ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE FIJACION DE
CO: EN EL TUMOR ASCITICO DLE EHRLICH*

ERNESTO MELGAR SALMON

Es sabido que la fijacion de anhidrido carbénico no es un proce-
so ligado exclusivamente a la fotosintesis de las plantas, sino un fend-
meno que ocurre en toda forma de vida por intermedio de gran nimero
de procesos enzimdticos. Asi, Guzman Barrén, Villavicencio y King (1),
basdndose en observaciones preliminares, han descrito incorporacién
de CO. en el dcido lactico formado por ciertas cepas lumorales en pre
sencia de pentosa fostato y bicarbonato de sodio marcado con C!. No-
sotros, en el presente trabajo, hemos tratado de elucidar cual es el me-
canismo intimo de la fijacién de CO. observada por dichos autores, pa-
ta lo cual hemos investigado los siguientes sistemas enzimdticos:

1. El de la fosforiboisomerasa, fosforibuloquinasa y corboxidis-
mutasa, descrito en vegetales (2,3.4,5,6,7,), que incorpora el CO, en pre-
senca de ribosa-5-fosfalo de acuerdo a las siguientes reacciones:

a) R-5-P - ~ > Ru-5-P (Fosforiboisomerasa;
Mg+

b) Ru-5-P + ATP ——— > RuDP (Fosforibuloguinasa)

¢J RuwP + CO, ——— > 2 PGA (Carboxidismutasa)

2. El de la enzima mdlica, que fija anhidrido carbénico en el
piruvato en presencia de TPNH (8,9,10):

Mn+-+
Ac. Pirdvico -k TPNH — —— > Ac. Malico + TPN

3. El de la oxalacético-carboxilosa, que une el CO. el fosfoenol-
piruvato dando 4cido oxalaceético y que requiere como cofactor guano-
sina difosfalo (11,12,13,14):

*  Tesis presentada por el outor paro optar el titulo de Bachiller en Medicing,

Facultad de Medicino, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Marzo, 1962.
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Mn+ +
Fosfoenolpiruvato + CO, GDP ————-— Oxalacetoto + GTP

Los resulicdos obtenidos en nuestras invertigaciones demuestran
que el principal mecanismo de fijacién de CO. presente en el tumor as-
citico de Ehrlich, -es el calalizado por la enzima mdlica, no habiéndose
encontrado evidencia de la participacidn de los otros mecanismos indi-
cados.

Se hon utilizado las siguientes obreviaci~nes: R-5-P = ribosa-5-fosfato, Ru-
5-P = ribulosa-5-fosfato, RuDP = ribulosa-1,5-difosfato, PGA — acido 3-fosfoglicé-
rico, ADP y ATP = adenosino di y trifosfato, GDP y GTP = guanosina di y trifosfato,
DPN y TPN = di y trifosfopiridin-nucledtido, DPNH y TPNH = di y trifosfopiridin-
nucledtido reducido, cpm = cuentos por minuto, FAD = flavina, FADH — flovina
reducida.

MATERIAL Y METODOS

Obtencidén de las células tumorales. Para nuestras experiencias
utilizamos una cepa de (umor ascitico de Ehrlich (Ehrlich fast clone EF7),
mantenida por sucesivos transplantes en ratones albinos y C3H, a los
cuales se sacrificé entre los siete y diez dias de inoculados. Las célu-
las tumorales se separaron del liquido ascitico y de los gldbulos rojos con-
taminantes por centrifugacién o temperatura inferior o 50 C v a 1000
rpm. en una centrifuga refrigerada International, lavando repetidas ve-
ces con Ringerfosfato, y finalmenie se suspendieron en cuatro volime-
nes de la misma solucién.

