de las deshidrogenasas anaerobias o anoxitropas, pues los
hidruros de su cofermentos no se oxidan con oxigeno ni directamente ni a tra-
vés del citocromo; por esta razén, s6lo actian en medio aerobio cuando se interpo-
ne un transportador aloxacinico entre ellas y el oxigeno. En cambio, se oxidan con
diversos metabo)itos, lo que explica su intervencién en la mayoria de las reaccio-
nes de oxido-reduccion propias de la anaerobiosis. El esquema oxidativo en medio
aerobio se expresa como sigue:

Substrato _2H Transportador _ >H Transportador
deshidrogenasa ---—-- —* piridico - v isoaloxacinico
iedi
ecitocromo- _ %~
oxigeno —_ — oxidasa < citocromo
v 1. . i Loy
O~ 2H

El cuadro adjunto resefia las principales deshidrogenasas de este grupo, con in-
dicacion de la cuenzima que cada una de ellas utiliza.
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DESHIDROGENASAS CON COENZIMA

DESHIDROGENASA REACCION
Alcohol-deshidrogenasa ................. Co | Alcohol aldehido.
p - hidroxibutirico - deshidroge- c | Ac. /3-hidroxibutirico ac. aceto-
T N ° acético.
Lactico-deshidrogenasa animai ... Co | Ac. lactico ac. piruvico.
Malico-deshidrogenasa ..........cccc...... Co | Ac. malico : &c. oxalacético.
Tri fosf deshid Ald.-1-3-difosfoglicérico ac.-1-3-di-
riosafosfato-deshidrogenasa ......... Co | fosfoglicérico.
i i Ac. glicerofosférico ald. f osfo-
a-glicerofosfato-deshidrogenasa |I... Co | L
glicérico.
Glucosa-deshidrogenasa .......... Co | Glucosa ac. glucoénico.
. Hexosa-s -fosfato ac.-s -fosfohexo-
Glucosa-s -fosfato-deshidrogenasa .. Co Il nico ° ¢
Acido fosfohexénico - deshidroge- Co Il Ac. fosfohexénico —y &c. fosfopen
NASA  .eevviiiiiiiiiieiie e e ° ténico.
Isocitrico-deshidrogenasa ......... Co Il Ac. isocitrico ac. oxalsuccinico.
. . Co. | Ac. glutamico ac. iminogluta-
Glutamico-deshidrogenasa ........ .
Co 11 mico.

Alcoholdeshidrogenasa.

Cataliza la reaccion reversible alcohol etilico -— acetaldehido. Warburg la de-
signa aldehido-reductasa, por ser la deshidrogenasa que provoca la fermentacion al-
cohdlica.

Abunda en el higado y menos en rifién y otros tejidos; también la contienen al-
gunas levaduras y bacterias. Wulf y Negelein (I1l1) la obtuvieron cristalizada a partir
del jugo de levadura. Actlia en presencia de coenzima | (112). La inhiben el aldehi-
do acético, los uretanos y el acido iodoacético.

Segun Euler, el equilibrio de la reaccion estd desplazado hacia la producciéon de
alcohol. Por esto, y porque durante la fermentacion alcohélica abunda el hidruro de
codehidrasa procedente de la oxidaciéon del triosafosfato por el sistema triosafos-
fato-deshidrogenasa-coenzima I, el aldehido se reduce casi integramente. Para valores
elevados de pH la deshidrogenacion del alcohol es mas réapida que la hidrogenacion
del aldehido, ocurriendo lo contrario en medios ligeramente acidos.
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A pH =7 vy 35 de temperatura, el potencial redox del sistema alcohol etili-
co acetaldehido. segin medidas de Wurmser (113), importa E'o = —0,237 volt.; en
ecambio, las medidas de Adler (114) le asignan el valor E- o = —0,190 volt., que es el

generalmente adoptado.

'‘B— hidroxibutiricodeshidrogenasa.

Oxida el acido I-(—)-/3-hidroxibutirico a &cido acetilacético (115), (116) y (117).
Se halla’en el corazon, higado, rifion y musculo; en algunas bacterias y le-
vaduras La inhiben el &acido adenilico y el acido acetoacético. Emplea coenzima |I.

El potencial redox del sistema hidroxibutirato —* acetato, a 33° y pH = 7, im-
Dorta E' o = —0,282 volt. (118). El numero es bastante méas negativo que el del sis-
tema lactato-piruvate y el del malato-oxalacetato; por tanto, piruvato y oxalaceta-
to deben ser reducidos por /3-hidroxibutirato; y, en efecto, Dewan y Oreen han
logrado dismutaciones en las que el sistema hidroxibutirato-acetoacetato reduce
la coenzima, cuyo hidruro es oxidado después por piruvato u oxalacetato y la des-
hidrogenasa propia.

La ~-hidroxibutiricodeshidrogenasa desempefia importante papel en el metabo-
lismo de los &cidos grasos.

Lacticodeshidrogenasa animal

Oxida el acido lactico a piravico y la reaccion es reversible en presencia de co-
enzima | (119). Abunda en el musculo estriado, corazén, higado y otros tejidos ani-
males (120) (121) y (122). En 1940, Straub la obtuvo cristalizada partiendo del

musculo cardiaco de buey (123).
Euler y colaboradores (124) lian comprobado que la reacciéon

lactato + Col 7—>= Col-H, + piruvato

es reversible, pues en ausencia de otros oxidantes del hidruro de codehidrasa I,
éste reduce piruvato a lactato, lo que significa que el piruvato puede aceptar hidré-
geno de otros substratos a través de coenzima |. Asi sucede en la glucolisis del
musculo, donde el hidrégeno arrancado a la triosafosfato por su deshidrogenasa, re-
duce el éacido piravico a acido lactico. El equilibrio estd desplazado hacia el lactar
to, pero se puede correr en sentido contrario agregando CNH, que reacciona con
el éacido piruavico. *

El potencial redox del sistema lactato-piruvato lo determindé Szent-Gyorgyi (125)
con lacticodeshidrogenasa del musculo cardiaco; su valor a pH =7 y t= 37° es
E"( = —0,180 volt. (126). No debe confundirse la lacticodeshidrogenasa animal con la
de levadura. Aquélla requiere codehidrasa | y ésta carece de grupo prostético.

Malicodeshidrogenasa.
Cataliza la reaccion reversible malato 7 -» oxalacetato segun la ecuacién
Malato + Col — > Co I-H, -f oxalacetato

que requiere codehidrasa | (127). Fué descubierta por Thunberg (128), Batelli jr
Stein (129). Hallase en casi todos los tejidos animales, en las levaduras, bacterias
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y algunas semillas. Straub (130) la preparo a partir del musculo cardiaco de diver-
sos anirftales

Es especifica del &cido I-(—)-malico y no reacciona con su inverso Optico.
La inhibe el &cido adenilico y su derivado adenosinatrifosfato. EIl potencial redox
del sistema malato-oxalacetato importa, a pH= 7y t= 37, E'o = —0,170 volt., se-
gun medidas de Laki (131), y E'o = «—0,10S volt., segin las de Lehman (132).

Ofrece considerable interés, porque la deshidrogenacién del éacido malico cons-
tituye un peldafio en el metabolismo de los hidratos de carbono; desempefia papel
importante en la respiracion celular.

Triosafosfatodeshidrogenasa

Figura entre las maa importantes deshidrogenasas de este grupo, ya que en com-
binacién con la alcoholdeshidrogenasa o con la lacticodeshidrogenasa Origina los fe-
noémenos de O6xido-reduccién que conducen a la fermentacién alcohélica, en el pri-
mer caso, y a la fermentacion lactica y glucolisis del musculo, en el segundo.

Adler y Hughes (133) confirmaron su existencia en el extracto de mdusculo, y
Euler la hall6 en la levadura. En 1939, Warburg y Christian la obtuvieron cristali-
zada a partir del jugo de Lebedew (134).

La triosafosfatodeshidrogenasa oxida al aldehido-1-3-fosfoglicérico en &cido-3-fos-
foglicérico con formacion intermedia de acido 1-3-difosfoglicérico, y quizads de alde-
hido-1-3-difosfoglicérico; de aqui que se le llame también aldehido-I-3-difosfoglicé-
rico-deshidrogenasa (135. Para ello requiere codehidrasa |, fosfatos inorganicos vy
adenosin-difosfato. *Las reacciones se expresan como sigue:

i
ald-3-fosfoglicér. + fosfat. inorg. -—mald.-I1-3-difosfoglicér.

ald.-1-3-difosfoglicér. + Col 7-» &c.-I1-3'-difosféglicer. + Co I-Hz2

ac.-1-3-difosfoglicér. + ADP -— ATP + &c.-3-fosfoglicér.

en las que ADP y ATP representan el adenosina-difosfato y el adenosina-trifosfato.
respectivamente. De las tres reacciones, la triosafosfato-deshidrogenasa cataliza la
segunda, que le da su nombre.

Recientemente, algunos investigadores, entre ellos Meyerhof y colaboradores, po-
nen en duda la formacion del aldehido-1-3-difosfoglicérico, que hasta la fecha no se
ha obtenido libre, y explican el origen del &cido-1-3-difosfoglicérico suponiendo que
la triosafosfato-deshidrogenasa adsorbe simultadneamente una mol. de aldehido-3-fos-
foglicérico y una de fosfato inorganico, de las que arranca después un atomo de hi-
drégeno para dejar en libertad &cido-l-3-aifosfoglicérico sin produccion de aldehi-
do (136). Conviene mencionar que no hay diferencia alguna entre triosadeshidroge-
nasa y triosafosfato-deshidrogenasa (137); la ultima deshidrogena las dos tinosas,
en presencia de fosfatos inorganicos, con velocidad trescientas veces, menor que la al-
dehido-3-fosfoglicérico-deshidrogenasa.

a-glicerofosfatodeshidyogenasa.

Se conocen dos deshidrogenasas de este nombre: la a-glicerofosfatodeshidro-
genasa |, que requiere coenzima I, y la a-glicerofosfato-deshidrogenasa IlI, que no ne-
cesita cofermento y transfiere directamente el hidrégeno al citocromo. Los datos si-
guientes se refieren al primer fermento citado.
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Oxida el d-(—)-a-glicerofosfato a aldehido-z-fosfoglicérico. Se encuentra en los
musculos voluntarios y en el musculo cardiaco, de cuyos materiales se obtiene (138).
Es una deshidrogenasa altamente especifica; sélo actia sobre el éacido glicerofos-
féorico natural, pero no sobre su inverso o6ptico ni sobre el &acido 4A-glicerofosfoéri-
co. El 4cido iodoacético no la inhibe. La reaccion de oxidacion se puede expresar asi:

a-glicerofosfato + Co | Co I-H, + triosafosfato'

Como el &cido piravico oxida al Col-H2 la a-glicerofosfatodeshidrogenasa, en com-
binacién con la lacticodeshidrogenasa, provoca la reacciéon siguiente:

a-glicerofosfato + piruvato <—m lactato +. triosafosfato

gue es consecuencia de las dos reacciones que siguen (139):

a-glicerofosfato + Col 7 -» CoI-H2 + triosafosfato

piruvato + Co I-H2 »—* Co | + lactato.

Glucosadeshidrogenasa.

Oxida la glucosa en acido glucéonico. Se halla en el higado y otros tejidos anima-
les asi como en bacterias. Harrison <140) la preparé de extractos de higado, y re-
cientemente ha sido obtenida pura (141).

Es una proteina fuertemente especifica; no actia sobre fructosa ni galactosa.
La inhiben los iones de metales pesados.

Durante mucho tiempo se creydé que la accion deshidrogenante la producia en
presencia de codehiarasa | 6 Il, indistintamente (142). A juicio de Anderson, em-
plea coenzima | (143), y, segun opinion de Das (144), usa coenzima Il. Los recien-
tes trabajos de Lynen y Franke (141) comprueban que la glucosadeshidrogenasa pura
requiere codehidrasa |. La causa de estas incertidumbres debe atribuirse a la facili-
dad con que la codehidrasa Il pierde &cido fosférico y pasa a codehidrasa |I.

u °n ¢ wm,.

Hexosafosfato-deshidrogenasa.

Constituye el fermento intermedio de Warburg («<Zwischenferment»); se llama
también «Robinson-éster-deshidrogenasa», porque deshidrogena la hexosa-s-fosfato o
éster Robinson y la convierte en &cido-es-fosfoglucénico. La reaccién es muy especi-
fica.; el fermento no reacciona con la fructosa-s-fosfato ni con el éster Harden-Young.

Se encuentra en los tejidos animales, sobre todo' en musculo e higado, asi como
en la levadura. De este altimo material la obtuvieron Warburg (145), Negelein y
Gerischer (146). Es soluble en agua; los iones metalicos pesados y los pirofosfa-
tos la inhiben fuertemente.

La oxidacion del éster-Robinson con la deshidrogenasa de la levadura se acti-
va con jugo de eritrocitos de caballo, rico en coenzima Il (147). Experimentos pos-
teriores demuestran que la liexosa-fosfato-deshidrogenasa requiere codehidrasa Il
para ejercer su accion oxidante (148).

La codehidrasa |l se regenera tan pronto se pone en contacto de un transporta-
dor aloxacinico que oxide el hidruro de codehidrasa |Il; el transportador, segun
Haas y colaboradores (149), es un flavoproteina-mononucleétido, la citocromo-c-re-
ductasa, que conduce los electrones al citocromo-c.
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Acido-fosfogluconico-deshidrogenasa.

Hallase en. la levadura y en tejidos animales. Warburg la obtuvo pura a partir
del jugo de Lebedew (150). Oxida al &acido-s-fosfogluconico y produce acido-2-
ceto-fosfoglucénico. En opinién de Lipmann (1.51), este éacido se descarboxila pos-
teriormente v convierte en acido fosfopenténico, primero, y en &cido fosfoeritréni-
co, después, hasta pasar finalmente a acido fosfog'licérico. La acidofosfoglicénico-
deshidrogenasa requiere coenzima II.

Isocitrico-deshidrogenasa.

Oxida al acido 1-isocitrico en &cido a-cetoglutarico con formacién intermedia de
acido a-ceto-/3-carboxiglutarico u oxalsuccinico (152).

Lo que ordinariamente se llama citrico-deshidrogenasa es mezcla de isocitricodes-
hidrogenasa y de una hidratasa, la aconitasa Este Ultimo fermento transforma el aci-
do citrico en acido 1-isocitrico con separacién intermedia, de &cido cis-aconitico (153).

—H..O +H .o
a. citrico < * 4. cis-aconitico T-m > & i-isocitrico

A 40° y pH = 74 se establece un equilibrio entre los tres &cidos durante el cual
hay un 80 %0 de acido citrico, 4 % de &acido cis-aconitico y 16 % de 1l-isocitrico (154).
Sobre esta mezcla actia la isocitrico-deshidrogenasa oxidando, el acido 1-isocitrico en

acido oxalsuccinico; después, el acido oxalsuccinico, por descarboxilacién en presen-
++
cia de la oxalsuccinico-carboxilasa y iones Mg se convierte en Aacido tt-ceto-
glutarico.
'La isocitricodeshidrogenasa se halla en casi todos los tejidos animales, en las le-
vaduras, hongos y bacterias y en muchas semillas. Bernheim (155) la obtuvo del
higado, y Thunberg (156) la prepar6é de semillas de calabaza. En ambos casos, la

isocitrico-deshidrogenasa va mezclada a aconitasa.
H-H J-+

Sélo actia con codehidrasa Il y en presencia de iones Mg o Mn (158).
Ochoa (159) ha probado que la isocitrico-deshidrogenasa se enlaza con el sistema ci-
tocromico & través de la citocromo-c-reductasa. La inhiben los iodoacetatos y
los pirofosfatos; aquéllos porque se combinan al fermento, y éstos porque precipi-
tan los iones activantes.

La oxidacién del citrato e isocitrato con produccién de a-cetoglutarato es un
peldafio fundamental en el metabolismo de los hidratos de carbono a través del ci-
clo de Krebs; de aqui el interés de la isocitrico-deshidrogenasa.

Acido glutamico-deshidrogenasd.

Mientras que el acido d-(—)-glutdmico requiere para su oxidacion la d-aminoaci-
doxidasa, su inveirso 6ptico, el acido I-(+)-glutdmico, se oxida con la acido-glutamico-
deshidrogenasa. Se conocen tres deshidrogenasas de este nombre: la de plantas, que
requiere coenzima |; la de levaduras, que exige codehidrasa IlI; y la de animales,
que emplea indiferentemente una u otra coenzima.
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La glutdmicodeshidrogenasa de levaduras.la obtuvo Euler (160) a partir de la
levadura de cerveza. Y la de plantas se ha preparado a partir de judias y habas en
germinacion (161). Dewau (162) ha aislado glutamicodeshidrogenasa animal partien-
do de tejido hepatico.

Cualquiera que sea su procedencia, la glutdmicodeshidrogensa oxida al &cido
I-(+)-glutdmico en &acido a-cetoglutarico, con producciéon intermedia de un imino-
acido, el acido iminoglutarico, que se hidroliza espontdneamente separando &cido

£-cetoglutarico.

—2H"’ HzO
a. glutdmico <---- * & iminoglutarico < ..* & a-cetoglutarico

La enzima es especifica del &cido I-(4-)-glutamico. Ningln otro &cido a-ceténico,
con excepcion del &cido a-cetoglutarico, experimenta una aminacion reductora con
este sistema enzimatico.

La glutamicodeshidrogenasa desempefia importante papel en la sintesis de ami-
noéacidos. Porque, como Braunstein y Kritzmann (163), de una parte, y Cohén (164\
de otra, han demostrado, el glutamato reacciona en los tejidos con algunos' acidos
a-cetonicos y da lugar por transaminacion, a acido a-cetoglutarico y el aminoacido
correspondiente; después, el acido a-cetoglutarico aprovecha el amoniaco libre del
organismo para regenerar &cido glutamico mediante la reacciéon con la glutamico-
deshidrogenasa < el ciclo continla porque el acido glutdmico se comporta como cata-
lizador y no se desgasta. De este modo, con el sistema glutamato -— a-cetoglutarato
se pueden sistetizar numerosos aminoéacidos aprovechando los cetoacidos a del me-
tabolismo y el amoniaco libre.

e) DESHIDROGENASAS INCLASIFICABLES

Incliyense en este grupo aquellos fermentos que se comportan comq deshidroge-
nasas, pero de los cuales poco o nada se sabe acerca de la naturaleza de su grupo
prostético o de su modo de accion. Los de mayor interés son: la monoarninoxidasa,
mdiaminoocidasa y los é&cidos grasos deshidrogenasas.

Monoarninoxidasa.

Oxida toda clase de aminas, lo mismo aciclicas que ciclicas; primarias, secunda-
rias o terciarias. La que oxida la adrenalina recibe el nombre de adrenalinoxidasa.
Blaschko y colaboradores (166) descubrieron un fermento en tejidos animales que
oxida aminas ciclicas y aciclicas. Todos son, probablemente, la misma enzima: la
monoarninoxidasa. Se encuentra en higado, cerebro y rifion, de cuyos materiales la
han preparado simultadneamente diversos investigadores (167) y (168)

La oxidacion se atribuye a una deshidrogenacion.

R—CfL—NH. —> R—CH = NH —>R—CHO + NHL

Se desconoce su naturaleza quimica y no se sabe si requiere coenzima. Su fun-
cion fisiolégica debe ser meramente desintoxicante, por cuanto destruye las aminas
mk origen bacteriano que se producen en el intestino.
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Diaminoxidasa.

Déasele también el nombré de,histaminasa, porque no sé6lo oxida a los compuestos
con dos grupos amina (169) sino también a la histamina. La reaccién requiere oxi-
geno y va acompafiada de formacién de amoniaco y peréxido de hidrégeno. Se en-
cuentra en diversos tejidos'animales, sobre todo en rifibn e intestino. A diferencia
de las aminoéacidodeshidrogenasas, el CNH la inhibe, porque se une a un grupo

CO de la enzima.
Las diaminoxidasas se comportan como desintoxicantes: destruyen las diaminas

téxicas que je producen en el intestino grueso durante la descarboxilacion de amino-
acidos por la accién de bacterias. De aqui que se recomienden preparados de dia-
minoxidasas para combatir.los choques anafilaticos, el asma, la fiebre del heno y
otros fenémenos de alergia relacionados con la produccién de histamina libre.

Zeller (171) cree que la diaminoxidasa pertenece a las deshidrogenasas de gru-
po prostético flavinico, y Swedin (172) paréce haber confirmado esta sospecha.

w/
Acidos grasos deshidrogenasas.

Como su nombre indica, oxidan los acidos grasos. Se conocen las siguientes: ,,
a) La que oxida el acido acético a acidg succinico. Se encuentra ep el mdusculo-

y en el higado, y fué descubierta por Thunberg (1]73) y Ahlgreen (174).

b) La que oxida el acido propidnico a acido piravico. La descubrié Hahn (174)*
y se halla en tejidos animales

c) Las que oxidan los &cidos grasos superiores en &cidps eténicos. Su cono-
cimiento se debe a Berend y Tangi (175). Una de las mejor estudiadas la describe
Lang (176); parece probable que en la oxidacibn haga falta un cofermento, el
acido adenilico (-177). Se han hallado en higado, rifion, musculo, pulmén y tejido,
adiposo de ratas (178X No se conoce la naturaleza de ninguna de ellas.

IH—MUTASAS

Catalizan las dismutaciones, lo que significa que simultaneamente
oxidan una molécula de un compuesto y reducen otra del mismo cuer-
po. La mas tipica provoca o6xido-reduccion del aldehido en alcohol y
acido (reaccion Cannizzaro). A veces, la dismutacion ocurre en la
misma molécula, uno de cuyos grupos se oxida y otro se reduce (dis-
mutacién interna).

Para interpretar hoy la dismutacion, se supone que el compuesto
fijla una molécula de agua y da lugar a un hidrato; sobre él actia
seguidamente el fermento arrancando dos atomos de hidrégeno vy
transportandolo a otra molécula del mismo substrato. Por este-
mecanismo, la primera se oxida y la segunda se reduce, lo que se ex~
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presa diciendo que la dismutacio.n es un fendmeno de éxido-reduccién
acoplada en medio anaerobio. Con arreglo a la teoria electrénica, la
reaccion Cannizzaro puede expresarse como sigue:

R—CHO + 2 + 2H —R—CH, OH
R—CHO + HoO—2 s —2H —> R—COOH

~2R"CHO + H=-> R—CH2H + R—COOH

< Algunas dismutaciones no requieren fermento especifico, y se in-
terpretan por la acciéon conjunta de dos deshidrogenases que actlan
econ la misma coenzima; ejemplo: la dismutacién del aldehido-3-
fosfoglicérico en acido-3-fosfoglicérico y acido glicerofosférico. La
dismutacion, en este caso, es una Oxido-reduccién que llevan a cabo la
triosa-fosfato-deshidrogenasa y la a-glicerofosfato-deshidrogenasa, en
colaboracién con la coenzima I, comUn a ambas. En éste y otros casos,
precisa que la coenzima reducida por el primer sistema substrato-des-
hidrogenasa sea oxidada por el segundo sistema substrato-deshidroge-

nasa (Elliot).
En opiniéon de Dixon y Lutvak-Mann, las mutasas son complejos

enzimaticos can dos centros activos: uno activa el aldehido para su
oxidacion con coenzima, y otro para la reducciéon con el hidruro de

coenzima (179).

Aldehidomu tasa

Provoca la dismutaciéon de dos moléculas de aldehido en &cido y alcohol.

Los substratos son los aldehidos aciclicos, en particular el acético y el propioénico.
Requiere coenzima | (180). *

Batelli y Stern (181), de una parte, y Parnas, de otra (182), la descubrieron en
1910 en el higado y otros tejidos; Neuberg y Hirch (183) la caracterizaron en las
levaduras. Hoy se prepara a partir de higado (184).

Wieland (185) crey6é que la aldehidomutasa es la misma xantinodeshidrogenasa.
Sin embargo, la suposicion resulté incierta, pues la xantinodehidrasa o aldehidodes-
hidrogenasa no provoca dismutaciones de acetaldehido, aun afadiendo coenzima, y la
aldehidomutasa purificada no muestra actividad de aldehidodeshidrogenasa. A la al-
dehidomutasa no la destruyen los cianuros, y a la aldehidodeshidrogenasa, si. A
aquélla la inhibe el &acido iodoacético, y a ésta, no. La aldehidomutasa requiere co-
enzima, y el cofermento de la enzima de Schardinger tiene naturaleza flavinica.
Por esto hay que suponer que la aldehidomutasa es un fermento especifico peculiar
de la dismutacién de aldehidos; o bien suponerla constituida por la mezcla de
alcohol-deshidrogenaba, coenzima 1 y una aldehido-deshidrogenasa distinta del fer-
mento de Schardinger. Por ahora, dicho fermento no ha sido aislado.
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Glioxalasa.

Provoca la dismutacion interna del metilglioxal o del fenilglioxal.

