CONTRIBUCION AL ESTUDIO DEL METABOLISMO
DE LA GLUCOSA EN LA CORTEZA CEREBRAL*

MARINOG VILLAVICENCIO NUNEZ

INTRODUCCION

Las principales vias metabdlicas que sigue la glucosa en las cé-
lulas de los mamiferos se indican en la Fig. 1. Desde el punto de vista
cuantitativo, la via mas importonte es la de Embden Meyerhof llamada
también via glicolitica. En condicionas anaerdbicas, el producto final
de la glicdlisis es el &cido lactico, mientras que en presencia de oxige-
no, el &cido piravico ingresa al ciclo de Krebs para oxidarse a CO. y
agua. Sin embargo, los tumores y algunos tejidos normales, entre los
que estd el cerebro, forman cantidades apreciables de &cido l4ctico atn
en condiciones aerdbicas. La glicdlisis v la respiracién son los mayo-
res mecanismos productores de energia en las células de los mamiferos.

Otra via importante es el ciclo de las pentosas que también se
conoce con el nombre de via de Warburg y Dickens o de la hexosa-mo-
nofosfato, en que hay una oxidacién directa del C-1 de la glucosa 6-fos-
fato para rendir por descarboxilacidn pentosa fosfato, la cual puede con-
vertirse de nuevo en hexosa-monofosfato por una serie de reacciones no
oxidativas en que intervienen la transaldclasa y transcetolasa. Esta via
puede también utilizarse en sentido inverso para la sintesis de pento-
sa fosfatc a partir de fructuosa-6-fosfato en condiciones anaerdbicas; en
muchos tejidos animales, la mayor parte de la ribosa para la sintesis de
Acidos nucleicos parece formarse por este Ultimo mecanismo.

La tercera via metabdlica de la glucosa es la del &cido glucoréni-
co, en que hay oxidacién del C-6 con formacién de CO. y pentosa fosfa-

(*) Tesis presentada por el outor para obtener el titulo de Doctor en Medi-
cina, Facultad de Medicino. Universidad Nocional Mayor de San Marcos, 1962.
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to. En muchos mamiferos el &cido ascérbico se forma de los intermedia-
rios de esta via. Sin embargo, desde el punto de vista cuantitativo, pa-
rece que este mecanismo de oxidacién de la glucosa tiene escasa im-
portancia en los tejidos animales.

La via oxidativa directa de la glucosa sin previa fosforilacién y
la via de Entner-Doudoroff (1), sdlo se han descrito en algunos microor-
ganismos. En los tejidos animales no se ha investigado mayormente la
via de Entner-Doudoroff excepto los trabajos de Villavicencio vy Guzmdm
Barrédn (2) que demuestran su ausencia en el tejido linfético.

En la figura N° 2 se puede apreciar la suerte que siguen los ato-
mos de carbono de la glucosa cuando ésta se transforma en dcido lac-
tico siguiendo la via de Embden Mevyerhorf, el ciclo oxidativo de las pen-
tosas v la via de Entner-Doudoroff.

Para el estudio de las vias metabdlicas que sigue la glucosa en
un tejido es necesario usar todas las técnicas disponibles a {in de llegar
a una mayor aproximacién a lo que realmente ocwrre en la célula or-
ganizada. Se necesita determinar la actividad relativa de las enzimas
en extractos tisulares; aislar todos los intermediarios posibles que se
forman después de la adicidén del subsirato; bloquear las reacciones en-
zimdticas a diferentes niveles usando inhibidores selectivos, y finalmen-
te, determinar la cuantia y distribucién del carbono marcado de la glu-
cosa en intermediarios claves. El uso de un solo método puede condu-
cir a conclusiones erréneas; asi por ejemplo, Bloom y col. (3) usando la
glucosa marcada llegan a la conclusién de que la via de Emkbden Me-
yverhof no es la mas importante en cortes de higado, mientras que Katz
vy col. (4) con el mismo método sostienen lo contrario. Similares conclu-
slones contradictorias alcanzaron Gilvarg (5) por una parte y Beevers y
Gibbs (6) por otra al estudiar la oxidacién de la glucosa C' en levadu-
ras. Los estudios en el cerebro tampoco son concordantes, asi Barker
v col. (7) usando el acido yodoacético como inhibidor llegan a la conclu-
siéon de que la via de las pentosas es la predominante, mientras que
Puhrman y Field (8) con el mismo método encuentrem que la via glico-
litlca es la que predomina. Nosoiros hemos estudiado las vias de oxi-
dacién de la glucosa en la corteza cerebral de conejo usando todos los
medios que hemos indicado y los resultados obtenidos nos han permiti-
do llegar a la conclusién de que el metabolismo de la glucosa en este
tejido se realiza casi exclusivamente por la via de Embden Mevyerhof.
Parte de este trabajo ya ha sido publicado (9} y los datos complementa-
rios que aportamos se refieren sobre todo o un mejor estudio de los in-
termediarios; demostracién de la sintesis de pentosas por las reacciones
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6-fosfato que es el primer intermediario que se formao.