Fijacién de CO, en células intacias. Las incubaciones se reali-
zaron en frascos de Warburg provistos de un braze lateral en el que se
puso bicarbonato de sodio radioactivo que se cnadié al tiempo cero;
en el compartimenio central estaban las células y subsiratos no radio-
activos. Los frascos fueron gaseados por diez minutos con una mezcla
de 95% de nitrédgeno v 5% de anhidrido carbénico o con nitrégeno puro,
y se incubaron o 38° C durante 90 o« 120 minutos. Siempre se incubd
un frasce control sin substrato vara que sirviera como indice de la in-
corporacién en los substratos enddgenos. ! término del periodo de
incubacidn las proteinas fueron precipitadas con hidréxido de bario y
sulfato de zinc, dcido sulfirico, dcido perclérico o &cido tricloroacético.
Separadas las proteinas por centritugacién, el sobrenadante fue gaseo-
do durante ireinta minuios con nitrdgeno, agregdndole repetidas veces
bicarbonato de sodio no radiactivo y dcido sulfirico en exceso a fin de
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eliminar todo el C"O, no fijado. De este liquido se tomaron alicuotas
para andlisis quimicos y determinar la incorporacién total de C''; el
restante fue sometido a extraccién etérea conlinua durante doce horas
con objeto de obiener los dcidos orgdnicos, los cuales fueron separados
por particidn cromatogrdfica en columnas de gel de silice usando un co-
lector autorndtico de fracciones (Rinco). La incorporacion de C' fue
medida por medio de un aparato Ultraescaler modelo 192 con contador
de flujo gaseoso (Nuclear Chicago). En cierlos cascs los dcidos orgd-
nicos fueron también identificados por cromatografia al papel o por re-
cristalizaciones sucesivas hasta aclividad especifica constante.

Fijacion de CO, en homogenizados. Las células, suspendidas en
cuatro volumenes de Ringer-fosfato, fueron homogenizadas en un apa-
rato Omni-Mixer (Servall) a su velocidad mdrima por cuatro minutos,
manteniendo la temperatura por debajo de 5° C.  La técnica de incuba-
cién fue similar a la empleada con células intactas, con la d]ferencm
que en este caso se hizo uso de diversos cofactores.

Métodos. La separacién de dcidos orgdnicos en columna de gel
de silice se hizo de acuerdo a la ‘écnica de Bulen y col. (15) usando co-
mo sclventes, mezclas de butanol-cloroformo y butanol-bencenc sucesi-
vamente. Las identificaciones de los mismos dcidos por cromatografic
al papel se hicieron empleando butanol-ae. féormico 3M (16), etancl-amo-
niaco (100:1 (17) y etanol-amoniaco-agua 80:5:15 (18). El 4cido ldctico
fue determinado por el método de Barker y Summerson (19), la pentosa
segin Mejbaum (20), vy el dcido fosfoglicérico fue aislado como su sal
de bario (21). El lactate fue degradado para medir la radioactividad en
cada uno de sus carbonos de ccuerde a Sakami y col. (22).

Separacién e identificacidn de la enzima mdlica. Se prepard
extracto acelonico de las células tumorales segiin la técnica de Morton
(23) y o partir de €l se obtuvo un extracto enzimdtico total que fue frac-
cionado con sulfato de amonio a 55 y 75% de saturacidn segun Utter y
Kurahashi (12); en estas fracciones se dosé la enzima mélica por el mé-
todo espectrofotométrico de Ochoa y col. (8) con el auxilio de un espec-
trofotémetro Beckman modelo DU.

Substraios y coenzimas. El bicarbonato de sodio C' se prepa-
ré a partir de carbonato de bario marcade de Oak Ridge National La-
boratory (22); la ribosa-5-fostato-Ct, ribosa-5-fosfato no radioactiva, glu-
cosa-6-fosfate, piruvato v dacido 3-fosfeglicérico se obtuvieron de Schwarz
Laboratories; TPN y ATP de Pabst and Co; DPN y DPNH de Sigma Che-
mical Co., y acido mélico de Planstiehl Chemical Co.