R_CO —CHO — R— CHOH-—aCOOH

La hay en higado, rifibn y musculo; en los eritrocitos y en la levadura; fué des-
cubierta, en 1913, por Neuberg (186), Dakin y colaboradores (187). La inhiben los
iodoacetatos y algunos iones metalicos.

La glioxalasa actia con gluthation como coenzima (188) y la reacciéon se inter-
preta suponiendo que el cofermento se une al substrato con producciéon de un com-
plejo. intermedio labil (189).

CH3-CO—CHO + G—SH —> CH3-CO—CHOH—S—G

Para la ruptura del compuesto, asi formado, hace falta un fermento que fije el
hidrégeno arrancado por la glioxalasa a la funcion alcohdlica y lo transporte al
grupo ceténico proximo; se sospecha que dicho fermento obra en presencia de
coenzima Il. Finalmente, una hidrélisis enzimatica regenera glutathién reducido y
da lugar a acido lactico.

. \ -
CH —CHOH—CO—S—G CH3—-CHOH—COOH + G—SH

Antes, cuando se creia que el metilglioxal era uno de los productos intermedios
del métabolismo de carbohidratos, atribuiase a la glioxalasa un papel fundamental
en la formacién de acido lactico. Hoy, con la pérdida de interés del metilglioxal, se
Ignora qué mision puede desempefiar este fermento.

IV.—TRANSPORTADORES

En la oxidaciéon celular, cualquiera que sea el aceptor definitivo de
hidrégeno, lo mismo en medio aerobio que anaerobio, las deshidroge-
nasas actian en coordinacién con los transportadores de hidrogeno. La
mayoria de ellas son incapaces de transferir directamente este elemen-
to del substrato al oxigeno o al metabolito que reducen, y requieren
un cofermento que, momentaneamente, obra de aceptor de hidrégeno,
pero que, en realidad, es un transportador que lo dirige en>busca del
aceptor definitivo. Asi, la lacticodeshidrogenasa animal, con ayuda de
codehidrasa I, transfiere hidrégeno desde el substrato al fermento ama-
rillo, de donde pasa al citocromo, y alli, activado ya, al oxigeno, acti-
vado a su vez por la citocromoxidasa. La codehidrasa I, el fermento
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amarillo y los citocromos, son, en este caso, los transportadores que
transfieren el hidrégeno desde la deshidrogenasa a la oxidasa.

(Existe, en realidad, diferencia entre transportadores y deshidro-
genasas? Si la hay, no debe buscarse en materia esencial; porque si las,
deshidrogenasas activan el substrato y le arrancan hidrégeno, los trans-
portadores activan la coenzima o el transportador adyacente y lo oxi-
dan. Los transportadores son sistemas de oxidacion y reduccion y ac-
tban en dos formas: una oxidada y otra reducida; es decir, constitu-
yen verdaderos sistemas redox. El potencial' de oxidacién y reduccién
de cada transportador debe ser intermedio entre el del substrato o.
transportador que le precede y el del transportador o sistema oxidasi-
co que le sigue. En el ejemplo anterior, el fermento amarillo actia de
transportador entre codehidrasa | y citocromo, porque su potencial re-
dox esta comprendido entre los de estos dos sistemas. A medida que
el hidrégeno salta de un transportador a otro, las fuerzas de enlace
que unen el electrén al protén se relajan y la relajacién es tanto mas
fuerte cuanto mas positivo sea el potencial redox del transportador
atravesado. Cuando dicho potencial alcanza determinados valores, el
electrén se desliga del ndcleo atéomico y el hidrégeno se ioniza; por
eso, a través de los citocromos, tan so6lo circulan electrones con direc-
cion a la citocromoxidasa.

Hay transportadores cuyos hidruros son autoxidables, y otros que
carecen de esta propiedad. Los hidruros del primer tipo, en contacto
del oxigeno molecular, producen perdxido de hidrégeno; en cambio,
cuando se oxidan a través del sistema citocromo-oxidasa, separan
agua. Los transportadores cuyos hidruros no son autoxidables se oxi-
dan en la reaccion con algun metabolito; o con el oxigeno, en este
caso a través de un transportador del primer tipo que lleve el hidré-
geno nasta él.

Los transportadores autoxidables son sistemas de Oxido-reduccién
de tipo electroactivo; entre ellos se incluyen los de anillo isoaloxaci-
nico. Los no autoxidables pertenecen a los sistemas de tipo perezoso,
y son sus mejores representantes las coenzimas | y II.

Acéptase comunmente que el transporte de hidrdgeno tiene lugar
por pares de atomos; la teoria de Michaelis (190), o de transporte por
atomos aislados encontré hasta hace poco escasos adeptos, pues s6lo en
contados casos habia pruebas experimentales de que en las oxidaciones
se formaban radicales libres, aunque la cinética de algunos fenémenos
elementales los haga probables (191).

Para que las deFhidrogenasas actlen en medio anaerobio, precisa
gue su cofermento sea un aceptor no autoxidable, capaz de ceder su
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hidrégeno al metabolito que haya de reducirse. En la aerobiosis, en
cambio, hace falta que a continuaciéon del transportador no autoxida-
ble, si lo hay, encuentre el hidrégeno otro transportador autoxidable,
por ejemplo, una flavienzima, que lo conduzca al oxigeno o al siste-
ma citocromico. Como ya ¢e indico, cuando el transportador flavinico
cede su hidrégeno directamente al oxigeno molecular, producese pe-
réxido de hidrégeno; en cambio, si lo transfiere al citocromo se se-
para agua como producto de reaccion. El primer mecanismo es lento
y soOlo adaptable a bacterias y seres inferiores. Por el contrario, el se-
gundo es «apido, y con él se lleva a cabo la respiracion celular de
los organismos superiores.

La mayoria de los transportadores de hidrégeno 'conocidos poseen
actividad enzimatica. Tratase de proteidos en los que el grupo pros-
tético constituye la parte activa y eficiente del transportador. En ellos,
al igual que en las deshidrogenasas, la proteina muestra marcada espe-
cificidad de substrato. Proteina y grupo prostético ,se unen en los trans-
portadores con enlace fuerte y consistente, unas veces, y con ligazon
tan labil, otras, que facilmente cambian de compafiero. En los trans-
portadores del dltimo tipo, un mismo grupo prostético puede transfe-
rir hidrégeno entre distintos compuestos con sélo variar la proteina a
que se enlace, pues segln la ;iaturaleza de la proteina asi es también
el potencial redox del transportador. Entre los transportadores enzi-
maticos los hay de grupo prostético, piridico, aloxacinico, tiazdlico y
heminico- También se conocen transportadores de caracter no enzima-
tico ; son compuestos que captan, y ceden hidrégeno con facilidad. En-
tre otros, merecen citarse los &cidos bibasicos de cuatro carbones, los
acidos cetonicos e hidroxiacidos, el glutathién, el acido ascorbico, los

difenoles y algunos mas.

a) TRANSPORTADORES ALOXACINICOS O FLAVINICOS

En la leche, higado, orina, heno, etc., se encuentra una sustancia amarilla, que
p~esenta fluorescencia verdosa, y cuya banda de absorcién visible se halla en la re-

gion del espectro de 4450 A. Esta sustancia es la vitamina B2 lactoflavina o ribofla-
vina. Su estructura corresponde a la s, 7-dimetil-9-(I-d-ribitil)-isoaloxacina, y su for-
mula la que indica el esquema adjunto. Interesa anotar que la cadena enlazada al
eslabon 9 no es la de d-ribosa, sino la de d-ribitol; por tanto, la vitamina B. debia
llamarse ribitilflavina en lugar de riboflavina, que es inadecuado. Los agentes re-
ductores la descoloran, porque fijan una molécula de hidrégeno y la convierten en
leucoflavina; pero en contacto de aire u otro oxidante la leucoflavina recobra el
color amarillo y regenera riboflavina.
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CH,—CHOH—CHOH—CHOH—CH, OH

A

N N

He— AN\ co

He— ! b 1 I\
N CO

(riboflavina)

Cuando la riboflavina esterifica el carbono-5 del d-ribitol, prodicese un és-
ter losférico de la riboflavina, al que impropiamente se considera como mononu-
cleétido cuando en 'realidad el azucar estd reemplazado por un alcohol, el d-ribi-
tol. En esta forma suele también encontrarse la riboflavina en el organismo; en
él la esterificacion se realiza en el epitelio intestinal.

A los compuestos de las proteinas con el ester fosférico de la riboflavina se les
llama fermentos isoaloxacinicos o amarillos. El primero conocido fué el fermento
amarillo de oxidacion. Warburg y Christian lo aislaron en 1932 a partir de la leva-
dura (192) y (193). De entonces acad se han obtenido alrededor de diez fermentos de
tipo aloxacinico; todos poseen color amarillo; algunos se comportan como verdade-
ras deshidrogenasas, y todos como transportadores de hidrégeno. Tales fermentos
son los siguientes « fermento amarillo de oxidacién o viejo fermento amarillo,
xantinodeshidmgenasa, diaforasa, d-aminoéacidoxidasa, l-aminoacidoxidasa, fermento
sintético de Warburg y Christian, fermento de Haas, fermento de Corran y Green,
glucosa-oxidasa de mohos, fumarico-hidrogenasa y gLtocromo-c-reductasa.

El grupo prostético del fermento amarillo de oxidacién y de la citocromo-c-re-
duc*.asa es un falso mononucleétido de composicién isoaloxacina-d-ribitol-fosfato; y
el de los restantes, un falso dinucledtido, compuesto de isoaloxacina-d-ribitol-fosfato-
fosfato-d-ribosa-adenina.

En los fermentos' amarillos, la unién de la proteina con el grupo prostético se
efectia, segun Theorell (194) y Kuhn (195), mediante un OH del &cido fosférico y
el grupo NH del anillo isoaloxacinico; lo prueba asi su falta de fluorescencia; esta
unién es mas fuerte en las flavoproteinas-dinucledtidos que en las de tipo mononu-
cledtido.

Las flavoprotednas pertenecen a los sistemas de o6xido-reduccion electroactivos;
son, efectivamente, autoxidables en su forma leuco, y transfieren electrones entre
sistemas de o6xido-reduccién de tipo perezoso. Ahora bien, para que los fermentos
flavinicos transfieran hidrégeno; precisa que las posiciones ¢ y 7 se hallen ocupa-
das en la riboflavina por grupos metilicos; el desplazamiento de estos grupos a los
eslabones 5 y s, respectivamente, suprimen la accién transportadora. Hace falta,
asimismo, que el grupo NH del eslab6on 3 se encuentre libre, con el fin de unir
poi él la proteina y el acido fosférico.

CH2— CHOH — CHOH — CHOH — CH.OPO(OH),
N N

Proteina
N CO

(Fermento amarillo)

El potencial redox depende de la naturaleza de la cadena que se inserte en el
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eslab6én o ; solo el d-ribitol y la :-arabinosa. prestan al anillo isoaloxacinico el
caracter de cofermento; los grupos metilos de los eslabones s y 7 elevan el valor
de su potencial redox. La riboflavina, lo mismo que las feiToporfirinas, modifican
su potencial redox en la unidon con la proteina; asi, el de la riboflavina es
E' = —0,185 volt.; y el del fermento amarillo, E'o =-*-0,060 volt. Seguramente que
éstas y otras causas alteran sensiblemente las caracteristicas de los. diferentes fer-
mentos aloxacinicos, determinando su modo de comportarse.

Los hidruros de codehidrasa | y Il reducen a los fermentos flavinicos, por cuan-
4
to les ceden dos atomos de hidréogeno o, mejor dicho, dos electrones y un ion H,

pues el otro i6n It| lo toman del medio exterior; de esta manera, aquéllos se oxi-
dan a codehidrasa | y TI, respectivamente, y el fermento flavinico pasa a la forma
leuco (196). También los. reducen los d- y i-aminoacidos, la xantina e hipoxan-
tina y algunos aldehidos.- En todo caso, cada flavoproteina es especifica para algu-
nos de estos substratos.. El mecanismo de reducciéon se interpreta con el adjunto
esquema, en el que sdlo se indican los anillos de la aloxacina; ,los dos atomos de
hidrégeno se fijan en los eslabones 1 y 10, y la formaciéon de hidruro va acompa-
flada de cambio en la estructura.

R
N N
h3c CO +2H
h3c NH
N CO NH CO
(forma oxidada) (forma reducida)

Las leuco-flavj-proteinas, lo mismo Vias de tipo mfc;nondc.le()tido que las
de tipo dinucledtido, son tan poco autoxidables a la presiéon Ordinaria que la re-
accion no ofrece interés fisiologico. En cambio, los citocromos las oxidan con ra-
pidez,)y en la oxidacién la molécula de hidrégeno transferida por el fermento cede

al citocromo sus dos electrones y separa dos iones IJ:| (197) y (198). Es muy proba-
ble qué la cesion de electrones no se efectle por pares, sino uno a uno; en ése
caso, la flavoprcteina dard lugar a un compuesto intermedio de estructura semi-
quinoide y muy inestable (Michaelis).

A juicio de Barrén (199), los fermentos flavinicos de tipo mononucleétido efectuan
la transferencia de electrones al citocromo-c, y los de tipo dinucleétido, al b;
de la misma opinion participa la escuela japonesa de Okunuki y Yakushiji (200)

Fermento amarillo de oxidacidn.

El fermento amarillo de oxidacion de Warburg y Christian, o viejo fermento
amarillo, resulta en la unién de una proteina especifica con el éster fosférico de la
riboflavina; se trata ,por tanto, de un fermento con grupo prostético de tipo iso-
aloxacin-mononucleétido o isoaloxacin-ribosa-fosfato.

No se ha encontrado en tejidos animales. Warburg y Christian -(201) lo aisla-
ron de la levadura, y Theorell (202) lo obtuvo cristalizado en agujas amarillo ana-
ranjadas.

El potencial redox del fermento amarillo importa Eu——0,060 volt, a pH = 7 (203).
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Laki (204) supone que el viejo fermento amarillot de - oxidaciéon, en su forma
leuco, transfiere hidrégeno del acido malico al fumarico, puesto que su potencial re-
dox estd comprendido entre el del sistema &acido succinico 7—= &cido fumarico,
E' = —0,011 volt, y el potencial redox del sistema &cido malico tz* &cido oxala-
cético, para el que E'o = —0,169 volt.

Se oxida y reduce con relativa lentitud; alrededor de 50 veces por minuto (205);
constituye, por tanto, un transportador poco eficaz. Probablemente es un producto
de descomposicion de otros fermentos flavinicos, quiza.de la citocromo-c-reduc-
tasa, que perdieron eficacia al separarse de ellos una mol. de adenin-mononucleétido.

Diaforasa. -

La diaforasa de Euler y colaboradores (factor coenzima de Dewan y Green) la des-
cubrieron H. von Euler y Hellstrom (206), de un parte, y Dewan y Green, de
otra (207). Transfiere hidrégeno desde los hidruros de coenzima | y Il al citocro-
mo. En opinion de eminentes investigadores, la oxidacion aerobia de numerosos
substratos que requieren codehidrasas para su deshidrogenacion, tiene lugar en los
tejidos animales a través de la diaforasa, pues el viejo fermento amarillo sélo se
encuentra en levaduras y bacterias. En cambio, Szent-Gyérgyi no admite la exis-
tencia de esta enzima. Otros cientificos creen que la transferencia de hidrégeno la

efectlla la citocromo-c-reductasa | 6 II.

Se encuentra muy esparcida por los tejidos animales, particularmente en el
musculo cardiaco, rifion y glébulos rojos; la hay también en bacterias, levaduras y
plantas superiores. Se ha preparado a partir de musculo cardiaco de buey.

La diaforasa no se disuelve facilmente, sino que permanece unida a los compo-
nentes insolubles de la célula. Straub (209), sin embargo, obtuvo una diaforasa so-
luble, de color amarillo y fluorescencia verde. Es termostable: {jalentada a 60° no
se destruye.

Hoy se admiten dos diaforasar. (210): una que oxida a la coenzima |, y otra
a la coenzima Il. Las dos diaforasas poseen grupos prostéticos de aloxacin-adenin-
dinucledtido, estimandose que su diferencia radica en la naturaleza de la apoen-
zima. En opimén de Straub (211), el grupo prostético de las diaforasas es el mis-
mo de la d-aminoacido-oxidasa, y los dos fermentos soélo difieren en la proteina.

La escuela japonesa (212) sostiene que la diaforasa cataliza la oxidacion de las
codehidrasas | y Il y la reducciéon del citocromo b, sirviendo de enlace entre ellos;
sin embargo, no hay pruebas decisivas que confirmen esta suposicion.

Las diaforasas son mucho mas activas que el viejo fermento amarillo. A 38° cada
mol. de diaforasa cataliza la oxidacién de 8500 mol. de hidruro de codehidrasa por
minuto. Green y Dewan le atribuyen una actividad mil veces mayor que la de
aquel fermento.

1 - r >
Fumarico-hidrogenasa.

En los preparado,? 'brutos del viejo fermento amarillb, Fischer y colaboradores (21S)
encontraron una flavienzima que cataliza la hidrégenacion del acido fumarico a aci-
do succinico en presencia de algunos colorantes. A este fermento lo llamaron fuma-
ricohidrogenasa. Se desdobla facilmente en proteina y aloxacin-adenin-dinucledétido.
Hoy se. discute si la fumaricohidrogenasa es o no idéntica con la succino-deshidro-
genasa (214) y (215). Se desconoce su papel en el organismo.
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Fermento de Hass.

Hass aislé de la levadura (216) un fermento amarillo con grupo prostético isoalo-
xacin-adenin-dinucleétido. La proteina no parece igual a la del fermento ama-
rillo clasico. Se disuelve en agua. Del fermento de Hass s6lo se sabe que oxida el
hidruro de codehidrasa Il en presencia de azul de metileno.

Citocromo-c-reductasa.

Hass y colaboradores (217) y (218) descubrieron en las levaduras un fermento
amarillo que cataliza la reduccion del citocromo-c por el hidruro de coenzima II.
Le llaman citocromo-c-reducasa numero 1, y sirve de enlace entre hidruro de code-
hidrasa Il y citocromo-c (219).

Sus descubridores han comprobado que la citocromo-c-reductasa pierde su
capacidad para reducir el citocromo-c cuando se somete a los mismos tratamien-
tos quimicos que se emplean para aislar el viejo fermento amarillo, por lo que
sospechan que éste no sea mas que un producto de desnaturalizacion de aquélla. Si asi
es, 0 si se obtiene algin dia de tejidos animales, el papel desempefiado por el vie-
jo fermento amarillo y por Ja diaforasa quedarian en entredicho.

La reduccién del citocromo-c por la citocromo-c-reductasa numero 1 es 100.000
veces mas rapida que la efectuada por el fermento de oxidacion de Warburg.
Si se demuestra su presencia en los tejidos animales, se confirmard la sospecha de
que la citocromo- c-ieductasa debe desempefiar un papel trascendental en la oxidacion
de substratos que utilizan coenzima Il. El grupo prostético del nuevo fermento per-
tenece al tipo mononucleétido, y es un isoaloxacin-ribosa-fosfato, como el del viejo
fermento amarillo. Peso molecular de la citocromo-c-reductasa: 75.000. ,

Por ahora, s6lo se ha aislado de la levadura. Los preparados mas puros contie-
nen 98 % de citocromo-c-reductasa (220). Con el citocromo-c reacciona 10* mas ra-
pidamente que con el oxigeno molecular.

Casi simultaneamente, Altschul y. colaboradores (221) comunicaron el descubri-
miento de otra enzima gemelo, que cataliza la reduccion de citocromo-c por el
hidruro de codehidrasa I; la designan citocromo-c-reductasa numero 2. Sirve de en-
lace entre el hidruro de coenzima | y el citocrc®mo-c. Se ha Qbtenido de las levadu-
ras de la panificacion. Se desconoce su naturaleza y no se tiene seguridad de su
acciéon enzimatica.

b) TRANSPORTADORES PIRIDICOS

Pertenecen a este grupo la antigua cozimasa, que Euler designa con los nombres

de coenzima | o codehidrasa I, y la por este mismo autor llamada codehidrasa Il o
coenzima Il. Actualmente se les da la denominacién de codehidrogenasa | y code-
hidrogenosa Il. Ambos cofermentos estan ampliamente distribuidos en los seres vi-

vos, siempre en cantidades pequefas, en particular la codehidrasa II.

Constituyen el cofermento de numerosas deshidrogenasas, a las que se unen con
enlace extraordinariamente labil. Parnas (22) las llama «coenzimas moviles», dis-
tinguiéndolas a?i de las «coenzimas fijas», a las que pertenecen los transportadores
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flavinicos. A causa de la labilidad del enlace, una misma codehidrogenasa cataliza
la deshidrogenacién de diversos substratos, y acelera la oxidacién y reducciéon de
varios pares de substancias.

Los hidruros de coenzimas | y Il no se oxidan directamente con oxigeno molecu-
lar, ni indirectamente a través del citocromo — citocromoxidasa (223). Pertenecen a
los sistemas de mOxido-reducciéon de tipo perezoso, y para su oxidacidon requieren
un sistema electroactivo, por ejemplo, la diaforasa o la citocremo-c-reductasa (223);
de aqui que los fermentos amarillos aparezcan intercalados entre codehidro-
genasas y citocromos. También .las oxidan.» algunos' metabolitos en presencia de

la deshidrogenasa correspondiente; por ejemplo, al hidruro de coenzima | lo oxida
el sistema acetaldehido 7—» alcohol y su deshidrogenasa (fermentacion alcohdlica),
o el sistema &cido pirdvico > 4acido lactico y la deshidrogenasa de este nombre

(fermentacion lactica). El proceso de oxidacion y ieduccion puede seguirse expe-
rimentalmente con ayuda de métodos especfcrofotométricos; porque la forma oxida-
da de las codehidrasas muestran una banda de absorciéon intensa y estrecha en la

region de 2.600 /g, banda que en el hidruré estd reemplazada por otra de 3.400 X.
La fluorescencia de los hidruros en luz blanca se utiliza también para observar la
marcha de la o6xido-reduccién de codehidrasas (225).

Por ser sistemas de oxidacién de tipo perezoso, fracasaron cuantos intentos se
han realizado para medir directamente su potencial redox; la medida se logra en
presencia de un sistema electroactivo. De este modo se encuentra que los potencia-
les normales de una y otra codehidrasa oscilan alrededor del valor E-o = —0,270 volt.

Ambas coenzimas son dinucleétidos de tipo piridinico, puesto que en la hidroéli-
sis separan una molécula de nicotinamida, una de adenina, dos de d-ribosa, y dos
o tres de &cido fosférico, segun se trate de codehidrogenasa | o de codehidrogena-
sa Il. Los trabajos de Euler y Myrback (226), y los de Euler y Schlenk (227) han
puesto en claro que la codehidrogenasa | es el difosfo-piridin-adenin-dinucle6-
tido de la férmula adjunto indicada. Suele#representarse abreviadamente por las le-
tras DPN. Asi también, las investigaciones de Warburg y colaboradores (228) permi-
ten afirmar que la codehidrogenasa Il es un trifosfo-piridin-adenin-dinucleétido. Se
representa abreviadamente por las letras TPN.

HN -- C— -N
1
—CON.H. N C cuU
, HC ] |
XN— € —N
N +
HC - N HC -
| |
HCOH HCOH
| * 0 o
HCOH HCOH
P
HC —-- — OH o) HC )-
I '
CH;—0—P—0 P o = CH,

(codehidrogenasa 1)



De acuerdo con la hipoétesis de Schlexik, se atribuyd, en un principio, a la code-

hidrogenasa Il, la estructura

\ o

nicotamida— ribosa—P— O—P— O—P—ribosa—adenina;

1 | 1
o OH OH

pero posteriormente, Schlenk (229), ha creido mas probable la agrupaciéon

O O

|
nicotamida—ribosa-"P— O—P—ribosa— adenina
| | |
O- OH P=0

HO OH

en la que un radical fosférico estd unido a la ribosa del mismo modo que en el
acido adenilico de la levadura.

En opinién de Warburg y Cbristian (230), el transporte de hidrégeno por las co-
dehidrasas y su paso de la forma oxidada a la reducida, se interpreta admitiendo
que un atomo de hidrégeno se fija en el grupo i6nico del acido fosférico y otro en
el eslabén CH del doble enlace que soporta el nitrégeno del anillo piridico; con lo
cual resulta que el anillo piridico de la codehidrasa transporta dos electrones y un

+ *
ion H, mientras que el otro i6n hidrogendé queda realmente en el medio exterior.
El esquema adjunto da idea de] mecanismo de la '6xido-reduccion con cqdehidra-
sas; a fin de simplificarlo, sélo se representa el anillo de la nicotamida y el radical-

fosfato; lo restante se indica con los radicales R y R'.