Se toma como punto de partida la glucoso-

no oxidativas de la transaldolasa-tremscetolasa, y demostracion de la
ausencia de la via de Entner-Doudoroff mediante la degradacidén carbo-

no por carbono del lactaio proveniente de la glucosa 1-CY,

Sin este

dato, no es posible diferenciar esta via de la de Embden Meyerhof cuan-
do se usa el rendimiento de C™ en los derivados de las triosas como cri-
terio para evaluar la cuantia de las vias metabdlicas.
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MATERIAL Y METODOS

Preparacidn de los cortes tisulares, homogenizados y exiractos de
corteza cerebral.— En nuestros estudios hemos utilizado conejos adultos
v en algunos experimentos ratas blancas, también adultas, de la raza
Wistar. Estos animales fueron sacrificados por decapitacién; se les extra
jo el cerebro y se procedid a hacer los cortes en laminillas delgadas pa-
ralelas a la superticie externa, para lo cual se utilizé una navaja de ofei-
tar; estas laminilias se conservaron en una solucién de KC1 0.154 M «
una temperatura inferior a 3° C y luego fueron pesados e introducidos
en los frascos de Warbura.

Para preparar los homogenizados, se triturd la corteza cerebral
—suspendida en 9 volumenes de KCl 0.154 M— en el homogenizador de
Poter-Elvehjem a una temperatura inferior a 4° C.

Para obtener los extractos se procedié en igual forma que para
preparar homogenizados, los cuales fueron luego centrifugados a 600
x g durante 10 minutos en l& centrifuga refrigerada Internacional con
el objeto de eliminar las células intactas, nucleos y otros restos celula-
res. El sobrenadante fue scmetido-a una nueva centrifugaciéon -— usan-
do el agditamento de multivelocidad — a 24,000 x g durante 30 min. con
el objeto de separar las mitocondrias y microsomas. El fluido asi obte-
nido se transvasd a pequenocs sacos de celofdn para someterlo «a didlisis
continua en KC1 0.154 M durante 12 horas. Todas estas etapas se lle-
varon d cabo a una temperatura inferior a 4° C.

Procedimiento usado para el estudio del melabolismo aerdbico de Ja
glucosa en cortes laminares de corteza cerebral—Para las incubacio:
nes, los cortes fueron suspendidos en la solucién salina fosfatada de
Krebs-Ringer (10) con la modificacién siquiente: 40 partes de KCl
0.154 M en vez de 4; 64 partes de NaCl 0.154 M en vez de 100 y 1.25 par-
tes de CaCl, 0.11 M en vez de 3. El incremento de las sales de potasio
vy la disminucién del calcio tienen por objeto estimular la glicélisis ae-
robica (11).

Abreviaturas usadas

DPN, difosfopiridin nucleétido; TPN, trifosfopi-ridin nucleédtico; DPN-asa, difosfo-
piridin nucleotidosa; Na, nicotinamide; P, fosfato; DP, difosfato; U-C3+¥, substreto mar-
cado igualmente en todas las posiciones con Cl4; TCA, dcido tricloroacético.
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Para estudiar el efecto del yodoacetato sobre la respiracidn y la
glicdlisis aerobica, se incubaron los cortes tisulares en frascos de War-
burg en las condiciones descritas en la Tabla VII de acuerde a las téc-
nicas manométricas convencionales. Al final de la incubacién, las pro-
teinas fuercn precipitadas con Ba(OH), y ZnSOy, y en =} liquido sobre-
nadante obtenido por centrifugacion se determinaron la glucosa no uti-
lizada y el 4&cido lactico formado.