La composicién de cada uno de los sistemas empleados en los
diversos experimentos se puede ver en los cuadros respectivos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fijacion de C'"O, en presencia de ribosa-5-fostato. Guzman Ba-
rén y col. (1), en una comunicacién preliminar sobre fijacion de CO.
en presencia de R-5-P en ciertas células tumorales, plantearon la posi-
bilidad de la existencia en estas células de fosforiboisomerasa, fosfori-
buloquinasa y carboxidismutasa, enzimas que realizan respectivamente
la conversién de ribosa-5{osfato en ribulosa-5-fosiato, de ribulosa-S-fos-
fato en ribulosa-1,5-difosiato y de esta ultima, por fijacion de CO., en
dos moléculas de écido 3-osfoglicérico. Estos experimentos fueron re-
petidos por nosotros usando tumor ascitico de Ehrlich, con la diferencia
de que el frasco control fue también incubado con el bicarbonato radio-
activo, durante el mismo tiempo que los que contenian el subsirato, an-
tes de adicionar el precipitante proteico. Los autores arriba menciona-
dos hicieron su control sin previa incubaciéon. Los dcidos orgdnicos
formados fueron separados en cromatografia de columna; la posicién

FIG 1
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relativa de ellos la presentamos en las figuras 1 y 2, vy la incorporacién
del C' en el cuadro 1. Es de observar que en los frascos que contenian
R-5-P, hay un gran consumo de este substrato, y la produccién de &cido
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Cuadro N 1, Incorporacion de C11O,, por células intactos de Vumor Ascitico de
Ehrlich en presencia de R-5-P

Exp. |

B. R-5-P B. R-5-P
M Lactoto formado 18.7 23.8 43.2 51.75
#M R-5-P consumida — 18.1 —_ 66.75

Incorporacién de C'4 (cpm):
Cuentos totales 614 626 1080 1200
Fraccién ) 3 3 3 3
Fraccion 2 6 6 5 5
Fraccién 3 8 9 8 9
Fraccion 4: Total 396 546 750 - 848
Succinoto 175 188 335 419
Lactoto 204 215 270 341

Sistema. Suspension celular at 20% v/v en Ringer-fosfato, 40 ;M de R-5-P,
50 pM NoHCHHO, (7 x 10° epm), en un volumen final de 5 ml.

mésfera: 95% N y 5% CO,. Tiempe de incubacion: 90,

Temp: 382 C. At-
El control (B) no conte-

nia R 5-P. En el Exp. 1l los resultados corresponden o lo suma de tres frascos.
FIG 2
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lactico es mayor que en los frascos control; sin embargo, la radioacti-
vidad total detectada en el sobrenadante no sobrepasa el control en
mds del 15%. Cabe anotar que casi toda la radicactividad fijada se
detecté en las fracciones correspondientes al succinato y lactato.

De estos resultados, podemos deducir que la fijacién de CO, ocu-
rriria principalmente en algiin substrato enddégeno v el efecto ligera-
mente estimulante de la ribosa-5-fosfato, seria debido: 1) a que en su
degradacion produzeca un incremenio en el substrato endégeno disponi-
ble para la carboxilacién en otro nivel metabdlico, v 2) al mecanismo
catalizado en Wltima instancia por la carbdxidismutasa. Para explorar
esta Ultima posibilidad se hizo un experimenio adicional en el cual se
favorecid la acumulacién de dcido 3-fosfoglicérico agregando, ademds
de los ingredientes ya mencionados, {luoruro de sodio al frasco de incu-
bacién (Cuadro II). El 4cido fosfoglicérico, aislado bajo estas condicio-

Cuadro N® 2. Incorporacién de C''0, en el acido 3-fosfoglicérico por células!intactas
de Tumor Ascitico de Ehrlich en presencia de R-5-P

cpm de C! en dcido 3-fosfoglicérico 0 0

Sistema: Suspensién celulor al 209% v/v en KC1 0.154 M, Tris buffer pH 7,4
500 M, 50 ;M R-5-P, NaoF concentracién final: 0,05 M, 20 pM NoHCHO, (8 x 108
cpm), en un volumen final de 10 ml. Temp: 382 C. Atmésfera: 1009% N. Tiem-
po de incubacién: !'20’. Control (8) sin R-5-P.