CH CH
KC'/% C—CONHa + 2H HC /% C—CONH,
HC \ y CH HC ~ CH:
N+ O- GR' . N HO GR'
R — O —PO R — O —PO
(forma oxidada) (forma reducida)

Ambas codehidrasas pueden transformarse una en otra. E4 paso se efectia me-
diante fosforilaciéon (231) en presencia de adenosina-trifosfato, jugo de levadura y
iones magnesio; o con jugo de. levadura, hexosadifosfato y fosfatos minerales (232).
La conversién de codehidrogenasa Il en codehidrogenasa | se realiza en condiciones
analogas, lo que demuestra que la reaccién es reversible. Estos hechos justifican la
inseguridad que todavia reina respecto a la coenzima que requieren algunas deshidro-
genasas de grupo prostético piridico.

La predileccion de las apodehidrasas por una o por otra coenzima depende del
nimero de radicales fosféricos de éstas, pues ni la riboflavina ni la nicotamida-
neucledésido se combinan con ellas (233). Algin papel deben desempefiar el nitro6-
geno del anillo piridico y los radicales fosfatos, ya 'que el paso de nitrégeno pen-
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tavalente a trivalente y la aparicion de un nuevo grupo OH en eL radical fosférico,
como tiene lugar cada vez que se efecta la hidrogenacién de la coenzima, modifica
la afinidad del grupo prostético con la proteina. También al aminogrupo de la ade-
nina compete alguna mision de .interés, porque al sustituirlo por un grupo OH se
atentia fuertemente la actividad de la codehidrasa.

Meyerhof (234) denuncia el hecho de que las coenzimas de tipo piridico se en-
cuentran en los seres vivos en gran exceso con respecto a las apodehidrasas; al con-
trario de lo que sucede con los transportadores flavinicos, cuya proporcién con la
protéina suele ser de 1:1. Otros investigadores (235) y (236), recalcan la observa-
cion sin llegar a interpretarla.

Codehidrogenasa | o coenzima |

Harden y Young (237) la aislaron en 1904, a partir del jugo de levadura. En 1918,
Meyerhof preparé un jugo muscular qué poseia la propiedad de transformar el glu-
coégeno en acido lactico; la reaccién exigia cofermento, que se hallaba en el caldo y
era igual al del jugo de levadura. Euler y Myrback le dieron el nombre de cozimasa.

La codehidrogenasa | se encuentra en todas las células del organismo animal,
casi siempre en cantidades pequefias; las levaduras la contienen en proporciones
mayores; veinte kilos de este material proporcionaron a Euler 15 gr. de coenzi-
ma | (237). Nuevos y mejores métodos de preparacion suministran mayores rendi-
mientos (238), (23'9), (240) y (241).

Es higroscépica, soluble en agua y alcohol, e insoluble en disolventes organicos;
dializa a través de las membranas. Resiste sin descomponerse temperaturas de 80’
Goza de poca especificidad, pues actla de coenzima con numerosas deshidrogenasas.
La forma oxidada no fluoresce, pero su hidruro ofrece fluorescencia blanca en luz
ultravioleta. Su estructura corresponde a la de un difosfo-piridin-adenin-dinu-
cleétido. El potencial redox de la codehidrasa | a pH = 7,2 es, segun Ball (242>,
E+o= —0,260 volt.,; segin medidas de Borrock, importa Ev0'= —0,282 volt, a 30°
y pH = 7.

Codehidrogenasa Il o coenzima II.

Conbécesele también con el nombre de cofermento de Warburg, por haber sido
Warburg y Christian quienes lo descubrieron en los .eritrocitos del caballo (243);
ellos lo obtuvieron también a partir de esté material; 250 litros de sangre de caba-
llo suministran 20 mg. de codehidrasa II.

Es muy resistente a los &cidos y sensible a los alcalis. No presenta bandas de
absorcion en la porcién visible del espectro, pero si en la del ultravioleta. Su hi-
druro no es autoxidable; lo oxidan los fermentos flavinicos, en particular la cito-
cromo-c-reductasa numero | (244). Goza de poca especificidad, y son varias las apo-
dehidrasas que se unen & dicho aceptor. Su estructura corresponde a la de un tri-
fosfo-piridin-adeniri-dinucleétido. Se obtiene por fosforilacion enzimatica de la co-
dehidrasa | (245) y (246).



c) TRANSPORTADORES DE GRUPO THIAZOLICO

Incliyense en este réducido grupo de transportadores la cocarboxilasa o coenzi-
ma de la pirdvicodeshidrogenasa. Tratase de pirofosfato de thiamina, es decir, de
un derivado de la vitamina BXx; su estructura, segun Williams (247), la expresa
la formula '

ch3 o o
N=C — NH, " I I
I | + C m= C—CH2-CH;{(—O—P—0O—P—OH
CHa —C C— CH, — N/ | | |
I I NCH—S 0~ OH
N— CH

(pirofosfato de thiamina.)

Lipmann (248) cree que el pirofosfato de thiamina transfiere hidrégeno del sis-
tema acido piruvico — pirdvicodeshidrogenasa a la diaforasa, en una funcién seme-
jante a la de la coenzima | 6 Il y con un mecanismo similar. A juicio suyo, el grupo
activo para la desca-rboxilacion con la caiboxilasa es el aminico NH2; en cambio,
en la deshidrogenacion interviene el nitréogeno pentavalente y el radical del &acido
pirofosférico, sobre los que se 'fijan los dos hidrégenos arrancados al substrato. Con
la opinion de Lipmann coincide Clark (249). Sin embargo, los trabajos comprobato-
rios han dado resultados negativos, ya que con la fosforilacion de la vitamina B- cre-
ce la resistencia a la oxidacion y reduccion (Barrén). La forma reducida de la
thiamina y de la difosfothiamina no son autoxidables, razén por la cual deben in-
cluirse entre los sistemas de Oxido-reduccion de tipo perezoso.
> Las maltiples funciones cataliticas de la difosfothiamina sugieren la posibilidad
de que actue formando parte de la proteina que activa al sistema que reacciona con

piruvato.

d) TRANSPORTADORES DE GRUPO HEMINICO

Citocromos.

En 1884, MacMunn descubrié en los musculos un colorante de naturaleza hemi-
nica, que llam6é miohematina (250). Posteriormente fué hallado en numerosos teji-
dos, por lo que se le di6 el nombre de histohematina. Se caracteriza por su espectro
de absorcién, compuesto de cuatro bandas en la regiéon visible del espectro y tres
en la del violeta. Este espectro cambia totalmente cuando se burbujea aire a través de
las células que contienen el colorante, lo que revela que la histohematina existe en
dos formas: una oxidada y otra reducida.

El descubrimiento de MacMunn queddé olvidado hasta 1925, en que Keilin lo sacé
a luz. La histohematina se encuentra en casi todos los tejidos vegetales y animales,
en bacterias y levaduras; por esta .razén, Keilin la llama citocromo, nombre con
que actualmente se conoce. Bali y Meyerhof han caracterizado su presencia en ani-
males marinos con pigmento sanguineo de hemocianina (251).
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El espectro de absorcion del citocromo reducido consta de cuatro bandas en la re-
gion visible y tres ,en la violeta (252). Las longitudes de onda son 6.030-5.63Q-5.500 y

o
5.223 A; se designan con las letras a, b, ¢ y d, respectivamente. Las tres primeras

bandas presentan contornos bien definidos y corresponden a otros tantos componen-
o

tes: los citocromos a, b y c, respectivamente. La banda de 5.223 A, por su compleji-

dad, se supuso resultado dé fundir una segunda banda comuUn a los tres citocromos.
0.

Las tres bandas de la region violeta tienen longitudes de onda 4.490-4.430 y 4.150 A,
y cada una de ellas corresponde también a uno de los citocromos a, b y c. La de 5.500

A es, entre todas, la mas intensa y estable. El espectro de absorcién de los citocro-
mos oxidados aparece difuso y no ofrece interés.

El citocromo a se caracteriza por su inestabilidad e insolubilidad. Nada se sabe de
(¢]

su naturaleza. Posee espectro de absorcién con bandas de 6.030-5.223 y 4.490 A; la
primera y tercera son exclusivas de él. No es autoxidable; lo oxida la citocromo-
xidasa. Se supone constituido por una mezcla de tres componentes: los citocromqgs

o
a,, a, y a3; pues, aparte de su banda de absorciéon tipica de 6.030 A, se han perci-

bido otras entre 6.300 y 6.400 A y una de 5900 A (253). Los citocromos avy a2 no son
autoxidables ni se combinan con CNH y CO; en cambio, el as se oxida con el oxi-
geno molecular -y se une a aquellos gases. Sospéchase que el citocromo a3 sea la
propia citooromoxidasa (254). El citocromo a ha sido aislado por Yakushiji (255).

El citocromo b tiene un espectro de absorcién con tres bandas, cuyas longitudes

de onda son 5.630-5.300 y 4.330 A, respectivamente. Tampoco se conoce su haturale-
za; so6lo se sabe que es un hemocromégeno analogo al de la sangre. En su forma
reducida es ligeramente autoxidable, pero se ignora si la citocromoxidasa cataliza
0 no su oxidacion. Lo reduce la diaforasa y los transportadores de tipo isoaloxacin-
adenin-dinucleétido, en general. Es muy inestable; con facilidad se altera y des-
truye. No se disuelve en agua. Bach (256) asegura haber descubierto en la levadura
el citocromo £5, que Haas cree idéntico con la citocromo-c-reductasa (257,). No
nos explicamos la hipotesis de Haas si aquél es un fermento heminico. Hasta la fe-
cha no se ha aislado puro.

El citocromo-c es el Unico estable y soluble, razén por la que se ha preparado
en alto grado de pureza. Los primeros trabajos de separacion se deben a Keilin (258),
que partia de levadura. Posteriormente, Theorell (259) y Keilin (260) lo obtuvieron
de rifidbn y musculo cardiaco de caballo. Muy puro, con 043 % de hierro, lo han
preparado recientemente Keilin y Hartree (261).

El citocromo-c es un polvo rojo pardo, bastante estable al calor. Se disuelve
en agua, y sus disoluciones tienen color amarillo rojizo. El espectro de absorcion
del citocromo-c reducido consta de tres bandas, cuyas longitudes de onda son

(¢]
5.500-5.200 y 4.150 A; la segunda de ellas es compleja. La forma oxidada ofrece una
\4

banda de 5.300 A. otra en el violeta de 4 000 ,& y dos en el ultravioleta (262). A
pH comprendidos entre 4 y 12 no es autoxidable. Lo oxida, la citocromoxidasa, el
peroxido, de hidrégeno y el ferricianuro. Lo reducen algunas dehidrasas, por ejem-
plo la succino-deshidrogenasa en presencia de acido succinico, y las leucoflavi-
nas de tipo mononucleétido, en particular la citocromo-c-reductasa. También Ilo
reducen la oisteina y el acido ascorbi<;o. En cambio, son inactivos los hidruros de
codehidrasa | y n. Su peso molecular importa 13.000 (264). Los narcoéticos inhiben



la reduccién del citocromo-c, pero no su oxidacion, ocunriendo lo contrario con
él CNH y'él CO: la razén hay que buscarla en que los narcéticos inhiben a las des-
hidrogenasas y el &acido cianhidrico y el 6xido de carbono a la citocromoxidasa.

Después de lo expuesto surge la cuestion de saber por qué algunos compuestos
heminicos son autoxidables y otros no; autoxidables son, en efecto, la citocromo-
xidasa y los citocromos a, y b, peroino el citocromo-c. Hasta el momento ninguna
respuesta satisfactoria se ha dado a la pregunta, a pesar de que en esta cuestion
nay interesados numerosos investigadores, y so6lo soluciones parciales se ofrecen al
problema. La contestacion definitiva podra lograrse cuando se conozca la estructura
molecular de aquellos complejos, en particular la de las proteinas activantes, y su
modo de unién al grupo prostético o hemo. Sin embargo, mucho se ha avanzado
ya en este terreno.

El espectro de absorcion demuestra que el citocromo-c tiene estructura de
hemocromégeno; su forma reducida corresponde a un compuesto de hemo con una
proteina; y su forma oxidada & una proteina-hematina. Ni el hemo ni la homa-
tina son el prjQtohemo o la protohematina de la hemoglobina y metahemoglobina,
sino una modificacion que resulta de colgar una molécula demcisteina en cada gru-
po vn:ilo del protohemo o de la protohematina. El grupo prostético del citocromo-c
se une a la proteina por, intermedio de las moléculas de cisteina, mediante enlaces
thioetéreos que hacen la unién muy soélida (265). En la hemoglobina y en la meta-
hemoglobina no existen ligazones de este, género.

El caracter de hemocromégeno del citocromo lo determina un segundo enlace
que se establece entre el 4&tomo de hierro del grupo prostético y los grupos imidazé6-
licos de la proteina. En la proximidad del atomo de hierro del citocromo y de la
hemoglobina existen dos anillos imidazélicos. Ahora bien, en la hemoglobina, sélo
uno de ellos se encuentra en posicion favorable para que el atomo de nitrégeno se
enlace coordinativamente con el atomo de hierro ,heminico; en cambio, en el cito-
cromo los dos anillos adoptan posiciones favorables para esta union. Con "ello re-
sulta que en la hemoglobina queda libre i:na dé las seis valencias coordinativas del
atomo de hierro y puede adicionar oxigeno u O6xido de carbono, mientras que en
el citocromo-c, donde las seis valencias del hierro estan ocupadas, aquellos ga-
ses no pueden combinarse. Con la referida disposicién, el citocromo-c se compor-
ta como un compuesto estable, ya que las seis valencias coordinativas del hierro
las satura con los cuatro atomos de nitrégeno de los cuatro anillos pirrélicos, y con
dos de los imidazélicos.

Asi explica Theorell (266) y (267), que el citocromo-c no sea autoxidable, ni
enlace oxigeno molecular, ni se combine con el CO o el CNH en el intervalo de
los valores fisiolégicos del pH. El hierro del citocromo queda embutido en la pro-
teina, es decir, metido en una especie de grieta que ocupa el'plano determinado
por los nitréogenos de los anillos pirréliccs; s6lo cuando el medio es fuertemente
acido o alcalino y' los grupos imidazoélicos se desprenden, pueden tener aquellos
gases acceso a esta grieta y reaccionar con el hierro del grupo prostético. El esque-
ma adjunto muestra la féormula del citocromo-c con arreglo a las ideas de Zeile
y Theorell que acaban dé exponerse.

Theorell analiz6 la proteina que -se une al grupo prostético en el citocromo-c
(268). Comparando su composicion con la proteina de la hemoglobina, resalta el alto
contenido en lisina y la baja proporciéon de histidina que tiene la proteina del ci-
tocromo. Theorell comprobé que en cada mol. de citocromo- sélo hay un grupo
heminico.

Cada uno de los citocromos. a, b y ¢ admite dos formas: la oxidada y la reduci-
da;. y como ambas se convierten una en otra reversiblemente, se comprende que
cada tipo de citocromo constituya un sistema redox.'Los potenciales de oxidaciéon y
reduccién fueron determinados por numerosos investigadores (269),. (270), (271), (272)
y (273). Sus valores a pH = 7 son: citocromo s = 0,280 volt.;. citociomo b = 0.04Q
volt.; citocromo c = 0,260 .'volt.
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Se comprendo que los citocromos puedan oxidar a .numerosos substratos; por
ejemplo, a la cisteina y al &acido ascérbico. Si no oxidan a otros de potencial mas
bajo, débese a la lentitud de la reaccién, que hay que activar con determinadas
deshidrogenases. A causa de su potencial redox elevado, lo§ citocromos activan el
hidrégeno hasta separar su electréon y ionizarlo. Por eso, mejor que transportado-
res de hidrégeno son transportadores de electrones; sin embargo, pertenecen a los
sistemas de oxidacién y reduccién de tipo perezoso.

Para Zeile y Theorell (274) y (275), el mecanismo de la ionizacidon se interpreta
admitiendo que el hidrégeno activado por la deshidrogenasa y el transportador llega
al citocromo y se fija a un atomo de nitrégeno imidazoélico, del xjue seguidamente se
suelta cediendo un electréon al hierro y ionizandose.
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| H
—CH —HC | —CH

\ N—Fe'""" + H— \ N—Fe’'" —* \ N—Fe'' + H'

No puede asegurarse que los citocromos reaccionen con la citocromoxidasa in-
dividualmente o en cadena. Si reaccionan en cadena los valores del potencial rédox
indican que el orden de actuacién de los citocromos a, b y c en el transporte elec-
trénico debe ser:

* +
Substrato 2H
—2H —2H i —27
Deshidrégenasa --------- *» transportador --------- > citocromo-b  --------- m citocromo-c
[ I | . . . -27 o -27
oxigeno --------- m citocromoxidasa <--------- citocrorrio-a

y el mecanismo de las reacciones ppr las cuales se efectia el transporte, podria
representarse con el esqguema siguiente, en que RH: es la forma leuco del udltimo

transportador de hidrégeno:

4-4-4- 4 4 +
* RH, + 2citocromo-b-Fe —> ~ citocromo-b-Fe + 2H + R
+ + f t-1- 4 4 + 4—F
2 citocromo-b-Fe 4 2 citocromo-c-Fe _> 2citocromo-b-Fe 4 2 citocromo-c-Fe
4—( 4—1-4 4—t4 4—F
2 citocromi)-c-Fe 4 2 citocromo-a-Fe — » 2 citocromo-c-Fe 4 2 citocromo-a-Fe
—F 4— . 4—F4 --
2 citocromo-a-Fe 4 2 ferm.-Fe — 2 citocromo-a-Fe 4 2 ferm -Fe.
4-4- 4—j- 4
2 ferm.-Fe 4 Mo,, 4 HO — 2 ferm.-Fel4 2 OH

La suma de las cinco ecuaciones anteriores expresa la reaccion definitiva de oxi-

dacién 2H 4 OH H .O.

Los esquemas anteriores no tienen mas que un valor representativo. Porque si
bien se ha comprobado que el citocromo-b se oxida cuando se adiciona citocro-
mo-c oxidado, no hay seguridad de que la cadena se establezca en el orden di-
cho, y de que sea el citocromo-b quien recoja el hidrégeno del transportador fla-
vinico o de ciertas deshidrogenasas. Para algunos investigadores, el transporte elec-
tronico comienza por el citécromo-b sélo en el caso en que el transportador an-
terior sea de tipo isoaloxacin-adenin-dinucleétido, como ocurre con la diafora-
sa. En otros casos, los fendmenos respiratorios se realizan exclusivamente a través
del citocromo-c utilizandolo como primer transbordador. Esta idea ha ganado con-
siderable terreno después del descubrimiento de la citocromo-c-reductasa de
Haas (276), y espera su confirmacién a que se aislé el fermento de tejidos animales,
pues por ahora sélo se ha encontrado en levaduras. Stotz cree que la mision de los
citocromos a y b se reduce a sustituir a la citocromoxidasa, ya que el b y alguna for-
ma del a son autoxidables.
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Actualmente, ia escuela japonesa de Okunuki y Yakushiji, e investigadores de la
solvencia de Barrén, estiman que los fermentos flavinicos de tipo aloxacin-ribo-
sa-mononucledtido trasfleren su hidrégeno al citocromo-c, mientras que los-de tipo
aloxacin-adenin-dinucleétido lo conducen primero al citocromo-b.

Sin duda ninguna, el modo y orden de actuacién de los citocromos en los pro-
cesos respiratorios constituye todavia un problema sin solucién definitiva, porque
realmente falta un enlace entre las flavoproteinas y los citocromos. Que ese enla-
ce pueda ser la diaforasa, en unos casos, y la citocromo-c-reductasa, en otros,
no parece dudoso; sin embargo, hay que demostrar previamente que tales flavo-
proteinas se encuentran en los tejidos animales. También el sistema fumarato --» suc-
cinato, en coordinacion con la succinicodeshidrogenasa, puede servir de eslabén en-
tre flavoproteinas y citocromos.

e) TRANSPORTADORES NO ENZIMATICOS

A este grupo se refieren algunos compuestos organicos susceptibles de aceptar y
ceder hidrégeno con auxilio de deshidrogenasas y oxidasas convenientes. Tales son,
entre otros, algunos acidos bibasicos de cuatro atomos de carbono, ciertos &cidos ce-
ténicos e hidroxiacidos, las quinonas, el &acido ascorbico y algunos compuestos sul-
furados.

a) Acidos dicarboxilicos de cuatro carbones—EIl par &cido succinico-acido fuma
rico transporta hidrégeno con arreglo a la reaccion

acido succinico — > 4cido fumaérico

que cataliza la succinodeshidrogenasa; y el par &cido malico-acido oxalacético re-
acciona segun el esquema

—2H. . \
acido malico ~... ® 4cido oxalacético

y se activa con la malicodeshidrogenasa. Ambos sistemas se mantienen en equilibrio
gracias a una hidratasa, la fumarasa, que los enlaza conforme a la reacciéon acido fu-
maricc 7-»- acido malico. »

b) Acidos ceténicos.—Krebs, Johnson y Elliot demostraron que el sistema lacta-
to —> piruvato puede obrar de transportador de hidrégeno entre un sistema que
reduzca al piruvato y otro que oxide al lactato Asi sucede en la dismutacion -anae-
robia de piruvato por la pirdvico-deshidrogenasa en tejidos y bacterias; una mo-
lécula de piruvato se oxida a acetato y CO02 y otra se reduce a acido lactico. El
lactato puede oxidarse a piruvato y el ciclo se repite. De esta forma, el piruvato
transporta hidrégeno para su propia oxidacion.

Como transportadores obran también los &cido acetoacético y /?-hidroxibutirico
en presencia de la /3-hidroxibutirico-deshidrogenasa.

+ 2H
acido acetoacético ... - > acido /3-hidroxibutirico

La desaminacion oxidativa del &acido glutamico con la glutamicodeshidrogenasa
constituye un mecanismo catalitico de transporte de hidrégeno, ya que el amino&ci-
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do se regenera en la transaminacion del &cido a-cetoglutaiico con alanina o &cido
aspartico, en presencia de aminoferasas. ! ‘m

c) Quindnos y polifenoles—Son excelentes medios para transferir hidrégeno
el reino vegetal; las quinonas se convierten asi en difenoles, y la reacciéon la cata-
liza una polifenoloxidasa o un sistema complejo constituido por pOlifenol-oxidasa,
peroxidasas y determinados colorantes del grupo de las flavanonas. EIl potencial
redox de la o-quinoha ~ y pirocatequina importa E'o = 0,430 volt.

.d) Acidos ascérbico y dehidroascérbico—-En procesos de oxidacion reversible, la
vitamina C o &cido ascoérbico pasa a acido dehidroascoérbico, en presencia de ascor-
bico-oxidasa y un donador de hidrdgeno; de donde resulta, que en las condicio-
nes indicadas, aquellos acidos se comportan como transportadores de hidrégeno. La
oxidacioén reversible tiene lugar a pH = 55, y él potencial redox del sistema es
E0O —0,166 volt, a pH = 4.

e) Compuestos sulfurados—Entre los transportadores de este grupo figura
glutathién como el de mayor interés. Su forma reducida suele representarse por
G — SH, y/la oxidada, por G—"S— S — G. El paso de una a otra forma lo determi-
nan las condiciones del medio. El glutathiéon reducido sélo es estable en medio li-
geramente &cido, y el oxidado, en medio débilmente alcalino. Por eso, la reacciéon
es reversible. Hallase en casi todos los ;tejidos del .reino vegetal y animal, la mayor
parte en su forma reducida G— SH. . = >

Cataliza la oxidacion de los acidos grasos no .saturados,y de las proteinas con
grupos SH. -Lo oxida el &acido dehidroascérbico, pero no el sistema citocromo-cito-
cromoxidasa. Activa la accion de la glioxtilasa, de la que es cofermento. No se ha
podido intercalar como transportador en ninguna de las cadenas de oxidacién. Sin
embargo, regula los fendmenos de oxidacién y reduccién y mantiene activos los sis-
temas enzimaticos que contienen grupos — SH, libres. Por esto, adiciones de glu-
tathion favorecen la glucolisis, la oxidacion de piruvato y la sintesis de hidratos de
carbono. Amee y Elvehjem sugieren que el, glutathién sirve de coenzima a alguna
deshidroge.nasa en la oxidacién tisular a través del sistema citocrémico.
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TERCERA PARTE

ASPECTOS DINAMICOS DE LA OXIDACION Y REDUCCION BIOLOGICAS

TIPOS DE SISTEMAS OXIDATIVOS

Los fermentos de la oxidaciéa y reduccién, oxidasas y deshidroge-
nasas. en conexion entren si por medio de los transportadores, llevan
a cabo la oxidacidon de los materiales organicos mediante variados me-
canismos. Sobre todo, disponen de numerosos itinerarios para conducir
el hidrégeno del substrato a su aceptor final, sea éste un metabolito o
el oxigeno molecular. Unas veces, las menos, el hidrégeno pasa del
substrato al oxigeno directamente o a través del citocromo ; y otras,
las mas, es conducido a él por medio de transportadores de tipo nico-
tinico o flavinico, o cabalgando sobre moléculas de naturaleza no en-
zimatica. Circunstancias y factores diversos determinan en cada caso
el medio mas comodo, rapido y seguro para que la transferencia se
efectie, o el mas adecuado, aunque sea largo, para que la oxidacion se
cumpla de modo que las manifestaciones energéticas alcancen los va-
lores que convienen en el instante. El organismo tiene abiertos nume-
rosos caminos, para, cumplir sus fines, y en cada momento usa el que
méas se acomoda a sus necesidades.