La utilizacién de la glucosa marcada con C'*, por cortes de cere-
bro de conejo, fue estudiada en frascos de Warburg con dos ramas late-
rales; en una de ellas se introdujo el substrato y en la otra H.SO, 5N;
el comportamiento principal contenia los cortes tisulares suspendidos en
la solucién salina fosfatada. Una vez mezclado el substraio con el te-
jido, se precidid a incubar en las condiciones descritas en la tabla IX,
haciéndose lecturas manomeétricas al inicio y al final del periodo de
incubacién; luego la reaccidon fue inactivada mediante el H,SOy, el que
a su vez desprende todo el CO. disuelto en la solucién salina fosfatadz.
En sequida, se introdujo NaOH al 20% o una de las ramas laterales,
anotdandose las variaciones de la tensién manométrica para calcular el
CO. absorbido. En ofro frasco se determind el consumo de oxigeno a
fin de calcular el CO. producido en los frascos que no contenian NaOH
desde el inicio. Al Na.CH0; formado se le agregd 200 o 400 M de car-
bonato de sodio no radicactive para diluirle, procediéndose luego a des-
prender el C40» mediante el H.SO, para tramsformarlo en BaCl40; en la
forma descrita en otra comunicacién (9). Las proteinas fueron precipi-
ladas con BA (OH). - ZnSQO;; el sobrenadante obtenido por centrifuga-
cién se acidificd con H.SO, para someterlo a extraccidn etérea continua
durante 18 horas y los &cidos orgdnicos obtenidos en este exiracto fue-
ron separados en cromatografia de columna usando como absorbente
el gel de silice.

Métodos analiticos.— La determinacién de dcido léctico se hizo
con el método de Barker y Summerson (12); la glucosa por medio de la
qlucosa oxidosa (13); el nitrégeno proteico de los extractos celulares por
el método de Ma y Zuazaga (14); la ribosa y sedoheptulosa con la técni-
ca de Majbaum (15) modificada por Horecker (16); las cetosas por el mé-
todo de Roe (17); la fructosa, con el procedimiento de Dische y Devi (18).
Los 4cidos orgdnicos fueron separados en la columna de gel de silice
siguiendo el método de Bulen y col. (19). La glucosa radioactiva y el dci-
do l4ctico proveniente de ésta fueron transformados en C'0, por el mé-
todo de la combustidn himeda de Van Slyke y Folch (20), v la degrada-
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cién del &cido ldctico carbono por carbono, medionte la técnica de
Wood, Lifsen y Lorber (21). La radioactividad de BaCMO, se determind
con, un detector con flujo de gas y las cuentas por minuto fueron corre-
gidas a grosor cero mediante una curva de absorcidén preparada en
nuestro laboratorio.

La determinacién de la actividad de las enzimas en los exiractos
de células se hizo de acuerdo a las.técnicas bien conocidas (22b). El
aparato usado fue el espectrofotémetro Beckman modelo DU,

Reactivos especiales.— Las sales de bario de la glucosa-6-fostatz,
fructosa-l, 6-difosfato y ribosa-5-fosfato, se obtuvieron en la casxz
Schwarz & Co.; el DPN y TPN de Pabst & Co.; la glucosa oxidosa y la
sal de bario del acido 6-fosfoglucdnico de la Sigma Chemical C.; el &ci-
do yodoacético de la Eastam Chemical C. y la glucosa 1-Cl4, 6-C'4, U-C'¢
vy 2-C!'% de la Nuclear Instruments and Chemical Co.