Al término de la incubocién se oAadié 100 PM de écido 3-fosfoglicérico y se
precipitd el fosfcglicerato cemo su sal de bario.

nes, no presentaba radiactividad alguna, lo cual demuestra que la car-
boxilaciéon no se realiza a nivel de la ribulosa, sine en un intermediario
situado después del fosfoglicerato en la cadena glicolitica.  Sin embar-
go, recientes trabajos demuestran que la utilizacién de R-5-P en cortes
de tejidos no se debe a la penelracién de este azicar fosforilado al in-
terior de la célula, sino casi enleramente al escape de las enzimas al
medio de incubacién (24); si la fosforiboisomerasa, fosforibuloguinasa y
carboxidismutasa, de las células tumorales, fueron enzimas mitocondria-
les — contrariamente a lo que ocurte en plantas (25) -— es de esperar
que no pasen al {luido extracelular, haciéndose necesario romper la
membrana celular para que la pentosa fosfatc sea accesible al proba-
ble mecanismo carboxilativo. Por consiguiente, para descartar en for-
ma definitiva este mecanismo, era imprescindible realizar experimentos
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con homogenizados en vez de células intactas. En el cuadro Il presen-
tamos los sistemas usados y los resultados obtenidos; se hizo la adicién
de ATP a fin de favorecer la formacidn de ribulosa difosfato. Puede ob-
servarse que en presencia de R-5-P y ATP la cuantia de fijacién de CO»
difiere poco de la producida en el subsirato enddgeno, en forma similar
a la observada en células iniactas, lo cual indica que la carboxilacion
ocurre casi exclusivamente en algin subsirato endogeno y no en la
RuDP. Lo adicién de DPN, ademdas de ATP y R-5-P, produce un incre-
mento de alrededor del }00% de la radiocactividad fijada, la cual puede
atribuirse a un estimulo del proceso glicolitico y por lo tanto mayor dis-
ponibilidad de subsiralos para la carboxilacién a otro nivel.

Cuadro N° 3. Efecto de la R-5-P, Atp y Dpn sobre la fijacion de Ci-0,,
por homogenixados de Tumor Ascitico de Ehrlich

Adiciones Fijacién de C'+

{cpm.)
Ninguno 150
Ribosa-5-fosfato 155
Ribosa-5-fosfato + ATP 170
Ribosa-5-fosfato 4 ATP 4 DPN 365

Sistema: Homogenizado ol 209% v/v en Ringer-fosfato, 30 uM NaHCHO,
(3 x 107 cpm). Adiciones: 30 pM R-5-P, 4 M ATP, 1 uM DPN, pora un volumen
final de 3 ml. Temp: 38° C. Atmdsfero: 100% N. Tiempo de incubacion: 120"

=1 hecho de que la ribosa-5-fostato produzea poco estimulo de la
carboxilacién, puede deberse a su baja capacidad glicolitica, ya que
en un experimento en gque se empled R-5-P marcada con C'' (Cuadro N°
4), se formd sdlo una cantidad muy discreta de acidos orgdnicos radioac-
tivos a pesar del gran consumo del substrato.

Fijacién de C"'O, por células intaclas en presencia de piruvato.
Una vez demostrado que la fijacion de C' ocurria en un substrato en-
ddgeno, el siguiente paso fue investigar cual era aquel substrato. Para
este objeto utilizamos el acido pirtvice, yva que éste es un intermedia-
rio glicolitico susceptible de carboxilacion por dos mecanismos princi-
pales: 1) por intermedio de la enzima mdlica que en presencia de TPNH
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Cuadro N® 4. Tronformacién de la R-5-P-C!+ en é&cidos organicos por células
intactas de Tumor Ascitico de Ehrlich

pgM R-5-P: Inicial: 27
Consumidos: 16
cpm en R-5-P: Inicial: 19,520
Consumidas: 12,160

cpm incorporades en Ac. Orgdnicos:
Froccion 1: 5
Fraccién 2: 48
Froccion 3: 47
Fraccion 4: 87