Si el complejo enzimatico consta Unicamente de proteina activante
y un sistema de oxidacién y reduccién, éste suele ser electroactivo y
autoxidable, y transfiere los electrones directamente al oxigeno mole-
cular Si lo forman dos transportadores, el uno pertenece al tipo pe-
rezoso y el otro al electroactivo. Si la oxidacién se realiza intervinien-
do varios sistemas oOxido-reductores, se suceden alternativamente uno

perezoso y otro electroactivo, hasta que los electrones alcancen el oxi-
geno molecular.



El 80 % o mas del oxigeno que se consume en la respiracion celular
de los tejidos animales oxida las materias orgar™.cas a través de la ci-
tocromoxidasa, y el resto lo hace directamente, o quizas a través del ci-
tocromo-b tan soélo, pues por su ligera autoxidabilidad puede obrar
desconectado con el fermento de Warburg.

Entre los sistemas oxidativos que el organismo vivo utiliza, mere-
cen especial menciéon los que a continuacion se indican, escalonados
en el orden creciente de su complejidad, y probablemente de su in-
terés.

TIPO I|—Consta de substrato, una deshidrogenasa especifica, que
lo activa, y oxigeno, como aceptor directo de hidrégeno. El esquema

representativo es como sigue:

Substrato _2H
T * Oxigeno.

i
deshidrogenasa

En la oxidacion se produce agua oxigenada, que las catalasas y pero-
xidasas descomponen seguidamente. Asi actia la xantinodeshidroge-
nasa sobre la xantina e hipoxantina en células desprovistas de fer-
mentos heminicos.

TIPO Il.—Algunas deshidrogenasas no reducen directamente al oxi-
geno molecular, pero si a un colorante, por ejemplo, al azul de me-
tileno; en este caso, el oxigeno oxida a la forma leuco, y el colorante
actia de transportador de hidrogeno. El sistema oxidativo se repre-

senta asi: .<

Substrato __9H
....... > colorante -------> oxigeno.

deshidrogenasa

También aqui se produce perdxido de hidrdgeno, como en el tipo I
Por este mecanismo, la succinodeshidrogenasa quema acido succinico
en presencia de azul de metileno. No interesa mas que para realizar
oxidaciones in vitro.

TIPO I1l.—A veces, entre el substrato activado por la deshidroge-
nasa y el oxigeno molecular se interponen dos transportadores: uno
de tipo perezoso, la coenzima | o la Il, que acepta el hidrégeno arran-
cado al substrato, y otro electroactivo, de naturaleza flavinica, que
lo conduce después hasta el oxigeno molecular, conforme al esquema.

Substrato 9y fermento

-—="v codehidrasa ---—----v f =<y oxigeno
deshidrogenasa flavinico



La oxidacion del fermento amarillo en su forma reducida sélo se
logra a presiones elevadas, lo que resta interés fisiolégico a este sis-
tema oxidativo. A él se refiere el sistema de Warburg de las células
desprovistas de ferroporfirina, en las que la hexosa-6-fosfato se
oxida con codéhidrasa Il y fermento amarillo. En la reaccion se pro-
duce agua oxigenada.

‘TIPO IV-—Cuando interviene el citocromo como transportador, no
se separa peroxido de hidrégeno, sino agua, en virtud de la reaccion

t + :
ionica H + OH H20. Estos sistemas constan, por lo menos, de

un sistema perezoso y otro electroactivo. ElI mas sencillo seria

2H (@]
Substrato _ 2H n _2e n
------- * citocromo ---—----»citocromoxidasa #------ 1/2 O*

deshidrogenasa

De esta manera, la succinodeshidrogendsa oxida el acido succinico a
acido fumérico. Desempefia papel importante en el organismo, puesto
que constituye el Ultimo eslabén del ciclo de Szent-Gyérgyi. Es carac-
teristico de microrganismos aerobios.

TIPO V.—Resulta de combinar los tipos | y IV, y corresponde al
modo de accién de las deshidrogenasas con cofermento flavinico; por
ejemplo, la xantinodeshidrogenasa cuando el transporte se efectia a
través del citocromo. El esquema es como sigue;

+

2H
Substrato transportador _ Zn
1 e » citocromo
deshidrogenasa flavinico
o
— 21 t— 2e
------ citocromoxidasa &-------- 'A 0=

Se compone de dos sistemas electroactivos entre los que se intercala
uno perezoso, el citocromo. Se ignora el orden en que los citocromos to-
man parte en el transporte.

TIPO VI.—Cuando la deshidrogenasa requiere coenzima | 6 Il y
la oxidacidn se efectla a través del sistema citocrdmico, precisa inter-
poner entre los dos sistemas perezosos un transportador electroactivo
de nucleo aloxacinico: la diaforasa, la citocromo-c-reductasa u otros.

El esquema de la reaccion es:
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Substrato »» transportador
i , codehidrasa

r deshidrogenasa flavinico
—2H
. . —2e . 1
% O ------- > citocromoxidasa ------ citocromo
-2 7| {
° 2H

En el caso de que el transporte lo efectle la diaforasa, se admite que
la conduccion la prosiguen los citocromos b, c ya, en el orden citado.
En cambio, cuando tiene lugar por intermedio de la citocromo-c-
reductasa, el transportador flavinico conecta directamente con el cito-
cromo-c. en el que descarga los electrones que han de ionizar al oxi-
geno. Asi se oxidan los- 4cidos lactico y malico con sus deshidrogena-
sas correspondientes.

TIPO VII-—En ocasiones, dos sistemas oxidativos sencillos se enla-
zan en uno complejo, por intermedio de uno o mas transportadores
de tipo no enzimatico; por ejemplo, el acido fumaéarico-acido succinico.
De este modo se oxida el acido malico en la reaccidn siguiente:

Substrato _ 2H __fermento 2H substrato
|l > codehidrasa — r—» | —N
deshidrogenasa flavinico deshidrogenasa
£ —2H
O >—>citocromoxidasa <— -1 citocromo
2e1l 1+
0= 2H

El segundo substrato del esquema representa el acido fumarico-aci-
do succinico, y la deshidrogenasa correspondiente es la succinodeshidro-
genasa. También >en este caso se cumple la regla de alternancia entre
un sistema perezoso o enzimaticamente perezoso y otro electroactivo.

Madiante los sistemas oxidativos citados y otros que derivan
de combinar entre si los anteriores, tiene lugar la oxidacion de los ma-
teriales organicos en células y tejidos. El lector encontrard ocasion de
comprobarlo en las paginas que se dedican ai examen del ciclo del
acido succinico y del ciclo del acido citrico.
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EL CICLO DE SZENT-GYORGYI

En 1909-1910, Thunberg (173), Battelli y Stern comprobaron que
cuando se aflade acido succinico a suspensiones de tejidos animales
triturados, aumenta el consumo de oxigeno en* proporciones superiores
a las que son necesarias para oxidar el acido. Experimentos andalogos
de Szent-Gydrgyi, llevados a cabo en 1934-1937, previa adicién de al-
guno de los acidos oxalacético, malico, fumarico y succinico, condu-
jeron al mismo resultado. Szent-Gyorgyi piudo comprobar, ademas,
que por cada molécula de oxigeno que el musculo consume, otra dé
anhidrido carbonico se desprende, lo que demuestra que el material
oxidado es el glucégeno. A consecuencia de éstos descubrimientos ad-
mitiése que el acido succinico actuaba de catalizador de la respiracion.

Por la misma época habiase observado que el sistema citocrémico
acepta directamente hidrogeno de la succinodeshidrogenasa, pero no
de las deshidrogenasas que actUan con cofermento nicotinico; se sa-
bia que la casi totalidad de* oxigeno que toma parte en la respiracion
celular, lo hace a través del sistema citocromo-citocromoxidasa. Im-
presionado por estos hechos, Szent-Gyorgyi créy6é que la oxidacion de-
bia realizarse a través del acido succinico, y traté de interpretarla es-
tableciendo el ciclo que lleva su nombre.

Los experimentos decisivos en que se basa el ciclo del investigador
hangaro hiciéronse, en un principio, con musculo pectoral de paloma,
pero los resultados fueron comprobados después con higado y rifion
de diversos animales,-y aun con animales vivos (277) y (278). Com-
pruébase asi que la intensidad respiratoria de los tejidos crece cuando
a suspensiones de ellos en disoluciones de fosfato se afiade un poco
de éacido fumarico, y disminuye si se agregan pequefias cantidades de
acido maldnico; en este caso, la actividad respiratoria se restablece al
afadir seguidamente trazas del primer acido (279), Por entonces, tam-
bién, se averigué que el &cido maldnico inhibe la acciéon de la succino--
deshidrogenasa (280); y se comprob6 que la reduccién de los citocro-
mos, en suspensiones del citado musculo, se acelera en presencia de un
poco de succinato, fumarato, malato u oxalacetato, pero no de lactato
o a-glicerofosfato (281).

Por lo expuesto. Szent-Gyorgyi y colaboradores (272) llegaron a la
conclusion de que, en la respiracion celular, los cuatro acidos dicarbo-



xilicos citados intervienen como transportadores de hidrégeno, distri-
buidos en dos sistemas: uno el acido oxalacético-acido malico, cuya
transformacién se cataliza con la malico-deshidrogenasa,

2H
Acido oxalacético acido malico

y otro el acido fumarico-acido succinico, cuya transformaciéon se ac-
tiva por la succinodeshidrogenasa
c ' . % [ y ¥

v 2H
acido fumarico acido succinico

El'primer sistema recibe hidrégeno del substrato a través de coen-
zima I, con lo que el acido oxalacético pasa a acido malico (283); p el
segundo cede hidrégeno al sistema citocrémico a través de la succino-
deshidrogenasa, que convierte el acido succinico en fumarico. La trans-
ferencia de hidrogeno del acido malico al acido fumarico, para rege-
nerar los acidos oxalacético y succinico y evitar solucién de continui-
dad en el transporte, la efectia un fermento flavinico (284), que, se-
gun Banga (285) y Laki (286), es el fermento amarillo, y segin Fis-
cher y Eysenbach, la fumarato-hidrogenasa (287)- Un fermento hidra-
tante, la fumamsa, que se encuentra en casi todos los tejidos vegetales

y animales, cataliza la reaccién

H3D
acido fumarico < acido malico,

y mantiene un equilibrio entre los dos pares de acidos dicarboxili-
cos C4 en el que hay 25 % de acido fumarico y 75 % de &cido ma-
lico (288).

Szent-Gyo6rgyi expuso en 1937 el ciclo de su nombre (289) y lo sin-
tetiz6 en el esquema que se indica a continuacién. En este proceso,
la triosafosfatodeshidrogenasa arranca hidrégeno al aldehido fosfogli-
cérico y lo fija su coenzima, la codehidrogenasa I, que pasa a hi-
druro de codehidrasa. Seguidamente, el hidruro de coenzima | reduce
el &cido oxalacético a acido malico; después, la malicodeshidrogenasa
arranca hidrégeno al acido malico y por intermedio de su coenzima |
lo transfiere al fermento amarillo; de esté modo se regenera el &cido
oxalacético y el sistema queda en condiciones de recibir y transpor-
tar nuevas cantidades de hidrdgeno del substrato. A continuacién, el
fermento amarillo, en su forma leuco, transfiere hidrégeno al &cido
fumarico y lo reduce a &cido succinico, regeneradndose la forma oxida-
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da de la flavienzima. Finalmente, la succinodeshidrogenasa, por si, o
por intermedio del factor-SC, cede al citocromo los dos &tomos de hi-
drdgeno recibidos y el fermento heminico los oxida, separando dos

+ — .
iones H y transfiriendo 2 s, primero a la citocromoxidasa y, después,
al oxigeno. Por este mecanismo cada dos atomos de hidrégeno se oxi-
dan con uno de oxigeno y separan una molécula de agua.

CICLO DE SZENT-GYORGYI

aldehido fosfoglicérico acido fosfoglicérico
2H ]
codehidrasa ,, . hid de codehidrasa
2H
acido oxalacético y. >macido malico 7"
(malicodeshidrogenasa)
. 2H v
codehidrasa < ~ ~ hid. de codehidrasa i
'l [ ] 2H -3
) i 0;
fermento amarillos= = fermento amar, (leuco) 1)
2H

acido fumarico ~---—-»acido succinico _
(succinicodéshidrogénasa)

2K
4
citocromo > 2H
ym O
A Os--———-- > citocromoxidasa------ > 0

El: ciclo de Szent-Gyorgyi esta de acuerdo con los resultados expe-
rimentales que se obtienen en el estudio de la actividad respiratoria de
suspensiones de musculo pectoral de paloma. En efecto, a juicio del
referido investigador, las deshidrogenasas actian en las superficies in-
ternas de la trama celular, en las que se hallan fuertemente adsorbidas
tanto ellas como los acidos bibasicos C4 que intervienen en el ciclo.
La inhibicién respiratoria que provoca el &cido malénico encuentra

69

o

%



su- origen en la competencia que se establece entre él y el acido suc-
cinico por ocupar la superficie de los granulos; esta competencia se
debe a la semejanza de estructura de ambos cuerpos, y trae como re-
sultado la inhibicién respiratoria de la célula, a medida que el malo-
nato desplaza al succinato; porque el acido malénico es incapaz de
transportar o ceder hidrégeno a la succinodeshidrogenasa, y ésta, en
consecuencia, se paraliza.

Por otra parte, teniendo en cuenta que el acido fumarico goza de
mayor afinidad para la enzima que el malénico, no es de extrafiar que
al agregar fumarato, el malonato se desplace y la respiracion celular
recobre su ritmo normal, aun en presencia de &cido malénico. Aho-
ra bien, a medida que el fumarato.se reduce a succinato, el acido ma-
Ionico lo desaloja de los granulos y la actividad respiratoria se ate-
nda de nuevo.

El ciclo es correcto desde el punto de vista termodinamico, puesto
que los potenciales redox de los componentes del sistema (véase tabla
de 1a pagina 20) crecen en el orden en que intervienen en él. Por
esto, la hidrocoenzima | reduce al oxalacetato, el malato al fumara-
to y el succinato al sistema citocrémico, a condicién de que se encuen-
tren en presencia de las deshidrogenasas que catalizan las correspon-
dientes reacciones-

Contra la interpretacion de Szent-Gydrgyi se han formulado nume-
rosas y serias objeciones. Ball (290) estima superfluo la intervenciéon del
par oxalacetato-malato, desde el momento en que el fermento amarillo
u otra enzima flavinica oxidan directamente al hidruro de coenzima.
Quizas la objecién no quepa si la intervencion de aquellos dos acidos
se lleva a cabo al estado de ésteres fosforicos, como cree Lipmann
(291), en opinién del cual la oxidaciéon de malato y fosfato inorganico
produce fosfoenoloxalacetato, de gran contenido energético y de mu-
cho interés en la sintesis de acido fosfopirdvico. A pesar de la obje-
cion de Ball, el ciclo de los cuatro acido dicarboxilicos C4 puede man-
tenerse, aun cuando el oxalacetato no se regenere por oxidacion de ma-
lato, ya que el &cido oxalacético se produce continuamente en la car-
boxilacién de piruvato con diéxido de carbono (292).

Stare y Baumann creen poco probable que el viejo fermento amari-
llo actie como transportador entre el sistema oxalacetato-malato y el
par succinato-fumarato, puesto que dicho fermento no se ha aislado
mas que de levaduras. Pudiera ser que el transporte lo efectie la dia-
fordsa, que segun Euler y colaboradores es un transportador flavinico
mas adecuado; o la fumarato-hidrogenasa, aunque tampoco se tie-
ne noticia cierta de que exista en tejidos animales, a menos que se iden-
tifique con la succinodeshidrogenasa (293). Algunos investigadores, en-
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tre ellos Green (294), opinan que no hacen falta fermentos flavinicos
para enlazar los dos pares de acidos dicarboxilicos, pues, a su juicio,
el sistema fumarato-succinodeshidrogenasa tiene capacidad para oxi-
dar directamente al hidruro de codehidrogenasa I. Ahora bien, si esto
es asi, (qué papel resta al par oxalacético-malico después de la acerba
critica dfe Ball?

No constituye, en cambio, objecion grave el hecho de que el acido
succinico participe en la composicién del organismo en débiles propor-
ciones ; en primer término, porque su papel es catalitico, y, en segun-
do lugar, porque cualquiera de los otros tres acidos C* lo reemplazan;
y ya se indic6 que el acido oxalacético se forma directamente por car-
boxilacién de acido piravico con la £-carboxilasa.

La intervencion de los &cidos dicarboxilicos en la respiracion celu-
lar ha perdido algun interés desde el momento en que Haas, Horecker
y Hogness descubrieron en las levaduras las citocromo-c-reducta-
sas I y Il. Estos fermentos de tipo aloxacin-mononucleétido transfie-
ren directamente hidrégeno desde las coenzimas | 6 Il al citocromo-c.
El dia en que se pruebe que la citocromo-c-reductasa se halla pre-
sente en los tejidos animales, la respiracion celular podrd explicarse
sin necesidad del ciclo de Szent-Gyorgyi. Ya es interesante que Pot-
ter haya logrado la oxidacién de triosafosfato en un medio al que pre-
viamente se habia agregado la suficiente cantidad de malonato para in-
hibir totalmente a la succinodeshidrogenasa (295), lo que prueba que
la oxidacidon se realiz6 por via diferente a la del ciclo que discutimos.

El investigador hdngaro no cree que todos los metabolitos hayan
de oxidarse a través de los &cidos dicarboxilicos (296). A su juicio, al-
gunos pueden reducir fumarato a succinato directamente, esto es, sin
la intervencion del par oxalacetato-malato, Asi debe suceder con el
sistema lactato-piruvato, cuyo potencial redox es préximo al del sis-
tema oxalacetato-malato, y en el que no cabe esperar que el lactato
reduzca al oxalacetato- A pesar de todas las objeciones formuladas, el
ciclo de Szent-Gyorgyi subsiste como artefacto necesario pa*a explicar
la oxidacién de las materias organicas-

METABOLISMO OXIDATIVQ DE LOS HIDRATOS DE CARBONO

El metabolismo de los polisacaridos comienza, generalmente, con
una fase anaerobia, en la que el almidén o el glucégeno se desintegran
en moléculas mas sencillas hasta separar piruvato. Alcanzado este
punto, la demolicién del piruvato puede continuar en anaerobiosis,
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dando lugar a acido lactico o a alcohol, o proseguir con una desinte-
gracion oxidativa que origina agua y gas carboénico.

El acido pirdvico ocupa un punto crucial entre la fase glucolitica o
de fermentacidon de los carbohidratos y la fase posterior de oxidacién
aerobia, con la nota curiosa de que se origina siguiendo un itinerario
unico. El es producto forzoso en la demolicion de los polisacaridos y
de todas aquellas sustancias que pasan por la forma hexosa-6-fos-
fato. Hidratos de carbono, grasas y proteinas dan lugar a piruvato en
sus reacciones de metabolismo. La desintegracién del acido piravico'
se desliza por uno de estos dos caminos: a) el de la anaerobiosis, que
conduce a la formacién de acido, lactico o de alcohol; b) el de la aero-
biosis, a lo largo del cual el piruvato se quema totalmente hasta sepa-
rar agua y gas carbonico.

Proyectamos dedicar atencion especial a la demolicién aerobia del
piruvato; pero con el fin de dar 'unidad a nuestro trabajo, creemos
conveniente resefiar 'antes, aunque sélo sea a grandes rasgos, la fase-
de desintegracion anaerobia de carbohidratos a piruvato y la destruc-
cién anaerdbica de este compuesto.

DESINTEGRACION ANAEROBIA DE CARBOHIDRATOS A PIRUVATO

Creiase hasta hace poco que la demoliciéon oxidativa de los polisa-
caridos, aluigual que su desintegracién digestiva, comenzaba por una

+
hidrélisis de los enlaces glucosidicos, en que los iones H y OH dei
agua convierten el almidon o el glucégeno en glucosa. Después de los
trabajos de Parnas (297), la escision del enlace glucosidico se atribuye

al acido fosférico, cuyos iones H y PO.tH3 desempefian un papel ana-

logo al quee los iones Itl y OH del agua ejercen en la hidrdlisis. Ahora
bien, mientras la descomposicion hidrolitica del almidén o glucége-
no da lugar a moléculas de glucosa, la fosforolisis 0 escision provoca-
da por los fosfatos produce el éster de los Cori o glucosa-I-fosfato.

CHaOH — CH — CHOH — CHOH — CHOH — CHOP (OH),

(Esigi- 4e los Cori.)
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La reaccion, la cataliza una enzima, la fosjoriLasa, que se encuentra,
alli donde los polisacaridos hayan de ser desmolizados oxidativamente,
lo mismo en animales que en plantas. El fermento no actia méas que
en presencia de fosfatos inorganicos y la reaccién es reversible, lo que
significa que la fosforilasa sintetiza el glucégeno o almidon a partir
del éster de los Cori (298) y (299). En el equilibrio hay 23 % de éster
Cori, a pH= 7.

La fosforolisis y la transfosforilacion constituyen los itinerarios a
seguir por los hidratos de carbono para su desintegracién oxidativa en
tejidos animales superiores (300). Quizds en la fase embrionaria los
animales dispongan de otros mecanismos de demolicion oxidativa de
carbohidratos en los que la fosforilacion no desempefie papel algu-
no (301), y aln parece probable que esto mismo acontezca en algunos
hongos, levaduras y bacterias; En todo caso, la fosforilacion significa
un progreso en el metabolismo de polisacéridos, pues las fermenta-
ciones que se realizan sin su auxilio son obra exclusiva de organismos
inferiores o de tejidos rudimentariosj y transcurren con menores ren-
dimientos energéticos-

El cuadro adjunto indica las reacciones que tienen lugar en la des-
integracion anaerobica del almidon o glucdgeno hasta separar acido pi-
ravico. El orden en que aquéllas figuran en él es el orden en que se
suceden en el proceso; todas son reversibles, y, como puede observarse,
la molécula de fosfato interviene en las reacciones intermedias, pero
estq ausente del estado inicial, glucégeno, y del final, piruvato.

La reaccién numero 2 la cataliza la fosfogLucomutasa en presencia
+ +
de iones Mg. Se trata de una reaccion reversible, en cuyo equilibrio

hay 5 % de éster Cori y 95 % de éster Robinson (302).

La conversion de glucosa-6-fosfato, o éster Robinson, en fructo-
sas-fosfato, o éster de Neuberg (reaccion numero 3), tiene lugar
por la accién de una enzima presente en el muasculo y en las levadu-
ras: la fosfohexoisomerasa u oxois.omerasa. En el equilibrio hay pre-
sentes 30 % de fructosa-6-fosfato y 70 % de glucosa-6-fosfato. La mez-
cla suele denominarse lactacidégeno 0 éster de Embden.

La reaccion numero 4 es una transfosforilacién que lleva a cabo la
josjohexoquinasa en presencia de adenosinatrifosfato o ATP; ella en
si es irreversible, pero la frutosa-1-6 difosfato, o éster Harden-Yuung*
regenera el éster de Neuberg por la accion de las fosfatasas!
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METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO EN SU FASE ANAEROBIOA

Num. FERMENTO. REACCION
1 Fosforilasa ... Glucégeno + PO+Hs ;rt glucosa-l-£osfato.
2 Fosfoglucomutasa Glucosa-I-fosfato — > glucosa-s -fosfato.
3 Fosfohexoisomerasa ................ Glucosa-s -fosfato fructosa-s -fosfato.
4 Fosfohexoquinasa ................. Fructosa-l-s-difosfato —>> dioxiacetona-fos-
fosfato + ADP.
5 Zimohexasa o aldolasa ......... Fructosa-l-s-difosfato <— dioxiacetona fos-
fato + aldehido-3-fosfoglicérico.
6 Fosfogliceroisomerasa ... ... Dioxiacetonafosfato r—»  aldehido-3-fosfogli
cérico.
7. Reaccién no enzimatica ... Aldehido-3-fosfoglicérico .+ P0sHs < "m alde
hido-1-3-difosfoglicérico.
8 Triosafosfatodeshidrogenasa Aldehido-I-3-difosfoglicérico + Col » &c.-l
3-difosfoglicérico + Co I-H2.
9 Fosfoquinasa innominada ... Ac. 1-3-difosfoglicérico 4 ADP 7—» acido 3
fosfoglicérico + ATP.
10 Fosfogliceromutéasa .......... Ac. 3-fosfoglicérico —» &c.-2-fosfoglicérico.
11 Enolasa ........ ... Ac. 2-fosfoglicérico—H 7—» ac.-2-fosfoenol
piravico.
12 Fosfopiruvatotransfosforilasa Ac. 2-fosfoenolpiravico + ADP — > &acido pi-

ravico 4 ATP.