RESULTADOS OBTENIDOS

Determinacién de la actividad relativa de las enzimas de la via
glicolitica y del ciclo de las pentosas.— Es un hecho bien establecido
. que una via metabdlica sdlo puede existir en un tejido si las enzimas
que intervienen en ella estdn presentes. En la tabla N2 | estdn los vale-
res encontrados por nosotros para la aldolasa y las enzimas del ciclo
de las pentosas y en la tabla N? Il los valores consignados por Mc
Ilwain (11) para las enzimas glicoliticas. Es de observar, que la deshi-
drogenasa del dcido bB-fosfoglucdnico que parece ser la enzima més
activa de la via de las pentosas, tiene apenas 1/4 de la velocidad de
reaccién de la aldolasa que es una de las mdas lentas de la via glicoli-
tica. Estos resuliados nos permiten afirmar que la corteza cerebrat de
conejo tiene la capacidad potencial de uiilizar ambas vias metabdli-
cas. Es posible que la via glicolitica sea la predominante por la mayor
actividad de sus sistemas enzimdaticos. En la literatura hay una serie
de investigaciones sobre las enzimas del cerebro para el metabolismo
de la glucosa (22-0,23,24,25).
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Tabla N2 I. Actividod de algunas enzimas para el metabolismo de la glucosa
en la cortexa cerebral de conejo.

Una unidod = M de substrato o coenzima que reacciona/g. tejido fresco/hora.

Enzima

Aldolasos (4-) ... e e e S11
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (-F) ... ... .............. 96
6-fosfogluconico deshidrogenaso (4) . ........ .. .. . .. 144
Consumo de ribosa-5-fosfoto () .. ... oo 42
Formacidn de sedoheptulosa (4+-4) ... ... ... .. ... ..., 12
Formacién de cetosas (-4) ... o i i 12
Formocion de fructosa (44) ... .. . i 3

(4) Determinaciones en extractos diolizodos:
(++) en homogenizodos.
La formacidn de intermediarios fue o partir de ribosa-5-fosfato.

Tabla N? Il.  Velocidad relativa de las enzimas de la via glicolitica en mexclas de
tejido cerebral de rata o de conejo, Mc llwain (11).

Enzima Unidades (*)
Hexoquinasa . ... . it e 390
FosfofructoQuinasa . ... i i ittt i e e 540
Aldolasa ... s 410
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenaso  .............. 1000
Disfosfoglicerato-fosfoquinasa . ..... F N 1000
Fosfogliceromutasa . ... ... ... . . i 1000
Enclosa ... 1000
Fosfoenolpiruvato-fosfoquinasa . ... .. ... ... 1100
Pishidrogenosa loctica ... e 1500

(*) Simitores o los de lo Tabla N2 I
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Demosliracién del funcionamiento del ciclo de las pentosas en am-
bos sentidos.— Para estos estudios hemos utilizado extractos de cortezx
cerebral sometidos a didlisis con el objeto de eliminar el TPN, cofactor
indispensable para los dos procesos oxidativos del ciclo de las pento-
sas: la transformacién de la glucosa-6-fosfato en dacido 6-fosfogluconizo
v de éste en ribulosa-5 fosfato. En la tabla III podemos observar que los
extractos dializados de cerebro son capaces de transformar la glucosa-3-
fosfato en pentosa y sedoheptulosa sin que haya necesidad de agregar
TPN; esto es sdlo posible si funciona el mecanismo no oxidative del ci-
clo de las pentosas, en que la fructosa-6-fosfato por accién de la transce-
tolasa, transfiere una unidad de 2 carbono sal gliceraldehido fosfato
—siempre presente en las células— para formar pentosa fosfato, v de
dos moléculas de este Ultimo azicar fosforilado, se forman sedoheptu-
losa y triosa por accién de la transaldolasa. La adicién de TPN incre-

Tabla N° 1ll. Demostracion del funcionamiento del ciclo de las pentosas en ambes
senfidos en extractos dializados de corteza cerebral de conejo.

El sistemo usado fue el siguiente: 1 mi de solucién solina fosfotada de
Potter (26); 05 ml de extracto dioclizado de cortezo cerebral (0.4 mg de nitré-
geno); 10 M de glucoso-6-fostato & 6-fosfogluconats; TPN (cuando se indica),
0.3 aM. Volumen total, 2 ml. Temp. 38% C. Fase goseoso, cire, Tiempo de incuba-
cién, 1 h. Los proteinas fueron precipitados con TCA y el TPN absorbido con car-
bén activado.