Sistemo: Suspension celuler al 20% v/v en KC1 0,154 M, 400 P-M Tris-buffer
pH 7,4, 27 M R-5-P (760 cpm/ M), 20 ,,LM KHCO,, en un volumen final de 10 ml.
Temp: 382 C. Atmésfera: 95% Ny 5% CO2. Tiempo de incubacion 120°.

incorpora CO» al piruvato para dar 4cido mélico (8,9,10), v 2) por la
oxalacético-carboxilasa que fija el CO, al fosfoenolpiruvato, en presen-
cia de GDP, para dar dcido oxalacético (11,12,13,14); estos dos mecanis-
mos en Ultima instoncia darian lugar a la formacién de écidos dicarbe-
xilicos. Los resultados que presentamos en el cuadro N° 5, nos demues-
fran que nuestra hipdiesis es vdlida, pues la incorporacién de cuentas
tolales, en presencia de piruvato fue diez veces mayor que en el con-
trol; ademds, la mayer radioactividod fue hallada en el succinalo, el
cudl es un acido dicarboxilico cuya formacién ocurriria por un proce-
so inverso al ciclo de Krebs de acuerdo al siguiente esquema: '

Oxalacetato + DPNH  Malato + DPN (Dehidrogenasa mdlica)
Malato Fumarato + H,O (Fumarasa)
Fumarato + FADH Succinato + FAD  (Dehidrog. succinica)

La acumulacién de este &cido, se deberia a que la reaccidn que
convierte el dcido alia-ceto-glutdrico en succinico es prdcticamente irre-
versible. En este mismo experimento, encontramos una gran incorpo-
racién de C™ en la fraccién 1, la cual fue identificada como propionato
porque, al afiadirle 20 micromoeles de substancia no radioactive y vol-
verla a pasar por cromatografia en gel de silice, la radioactividad fue
_recuioerada en este acido (Fig. 3)%; la actividad especifica, —referida co-
mo las cuentas por minuto por micromol de deide— fue muy semejante
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a la que daba el lactato, como si el dcido propidnico fuera un producto
de iransformacion o un antecesor metabdlico de aquél; en cambio, la
actividad especifica del succinato fue cuairo veces mayor (Cuadro V).
Con el fin de investigar en forma mds minuciosa la distribucidn
del C0O. fijado en los dcidos orgdnicos, hicimos un nuevo experimento
con piruveato sequido de particidn cromatogrdfica, v se determinéd la ra-
dioactividad de cada fraccion individual de 3,5 ml hasta la posicidén en
que migra el dcido mdlico. Como vemos en la figura 4, la mayor ra-
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Cuadro N°® 5. Fijacién de CI40., por células intactas de Tumor Ascitico de Ehrlich en
presencia de acido pirdvico

B. Piruvato
epm cpm Act. Esp.
Cuentas totales: 860 8300 -
Fraccién J: 10 796 193
Fraccién 2: 6 47 —_
Froccién 3: 22 66 ———
Fraccién 4: Total: 723 6648 —_—
Succinato: 394 3734 888
Lactato: 196 1395 208

s ey Y i —tte & e s e e ph Pt e

Sistema: Suspensidn celular al 20% v/v en Ringer fosfato, 50 M piruvato
de sodio, 5 yM NaHCH0O, (8 x 10% cpm), en un volumen finol de 5 ml.  Tep: 38° C.
Atméstera: 95% Ny 5% CO,. Tiempo de incubacién: 120°.  Controt (B) sin piru-
vato.