Notese que las reacciones numeros 3 y siguientes son comunes a la
demolicion del glucogeno o almidén y a la desintegracién de hexosas,
pues la gJucosa-6-fosfato, lo mismo se produce en la isomerizacion
del éster Cori con la fosfoglucomutasa que en la fosforilaciéon de la
hexosa con ATP en presencia de hexoquinasa; y como quiera que la
hexosa-6-fosfato regenera hexosa por la accién de fosfatasas, el paso de
almidén o glucégeno a glucosa constituye un proceso reversible que se
efectiia con arreglo al siguiente esquema:

glucoégeno éster Cori i=i éster Robinson «==* hexosa

Tan pronto se forma fructosa-l-6-difosfato, un fermento desmolitico,
la zimohexasa 0 aldolasa, que se encuentra en todas las células, desdo-
bla la cadena de seis carbones en dos triosa-fosfatos (reaccién nime-
ro 5), provocando la accidn enzimatica de mayor trascendencia en el
metabolismo de glacidos (303). La reaccion es reversible.

La reaccion nimero 6 constituye un fendmeno de isomerizacién en-
tre dioxiacetona'fosfato y aldehido-3-fosfoglicérico ; la cataliza la iso-
merasa 0 fosfogliceroisomerasa en una reaccion reversible en cuyo
equilibrio hay 3 % de aldehido-3-fosfoglicérico y 97 % de dioxiaceto-
na fosfato (304) y (305).

La conversion del aldehido-3-fosfoglicérico o éster de Fischer
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en &cido-3-fosfogljcérico o éster de Nilsson, constituye la esencia
de las reacciones numeros 7, 8 y 9. Antes se interpretaba como una
oxido-reduccion acoplada en que durante los primeros momentos la
triosafosfatodeshidrogenasa dismuta al aldehido-3-iosfoglicérico en A&ci-
do-3-fosfoglicérico y acido a-glicerofosférico. En cambio, hoy, después
del descubrimiento del acido-I-3-difosfoglicérico (306), se supone que
una triosafosfato-deshidrogenasa, la aldehido-1-3-difozfoglicérico-de$hi-
drogenasa oxida el aldehido-3-fosfoglicérico a acido-I1-3-difosfoglicérico
en presencia de fosfatos inorganicos. No se sabe si se forma primero el
aldehido-I-3-difosfoglicérico, mediante, fosforilacion del aldehido-3-fos-
foglicérico (reaccién num. 7), y es éste el que por la triosafosfatodes-
hidrogenasa pasa a acido-I-3-difosfoglicérico (reaccion nimero 8); o0 si
la deshidrogenaciéon la efectia la triosafosfato-deshidrogenasa adsor-
biendo una molécula de fosfato inorganico y otra de aldehido-3-fosfo-
glicérico y arrancando simultdneamente un hidrégeno a cada una de
dichas moléculas (307). La segunda hip6tesis concuerda mejor con el
hecho de que. el aldehido-I-3-difosfoglicérico no se haya aislado hasta la
fecha, y parece ser que de dia en dia gana mas terreno.-

Warburg y Christian creen que la reaccién ndmero 7, es decir,-la
formaciéon de aldehido-I-3-difosfoglicérico no tiene caréacter enzi-
matico; en cambio, Meyerhof (308) opina que el fendmeno exige la
presencia de una fosfoquinasa desconocida todavia; en todo caso, al
oxidarse el aldehido-I-3-difosfoglicérico en acido-I1-3-difosfoglicérico
prodicese un cambio en la estructura interna de la molécula, del que
nace un enlace fosfatico de alto contenido energético, el que hay en
el grupo carbonilo.

CHD PO(OH), CH.O PO(OH),

i [ e

CHOH + Col i=Col-H, + CHOH

| yOH |’

CH\ . O - CC)= PO (OH).
OPO(OH),

Seguidamente, el &acido 1-3-difosfoglicérico cede una mol. de
PO< H3a la ADP y a la vez se produce la reaccion namero 9, a la que
cataliza una transfosforilasa o fosfoquinasa innominada. La reaccion es
la siguiente:

CH.O PO (OH). 1 CH,0 PO(OH),
CHOH + ADP ~ ATP + CHOH
CO .0~ PO (OlI), ' COGH
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y su interés estriba en que mediante ella la ATP almacena 11.500 calo-
rias de energia libre procedentes del substrato y retenidas por el en-
lace fosfatico del grupo carboxilo. Bucher (309) y Kubowitz (310) han
aislado el fermento fosforilante a partir de levadura y de mdusculo
humano, respectivamente. La reaccion numero 9 desplaza el equilibrio
de la reacciéon numero 8 hacia la derecha y facilita la oxidacién del al-
dehido-I-3-difosfoglicérico.

La reaccion numero 8 ofrece excepcional interés- El hidruro de co-
dehidrasa | que se produce en los primeros momentos, mediante deshi-
drogenacion del aldehido-I-3-difosfoglicérico con la triosafosfatodeshi-
drogenasa, reduce el aldehido-3-fosfoglicérico a acido a-gli.cerofosférico
en un fenédmeno de dismutacién aparente ; y se dice aparente, porque,
en realidad, no se trata de una dismutacién, sino de una O6xido-reduc-
cion acoplada, en que el hidruro de coenzima | se desprende de la trio-
safosfatodeshidrogenasa y se une a la a-glicerofosfato-deshidrogenasa,
con la que lleva a cabo la hidrogenacion de una molécula de aldehido-
3-fosfoglicérico. Es mas, en contra de la opinidn generalmente inserta
en los libros, parece probable que sea el dioxiacetonafosfato y no el al-
dehido-3-fosfoglicérico quien oxide al hidruro de codehidrogenasa |,
pues el ,acido a-glicerofosférico que se forma posee la configuracion de
acido-(l)-x-glicerofosfdrico. Si procediera de la reduccién del aldehido-3-
fosfoglicérico, tendria la configuracién '(d)- de éste y del &cido (d)-3-
fosfoglicérico .

La reaccién nimero 1€ la acelera la fo&fogliceromutasa de tejidos
animales y levaduras ; el equilibrio de la misma se halla fuertemente
desplazado hacia el lado del acido-3-fosfoglicérico (311), (312) y (313).

Una' hidratasa, la enolasa, que se encuentra en todos los organismos
vivos capaces de consumir hidratos de carbono, cataliza la reaccién nu-
mero 11, y en asociaciéon con la fosfogliceromutasa de la reaccion ante-
rior, da lugar a un equilibrio en el que subsisten 58 % de acido-3-fosfo-
glicérico. 12 % de acido-2-fosfoglicérico y 30 % de acido fosfoenol-piravi-
co. La deshidratacion del acido 2-fosfoglicérico es muy interesante, por-
gue a consecuencia de ella se' origina un enlace fosfatico de alto va-
lor energético.

CHa OH CH,
| —H.0

CHO .PO(GH), T % do—. PO(OH),
! I

COOH COOH

A causa de este enlace, el acido-2-fosfopirdvico cede con facili-
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dad su radical fosforico a la ADP y le transfiere. integramente las 10.00Q
calorias de energia libre que la ligazon fosfatica habia represado del
substrato. D

Con ello tiene lugar la reaccién numero 12, en que por transfosfori-
lacion, el acido fosfopirdvico pasa a acido pirdvico y la ADP se con-
vierte en ATP,

acido fosfopiruvico -f ADP T=t ATP + acido piruavico.

La reaccion la cataliza una transfosforilasa, la fosfoenol-piravi-

eo-transfosforilasa, en presencia de iones K/IZ; 0 }+< (314) y (315). Se
crey0 que éste fuera el Unico proceso irreversible de todos los que tie-
nen lugar en la demolicion anaerobia del glucogeno, pero Lardy y Zie-
gler (316) han demostrado recientemente con el isotopo P3 que se tra-
ta de una reaccion reversible muy desplazada hacia la formacién de
acido-2-fosfopiravico. La fosforilacion del acido piravico se favorece con
la presencia de oxigeno. El &cido fosfopirldvico se produce también por
descomposicion del acido fosfo-enol-oxalacético (317). Ambas reaccio-
nes intervienen en la sintesis del glucégeno y en la interpretacion del
efecto Pasteur-Meyerhof.

Con la reaccién numero 12, el metabolismo anaerobio de los hidra-
tos de carbono'aboca en la separacion del acido pirdvico. Ninguna otra
sustancia de las que se producen en la degradacion oxidativa de hidra-
tos de carbono posee la reactividad de aquel compuesto; y ninguna es
mcapaz de tomar parte en tan variado numero de reacciones. Unas en
medio aerobio, otras en anaerobiosis, casi todas requieren difosfothia-
mina como cofermento. Por eso, cuando hay deficiencia de vitamina Bi,
el acido piravico se acumula en sangre y otros tejidos ,y origina es-
tados patologicos, particularmente sintomas de beri-beri.

El &cido piravico es producto de oxidacién de las triosas, y la sustan-
cia madre del acido lactico y alcohol en las fermentaciones que llevan
sus nombres. En presencia de oxigeno puede ser activado por la protei-
na correspondiente y oxidado a acido acético y gas carbonico. En ausen-
cia de él, y por efecto de una Oxido-reduccién intramolecular, se des-
dobla en &cido-acético y acido-formico ; o se reduce a acido lactico me-
diante la accion de la pirdvicodeshidrogenasa, por cuanto sufre una
dismutacion y se convierte en acetato y lactato. En los organismos su-
periores, el acido piravico fija CO: y se transforma en oxalacetato, ini-
ciando un itinerario que simplifica su oxidacién; o puede reaccionar
con acido glutamico para dar origen a alanina. Surge como producto
de desaminacion directa o indirecta de algunos aminoacidos, por lo
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gue sirve de enlace entre proteinas y carbohidratos, y aun de hidratos
de carbono y grasas, ya que su producto de descomposicion, el acido
acético, es manantial en potencia de los &cidos grasos. Sin duda al-
guna, el &cido pirdvico ocupa una posicion excepcional en la cadena
de reacciones que conducen a la desintegracién oxidativa de los carbo-
hidratos ; su puesto se halla en la bifurcaciéon de los itinerarios fer-
mentativos y oxidativos. Como aduanero celoso, él determinara por
gué camino ha de conducirse aquella demolicion a la vista de las con-
diciones del medio: catalizadores presentes, concentracién de la sus-
tancia reaccionante, presion de oxigeno, acidez, etc.

METABOLISMO ANAEROBIO ‘DEL PIRUVATO

A partir de la formacién de acido piravico, la demolicién anaerobia
de los hidratos de carbono sigue caminos distintos ,en el musculo y
en las levaduras. En uno y otras, ya no hay dismutacion de la trio-
safosfato con produccién de &cido-3-fosfoglicérico y acido a-gli-
cerofosférico, como ocurria en los primeros momentos, sino que des-
pués de la separacion de acido piravico la 6xido-reduccion toma otros
rumbos.

a) En el masculo, el hidruro de codehidrogenasa I, que se formé
en la reaccibn numero 8, por oxidacion del aldehido-I-3-difos-
foglicérico con triosafosfatodeshidrogenasa, se desprende de esta apoen-
zima, y en unién con la lacticodeshidrogenasa reduce el acido piravico
a 4cido lactico. De esta manera el hidruro de coenzima | pasa a la for-
ma oxidada, y en combinacion j-con la triosafosfato-deshidrogenasa
oxida nuevas moléculas de aldehido-I-3-difosfoglicérico. Asi, el hidru-
ro de cozimasa queda en condiciones de repetir la reduccion de otras
moléculas de acido pirdvico a acido lactico y de proseguir la reaccion
hasta agotar eL-triosai'osfato.

El potencial redox del sistema coenzima hidruro de coenzima I
es E0 = —0,270 volt.; y el del par piruvato-lactato es E,' = —0,176
volt., lo que termodinamicamente significa que, en ausencia de oxige-
no, el piruvato se reduce a lactato, si no hay presente otro sistema re-
dox més positivo.

Los fendmenos de oOxido-reduccion tienen lugar en la fermentacion

lactica o en la glucolisis del mdusculo, conforme indica el siguiente
esquema:
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aldehido -1-3-di-

fosfoglicérico N deghi%}%%sefﬁgosai codehidrogenasa |

acido-1-3-difos- triosafosfato
foglicérico 1 deshidrogenaba ~ hid. de codehidrogenasa I
acido piruavico r deshidrogenasa + hid. de codehidr'ogenasa |
lactico

acido lactico -f codehidrogenasa |

" deshidrogenasa

b) En la fermentacion alcohoélica con levaduras, el acido pirdvico

sufre una descarboxilacién con la carboxilasa y se transforma en ace-
taldehido y gas carbodnico. A continuacién, el aldehido acético es redu-
cido a alcohol etilico por el hidruro de coenzima | que quedd libre
en la reaccion namero 8; basta para ello que se desprenda de la triosa-
fosfato-deshidrogenasa y se cuelgue a la alcohol-deshidrogenasa,
En un proceso analogo al que se ha descrito para la formaciéon de aci-
do lactico se produce alcohol etilico y tiene lugar la fermentacion al-
cohdlica.

El potencial redox del sistema acetaldehido-alcohol es EO ——0,190
volt- a pH ~ 7; y el del sistema coenzima I-hidruro de coenzima |
importa E' 0= —0,270 volt. Por tanto, en ausencia de oxigeno no hay

dificultad termodindmica para que la reduccién del acetaldehido a
alcohol etilico se realice integramente.

Las reacciones que interpretan la formacién de etanol a partir de
ace#ddehido se expresan con el esquema

aldeh.ido-1-3-di- triosafosfato . d;hr'd I
fosfoglicérico *  deshidrogenasa ¥ codenhidrogenasa
acido-1-3-difos- > triosafosfato

foglicérico deshidrogenasa hid. de codehidrogenasa I

acetaldehido 1 atC¢*Qgen” Shi + hid. de codehidrogenasa |

— alcohol etilico + alc™  en”™ hlI" + codehidrogenasa |



El acetaldehido, el acido pirdayico o el acido oxalacético oxidan el
hidruro de coenzima | con mas rapidez que la dioxiacetona-iosfato
(319) y (320); lo que explica que en el muasculo se forme acido lacti-
co (en ausencia de oxigeno) y en la fermentacion alcohdlica, etanol, y
no acido a-glicerofosférico. Unicamente en los primeros momentos,
cuando todavia no se ha formado acido piravico, es posible la produc-
cion de aquel compuesto.

La fermentacion alcohoélica se interrumpe agregando bisulfito al sis-
tema ; entonces, el aldehido reacciona con él y pierde su capacidad
para oxidar al hidruro de codehidrogenasa I. En tales circunstancias,
la dihidroxiacetona, el dioxiacetonafosfato o el aldehido-3-fosfo-
~glicérico se encargan de realizar la oxidacion del hidruro de coenzi-
ma I, y, como consecuencia, en lugar de alcohol se produce &acido
<x-glicerofosférico. que una fosfatasa hidroliza después dejando en
libertad glicerina. Pero la afinidad de la proteina activante es 20.000
veces mayor para el acetaldehido que para la dihidroxiacetona; y
como de los tres compuestos mencionados ninguno supera a ésta en
actividad (3121), la conversion de glucosa o glucégeno en glicerina por
fermentacion en medio bisufitico transcurre siempre con lentitud.

c) En los tejidos animales originase acetato como producto nor-
mal del catabolismo anaerobio de piruvato. La reacciéon se debe a la
accién conjunta que produce la descarboxilasa y la piravicodeshidro-
genasa.

Krebs y Johnson interpretan la reaccién admitiendo que primero
< acido piravico se descarboxila y forma aldehido, y después se pro-
duce una o6xido-reduccién entre éste y el acido piravico que da lugar
a acido acético y acido lactico. La reaccion total se expresa asi:

2 CHS-CO—COOH + H20 —~ CH3— CHOH — COOH CHs— COOH + CCC

Probablemente la 6xido-reducién va acompafiada de una fosforilacién
en que se produce acido acetilfosforico (Lipmann), segln se expon-
dra seguidamente.

METABOLISMO AEROBIO DE PIRUVATO

Los estudios experimentales sobre oxidacién de piruvato a aceta-
to en medio aerobio hiciéronse en un principio con bacterias, y los re-
sultados obtenidos se generalizaron en los Ultimos afios a tejidos ani-

males-
Lipmann 1323) trabajé con Lactobacillus Delbriicki, en presencia de



oxigeno, y Banga (324), Ochoa (325) y Peters (326), con dispersiones
de cerebro de paloma. Unos y otros Comprobaron que para la oxida-
cién de acido piiavico a acido acético hacen falta: la proteina espe-
cifica de la piravico-deshidrogenasa, difosfothiamina, &cidos dicar-

+ +

boxilicos C4 una flavina, iones Mg vy fosfatos inorganicos. Originase
acetaio y gas carbonico y aparece acetilfosfato como producto inter-
medio (327)- Lipmann (328) y (329) interpreta la accidén de la piravico-
deshidrogenasa suponiendo que, en primer término, hay transfosfori-
lacion del acido piravico por la ATP con formacion de é&cido fosfopi-
ravico. Seguidamente, segln Lipmann, la piravicodeshidrogenasa oxida
y delcarboxila a este acido separando un producto intermedio, el &ci-
do acetilfosfdérico, de considerable contenido energético, ya que en la hi-
drolisis deja libres 15 Kcal/mol.

COOH
CHS— C — OH —2H CH) — CO + CO,
e | | | 1
O-— .PO(OH). . ' 0'—,PO(OH)2

A continuacion la ADP defosforila al acido acetilfosférico y da lu-
gar a acido acético y ATP. Finalmente, el hidrégeno arrancado redu-
ce otra mol. de &acido pirdavico a lactico, si el medio es anaerobio, o se
guema con oxigeno, si es aerobio.

Clark (330) y Lipmann (331) creen que en esta reaccién el hidro-
geno se fija a la difosfothiamina para producir una leucoforma3 que se
oxida a continuaciéon con algun sistema electroactivo; sin. embargo,
hasta la fecha,’, la suposicion de aquellos autores no ha sido confirma-
da. En todo caso, la descarboxilacién del acido pirGvico es una descar-
boxilacién oxidativa, diferente de la que realizan las levaduras con la
carboxilasa. Del importante papel 'que en los actuales momentos se
atribuye a la descarboxilaciéon oxidativa del piruvato.para interpretar
la oxidacion de los carbohidratos, conocera el lector tan pronto ex-
pongamos el ciclo de Krebs.

Creiase hasta hace poco que los tejidos animales metabolizaban d*
ficilmente el acetato; las Unicas pruebas positivas en favor de su oxi-
dacion fueron las de Thunberg y algun otro investigador. Thunberg
(332) sugirid, en efecto, que el acido succinico puede formarse por des-
hidrogenacién de dos moléculas de &cido acético; lo que afios después,
en 1943, comprobaron Slade y Werkman (333) empleando un acetato
que contenia el isotopo pesado C13 Sin embargo, era evidente la re-
sistencia que el acetato ofrecia a la oxidacidon. Por esto no tiene nada
de extrafo que, para interpretar la degradacidon oxidativa del acido pi-
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rdvico, se imaginaran derroteros distintos a la via acetato. De estas di-
ficultades surgid el ciclo de Krebs.

EL CICLO DEL ACIDO CITRICO DE KREBS

La combustién del &cido pirdvico en los tejidos animales presupo-
ne un mecanismo que orille su resistencia a la oxidaciéon. Hasta hace
un decenio, poco se sabia con seguridad acerca de las reacciones que
tienen lugar en este proceso ; se sentaron hipdtesis sugestivas funda-
das en experiencias con suspensiones de musculo pectoral de paloma,
en medios conteniendo fosfato, pero se desconocia hasta qué punto
los fendmenos que ocurren en las células se ajustan a los resultados
gue dieron aquellos trabajos experimentales. En esta penosa labor dis-
tinguiéronse Krebs, Johnson, Martius, Knoop y otros colaboradores
(334 a 337). Sus observaciones Jian permitido formular los siguientes
postulados:

a) Los citratos. lo mismo que los &cidos dicarboxilicos C;, catali-
zan la respiraciéon de musculo piectoral de paloma y provocan un con-
sumo de oxigeno superior al que hace falta para oxidar el citrato.

b) Los productos de oxidacion del acido citrico son, entre otros,
el acido a-cetoglutéarico y el acido succinico-

c) Cuando se afiade oxalacetato a suspensiones de mdusculo, en
condiciones anaerobias, aquél se condensa con acido piravico y da
lugar a acido citrico. El rendimiento en citrato es pequefio, pues a me-
dida que se forma, se oxida a a-cetoglutarato, como lo prueba el
hecho de que en presencia de arsenitos, que inhiben la oxidacién de
acidos a-cetonicos, se acumulen cantidades apreciables de acido a-ce-
toglutarico.

d) EIl succinato se produce en el musculo por reduccién de oxala-
cetato y fumarato (338); pero también se origina por via oxidativa, a
partir de piruvato y fumarato, o a partir de citrato, cuando hay oxi-
geno disponible.

fumarato + piruvato + 202—> sucCinato + 2 COa + H.O
citrato + O; —» succinato + 3 CO: + HD

Lo prueba asi el hecho de que la reacciéon no se inhiba con fuertes
cantidades de malonato, que suprime la accién de la succinodeshidro-
genasa y, por tanto, la via r~ductiva, demostrando con ello que hay
otro camino para la produccion de acido succinico distinto al de la
hidrogenacién del fumarato.
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La dltima conclusion, la mas importante de las cuatro, exige un ci-
clo, de oxidaciones en el que los &cidos dicarboxilicos C* se regeneren
periédicamente ; en ese ciclo los peldafios intermedios por los que hay
que descender para pasar del oxalacetato al succinato, via oxidativa,
los sefialan las tres conclusiones primeramente enunciadas.

El esquema adjunto da cuenta del ciclo del acido citrico tal como
Krebs (339) lo formulé en 1937. Dicho esquema es imagen detallada,
aunque no completa, de los peldafios por que pasan los carbohidra-
tos para su oxidacion en el musculo ; interpreta la formacién oxida-
tiva de citrato y succinato a partir de piruvato y oxalacetato; y mues-
tra el caracter catalitico que tienen los &cidos dicarboxilicos y el
acido citrico en el ciclo de Krebs.

CICLO DEL ACIDO CITRICO O DE KRJgBS

(1937)
Hidratos de carbono

Triosafosfato o acido lactico

-2H
Acido oxalacético acido pirdavico
% 4 0O,
H 2H 2H ) o
Acido citrico + CO*
Acido malico + H.0 mH, O
Acido cis-aconitico
+ H, O
-H,,0 + H, O
Acido fumarico Acido isocitrico
+ 2H -2H + 2H -2H
. . —CO, L.
Acido succinico A. a-cetogiutarico + CO,-
0;

En experimentos practicados con suspensiones de musculo pecto-
ral de paloma, Krebs y Eggleston (340) comprobaron que para la oxi-
dacién del piruvato precisan pequefias cantidades de oxalacetato. Por
fortuna, el acido oxalacético no falta nunca en los tejidos; lo sumi-
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nistran el acido glutamico en su deshidrogenacién y descarboxilacion,
y €J &cido aspartico en las reacciones de t“ansaminacidon; ademas,, se
produce por sintesis, mediante fijacion de anhidrido carbénico al aci-
do pirdvico.

CO* + CH3— CO — COOH <=COOH — CH, — CO — COOH

La reaccion se conoce con el nombre de reaccion de Wood y Werk-
man (341), y la cataliza, segun Krebs y Egglestori (342), la difosfothia-
mina, y segun Krampitz y Werkfiann; la /3-carboxilasa (343) del hi-

+ +
gado en presencia de iones Mg. Hasta ahora, la sintesis del oxalace-
tato sélo se(ha comprobado en higado de paloma, pero probablemen-
te tiene lugar también en otros tejidos. Wood (344) (y Evans y Slotin
(345) la llevaron a cabo con CO* preparado con el isotopo pesado CBy
con el radiactivo Cu, respectivamente; uno y otros dedujeron de sus
trabajos experimentales que en la sintesis del oxalacetato la molécu-
la de ga8. carbdnico se enlaza al acido piravico por el carbono del
grupo CH3 ya que el acido oxalacético resultante responde a la formu-
la COOH—CO—CHo—*COOH, en el que el carbono radiactivo Cn o
el pesado Ci3 es el marcado con asterisco.