" Formacién de:
Expt. Substrate Adiciones Pentosa Sedoheptulosa
nM pM
|
— 0.44 0.80
Glucoso-6-P
TPN 0.52 0.74
— 0.0 0.0
6-Fosfogluconato
TPN 0.23 0.10
— 0.61 1.10
Glucosa-6-P
TPN 1.46 1.30
il
— 0.0 0.10

6-Fosfogluconato
TPN 0.67 0.16
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menita la formacidn de pentosa, porque al mecanismo anaerdbico se su-
ma el proceso oxidativo. Con el &cido 6-fosfoglucdnico no se forma pen-
tosa ni sedoheptulosa si es que no se anade TPN, lo cual quiere decir
gue el Unico camino es el mecanismo oxidativo, porque el 6-fosfogluco-
nato no puede transformarse en glucosa-6-fosfato (reaccidn de la lacto-
nasa practicamente irreversible), de la que a su vez deriva la fructosa-6-
fosfato para el proceso anaerdbico. En conclusién, este experimento de-
muestra que la corteza cerebral de conejo es capaz de sintetizar pento-
sas tanlo por el mecanismo oxidalivo como por las transformaciones
anaerdbicas.

Efecto del dcido yodoacético sobre la respiracidon y la glicdlisis
gerdbica— El &aido yodoacético a concentraciones débiles actia de me-
do relativamente especifico sobre la deshidrogenasa del fosfegliceral-
dehido (27), lo cual explica su efecto inhibidor de la respiracién del teiido
cerebral en presencia de glucosa, pero no cuando el substracto es el aci-
do lactico, glutdmico o succinico (28). El dcido yodoacétice se combina
con el grupo sulfidrilo de glutation, que es el grupo activo de la deshidro-
genasa del fosfogliceraldehido. Otros compuesios con grupos sulfidri-
lo como el dcido lipoico y la coenzima A, también pueden ser inactiva-
dos por este 4dcido (29).

Lunsgaard (30), fue guien descubrié que el &cido yodoacético es
capaz de bloguear la glicdlisis anaerdbica de las levaduras y que en
concentraciones adecuadas puede inhibir la fermentacion sin modificar
el consumo de oxigeno. De estos trabajos se quiso sacar la conclusién
de que en condiciones aerdbicas, la glucosa se degrada por mecamis-
mos enzimdticos diferentes a los que sigue en su transformacion anaerd-
bica a &cido lactico. Barker y col. (7) llegan a conclusiones semejantes
en tejidos animales. Segin Racker (31) estos resulicdos se deben sim-
plemente a que el yodoacetato, en condiciones anaerdbicas, también
inhibe indirectamente la fosforilacién de la glucosa por el déficit de ATP,
cuya sintesis depende de la oxidacién de las iriocsas; en cambio, en
presencia de oxigeno, la glicolisis es menos alectada porque abunda el
ATP (por oxidacién del DPNH proveniente del metabelismo de las trio-
sas vy los substratos enddgenos) y porque se acumula el fosfogliceralde-
hido, el cual proteje a la deshidrogenasa de la accién del yodoacetato.
Fuhrman y Field (8) sostienen que en el cerebro de mamiferos la fermen-
tacion y la respiracién no se pueden separdr con el yodoacetato, pues
siempre que la glicdlisis es inhibida disminuye también el consumo de
oxigeno.
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En la tabla [V se puede apreciar el efecto de concentraciones pro-
gresivamente crecientes de yodoacetato sobre la respiracidn, el consu-
me de glucosa y la formacion de lactato en cortes de cerebro de conejo.
Es de notar que en todos los casos en que el consumo de glucesa y la
formacién de lactato estuvieron inhibidos, la respiracién también estuvo
disminuida; el efecto sobre la formacién del lactato fue més marcado
que sobre el consumo de glucosa. La respiracién fue mas resistente a
la accidén del inhibidor, pues siempre hubo un consumo residual de oxi-
geno aun en condiciones en gue la utilizacién de glucosa y la formacion
de lactato estuvieron totalmente abolidas. (Acido yodoacético, 1 x 10-3M.)

Tabla N? 1Y. Efecto del yodoacetato sobre la respiracion y la glicolisis aerdbica de
la cortexa cerebral de conejo.

Los cortes de cerebro fueron incubados con 30 uM de glucosa, conforme se
describe en Métodos, y con las concentraciones que se indican de yodoocetoto. Vo-
lumen totol, 3.15 ml.; Temp. 38° C; fase goseosa, oxigeno; tiempo de incubacién, 2
h. Lo tabla indica los porcentajes en comparacién con un control sin inhibidor.