Cuadro N° 6. Identificacion del succinato por recristalizaciones sucesives de
actividad especifica constante

A;;ivi;hd Especifica

cpm/mM
Inicial: 454
lo. Recristalizacién: 694
20. Recristalizacién: 438

Cuadro N° 7. Degradacion del lactato C'+

Calbn;m % Tc:;lol

 Act. Esp.
—COOH 333 95.7
—CHOH— 8 2.3
—CH, 7 20

diocactividad estuvo en la zona correspondiente al laciato y succinato,
pero también hubo una notable incorporacién de C'*'en agquellos corres-
pondientes al propionato, piruvato (P) y malato (M), a pesar de que es-
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tos dos ultimos dcidos no estaban en cantidades dosables quimicamen-
te. La fraccidn que contenia el dcido succinico, previa separacién “del

FIG 5
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l&ctico (Fig. 5), fue identificada como tal porque al afiadirle succinato no
marcado y someterlo a recristalizaciones sucesivas, su actividad espeti-
fica se mantuvo constante (Cuadro N 8). El dcido léctico aislado, se de-
gradé carbono por carbone, y la radiocactividad se hallé casi totalmente
en el grupo carboxilo (Cuadro N° 7).

Electo del TPNH sobre la fijacidn de C''O, en presencid de piru-
vato. De los dos mecanismos de fijacién de anhidrido carbonico en el
piruveto, propuestos anteriormente, el de la enzima mdlica es el mds
ampliamente distribuido ‘en tejidos animales, quedando el de la oxala-
cético-carboxilasa limitado a aquellos tejidos, como el higado y rifidn,
gue son capaces de sintetizar glucdégeno a partir de lactato (26); es por
esto que, para delinir el mecanismo presente en el tumor ascitico de
Ehrlich, partimos de la hipdtesis de que fuera la enzima mdlica la que
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realiza la incorporacién de CH en los dcidos dicarboxilicos hallados an-
teriormente. Para demostrar la presencia de esta enzima, es necesario
un suministto constante de TPNH a partir de TPN y glucosa-6-fosfato

FIG 6

INCORPORACION DE C“O, EN AC. ORGANICOS
FORMADOS POR HOMOGENIZADOS DE T A E.
EN PRESENCIA DE PIRUVATO, G-6-P Y TPN
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por accidn de la glucosa-b-fosfato dehidrogenasa presente en tejidos
tumorales (27) — los cuales no atraviesan la membrana de las células
inlactas, por lo que tuvieron que hacerse los experimentos con homo-
genizados. En el cuadro N® 8 preseritamos los sislemas utilizados y las
resultados obtenidos. Vemos que la fijacién de CHO, en los interme-
diarios del sobrenadante, depende casi exclusivamente de la presen-
cia del TPNH. Por ofra parle, en la separacidén cromatografica de los
acidos formados .que presentamos en la figura 6, podemos apreciar que

Cuadro N¢ 8. Efecto del piruvate y del TPNH sobre la fijacion de C”b._) por
homogenizados de Tumar Ascitico de Ehrlich

Adiciones Fijacion de CIt

c.p.m.
__N}nguno: o ;10
Piruvato: 110

Piruvato + Glucosa-6-fosfato + TPN: 18,600

Sistema: Homogenizado al 20% v/v en Ringer-fosfato, 30 pM NeHC™O, (3 x
107 cpm).  Adiciones: 30 yM piruvato de scdio, 20 pM glucose-6-fosfato, 2 yM TPN,
paro un volumen final de 3 ml.  Temp: 382 C. Atmésfera: 100% N. Tiempo de
incubacién: 120,
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las fracciones mdas radioactivas fueron las correspondientes o malato y
piruvato. En este experimentio ya no encontramos gran radioactividad
en la fraccién succinato-lactato, sin embargo, el propionato siempre mos-
rd incorporcciéon de CM, asi como también una fraccidén no identificada
que migra antes del dacido midlico.