En opinidn de Martius y Knoop (346), el oxalacetato se condensa a
continuacion con piruvato, en presencia de aire, y da lugar a citrato.
Ahora bien, el citrato aparece mezclado a cis-aconitato e isocitrato,
porque la aconitasa determina entre estos cuerpos un equilibrio en el
qgue hay 80 % de citrato, 4 % de cis-aconitato y 16 % de isocitrato. In-
teresa, por tanto, averiguar cual de los tres compuestos se formd en
primer término en la condensacion de piruvato con oxalacetato. Para
resolver la cuestion, bastaria saber si el oxalacetato reacciona en su
forma ceténica o en su forma endlica. Si actia en la forma cetdnica,
debe producirse acido citrico con separaciéon intermedia de un acido
inestable. i

COOH—CO—CH3-COOH , COOH—C(OH)—CH3—-COOH

+
CHa—CO—COOH
/

COOH—C(OH)—CH2—-COOH

[
CH2-CO—COOH

tf'Oi-

| + Cq:2
— CH2-COOH

En cambio, si el oxalacetato reacciona en la forma endlica, dara lu-
gar a acido cis-aconitico con produccién intermedia de acido oxal-citra-
conico.
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COOH—C(OH)= CH—COOH * COOH-—C=CH—COOH

+ HoO |
CH,—CO—COOH " " * CH—CO—COOH
COOH—C= CH—COOH
tfo* | +C02
* ch2—cooh

La solucién la han dado Evans y Slotin (347) y Wood y Werkman
(348). En sus experimentos con higado de paloma, estos investigado-
res condensaron acido pirdvico con &acido oxalacético marcado por el
isotopo pesado Ci3 en el carboxilo adyacente al grupo CH2y oxidaron
los productos de la reaccion hasta obtener acido a-fcetoglutarico. Las
reacciones anteriores explican que si la condensacion se efectia con la
forma ceténica del &acido oxalacético, los dos carboxilos del acido a-ce-
toglutéarico deben contener el isotopo C13, mientras que si reacciona
la forma endlica, el isotopo Ci3 debe aparecer Unicamente en el car-
boxilo contiguo al grupo ceténico. Ante la sorpresa de los citados
investigadores comprobdése que el acido a-cetoglutarico obtenido
en la sintesis se compone de moléculas con un solo carboxilo sefala-
do con -carbono *Ci3: el situado en posicion & respecto al grupo ce-
tonico; prueba de ello que en la descarboxilacién oxidativa de este
acido se origina acido succinico exento de carbono pesado y COj con
isotopo Cj3 De acuerdo con estos resultados, el acido citrico dejo
de ser eslabén del ciclo del acido citrico y pasé a la categoria de pro-
ducto secundario del ciclo de Krebs'

Como eslabones del ciclo de Krebs aparecen el &acido oxal-citraco-
nico, el cis-aconitico y el isocitrico, pero no el citrico, que, en expresién
de Barron, constituye un cul-de sac, como lo es el acido lactico en la
glucolisis del musculo. Su presencia en los tejidos, especialmente en la
leche y en los huesos, se debe al equilibrio que determina ia aconita®
sa, y probablamente sirve de reserva para reemplazar las moléculas
de ds-aconitato que se transforman en trans-aconitato, metabdlicamen-
te. inactivas.

Hasta la fecha, todos cuantos trabajos se han realizado para sor-
prender la presencia de trazas de &cido oxal-citraconico, han resultado
infructuosos; puede ocurrir que este compuesto se descomponga ins-
tantaneamente en acido cis-aconitico mediante.descarboxilaciéon oxida-
tiva ; pero si asi fuera, la reaccion se paralizaria en presencia de arse-,
nitos, que inhiben las reacciones de este género, y su presencia no pa-
sarfa desapercibida. A causa de esto, se sospecha que no hay conden-
sacion de piruvato con oxalacetato. sino descarboxilacion oxidativa
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de piruvato; es decir, se supone que el piruvato pasa a acetato o qui-
z4s a acetilfosfato, si la descarboxilacion oxidativa se efectia con si-
multanea fosforilacion, como opina Lipmann (349) En ese caso ha-
brd que admitir que el acetato o el acetilfosfato se condensa por la
accion de algun fermento con la forma endlica del.acido oxalacético y
produce directamente cis-aconitico.

COOH — C (OH) = CH —+COOCH COOH — C = CH — COOH
+ |
.CH, — COOH CH, — COOH

Dicho fermento pudiera ser la citrogenasci de Breusch (véase pag. 94).
La reaccion, caso de confirmarse, ofreceria excepcional interés, pues
sin vaciar en nada la eficacia del ciclo de Krebs, permitiria explicar la
suerte del &cido acético y la oxidacion de acidos grasos.

La deshidrogenacion del acido isocitrico la lleva a cabo la isocitri-
codeshidrogenasa por medio de codehidrasa Il, como coenzima, y de ci-
tocromo-c-reductasa, como transportador (350). En la reaccion se
separa &cido oxalsuccinico, que, por tratarse de un &cido a-cetdni
co complejo, es muy inestable: la oxalsuccinico-carboxilasa, en pre-

* '
sencia de iones tI\/Ig, lo descompone inmediatamente en acido a-ce--
toglutarico y gas carbdnico.

Tampoco se sabe gran cosa acerca del modo cémo el a-cetoglu-
tarato se oxida a succinato. Green y colaboradores (351) creen que la
a-cetoglutéarico- carboxilasa (352) lo descarboxila y transforma en
semialdehido succinico, compuesto que pasa a acido succinico por des-
hidrogenacién sucesiva. Se ignora cual puede ser la deshidrogenasa es-
pecifica de esta oxidacion. Barrdon y colaboradores (353) la atribuyen
a una descarboxilacién oxidativa en la que interviene la difosfothia-
mina; y Ochoa la cree producida por una enzima que cataliza la oxi-
dacién del a-cetoglutarico a acido succinico, y que él asegura haberla
encontrado en extractos dializados de musculo cardiaco de gato.

Algunos de los razonamientos anteriores han sido tomados de la
monografia que con el titulo «The Intermediary Stages in the Biolo-
gical Oxidation of Carbohydrates», publica Krebs en Advances in En-
zymology. Vol. 111.—1943. El ciclo del &cido citrico, en opinion de Krebs,

<deberia designarse en lo sucesivo con el nombre de «Ciclo de los &cidos
tricarbo'xiiicos», en razén al papel desempefiado en él por los acidos

.citrico,cis-aconitico e isocitrico. Sin embargo, la mayoria de los escri-
tores lo continian denominando «Ciclo de Krebs», en honor a su au-
tor, y en atencion a que todavia no se ha dicho sobre él la ultima pa-
labra. El esquema de la pagina 87 muestra la disposiciori que Krebs



]e asigna en el citado trabajo, y el de la pagina 838 la que habra que dar-
le si se confirman las nuevas hipotesis acerca de la condensacion del
acetato con oxalacetato. En este esquema él acido pirdvico queda
fuera del ciclo y su papel lo desempefia el acido acético.

Sea cualquiera el que se acepte, es lo cierto que en cada recorrido
del ciclo una molécula de acido pirdvico se oxida consumiendo una
de oxalacetato, que al final del mismo reaparece, lo que demuestra
que el acido oxalacético se comporta como catalizador- Si se acepta
el esquema de Krebs de 1943, obsérvase que en cada giro hay despren-
dimiento de tres moléculas de «gas carbonico (correspondientes a los
tres carbonos de la molécula de &cido pirdvico quemado) y separa-
cion de cinco pares de atomos de hidrégeno, de los que dos proceden
de la molécula del acido piravico, y tres de las tres moléculas de agua
que se fijaron en el curso de las reacciones oxidativas. Por tanto, en
cada recorrido completo del ciclo de Krebs una molécula de &cido pi-
ravico se quema integramente con separacion de tres moléculas de CO;.
y dos de HD.

CICLO DE KREBS
(1943)

Hidratos de carbono

Triosafosfato o lactato

2H
: | .
Aspartato i=toxala'*atn piruvato alahina

+ 24

malato cis-aconitato /=t citrato

—h20 +h, o +h,0 —h3o
fumarato isocitrato
+21 —2H —2H
succinato oxalsuccinato
\+ h20 /
—2R\ —O2

x-cetoglutarato

glutamato



Si

se retrotraen

los hechos a la oxidacion del triosafosfato,

ob-

sérvase igualmente que en la oxidacion de una mol. de triosafosfato
se separan 3 mol. de C02y 6 pares de &tomos de hidrégeno, de los
que tres proceden de la triosafosfato y los restantes de las tres molé-
culas de agua que necesité el proceso para su realizacién. De donde
resulta que en cada recorrido del ciclo de Krebs una mol. de triosa se
oxida y quema desprendiendo tres mol. de C02y 3 mol. de HO.

De

CICLO DE KREBS -
(19 47) v

Hidratos de carbono

Triosafosfato o lactato
-2H

Piruvato alanina

+H, O —2H
—ca |
Aspartato z=+ oxalacetato —v acetato
—2H -H2o
malato cis —eaconitato citrato
+H2o0 +H, O mH O
fumarato isocitrato
+ 2H —*2H — 2H
succinato oxalsuccinato
\ + H2o0
—2H\—CO02 co.

a-Cetoglutarato

glutamaté

modo anélogo, el esquema 1947 muestra que en cada

giro

hay desprendimiento de dos moléculas de CO:, correspondientes a los
dos carbones del acetato, y separacion de cuatro .pares de atomos de
hidrégeno, dos de los cuales proceden del acido acético y otros dos de
las dos moléculas de agua que se fijan durante el ciclo; es decir, que en
cada giro se quema totalmente una molécula de &cido acético.
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El acido pirdavico o el acido acético y la triosa son incapaces de'
guemarse directamente con el oxigeno del aire; sin embargo, en las
células, unos y otros se oxidan de modo suave y rapido a través de'
este artificio complicado. He aqui por qué Franke juzga el ciclo de-
Krebs como el mecanismo que mejor interpreta la oxidacién de los-
carbohidratos.

Szent-Gyorgyi atribuy6 a los &cido dicarboxilicos C* el papel de
transportadores de hidrégeno exclusivamente. En cambio, en opinién
de Krebs, son combustibles que arden sin agotarse, porque el carbo-
hidrato los regenera a medida que el oxalacetato se condensa con aci-
do acético o piravico. Mientras que el ciclo de Szent-Gyérgyi sélo in-
terpreta la deshidrogenacién de algin producto intermedio del meta-
bolismo de los hidratos de carbono, el de Krebs da cuenta de la oxida-
cion completa del glucégeno y de la glucosa. Ocurre con los &cidos
acético y piravico al entrar en el ciclo de Krebs algo analogo a lo que*
acontece con las hullas y lignito™ al gasificarse o licuarse: unos y otros
carbones arden con dificultad en estado sélido, pero una vez gasifica-
dos en las fabricas de gas, o licuados en las de petrdleo sintético, se
gueman con extrema rapidez; asi también, aquellos acidos tan resis-
tentes a los medios oxidativos ordinarios se queman suavemente en
las células cuando fermentos adecuados los condensan con acido oxal-
acético y les obligan a recorrer el ciclo de Krebs. ">

Seria interesante averiguar cuantos pares de atomos de hidrége-
no llegan al sistema citocrdmico a través de los acidos dicarboxili-
cos C,, de los seis que se separan en la oxidacion de un equivalente de-
triosa. Las dificultades técnicas y operatorias con que los investigado-
res tropiezan para resolver esta cuestion no permiten llegar, por aho-
ra, a una conclusion definitiva. La bibliografia nada aclara, y los cien-
tificos de mayor relieve muestran opiniones discrepantes- A juicio de-
la mayoria de los autores, la transferencia del par de atomos de hi-
drégeno que suelta la triosafosfato en su oxidacion, se realiza por me-
dio del acido oxalacético (355) y (356); pero en los restantes proce-
sos oxidativos que tienen lugar en el ciclo de Krebs, no puede asegu-
rarse nada respecto al camino que sigue el hidrégeno hasta llegar al
sistema citocromoxidasa: unas veces, porque ignoramos cuales son las
deshidrogenasas activas, y otras, como sucede con la isocitricodeshi-
drogenasa, porque hay duda de que su cofermento, la codehidrasa Il,
sed capaz de oxidar su hidruro con el acido oxalacético. En el mo-
mento actual, se admite provisionalmente que de los seis pares de ato-
mos de hidrégeno que se liberan en la oxidacion de un equivalente
de triosa, tres, por lo menos, circulan a través del. sistema transporta-
dor de Szent-Gyorgyi.
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El ciclo del &cido citrico ha sido objeto de las mas acerbas criticas,
mayores ;si cabe que las que se hicieron al del investigador hudngaro,
sin que se pueda predecir nada acerca de su suerte. A pesar de ello, am-
bos mecanismos de oxidacidén bioldgica contindan estimulando nume-
rosas investigaciones. Pruebas en favor del ciclo de Krebs las propor-
ciona Smyth (357), por cuanto ha generalizado los experimentos he-
chos con musculo pectoral de paloma a musculo cardiaco de oveja y
a otros tejidos animales; y Banga, Ochoa y Peters (358), por haberlo
comprobado en preparados de cerebro. En. cambio, Bauman y Stare
(359) niegan al ciclo de Krebs su caracter funcional, ya que, a su jui-
cio, el &cido citrico no elimina la inhibicion que provoca el acido ma-
I6nico; pero quizas mas dafiosa es la posicién de Barrén, quien lo juz-
ga de artefacto logico, aunque pintoresco.

En los tejidos animales, donde existe el grupo de enzimas necesa-
rio para este proceso, el ciclo del &cido citrico se cumple. En plantas
donde se ecuejitren los acidos dicarboxilicos C4 asi como la fumarasa
y aconitasa, el ciclo puede ser también una realidad, aunque no hay
pruebas de que la oxidacion de carbohidratos se efectie con arreglo
a él, porque las investigaciones realizadas hasta la fecha son escasas
y sus resultados’ obscuros. En cambio, en levaduras y otros seres infe*
riores no puede esperarse que la oxidacién de hidratos de carbono sé
realice a través del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, por cuanto fal-
tan en ellos los agentes enzimaticos necesarios.

A juicio de Krebs, los distintos sistemas que se han formulado para
explicar los peldafios intermedios que recorren l6s hidratos de car-
bono en su desmoronamiento oxidativo, pueden ser incompletos, pero
no incorrectos. Se han ideado a base de hechos experimentales; y si
es cierta la afirmaciéon de Hopkins de que «el organismo no realiza
otras reacciones que aquéllas a que estd acostumbrado», cabe asegu-
rar que cuando un tejido o una célula tienen capacidad para reaccionar
de determinado modo, es porque asi trabajan en estado fisiolégico, y

asi se conducen durante el metabolismo normal del tejido.
L] \

OXIDACION DIRECTA DE CARBOHIDRATOS

Como ya se ha advertido, la via ordinaria de demoliciéon oxidativa
de hidratos de carbono comienza por una fase anaerobia (glucolisis o.
fermentacién), y contintia con la desintegracién del acido piravico en
medio aerobio- No es otro el camino que sigue el glucégeno y el al-
middn, ni diferente el itinerario que utilizan las hexosas y disacéaridos.



En efecto, las hexosas dan Lugar a hexosa-6-fosfato en presencia
de hexoquinasa u otros fermentos, y los disacaridos pasan a glucosa-1-
fosfato en la fosforolisis con la fosforilasa respectiva; de esta manera,
unos y otros compuestos entran en la via comdn d$ demolicién del glu-
cogeno o almidon y se desintegran oxidativamente en la misma forma
que ellos. Sin contar que la transformaciéon de glucosa en glucdgeno
tiene lugar con arreglo a las reacciones siguientes:

hexosa hexosa-6-fosfato ™ hexosa-1-fosfato” glucdgeno,

gue en condiciones adecuadas realizan los fermentos correspondientes..

A pesar de todo, en los tejidos animales una parte de las hexosas
se oxida directamente en medio aerobio. Asi, Lundsgaord (360) obser-
vé que en la respiracion del musculo, en presencia de iodoacetato,
como inhibidor de la glucolisis,, el consumo de oxigeno, aunque muy
disminuido, permanece inalterable; y Barker y colaboradores (361) lle-
garon a conclusiones semejantes trabajando con musculo cardiaco o
suspensiones de tejido cerebral; en estas condiciones, la aldehido-
fosfoglicéricodeshidrogenasa no interviene, y la glucolisis se paraliza
por causa del iodoacetato. Warburg y Christian (362) demostraron,
asimismo, que la glucosa-6-fosfato se oxida en tejidos animales
con la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa y coenzima II- En levadu-
ras se ha comprobado la oxidacion de maltosa. En hongos y bacterias
la de glucosa a &cido gluconico y a acido a-cetogluconico; y la de
hexosa-6-fosfato a &acido fosfohexdnico. En algunas bacterias aero-
bias, capaces de oxidar glucosa, pero no de fermentarla, se suplanta la
glucolisis por una. oxidacion de los hidratos de carbono.

De todos los ejemplos de oxidacion directa citados, el de la hexo-
sa-6-fosfato parece el mas general. La inicia la hexosa-6-fosfato-deshi-
drogenasa, por cuya intervencién y la de coenzima Il se convierte aqué-
lla en &cidc-6-fosfoglucdnico; y la continda la fosfogluconico-deshidro-
genasa con la misma coenzima. En la oxidacién se produce primero
-acido-2-ceto-fosfoglucdnico, y después una pentosa (363), probablemen-
te la d-ribosa-5-fosfato, que da las reacciones coloreadas de las pento-
sas,..y seguidamente acidos fosfopentonico y fosfoeritronico (364); fi-
nalmente se separa acido fosfoglicérico. Los trabajos de Lipmann (363)
dan a entender que quizas intervengan en ese sistema dos proteinas es-
pecificas: la proteina | y la Il. La proteina | oxidaria a la pentosa-fosfa-
"to en &cido fosfopentdnico; y la proteina Il continuaria la oxidacién de
este acido hasta dejar en libertad &cido fosfoglicérico. Las oxidaciones
de hidratos de carbono que se realizan sin fosforilacion simultanea no
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tienen interés mas que en mohos y bacterias saprofiticas (Barroh). A
medida que los organismos avanzan en su proceso evolutivo, decaen
mas y mas los métodos de desintegracion citados, y en los seres supe-
riores s6lo representan un recuerdo de procesos ancestrales a los que
acude el organismo en los contados casos en que la fosforilacion se
interumpe.

! Y

l\_/IETABOLISMO OXIDATIVO DE ACIDOS GRASOS
im -1 y r * o

Lo conocimientos que hasta hoy poseemos acerca de la oxidacién
de grasas son obscuros y la literatura muy escasa. Créese que los gli-
céridos se oxidan una vez han sido escindidos en glicerina y acidos
grasos. Separados ambos componentes, la glicerina se fosforila y con-
vierte en acido glicerofosforico, en cuya forma entra en la via de de-
molicién oxidativa de carbohidratos. Los &cidos grasos, por su parte,
arden desprendiendo agua y gas carbdnico; o dan lugar, en estados
que se consideran patolégicos, a acetona y cuerpos cetdnicos (acido
aeetoacético y acido /?-hidroxibutirico, principalmente).

La oxidacién normal de los &cidos grasos tiene lugar en el higado,,
con arreglo al principio de la ”-oxidacion de Knoop. De acuerdo™
con este mecanismo, en cada peldafio de oxidacion se forma un acido
graso con dos atomos menos de carbono, y se separa una molécula de
acido acético acortandose la cadena hasta producir acido butirico, de
cuya /3-oxidacién deriva acido acetoacético, y, finalmente, acetato.

A nada practico conduciria aportar pruebas en apoyo de la hipote-
sis de Knoop, que los bioquimicos aceptan como indiscutible para in-
terpretar la oxidacién de &cidos grasos. En los ultimos afios se ha se-
guido La marcha oxidativa de éstos, administrando a los animales con.
gue se efectlan las experiencias, grasas convenientemente sefialadas.
con algun atomo de deuterio. Los resultados de estos trabajos mani-
fiestan que empleando &cido estearico marcado, se logra caracterizar
acido palmitico y otros acidos inferiores de numero par de atomos de
carbono, todos ellos sefialados con idéntico tatuaje.

Utilizando grasas que contengan un atomo de carbono radiactivo se
ha comprobado que, conjuntamente con la /~-oxidacion, algunas molécu-
las de &cidos grasos con méas de ocho atomos de carbono, en particular
los de 9, 10 y 11, sufren la w-oxidacién, es decir, la oxidaciéon del gru-
po metilo opuesto al carboxilo (Verkade). En todo caso, la w-oxida-
cion de los acidos grasos naturales de 14, 16 y 18 carbones tiene lugar
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-en proporcion muy reducida, y los acidos dicarboxilicos originados se
desmoronan seguidamente con arreglo al principio de la /3-oxidacion
de Knoop. Vv,

La ~-oxidacion la realizan enzimas de naturaleza poco conocida,
designada”™ con el nombre de acidos grasos-dcshidroocnasas, y tiene lu-
gar por el mecanismo siguiente: le'

R—CEL—CHo—COOH —"*2 R—CH = CH—COOH —
— R—CHOH—CH.-COOH —S
R—CO—CHS-COOH — H IS R—CQOH + CH,—COOfi

Las reacciones son analogas a las que se producen en el paso de
acido succinico a acido oxalacético, y se suceden en el mismo orden.
Sin embargo, aunque todas fueran factibles de realizarse, no parece
probable que la hidrolisis de los acidos /3-ceténicos tenga lugar en
las condiciones de temperatura y pH del organismo, a no ser que la
catalice alguna enzima especial desconocida por ahora.

En el momento actual, y por analogia con lo que sucede en los™
procesos oxidativos de los carbohidratos, se admite como posible, y
aun como probable, que la oxidacién de los &cidos grasos se realice
mediante reacciones de fosforilacion acopladas a las de oxidacién. Los
trabajos de Lehninger comprueban, en efecto, que los acilfosfatos son
mejor atacados en el higado que los acidos libres; y, en consecuencia,
se supone que, en primer término, hay una transfosforilacion del &ci-
do graso conforme al esquema.

R—CHa—CHa—COOH + ATP «=*
Y.

ADP + R—CH,—CH*—COO '—, PO (OH),

A causa del enlace fosfatico de alto contenido energético, se atri-
buye al acilfosfato resultante mayor capacidad de reaccién que a los
acidos grasos libres, y se supone que pliede ser deshidrogenado mas
facilmente. En la oxidacion se produce un acido /3-ceténico de formu-
la R — CO — CH2— COO'—"PO(OH)™ que constituye la clave del
mecanismo oxidativo de los &cidos grasos. En efecto, admitese hoy,
con razones superiores a las de una simple sospecha, que estos acidos
sufren una descomposicién fosforoliticci, en virtud de la cual separan
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acetilfosfato y el acido graso de dos. carbonos menos, fosforilado a su
vez en el grupo carboxilico.

R_ CO — CH, — COO— VPO (OH), R — COO '—, PO(GH).

>,

PO.nr  CH3-COO —, PO (OH),

.- n e -/

El acido graso con el radical fosférico de alta energia en su grupo
carboxilico, sufre de nuevo la /~-oxidacion y la fosforolisis, y engen-
dra un nuevo &cido graso fosforilado con otros dos carbonos menos que
el anterior; el proceso oxidativo continla asi hasta desmoronar la ca-
dena vy. llegar al &cido acetilfosférico. Obsérvese que en cada peldafio
de estos procesos queda en libertad una molécula de acetilfosfato. Por
tanto, después de lo expuesto al interpretar la oxidacion de los carbo-
hidratos, cabe suponer que el acetilfosfato se integre en el ciclo
de Krebs condensdndose con oxalacetato para producir cis-aconitato.

De esta manera, mediante procesos de transfosforilacién acoplados
a reacciones sucesivas de deshidrogenaron y de fosforolisis, nos es
dado interpretar la combustién de los acidos grasos hasta separar ace-
tato, y explicar, finalmente, la suerte del acetato, admitiendo que se
oxida a través del ciclo de Krebs.

Recientemente, Breusch (366) sugirié la idea de que el acido citri-
co sea un producto intermedio en. la oxidacién de grasas, puesto que
al agregar glicéridos a suspensiones de musculo cardiaco de rata, en
presencia de malonato, se forma abundante citrato (367). En 1939,
Breusch aisld de rifion, mudsculo y cerebro una enzima, la ciirogena&a
(368), que cataliza la condensacion de acidos /3-cetonicos; con oxala-
cetato ; en la reaccién se produce citrato y un acido graso con dos car-
bonos menos que el &cido /3-ceténico generador. Después de lo ex-
puesto en parrafos anteriores, cabe interpretar las observaciones de
Breusch suponiendo que la citrogenasa sea un fermento complejo en
el que haya una fosforilasa que desdoble el &cido £-cetdnico, con-
forme a la reaccion de fosforolisis, ya indicada anteriormente, y
un factor que catalice la condensacion de la forma endlica del oxala-
cetato con el acetato o el acetilfosfato. Nuevas investigaciones precisan
para resolver el enigma; en todo caso, si asi sucede, la citrogenasa se-
ria eJ fermento que incorporase el acetilfosfato al ciclo de Krebs para
su total oxidacion (369). Por ahora resulta prematuro formular ningun
juicio.