 Concentracién Respiracion Utilizocion  Formacién
del de de
yodoacetato glucosa lactato
M % % %
— 100 100 100
I1x10-6 100 100 80
1x10-5 B9 67 49
I1x10-4 42 37 6
1x10-3 17 0 0

Para investigar si el yodo acetato, a una concentraciéon de 1x10-3M,
inhibe completamente el consumo de glucosa y la formacién de dcido
Jactico por accidén selectiva sobre la deshidrogenasa del fosfogliceral-
dehido, o por efecto adicional sobre alguna enzima del ciclo de las pen-
tosas, estudiamos el efecto de esta misma concentracién del inhibidor
sobre la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la 6-fosfoglu-
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cénico deshidrogenasa y las demds enzimas del ciclo de las pentosas.
En la Fig. 3 se puede apreciar que la actividad de la deshidrogenasa

0.8 _
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Fig. 3.— Efecto del yodoacetato sobre olgunas enzimas para el me-

tabolismo de la glucosa de extractos de cortexa cerebral de conejo.—
Absciso, tiempo en minutos; ordenada, densidod dOptica a 340 my;
linea continua, ccntrol; lineo discontinua, resultados con 4cido yodo-
acético 10-3M; |, gliceraldehico-3-fosfato deshidrogenasa; 11, &-fos-
foglucénico deshidrogenosa y Ill, glucose-6-tosfoto deshidrogenasa.

del foslogliceraldehido en exiractos dializados de cerebro de conejo, es
complelamente inhibida por una concentracion de 1x10-3M de yodoace-
tato, mientras que las deshidrogenasas de la glucosa-6-fosfato y del aci-
do b-fosfoglucdnico no son afectadas. En la tabla V podemos observar
que el consumo de la ribosa-S-fosfato y la formacion de cetosas y sedo-
heptulosa tampoco son alterados por la concenlracidén indicada de yo-
doacetato. Estos resultados pueden interpretarse en el sentido de que
en la corteza cerebral de conejo, la glucosa se metaboliza exclusivamen-
te por la via de Embden-Meyerhof.

La respiracién residual que se observa aun cuando el consumo
de glucosa vy la formacidn de lactato esian completamente abolidos, pue-
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de estar relacionada con la oxidacion de substratos enddgenos (acidos
grasos, dcido ldctico, pirtivico, etc.), cuyo metabelismo es menos afecta-
do por el yodoacetato. Efectivamente, en la Fig. 4 podemos apreciar
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Fig. 4.— Efecto del yodoacetato sobre la oxidacién del acido pirdvi-
co en cortes de cortexo cerebral de comejo.— Condiciones similares

que en la tabla 1V. Concentracién del 4cido pirdvico: 0.01 M.; or-

denada, yl de 02 consumido; abscisa, tiempo en minutos. Lineo con-

tinua, control; linea discontinua, resultados con 10-3M de yodo oce-
tato.

que una concentraciéon de 1x10-3M de yodoacetato, produce sélo una
moderada disminucién del consumo de oxigeno cuando el substrato es
el A&cido pirdvico. Los itrabajos de Weinhouse y col. (32) demuestran
que la respiracién enddgena de los tejidos, incluyendo el cerebro, se
debe principalmente a la oxidacién de dcidos grasos.

Reconocimiento y utilizacién de algunos intermediarios del meta-
bolismo de la glucosa— Hay intermediarios que no se acumvulan, por
consiguiente la ausencia de alguno de ellos no implica necesariamente
una falta de funcionamiento de-la via metabdlica a que pertenece. En
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Tabls N° V. Efecto del yodoacetato sobre el metabolismo de la ribosa-5-fosfato en
homogenizados de cortexa cerebral de conejo.

El sistemo fue el siguiente: homogenizado de cerebro al 10 9%, 1 mi.; hidro-
ximetil aminometano 0.1 M, pH 7.4, 1 ml.; MgCl, 0.1 M, 0.5 ml.; ribosa-5-fosfato,
15 uM. Volumen total, 3 ml. Tiempo de incubacién, 1 hora. Fase gaseosa, aire.