Identificacién vy puriticacion parcial de la enzima mdlica. Ho-
biéndose demostrado en los pdrrafos anteriores, que la fijocién de an-
hidrido carbdnico era TPNH dependiente, era de suponer que la enzima
mdlica estaba presente, faltando solamente el aislamiento e identifica-
cién de esta enzima por.métodos espectrofotoméiricos — los cuales se
fundan en la formacién de piruvato a partir de dcido mdlice con conse-
cutiva reduccién de TPN (8). Con este objeto, se prepararon extrac-
tos acetdnicos de células neopldsicas para tratar de demostrar la reac-
cién propuesta. En los primeros ensayos, con exiractos totales, encon-
framos una reduccién espontdnea del TPN durante los primeros minutos,
lo que pedria airibuirse a la presencia de enzimas reductoras que reac-
cionan con substratos endogenos. Una vez detenido el incremento ini-
cial de la densidad dptica, se afiadid malato, pero no se observé indi-
cio de formacion de TPNH. Estos resultados planteaban la posibilidad
de la presencia, en nuestros extractos, de la dehidrogenasa lactica
TPNH dependiente descrita por Wenner y col. en fumores asciticos (28),

Cuadro N2 9, Purificociéon parcial de enzima maélica del Tumor Ascitico de Ehrlich

u. Enzima Act. Esp.

Fraccion mg. Proteina Malica U X mg.

x ml x ml Proteina
55% saturacion (NH),SO, 33.6 2.2 0.06
55-75% sat. (NH),S0, 5.9 3.5 0.59

lu = ‘u_M x 10-2 de TPN reducido por minuto.

la cudl, al reaccionar con e} piruvato formado por la enzima mdlica,
interferiria en la determinacién espectrofotométrica al reoxidar el piridin-
nucledtido; es por esto que realizamos un fraccionamiento del extracto
total con sulfato de amonio, tratlando de purificar parcialmente la enzi-
ma. Los resultados se muestran en la figura 7 y el cuadro N° 1X, en los
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que se aprecia que hay actividad enzimdtica, la cual estd& principal-
mente contenida en la fraccidn que precipita entre 55 y 75% de satura-
cién, de modo semejanie a la enzima mdlica de higado de ave (12).
Por ultimo, realizamos un experimento concluyente utilizando la frac-
cion purificada de mayor actividad especifica, pudiendo demosirarse
la formacidon de cantidades estequiomeétricas de TPNH y piruvato a par-
tir de dcido madlico y TPN (Cuadre N° 10).
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Cuadro N° 10. Estequiometria de la enxima madlica del Tumor Ascitico de Ehrlich

#M TPN reducido: 0.123
uM piruvato formodo: 0.118

Sistema: 12 mg de proteina porcialmente purificada, 100 ,“M glicil-glicino buf-
ferpH 7.4, 1 uM CluMn, 1 yM TPN, 3 4M de moloto de sodio. Temp: 25° C.  Tiem-
po de incubacién: 307,

El TPN reducido se midié espectrofotométricomente a 340 my, v el piruvato por
la oxidocién del DPNH, en presencia de dehidrogenasa ldctica, en la misma longitud
de onda.

En resumen, el mecanismo de incorporacién de CYO, en los dci-
dos orgdnicos formados en nuestros sistemas. podria ser explicado de
acuerdo a los siguientes esquemnas:

Esquema 1: (Piruvato) CH,-CO-COOH + cHo,

(Enzima madlica)

!

(Malato) CHOOH_CH,,CHOH_COOH

(Fumorasa)

7

(Fumarato)  CHHOOH-CH=CH_CHHO0R

(Dehidrog. succinica)

\4
(Succinato)  CHOOH-CH,,-CH,,—C14OOH

Seglin el esquema 1, la enzima mdlica realizaria la incorporacién
de C" en el malato, dando este dcide marcado en su carbono 4; luego,
por accién de la fumarasa y dehidrogenasa succinica, se formarian fu-
marato y succinato con C!'* randomizado a ambos grupos carboxilicos
debido a la simetria de ellos. Posteriormente, segiin el esquema 2, al
establecerse el equilibrio entre el &cido mdlico y sus productos, se for-
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Esquema 2: (Fumarato) CHOOH-CH=CH-C!{OOH

|
{

(Fumoraso)