De acuerdo con los razonamientos sefialados, el esquema de oxida-
cion de &cidos grasos puede representarse asi:
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Grasas — glicerina a ac. a-glicerofosforico

o
acidos grasos C,,

oxigeno
acidos /3-ceténicos — —> acidos grasos C,_a

|
:acido acético

[ - 2H* O + 2COa
ciclo de Krebs )

El mecanismo de fosforilacion y fosforolisis anteriormente expues-
to, conjuntamente con la ”-oxidacién de acidos grasos, interpreta
también la produccidn de cuerpos cetdnicos. Aparecen estos compues-
tos, en efecto, cuando el metabolismo de hidratos de carbono se' de-
bilita por escasez de glucégeno en higado ; entonces, por causa de la
deficiencia de glucidos escasea el acido piravico, y es también exigua la
cantidad de oxalacetato producida en la reaccion reversible

piruvato- + CO: oxalacetato

gue cataliza en higado la /3-carboxilasa. Se comprende que, en estas
condiciones, el acetato se oxide dificilmente, porque el mecanismo del
ciclo de Krebs funciona con lentitud ; para evitar la deficiencia de
combustible, en este caso de carbohidratos, se metabolizan mayores
cantidades de grasas y, como consecuencia, tiene lugar una acumula-
cion de acetato con la consiguiente dificultad para oxidarse.

El exceso de acetato que asi se produce, no pudiendo quemarse, se
condensa con otra molécula de acido acético y origina acido acetoacé-
tico- Probablemente, la reaccién la lleva a cabo el acetilfosfato, y se
cumple acoplada a una transfosforilacion con ADP, en que la energia
libre del enlace fosfatico pasa integra a la ATP formada.

2CH3— COO =, PO (OH)-, + ADP
CH3— CO — CH, — COO '— >PO (OH), + ATP

CH3— CO — CH* — COO '—, PO (OH), + ADP ~
N~ CH3— CO — CH2— COOH + ATP

Una vez producido el acetoacetato, parte de él se convierte en aci-
do £-hidroxibutirico por la influencia de la acido-/5-hidroxibutirico-des-



hidrogenasa, y otra porcion pasa a acetona por descarboxilacién espon-
tanea- Con dichas reacciones puede interpretarse la aparicion de cuer-
pos cetonicos sin necesidad de atribuirlos a un metabolismo» anormal
de acidos grasos.

METABOLISMO OXIDATIVO DE AMINOACIDOS

La degradacion oxidativa de albuminas tiene lugar después de di-
versas acciones hidroliticas que rompen los enlaces pépticos y dejan
libres los aminoacidos. Estos se oxidan a continuacion en agua, gas
carbénico y amoniaco.

Dos itinerarios fundamentales conducen a la demolicion de amino-
acidos: uno, la desanimacion oxidativa mediante la d-aminoacidoxi-
dasa o la l-aminodcidoxidasa; y otro, la transaminacion acoplada a
una oxidacién con la glutamicodeshidrogenasa. Ningun otro mecanis-
mo oxidativo ofrece interés, pues la descarboxilacion previa no repre-
senta un proceso general de este tipo en el catabolismo de aminoéacidos.

a) La mayoria de los 1-aminoécidos o aminoécidos naturales
oxidan por la 1-aminoacidoxidasa dando lugar a acidos cetdnicos de
igual numero de atomos de carbono. Lo mismo ocurriria con los
d-aminoacidos,. caso de que se produzcan en los procesos de sintesis;
la d-aminoacidoxidasa los desaminaria oxidativamente transforman-
dolos en &cidos a-cetOnicos, En uno y otro caso, el esquema de la re-
daccion es ¢orno sigue:

'R R R
o —2H T +H O 1
CH (NH)2 <—-—-» C= NH M =% CO + NH3
i i [ | I § [ !
.NQOOH . _9OOH n COOH

Se desconoce a qué reaccion de oxidaciéon se acopla este fendbmeno re-
ductivo cuando se efectia en anaerobiosis. En presencia de aire, el hi-
drégeno llega al sistema citocrdmico a través del isoaloxacin-adenin-
dinucleodtido, que constituye el grupo prostético de una y otra arnino-
acidoxidasa. ,

Los acidos a-ceténicos originados en la reaccién anterior entran
en alguno de los ciclos de oxidacién de hidratos de carbono (é4cidos pi-
ravico y oxalacético) y en ellos se queman totalmente; o se descarbo-
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xilan y convierten en acidos grasos de un atomo menos de carbono y
se oxidan después en la forifia en que éstos lo hacen.

Transformacion analoga sufre el acido I-( +)-glutamico por la accién
de la glutamicodeshidrogenasa. En este caso, el producto de la reaccion
es el acido a-cetoglutérico, cuya intervencion, en la oxidacion de car-
bohidratos fué discutida con detalle-

b) La desaminacion oxidativa de los 1l-aminoéacidos tiene lugar,
en gran parte, mediante cooperacién de la glutamicodeshidrogenasa
-con las aminoferasas 0 transamina&as. EStos fermentos catalizan la
transferencia de grupos —NH2 de una molécula a otra. Asi, a 18
reacciones

a. I-(—)-aspartico + & piruavico a. oxalacético + alanina

a. I-(+)-glutamico + & piravico ™ a. a-cetoglutérico -f alanina
* ''m !
las catalizan la aspartico-transaminasa y la glutamico-transaminasa;
la dltima es de mayor interés en el reino animal y la primera en el
vegetal. n n
Para que haya transaminacion precisa que uno de los acidos sea
a-cetonico y el otro a-aminodicarboxilico; o bien, uno a-aminoacido y
el otro a-ceténicodicarboxilico. Hace falta, ademas, que con la pareja
de acidos citados esté presente la glutamico-transaminasa y un poco de
acido glutdmico o de acido a-cetoglutarico. Estos acidos actdan como do-
nadores 0 aceptores de grupos —NH2 y desempefian papel analogo al
gue juega la coenzima | o la Il y sus hidruros frente a las deshidroge-
nasas. Sin ellos, la transaminacién®*no se efectla, aun en presencia de
la aminoferasa. Asi, en la mezcla de alanina y acido oxalacético con
glutdmico-transaminasa no hay intercambio de grupos —NH2; pero si
se afiaden trazas de acidos glutamico o a-cetoglutarico, la transamina-
cion es rapida y tiene lugar con arreglo a las reacciones siguientes:

l-alanina + & a-cetoglutérico a. I-(+)-glutamico + & piravico

z 7

ea. l-glutamico + a oxalacético a. a-cetoglutarico + & 1l-aspartico
f ' e ’ u/ R

Por este mecanismo el acido a-cetoglutirico queda en condiciones
de transferir cataliticamente grupos —NH2 desde la alanina al acido
oxalacético, o entre dos &cidos que reunan las condiciones anterior-
mente dichas. \Y - _ ]

Braunhstein y Kritzmann (370) interpretan la transaminacion ad-
mitiendo que se forman compuestos intermedios, inestables, los cuales
anodifican sus enlaces por un fendmeno de tautomeria o de resonan-



cia; la reaccion se completa con la hidrdlisis espontanea del compuesr-
to asi formado.

COOH COOH COOH
CH. CH, CH.

CH, CH, —HD CH, CH: CH, CH3 +n,0
CH(NH,) + CO CH—N=C C=N—CH

COOH  COOH COOH COOH COOHCOOH

COOH — CH, — XHa— CO — COOH + CH3— CH(NH), — COOH

Los conocimientos acerca de las transaminasas han sufrido en los
ultimos afios un cambio profundo. Cohén (371) opina que solo exis-
ten dos reacciones de transaminacion, las dos siguientes:

1 e o I \

aspartato + a-cetoglutarato oxalacetato + glutamato

alanina + a-cetoglutarato piruvato + glutamato

Green (372) y colaboradores dan a los fermentos correspondientes los
nombres de aspartico-glutamico-transaminasay alanina-glutamico-trans-
aminasa. El grupo prostético de una y otra aminoferasa es, a juicio de
Schlenk (373) y Snell (374), el fosfato de piridoxal, es decir, la propia
codecarboxilasa 0 grupo prostético de la aminoacido-d&scarboxilascL-

Mediante dicha pareja de reacciones, el acido aspartico y la alanina
se desaminan y convierten en los acidos a-ceténicos correspondien-
tes, los acidos oxalacético y pirdvico; y el acido glutamico que queda
libre se oxida a acido a-cetoglutarico por la accion de la glutdmico-des-
hidrogenasa. Asi se explica que en presencia de pequefias cantidades
de acido glutdmico prosiga indefinidamente la desanimacién oxidativa
de nuevas porciones de acido aspartico y de alanina.

Con este sencillo mecanismo, las aminoferasas mantienen constante
la proporcion de acidos glutamico y a-cetoglutarico, permitiendo
gue a través de ellos se conecte la demolicién oxidativa de proteinas
con la de carbohidratos, y que el ciclo de Krebs juegue también pa-
pel importante en la oxidacidn de numerosos compuestos nitrogenados.
Tres aminoacidos: los &cidos glutamico, aspartico y aminopropionico
intervienen directamente en el ciclo del acido citrico, porque originan
a-cetoglutarato. oxalacetato y piruvato; y otros cuatro o seis mas
toman parte en él después de su conversién en acido glutamico: son
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la histidina, arginina, citrulina, prolina, hidroxiprolina y, probablemen-
te, la. lisina-

c) En algunos casos, los menos, la demolicion oxidativa de los ami-
noacidos se inicia por una descarboxilacion con las aminoacido-d"s-
carboxilasas. Cuando asi sucede, las aminas y diaminas que quedan li-
bres se oxidan por las aminoxidasas y las diaminoxidasas, respectiva-
mente, y se producen aldehidos. v

A esta forma de oxidacion se refiere la que experimenta la
I-(—) histidina. Mediante la histidasa, que se encuentra en el higado,
se descaboxila y pasa a histamina (375 y 376), que una diaminoxidasa,
la histaminasaoxida seguidamente.

De modo analogo, la 1-dopa-descarboxilasa (377) descarboxila a la
dopa y la convierté en hidroxitiramina; y este aminofemol se oxida
después en el aldehido correspondiente por la intervenciéon de la ami-
noxidasa. '

LA OXIDACION EN LOS VEGETALES

La respiracion celular de Jos vegétales ofrece notorias analogias con
la respiracion celular de los animales (378). Una y otra requieren:
oxidasas activadoras de oxigeno, dehidrasas que arranquen hidréoge-
no al substrato y transportadores que pongan en relacion ambos ele-
mentos.

Un buen numero de deshidrogenasas se han caracterizado en las
plantas; citemos entre ellas, como mas frecuentes, la isocitrico-/ma-
lico-, succinico-, glutamico-, lactico-, glicerofosférico-, glucosa-,, alcohol-,
formico- y oxalicodeshidrogenasas ; todas requieren coenzima |.

Como activadores de Oxigeno se comportan las polifenoloxidasas
(tirosinasa, lacasa, etc.), las peroxidasas y, en menor escala, la cito-
cromoxidasa- Polifenoloxidasas y peroxidasas constituyen la parte ac- .
tiva en los sistemas de oxidacion de vegetales. A la citocromoxidasa se
le atribuye papel secundario, aunque sea posible caracterizarla en mu-
chas plantas, y se haya preparado a partir de embriones de trigo.

Los &cidos dicarboxilicos C* apenas si actian como transportadores
de hidrégeno en la respiracion de los tejidos vegetales. Suelen hallarse
en las plantas superiores conjuntamente con acidos citrico e isocitrico,
y aunque tampoco faltan la malico-, succinico- e isocitricodeshidro-
genasas. ni la fumarasa y aconitasa, es opinién general que los referi-
dos &cidos no intervienen en el ciclo de Krebs ni en el de Szent-
Gyorgyi mas que en muy pequefia escala. En cambio, desempefia papel
sefaladisimo el acido ascorbico y la ascérbicoxidasa-
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Reemplazando al citocromo, que por su escasa frecuencia apenas
interviene, Jos o-difenoles, en conexidén directa con las oxidasas, ac-
tdan de transportadores electronicos- Transportadores electronicos son,
en efecto, los difenoles orto, en particular la pirocatequina, la 3-4-
dihidroxifenilanina (dopa) y algunas flavanonas con dos funciones fe-
nolicas en posicion orto (vitamina P). Unos y otros transfieren hidro-
geno y se convierten en o:quinonas con cambio de su estructura elec-
trénica.

La vitamina P 0 citrina es, segun Huszak, cien veces mas activa
que la pirocatequina. De los glucésidos que la componen, la hesperidi-
na y la eriodictina, el transporte de hidrégeno lo efectia el ultimo,
porque sélo él tiene como aglicén un difenol, el eriodictiol.; el aglicon
de la hesperidina, 0 hesperetina, es inactivo, ya que a uno de sus gru-
pos fendlicos lo eterifica el radical metilo. Ambos responden a las
formulas

OH OH
o) / o /
I co I CO
OH OH
(eriodictiol) (hesperetina)

La vitamina P es un transportador dé hidrégeno analogo a las, code-
hidrasas i y I1; en los tres hay una molécula de azucar enlazada a una
vitamina; el azlcar de la eriodictina es la ramnosa, y el de las code-
hidrasas la d-ribosa-

También las antocianinas se comportan como transportadores de
hidrégeno en las plantas superiores (Reichel y Burkart). Pero, en este
caso, la actividad n6 la determinan los grupos fendlicos, sino el oxi-
geno- pirani.co, que en la hidrogenacién pierde su caracter de sal de
oxonio y pasa de tetra- a divalente (Kuhn y Winterstein).

a) Cuando el activador de oxigeno es una polifenoloxidasa, el es
guema de oxidacion del substrato en el caso mas sencillo es el si-
guiente:

_ar .
substrato > o-quinona



en la que el o-difenol representa a la pirocatequina, a la 3-4-di-
hidroxifenilalanina o a una flavona. Oxidaciones de, esta indole tienen
lugar en los tejidos y frutos que se ennegrecen en corte reciente (pa-
tatas, manzanas, hongos, etc!)- El ennegrecimiento se debe a una in-
terrupcién que se produce en la cadena de respiracién, en el lugar del
corte ; a consecuencia de ello, la o-quinona no se reduce a difenol,
sino que se oxida a hidroxiquinona y después se polimeriza en pro-
ductos melaninicos. A juicio de Huszak, muchos colores pardos, rojos
y violetas de los vegetales podrian originarse en la oxidacion y poli-
merizaciéon de flavanonas y flavonas.

Acontece con frecuencia que entre el substrato y el aceptor qui-
nénico se interpone un transportador activo, por ejemplo, el &cido as-
corbico. En ese caso, el tejido o el fruto no se ennegrece al hacerle un
corte, ya que no tiene lugar la oxidaciéon y polimerizacion de la qui-
nona; asi ocurre en la naranja, limén y otros frutos ricos en vitami-
na C. A veces, tampoco hay ennegrecimiento en casos en que el tejido
es rico en tirosinasa y tirosina, pues en presencia de acido ascorbico,
s6lo una infima parte de la tirosina se oxida a 3-4-dihidroxifenilala-
nina. Esta pequefia cantidad de difenol se comporta como transporta-
dor, e impide que mientras haya de él se oxiden nuevas cantidades de
tirosina; durante ese tiempo, la tirosinasa emplea su actividad en la
oxidacion de la hidroxitirosina exclusivamente..Por tanto, la tirosina-
sa se comporta como un fermento respiratorio, ya que a su actividad
de monofenolasa une' la de polifenoloxidasa (379). En el proceso, la ti-
rosina sirve de material de reserva para la produccion de la dopa ne-
cesaria al transporte de hidrégeno. El esquema de la respiracion ce-
lular con polifenoloxidasa y acido ascorbico és como sigue;

- fl
avanona HO
K 02-{-flavanona quinénica
flavanona + & ascorbico«. >& dehidroascérbico + flavanona

quindnica

El &cido dehidroascdrbico que se origina en la segunda reaccion, rege-
nera &acido ascorbico a expensas del substrato. Por tanto, ei esquema
total de oxidacidon seria el siguiente:



2H . L 7 N
substrato------ » & dehidroascérbico ~=ta. ascorbico

— 2H
2jj S
K 0 2—>polifenoloxidasa «----- o-difenol -—m 0-quinona
—2
=</ \ +
O 2H
\ /
H. O
b) En ocasiones, ias peroxidasas juegan papel primordial en la res-

piracién celular de los vegetales, pues en conexion con el sistema a«i-
do ascorbico-ascorbicoxidasa queman una buena parte del substra-
to. En este caso, tampoco hay ennegrecimiento del tejido cuando se in-
terrumpe la cadena de oxidacion por un corte, ya que el acido ascor-
bico impide la formacion de melaninas. Las reacciones que tienen lu-
gar son las que indica el adjunto esquema (380 y 381).

Os + acido ascorbico —> acido dehidroascorbico -f H-02

fIavaInona + H,0, —»2H- O + flavanona
gqumomca /-

+ & orbico i=* 4 i Arbi .
UUIIUIUL a ascorbico i=t a dehidroascorbico -f flavanona

El oxigeno oxida dos moléculas de acido ascorbico a acido dehidro-
ascdrbico, con formacion intermedia de agua oxigenada, que la pero-
xidasa descompone. El acido dehidroascdrbico regenera éacido ascorbi-
co a expensas del sistema substrato-dehidrasa. ElI esquema total se in-
dica asi:

\%

|

02
deshidrog. _ a- dehidro- —2H ascc‘)’bico
substrato ------ % ascorbico 4. ascorbico ——» oxidasa —»H- Oa

-2H

acido de- o 2H
hidroas- a. ascorbico o-quinona i=t o-difenol — —vperoxi-
corbico im - dasa

2H O
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Unos y otros esquemas muestran que fundamentalmente no hay di-
ferencia entre los procesos de oxidacién en tejidos vegetales y anima-
les. Para la respiracion de las células y tejidos animales hace falta

esubstrato -* dehidrasa —»-transportador —>citocromo — oxidasa® —*

analogamente, la respiracién de células y tejidos vegetales precisa de

substrato —> dehidrasa — transportador —»polifenof —" jd *sa ™ "

Las piezas del mecanismo respiratorio en ambos esquemas son las
mismas o analogas; la diferencia estriba en que en las plantas las po-
lifenoloxidasas reemplazan a la citocromoxidasa de tejidos animales, y
los difenoles a los citocromos. En los vegetales, el fermento metélico
es una cuproproteina y en los animales un hemocromoégeno: es decir,
en los vegetales el cobre reemplaza al hierro.

LA ENERGIA DE LAS REACCIONES DE OXIDACION

La energia necesaria para el mantenimiento de la actividad celular
procede de los alimentos. De ellos la liberan las células al desdoblar-
los en moléculas mas pequefias y quemarlos; esto es, en las reac-
ciones de fermentacién y en las de respiracién celular.

Fermentacion y respiracion celular tienen naturaleza andaloga; am-
bas se realizan mediante 6xido-reducciones acopladas a reacciones de
fosforilacién. Pero la fermentacién representa un fenémeno sencillo,
tan sencillo como antieconémico, ya que la mayor parte de la energia
quimica del substrato queda retenida en las moléculas del producto de
fermentacion (alcohol, &acido lactico, etc.); ademas, suele ser caracte-
ristica de organismos inferiores. Cuando la complejidad organica crece
y las necesidades energéticas aumentan, el oxigeno del aire interviene,
y la respiracion celular aparece, efectuandose con mecanismos tanto
mas complicados cuanto mas elevada es la posicion del ser vivo en la es-
cala vegetal o animal. Con ello la célula no pierde su capacidad fermen-
tativa, y en estos organismos prodlcense reacciones de fermentacion
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junto a oxidaciones aerobias. Células aerobias, en ausencia de aire,
desdoblan los hidratos de carbono en acido lactico o alcohol; y en pre-
sencia de él consumen oxigeno y respiran desprendiendo gas carboni-
co. Una interdependencia se establece entre ambos fenémenos y de ella
nace la reaccion Pasteur.

Si la energia que queda libre en las reacciones de fermentacién y
de respiracién celular se desprendiera total y rapidamente en forma
de calor, las células no la aprovecharian, porque son incapaces de uti-
lizar energia térmica para producir trabajo. La energia de oxidacion
ha de liberarse de modo que sea util a las funciones celulares: como
energia mecénica, eapaz de producir trabajo en la glucolisis del muscu-
lo; como energia quimica, utilizable en los fenémenos de sintesis del
organismo; en forma de luz fria o quimioluminiscencia, en radiolarios,
crustaceos, insectos, etc.; y como energia eléctrica en los o6rganos de
defensa de ciertos peces. Tan sélo les es permitido que una peque-
fia parte se disipe en forma de calor, y esto en la medida necesaria
para mantener constante la temperatura del organismo y atender a
otras reacciones quimicas de naturaleza endotérmica.

Esa énergia no se libera al arrancar hidrégeno al substrato, sino alL
quemarlo con oxigeno o al fijarlo a algun metabolito; por eso, Szent-
Gyorgyi pudo, exclamar con cierta razén que «el gran combustible del
mundo viviente es el hidrégeno y no el carbono». Ni queda en liber-
tad brusca, sino gradualmente, a medida que el hidrégeno relaja su
enlace electronico y' pasa de puente en puente a través de los trans-
portadores ; porque su oxidacion comienza en el momento en que el"
primer aceptor lo toma del substrato y lo fija a su molécula, y no ter-
mina hasta unirse definitivamente con el oxigeno activado. La oxida-
cibn aerobia, la mas interesante desde el punto de vista energético,,
se desenvuelve en los tejidos animales a través de una cadena de trans-
portadores que transfieren el hidrégeno hasta volcarlo en el sistema
citocromico: puente estrecho, como lo llama Szent-Gyo6rgyi, por el que

Unicamente circulan electrones totalmente desligados de los iones I:-
En cada paso a través de los transportadores vase liberando energia
por pequefias porciones, pues los sistemas de éxido-reduccién asi in-
tercalados entre substrato y oxigeno molecular actGan de reguladores,,
como regulan el desagiie de un pantano las compuertas de su presa..

La fraccion de energia liberada en cada peldafio es proporcional a
la diferencia existente entre los potenciales de los dos sistemas de oxi-
dacion y reduccion consecutivos por los que salta el hidrogeno; ;e
aqui que el sistema citocromico deje en libertad alrededor de los 2/3 de®
la total energia de oxidacién del substrato.
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Si la oxidacion se realizara de una vez, las 6% Kcal- que se despren-
den en la combustiéon de cada mol. de hidrégeno se disiparian en for-
ma de calor, porque la reaccion es rapida, y las células no estan dis-
puestas al modo de una maquina térmica para transformar brusca-
mente el calor en trabajo. Habian de estarlo, y aun asi trabajarian en,
régimen deficitario, en atencién al escaso rendimiento de aquellos me-
canismos. En cambio, fragmentando la oxidacion en numerosas reac-
ciones, las células aprovechan mejor las fracciones de energia que
quedan libres en cada uno de los procesos parciales, e incluso almace-
nan la sobrante para utilizarla en momento y lugar oportuno.

Téngase presente que una'mol. de glucosa desprende en la com-
bustion completa 675 Kcal., a las que hay que jafadir otras 12 Kcal.,
correspondientes al cambio de entropia TX AS. Interesa mucho que
esta energia no se disipe en forma de calor, como ocurriria si la oxi-
dacion se verificara de una vez. Afortunadamente, las células dispo-
nen de medios para retener el sobrante energético, y algunas de las,
reacciones que en ellas tienen lugar, son de tal naturaleza que se apro-
ximan a las de caracter isotermo y reversible que aconseja la Termo-
dindmica para obtener el maximo trabajo exterior.

Lipmann y Ochoa, e™re otros, demuestran que la mayoria de las
déshidrogenaciones se efectlan en procesos acoplados con la fosfori-
lacién, lo que a juicio, de Krebs tiene por finalidad aprovechar la ener-
gia de oxidacion del substrato para aplicarla a otras reacciones. Esta
energia procede de las«moléculas del alimento, y su liberacion exige
un cambio estructural previo, conducente a una nueva distribucion
de la energia interna de aquél, de modo que permita concentrarla en
los enlaces fosfaticos. Cuando el aldehido 1-3-difosfoglicérioo se oxida
a acido-1-3-difosfoglicérico, la deshidrogenacién va acompafiada de
cambio en la estructura, por virtud del cual el enlace pobre en ener-
gia del radical —PO(GH)2 que esta unido al grupo hidrato de aldehi-
do, se transforma en otro de alto contenido energéticot—>PO (OH)2;
cosa parecida ocurre también al acido-2-fosfoglicérico cuando en la des-
hidratacion se convierte en acido-2-fosfopiravico.

Con esa energia se reconstruye la molécula de ATP a partir de la
de ADP, y el éster fosforico crea en ella un nuevo enlace fosfatica
cuyo contenido energético importa alrededor de 12 Kcal./mol. Des-
pués, en la fosforilacién, la ATP transfiere a otras moléculas el radi-
cal*—PO(OH)2y con él, muchas veces, la energia quimica de su en-
lace, que pasa integra a la nueva molécula sin disiparse en lo mas
minimo en forma de calor- Todos los compuestos con enlaces fosfati-
cos de alto contenido energético pueden transferir reversiblemente ra-



dicales fosforicos a la- ADP para regenerar ATP, que es el manantial
mas precioso de energia de que dispone la sintesis.

Por el contrario, en aquellas transfosforilaciones en que el enlace
fosfatico pierde su caracter de alto contenido energético, una buena par-
te de la energia quimica se transforma en calor, trabajo, etc.; asi su-
cede en la fosforilacién de los grupos oxhidrilos de las hexosas y glice-
rina por aquellos ésteres, y muy particularmente en su misma hi-
drolisis. Estas Ultimas reacciones son irreversibles, como corresponde
a su fuerte caracter exotérmico, y su energia es la propia energia de
oxidacion convenientemente represada en los componentes de las mis-
mas. A tales efectos sépase que mientras los fosfatos resultantes de
la esterificacion de grupos alcohdlicos (hexosa-fosfato, triosa-fosfato,
glicerofosfato, acido-3-fosfoglicérico y &cido-2-fosfoglicérico) despren-
den en la hidrélisis de 2.000 a 4.000 calorias, importa de 10.000 a 12.000
calorias la energia que se desprende en la hidroélisis de los ésteres fos-
féricos, cuyo radical'— ,PO(OH)2 esterifica a otro residuo de fosfato,
a un carboxilo, a un grupo enol o a un residuo de guanidina. La gran
dificultad estriba en averiguar como el organismo dirige y regula estas
reacciones irreversibles y aprovecha su energia de modo que le sea util.

La fosforilacion constituye uno de los mas finos y sutiles mecanis-
mos que poseen las células para retener la energia que queda libre du-
rante su actividad funcional ; son muchos los ésteres fosfdricos que
obran cual si fueran «paquetes de energia», a través de los cuales cir-
cula ésta hasta llegar al lugar en que haya de utilizarse, sea para
la sintesis de glucdgeno, sea para producir trabajo mecanico con auxi-
lio de la miosina o proteina contractil del musculo.

Por estad razon, la adenosina-difosfato y la adenosina-trifosfato, el
acido acetilfosforico y, en general, los acilfosfatos, el fosfoenolpiruva-
to y el fosfoenoloxalacetato, el acido -1 - 3- difosfoglicérico vy, so-
bre todo, el fosfageno, constituyen los mas valiosos artefactos que las
células tienen a disposicion para represar la energia que se desprende
en los procesos de oxidacion y utilizarla en los de sintesis. La del glu-
coégeno acontece en presencia de oxigeno, con la intervencién de aque-
llos ésteres y a expensas de su energia, en un proceso similar al que
desarrolla la clorofila de los vegetales para sintetizar el almidon con el
concurso de la energia radiante.

Durante la glucolisis del musculo, por cada seis atomos de carbo-
no de la cadena del glucégeno, una mol- de ATP se consume para fcs-
forilar la hexosa™6-fosfato en hexosa-1-S-difosfato; pero, a la vez,
otras cuatro se producen en la desfosforilacion del acido-1-3-difos-
foglicérico y del acido-2-fosfopirdvico resultantes en el proceso.
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Por consiguiente, en la transformacion de glucdégeno en &cid'o lactico
hay ganancia de tres mol. de AITP por cada seis carbonos del carbo-
hidrato que se metaboliza. En este proceso la energia interna del sis-
tema disminuye en 57 Kcal.; 30 de ellas quedan retenidas en el enla-
ce fosfatico terminal de las tres moléculas de adenosina-trifosfato for-
madas, o en el fosfageno que se produce mediante la reaccion de
Lohmann

creatina + ATP ADP + fosfageno,

y el resto se disipa como energia calorifica o invierte en otras reaccio-
nes. Ahora bien, las 30 Kcal. retenidas por las tres mol. de ATP se
aprovechan lenta pero integramente para realizar trabajo mecanico;
porque la ATP se hidroliza irreversiblemente por la adenosinatrifos-
fatasa, y la energia de reaccion se emplea en provocar la, contraccion
subita de las moléculas de miosina. Asi, el 52 % al menos, de la ener-
gia liberada durante la glucolisis del muasculo se aprovecha como tra-
bajo atil. Es de présumir que tal rendimiento, muy superior al de cual-
quier maquina térmica, en las que apenas se logran efectos Utiles del
orden del 20-25 %, alcance valores aun mas elevados si en lugar de refe-
rirnos Unicamente a la fase anaerobia del proceso de demolicion del
glucdgeno, tomamos en cuenta la fase aerobia del mismo, o sea la que
corresponde a la oxidacién total del piruvato, én la que otras reaccio-
nes de fosforilacion se suceden.

Por eso, comentando la gconomia con que el organismo procede
para gastar sus reservas energéticas, Szent-Gyorgyi decia en la solem-
ne sesion celebrada en 1937, con motivo de serle, otorgado el Premio
Nobel de Quimica: «La célula gasta calderilla para atender a sus ne-
cesidades.» Quizas la frase parezca vulgar a muchos ; sin embargo, 'ex-
presa de modo bien grafico la economia con que proceden las células
en la administracién de su caudal. jLastima que su comportamiento no
sirva en todo tiempo de norma a los hombres, y mas en esta época en
gue las rivalidades humanas dejaron exhausto el mundo!

Pocas cosas hay mas admirables que los mecanismos con que el
Creador dot6 a la vida para, proveerla de energia. Entre los que utili-
zan los cloroplastos; con el fin de aprovechar y almacenar la que el sol
irradia, y los sutiles y delicados de que se valen los vegetales y ani-
males para arrancarla de alimentos y materiales de reserva en los pro-
cesos de oxidacion y reduccidn, un tupido y complicado engranaje de
reacciones se establece en régimen de completa y absoluta solidari-
dad. Sus impulsore.s y mantenedores suelen ser los componentes mas
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escasos del organismo: las vitaminas, los fermentos y las hormonas.
A ellos, por sus cualidades, se les dio la funcidon rectora; quizas, sin
ellos, no seria utilizable la energia almacenada en la masa de materia-
les de cada ser, ni posible la vida. Bien puede afirmarse que los siste-
mas de oxidacién y reduccién son componentes selectos de todo orga-
nismo viviente; porque haciendo honor a la funcion que tienen asig-
nada, rigen la vida y administran su rigqueza energética con econo-
mia ejemplar.

Medite cada uno en la responsabilidad en que incurre, si estando
en posesion dé tan celosos administradores derrocha vanamente la
energia que éstos le suministran. Y sepa que en obligada corresponden-
cia de amor y gratitud hacia Aquél que con tan delicados medios nos
dotd, debemos cuidar que nuestras actividades se dirijan integramente
al servicio del Bien, que es decir de la Patria, de la Humanidad y
de Dios.

He dicho.
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Sefiores Académicos:

Este ,acto de recepcion a que asistimos es el segundo de los que se
producen con motivo de la eleccion hecha, de acuerdo con los nuevos
Estatutos de la Real Academia de Farmaci®. Por virtud de ellos, in-
corporamos a nuestras tareas personalidades destacadas procedentes de
campos distintos al genuinamente farmacéutico, pero afines con él-

Deseo iniciar mi intervencion de hoy subrayando la significacion
que esta amplitud de concepto supone, por lo que pueda tener de
ejemplar y por lo que tiene en todo caso de realidad consoladora. Ante
la lucha entre profesionales de cualquier grupo que buscan en el ex-
clusivismo amparo a la mediocridad, siempre pensé que era desde
arriba, en el estrato superior de la selectocracia cientifica, donde ha-
bia de resplandecer la conducta aleccionadora. En esta nuestra orde-
nacion actual, hay efectivamente la vision clara de que, por encima de
la ineludible especialidad a que obliga la division del trabajo, existe
unidad de principio que excluye todo acotamiento- Como en lo biolé-
gico, en que cada célula cumple su funcién, pero todas se conjugan
arménicamente en la integridad de la vida del individuo, de forma
gue la incoordinacion o la discontinuidad crean lo morboso, cuando en
el desarrollo de las actividades humanas nos aislamos en grupos que
pretenden ignorarse o que, conociéndose, se hostilizan, el cuerpo social
se resquebraja y no hay forma de enderezarlo en unidad saludable.

Damos aqui, con esta nueva reglamentacion, que permite traer a
nuestro seno especialistas distintos con independencia de todo prejui-
cio de titulos, una ancha prueba de,comprensién. Y ciertamente que
en la eleccion se ha visto recompensada la pureza de nuestras inten-
ciones. Creo que hemo£ sabido seleccionar bien aquellas especialidades
gue mas puede interesarnos vincular. Junto a los representantes de
nuestras ciencias basicas, quimico y naturalista, el de la Ingenieria,



que aplica los conocimientos de aquéllas a la técnica de la fabricacion;
el de la Medicina, que con la aguda inquietud del dolor humano pue-
de espolear nuestros afanes de estudio; y el Moralista, en fin, dichosa-
mente representado por una ilustre figura de la Iglesia, que, por serlo
asi, infundird en nuestra actuacidon ese superior espiritu que en la vida
profesional ha de iluminar nuestro entendimiento no sélo ante el au-
téntico dilema moral, poco frecuente en nosotros, sino informando per-
manentemente el sentido ético que ha de imponerse siempre al hom-
bre de estudio.

Dios querra que este superior tejido que entre todos tramamos, sin
pérdida ni menoscabo de la propia individualidad, cubra y proteja a
nuestras profesiones de esa frialdad del exclusivismo, en. el que pere-
cerédn siempre los mejores afanes.

Si es grato para el que os habla recibir en nombre' de la Academia
a quien es llamado con esta condicién extrafia a la nuestra, sin som-
bra alguna de antecesor cuyo recuerdo emparie el jubilo de la solem-
nidad, la complacencia aumenta cuando el quejlega es persona como
el Profesor Ipiéns Lacasa, al que me unen fuertes lazos de compafie-
rismo y s6lida amistad.

Esta bien escogido para sumarse a nuestra obra el maestro que ini-
ci6 en los estudios de la Quimica a muchas promociones de farmacéu-
ticos. Si la ensefianza es un sacerdocio que supone en el que lo ejer-
ce toda la abnegacion de una entrega sin' condiciones, Ipiéns es, sin
duda, un auténtico simbolo de lo que debe ser el Magisterio y de las
cualidades que han de adornar al que lo ejerce.

Nada mas facil para un dibujante de aficion que encontrar en el
modelo perfiles bien acusados y rasgos predominantes: bastan enton-
ees pocos trazos para reproducir con bastante exactitud una silueta.
Yo creo ver con claridad en la personalidad de Ipiéns perfiles bien de-
finidos que pueden retratarlo, pero por si mi torpeza al no descubrir-
los suficientemente en nuestra convivencia no permitiera una clara de-
finicion, ahi tenéis el discurso que acabais de oirle como plena demos-
tracion de sus rasgos.

La clara y metddica ordenacion de su trabajo, el agotamiento del
tema en un estudio bibliografico intenso, la incorporacion de éste has-
ta hacerlo cosa propia para ofrecerlo después en esa exposicion llena
de personalidad, sin ocultar nada de lo sabido con toda la autenticidad
de una bien detallada referencia, destacan claramente las cualidades
esenciales del maestro: amplitud y densidad de doctrina, estudio pro-
fundo, ;honradez cientifica, dotes de transmision.

Confieso mi ignorancia de los preceptos pedagdgicos- No sé lo que
haya en ellos de arte, de ciencia o de intuicion, pero éi sé deciros, con
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la experiencia del catador empirico, lo que es solera de calidad y lo
gue es espiritu de mala clase. En Ipiéns hay calidades superiores de
maestro que tienen sus raices en una vocaciéon a la que entregd su
vida entera. ,\Alumno brillante de la Facultad de Ciencias de Barcelo-
na, alcanza con Premio Extraordinario el Grado de Licenciado en
Ciencias (Quimicas, y en 1913, a los veintidés afios de su nacimiento
en Biescas (Huesca) llega al Profesorado en la Catedra de Quimica
general, Electroquimica y Andlisis quimico de la Escuela Industrial de
Céadiz. En 1916, tres afios después, es ya Catedratico de Quimica general
en la Universidad de Murcia, de donde pasa a la de Valencia, y, ulti-
mamente, a la de Quimica Experimental de Madrid, en abril de 194l.

Sus dotes de maestro resaltan no so6lo en la tarea diaria de la ca-
tedra, sino al pasar al libro el fruto sazonado de sus conocimientos y
experiencia. Asi se muestra como excelente tratadista en sus Elemen-
tos de Quimica, que alcanza la quinta edicion, y en otras publicacio-
nes diversas que reproducen discursos académicos o conferencias, o
dan cuenta con preciso rigor cientifico de resultados de investigacio-
nes, especialmente oceanograficas, de cuya Comisién Oficial de Estu-
dios formo6 parte, mereciendo ser designado Profesor agregado del Ins-
tituto Espafiol de Oceanografia y asistiendo como tal a la conferencia
internacional para la exploraciéon cientifica del Mediterraneo.

No se puede ser maestro universitario sin sentir intimamente la
vida colectiva de la Universidad y no es extrafio que el hombre de vo-
cacion académica pueda juzgar como un deber ineludible el de pres-
tar su colaboracion en aquel puesto de la organizacién corporativa
donde sus servicios sean solicitados. Asi, Ipiéns fué, porque debié ser-
lo, Vice-Rector en Murcia, Secretario en Valencia y hoy Vice-Decano
en Madrid.

‘También sus cualidades pkra la tarea coléctiva se perfilan acusa-
damente ; pero, asimismo, volvemos a encontrarlas bien reflejadas en
su discurso. Le atrae, sin duda, el tema de las oxidaciones y reduccio-
nes biolégicas cuando rios ofrece su estudio en este acto de su ingre-
so; pero, no ya en la esencia misrha del proceso, sino a través de las
consideraciones de-todo orden que le sugiere, late el subconsciente de
su predileccion. Hay en todos los sistemas oxidativos que estudia, una
gradacién de mecanismos parciales que concurren en la integracion
del fenomeno. Todos esos esquemas en los que unas flechas dirigen a
sucesivas etapas de deshidrogenacién, son como gréafico de unas deduc-
ciones logicamente escalonadas que, partiendo de un principio, llega-
ran gradualmente a una conclusion. Asi es Ipiéns en la ordenaciéon de
sus actos. Se rige por todo un sistema de reacciones en cadena que van
de la impresion a la elaboracion de la idea, y de ésta a la. realizacién
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por pasos graduados, sin explosiones ni desgastes innecesarios que
despilfarren la actividad. Asi la obra a su cargo resplandece siempre
con el sello de lo reflexivo®y ordenado, sin conceder puesto alguno a
la improvisacion

Ordenacion la suya que, si me apurais, resulta a veces severamen-
te autodirigida.' Lo preceptivo, lo ortodoxo, corta, por boca de Ipiéns,
el Curso de toda discusién- No hay nada tan desalentador como discu-
tir con quien acostumbra a tener razon, y si me guardais el msecreto
cerca de él. para que nunca me lo pueda recordar, yo os diré que la
suele tener con «excesiva» frecuencia.

En el acabado estudio con que nos ha obsequiado nuestro nuevo
colega, que yo invito a releer por el deleite que produce su estilo lim-
pio y la agilidad con que maneja fundamentales conceptos, queda bien
de manifiesto la diversidad de aspectos que ofrece el complejo pro-
blema de la oxidacién biolégica- Se cuida mucho de destacarlos, des-
de la apreciacidon de su naturaleza catalitica esencial hasta el desarrollo
energético de las reacciones integrantes del proceso, que analiza, como
cuerpo fundamental de su trabajo, con claro sentido expositivo y agu-
da vision cientifica. El quimico, el fisiologo, el fisico-quimico y aun el
termodinamico, tienen, sin duda, interesantes facetas que considerar,
y en sus respectivos campos dé trabajo hay temario suficiente para
nuevas contribuciones. Estamos, sin duda, ante uno de los mas impor-
tantes mecanismos biologicos, a cuya interpretacion total se llega en
composicion de direcciones, aunque sélo sea para completar y no para
corregir, siguiendo el juicio de Krebs, que Ipiéns invoca al juzgar los
distintos sistemas formulados, mejor como incompletos que como in-
correctos.

Mas por atencion obligada a la valia del estudio, que por hacer
aportacion alguna, dificil siempre cuando aquél se hace en forma tan
exhaustiva, voy a detenerme en dos aspectos interpretativos del pro-
ceso considerado por constituir inquietudes actuales en nuestra disci-
plina cientifica y aln en nuestras direcciones de trabajo.

En el modo de actuar de las deshidrogenasas, componentes esencia-
les de cualquier sistema oxidativo, parece admitirse, en efecto, que en
cada fenébmeno paicial sustraen aquéllas un par de atomos de hidré-
geno; pero las observaciones de Michaelis y de Haber y Willstater
(1931), que aporta Ipiéns en su informacion, permiten ya discurrir so-
bre la base de un mecanismo de cadena con produccién de radicales
libres, que en algunos casos observaron aquellos experimentadores.

Puede afirmarse que en el ultimo decenio se desarrollan notable-
mente las investigaciones sobre radicales libres, relacionando su for-
macion con el mecanismo de las mas diversas reacciones organicas. Un
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gran numero de reacciones en fase gaseosa o.en disolventes no polares
no proceden por transferencia de electrones, sino por produccién in-
termedia de radicales libres. La caracterizacién de radicales fenilo en
numerosos procesos, no solo por la técnica de Paneth, sino por forma-
cion de bifenilo y sustraccion de hidrégeno del "disolvente, abre una
amplia via a la interpretacion de numerosas reacciones entre compues-
tos aromaticos. Transformaciones de diazocompuestos, descomposicio-
nes de perdxidos, extrafias reacciones de sales de Ag con Bromo, fené-
menos de fotolisis de aldehidos y cetonas, fotohalogenacién, acciones di-
versas del tetrace+o de Pb, incluso procesos técnicos como el de vul-
canizacién del caucho, ultimamente considerado, se interpretan, con
fuerte aportacion experimental, como mecanismos en que intervienen
radicales libres.

No podria eludirse, ciertamente, el estudio de la posible aplicacion
de estos mecanismos en el campo de la bioquimica, y precisamente en
el de las oxidaciones biolégicas, donde las enzimas que intervienen han
de actuar como aceptores de hidrégeno Waters (Trans. Fadaray Soc.
1943, 39, 145) establece mecanismos de este orden precisamente en los
sistemas lactico-pirdvico y “succinico-fumarico.

La cadena se inicia funcionando el catalizador como un radical li-
bre que sustrae un H. del acido lactico, dejando de éste el radical
CH3—COH—COXH capaz de reaccionar con la coenzima de Warburg

para dar un complejo

N_CONH, A —CONH,
+ CH3—C—COOH 1
OH CH3
C.
\COOH
(coenzim a) (complejo)

que. una nueva molécula de &cido lactico hidrogena con creacion otra
vez del radical libre, hidrolizdnd68e por otra parte el complejo hidro-
genado para dar el acido piravico.

De forma semejante, puede interpretarse el sistema succinico-fuma-
rico, desempefiando la coenzima en todos los casos el papel de genera-
dor de un radical activo en una reaccion de cadena, en. tanto que el
grupo prostético del catalizador enzimatico proporciona el radical li-
bre inicial.

Encuentra apoyo esta hipétesis, de una parte, en la analogia cinéti-



ca entre' las reacciones enzimaticas y las reacciones en cadena y, de
otra, por la caracterizacion de radicales libres en los grupos prostéti-
eos de algunas deshidrogenasas, probandose por determinaciones mag-
néticas la aparicion de aquéllos en la reduccién parcial de la ribofla-
vina y de la piocianina bacteriana. Méas recientemente Waters (Trans.
Far. 1946, 42, 184) acumula confirmacion a la hipdtesis, con la eviden-
cia de que los radicales tiol producidos en la disociacion de disulfu-
ros, presentes en la mayor parte de las proteinas enziméticas, puedan
aceptar hidrogenos de otros substratos en su presencia. Hay., sin duda,
una amplia posibilidad de experimentacion en este aspecto del meca-
nismo intimo de la reaccidn enzimatica deshidrogenante.

Por otra parte, desde éJ punto de vista quimico, toda hipotesis in-
terpretativa ha de apoyarse en experiencias con modelos organicos: ra-
zonamos sobre la base de productos identificados en los drganos de
estudio y hemos de admitir ante cada fracaso de nuestro trabajo ex-
perimental la existencia de un nuevo fermento que suple en lo bio-
l6gico la impotencia del laboratorio. (CoOmo y en qué condiciones
transportables a los tejidos vivos se condensarian los acidos oxalacético
y pirdvico para originar el &cido citrico? Esta condensacion, perfecta-
mente previsible en su aspecto tedrico, ¢por qué tipo de grupos podria
ser catalizada? Ipiéns, en algun punto de su.trabajo se referia a las ex-
periencias de Langenbeck sobre modelos de fermentos. Su'hipétesis fun-
damental ha informado algunos trabajos nuestros, y por ello nos iden-
tificamos con sus principios; pero asi como en una metddica -organica
se pueden prefijar grupos que activen una descarboxilacién o acepten
hidrégeno o promuevan transesterificaciones, en condiciones mas o me-
nos suaves, ;qué activadores podrian ensayarse como modelos de ca-
talizadores bioldgicos en la condensacion? Asombra considerar la tupi-
da red de procesos enzimaticos desconocidos en su esencia, a través de
la que avanza el mecanismo de la oxidacidén bioldgica.

Para el quimico mue, acaso con espiritu simplista 0 quiza también
por altiva ambicion quisiera captar entre sus 'matraces la esencia de
cada proceso vivo, se abre un mundo de interrogantes en cada paso, a
cuyp.respuesta completa ofrece superiores dificultades el entrecruce de
agrupamientos y sistemas coexistentes en simultanea actuacion al inte-
grar el proceso.

Pero en el caso considerado, no podemos olvidar, como factor de
superior importancia, 'los enormes trasiegos de energia que se ponen a
juego, capaces de suplir nuestros méas fuertes recursos experimentales.
La oxidacion lactico-piravico supone un desarrollo de energia de 9
Kcal/mol., la de hidrato de aldehido a i6n carboxilico 29 Kcal/mol.
Ya dice Ipiéns qe*la «fosforilacién constituye uno de los. mas finos y
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sutiles mecanismos que poseen las células para retener la energia que
gueda libre dumnte su actividad funcional.» L0 que supone que esta
energia disponible puede servir para procesos sintéticos; y de tal for-
ma es asi, que existe una perfecta dependencia, funcionando en copu-
lacion, entre: la oxidacion del triosafosfato, p. e., y la fosforilizacion del
acido adenilico o del adenosinadifosfato a trifosfato.

En el estudio de este engranaje se han caracterizado unos intere-
santes compuestos, oportunamente citados en el trabajo de Ipiéns,
pero que subrayo especialmente, los atilfosfatos. de férmula general

0 OH

1/ .
—COP = O, en los que se presenta el enlace fosfato mas rico en ener-

\ : \%

OH
gia. Corresponde, en efecto, al enlace de un éster fosforico ordinario,

una energia potencial de I-3-Kcal-/mol., mientras que excede de 10
Kcal./mol. en los acilfosfatos. Lipmann (1944) ha descubierto el acetil-
fosfato en la oxidacion enzimatica del acido pirdvico; en ciertos pro-
cesos bacterianos parece formarse un butirilfosfato, y en este grupo
han de incluirse también el adenilpirofosfato, la fosfocreatina y el fos-
foenolpiruvato. Ademas, la adenosinatrifosfato, cuya sintesis esta con-
dicionada por la energia liberada en la oxidacion del triosafosfato, su-
pone una elevada acumulaciéon de energia que puede servir para trans-
ferirse a otros grupos,, determinando fosforilizaciones de amidinas,
como la creatina o la arginina, o de gran namero de grupos OH. Ha =t
estimarse asi que el tipo de enlace acilfosférico y el carécter de estas
tranafosforilizaciones deban ser tomadas en consideracion al discurrir
sobre modelos de fosfatasa, acaso ya mas justificadamente que el ac-
tuar con grupos OH y NH2 Y ya se ve, para la importancia de este es-
tudio, la gran significacion que los sistemas fosfatasicos tienen en el
mecanismo de la oxidacién.

Abriéndose mas ampliamente aun en las aplicaciones de esta ener-
gia de enlace que los estudios biolégicos ponen de manifiesto, Cori
(1945), llega a producir con adenosinatrifosfato y la exoquinasa del
musculo la fosforilizacion de la glucosa en posicién 1, es decir, que pa-
sando por eJ éster de Robinson (glucosa-6-fosfato) y el de Neuberg
(fructosa-6-fosfato) obtiene el glucosa-l-fosfato (éster de Cori), cuya
formacion permite explicar hoy el mecanismo de sintesis bioldgica de
los polisacaridos, y aun de los nucleésidos y glucdsidos naturales, en'
general.

Ipiéns glosa este aprovechamiento energético hasta sus ultimas con-
secuencias. Yo deseo, para terminar, apurar ,ain mas el concepto- El
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caudal energético de "nuestro nuevo compafiero, que es cuantioso, tiene
en jsu labor diaria amplio margen de transferencia: una fraccion de
él queremos para nosotros, y en la ordenada perfeccion con que ad-
ministra sus magnificas posibilidades, vemos la garantia de que no nos
faltara nunca, asegurando asi una energia de enlace qu$ supone va-
liosa adquisicién para el potencial, ya rico, de esta Academia.
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