(Malato) C14O0H-CH,-CHOH-_C1O0H

{Enzima malica)

v

(Piruvato) CH,-CO-C'4O0H + cH0,

(Dehidrng. lactica)

Y
(Lactoto)  CH,—CHOH—C!OOH

maria malate marcado en ambos grupos ~-COCH, del cual provendria
piruvato con CM en su grupo carboxilo. Finalmente, en presencia de
dehidrogenasa l4ctica, ) piruvato se transformaric en lactato de igual
caracleristica en su distribucidn radicactiva, como el que halldramos en
los experimentos con células intactas. Si este dcido ldctico provinie-
ra integramente del succinato acumulado, deberia tener una actividad
especifica equivalente al 50% de la de aquél; pero, nosotros hemos ob-
servado que ésta no sobrepasa el 25%, lo cual es facilmente explicable
teniendo en cuenta la dilucién que ocurre por el lactoto proveniente del
4cido pirvico no radiocactivo que hemos usado como substrato.

A) presente, dessonocemos cual seria el mecanismo de incorpora-
cién de C'* al dcido propidnico, pero parece zstar ligado en alguna for-
ma al lactato, pues, como lo hemos anotado anleriormente -— en los ex-
perimentocs con células intactas — su actividad especifica fue muy se-
mejante a la de este dcido; ademds, podemos adelantar que es muy
poco probable que provenga de la decarboxilacién del succinato por
un mecanismo similar al descrito por Flavin y col. en tejidos animales
(16), porque en experiencias preliminares con écido succinico-1-C!', rea-
lizadas por nosolros en el Instituto de Bioquimica y Nutricién, no se pu-
do demostrar que este acido sea un precursor importante del propiona-
to.

De los resultados hasta aqui acumulados, podemos afirmar, gue
si bien quedan cun algunos puntos oscuros en el mecanismo de fijacién
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de anhidrido carbénico por el tumer ascitico de Ehrlich, la principal via
metabdlica estaria constituida por la enzima mdlica, cuya presencia he-
mos demostradc en este trabajo. El rol metabdlico de esta enzima en
el tejido tumoral es ain desconocido, pero podemos suponer que segun
que su constante de equilibrio — en la célula viviente — esté desviado
hacia la sintesis de malato o a la formacién de piruvato, su papel en
el melabolismo intermediario seria distinto; en el primer caso, constitui-
ria una importante via sintética para la regeneracién de dcidos dicar-
boxilicos disponibles para las reacciones oxidativas del ciclo de Krebs
(26), v. en el segundo, cumentaria la cantidad de TPNH utilizable para
reacciones sintéticas, de modo semejante a lo que ocurre con el ciclo
de las pentosas fosfato.

SUMARIO Y CONCLUSIONES

Hemos realizado el estudio de los mecanismos de fijacidn de CO.
en ¢l tumor asciticc de Ehrlich, obteniendo 1os siguientes resultados:

1. La ribosa-5-fosfato produjo un ligero efecte estimulante de la
fijacién de C'"Q.; sin embargo, no pudo aislarse dcido 3-fosfoglicérico
radioactive en condiciones en que se favorecié su acumulacion.

2. Usando dcido pirdvico como substrato, la cuantia de la fijo-
cién fue mayor. La adicién de TPNH a homogenizados incrementd enor-
memente dicha fijacion.

3. De los 4cidos orgdnicos aislados, la mayor incorporacién del
C' se detectd en el succinico y mdlico.

4. Los extractos aceldnicos parcialmente purificados presentaron
actividad de enzima mdlica.

Los resultados anleriores, permiten concluir que, en el tumor asci-
tico de Ehrlich, la fijacion de CO., se realiza casi exclusivamente por ac-
cidén de la enzima mélica, no existiendo evidencia de que ella ocurra a
nivel de la ribulosa-1,5-difosfato.
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