ADICIONES
o T T Y—o.doagegm, 10-3M
pM pM
Uv(-.iIAiz(acién de ribosa-5-P 3.8 4.0
Formacion de cetosas 0.6 0.6
Formacién de sedoheptulosa 0.2 0.2

Tabla N? VI. Metabolismo de la ribosa-5-fosfato en homogenizados de corteza
cerebral de conejo.

Lo mezcla reaccionante contenia: 5 ml. de hidroximetil aminometono (Tris)
0.1 M, pH 7.4; 1.5 ml. de MgCl, 0.1 M; uM de ribosa-5-fosfato; 3 ml. de homogeni-
zado ol 10 %, y KC1 0.154 M para completor 15 ml. Se incubé en aire a 38°C y
se tomoron muestras a los intervalos indicados para las determinaciones que se con-
signan.

Tiempo Utilizacién R-5-P Heptulosa Cetosas Fructosa
min, uM uM uM uM
15 3.4 0.00 0.92 0.15
30 7.7 2.24 1.75 0.27
45 11.3 3.22 2.33 0.63

60 14.2 4.05 2.57 © 075
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homogenizados de corteza cerebral de conejo, no pudo apreciarse for-
macion de pentosa ni sedohepiulosa a partir de glucosa; en cambio—co-
mo ya se ha visto en otre lugar (Tabla lII)— extractos dializados son ca-
paces de transformar la glucosa-6-fosfato en pentosa y sedoheptulosa,
cuya acumulacion incrementa si se agrega TPN; el dcido 6-fosfoglucdni-
co solo se transforma en pentosa y sedoheptulosa si se agrega TPN. En
la tabla VI podemos apreciar que homogenizados de cerebro de conejo
son pacaces de formar heptulosa, cetosas y fructuosa a partir de ribosa-
S-fosfate, v que la acumulacion de estos intermediarios incrementa con
el tiempo de incubacién.

En la tabla VII presentamos el meatabolismo de algunos azicares
fosforilados en homogenizados de cerebro de conejo; vemos que las con-
diciones dptimas para el consumo de oxigeno y la formacion de dcido
14ctico se consigue con la adicién de ATP (ADP para la fructosa-difosfato)
v DPN. Se agrega nicolinamida para proleger al DPN de la DPN-asa
cerebral.

Tabla N° VII. Metabolismo de algunos aziucares fosforilados en homogenizedos de
cerebro de conejo.

La mezcla reaccionante contenia: 1.;5 ml. de solucidén salino fosfatada de
Potter (26); 0.5 ml. de homogenizodo de cerebro ol 20 %; 30 uM de azicar fostori-
lado. Los concentrociones finoles de DPN, ATP y noctinamida fueron: 2x103M,
6,6x104°M y 4x10*M respectivamente; KOH al 15 %, 0.15 ml. (copa central). Vo-
lumen total, 3.15 ml. Temp. 38°C. Fase gaseosa, aire. Tiempo de incubacién, | h.
Los resultados son el volor medio de dos experimentos hechos por duplicado. El éci-
do l4ctico se expresa en FM/]S mg. peso seco/h.

Qo, Acido Lactico

Substrato DPN | ATP DPN 4 ATP
“+ NA + NA
0.92 — 0.43 —
Glucosa-6-P 1.90 8.70 0.75 7.52
Fructosa-6-P 2.02 8.70 0.82 7.32
Fructoso-1,6-DP () 1.76 8.40 2.80 11.01

(+) ADP en vez de ATP.
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En la iabla VIII presentamos similares experimentos con ho-
mogenizados de cerebro de rata. Recientemente se han hecho estudios
sobre el efecto de cofactores en el metabolismo de la ribosa-Sfosfato en
cerebro de rata y otros tejidos (33). Finalmente, en la Fig. 5 se pueden
apreciar los dcidos orgdnicos formados a partir de la glucosa y que fue-
ron separados en columna de gel de silice; sdlo se identificaron los
dcidos acético y 4ctico.

Tabla N° VII. Metabolismo de la glucosa-6-fosfato y fructosa-1,6-difosfato en
homogenizados de cerebro de rata.

Mezcla reacionante y resultados como en la tabla L.

Qo0, Acido Lagctico
" Adiciones  G-6-p  F1,6DP  G-6P  F.1,6DP
DPN 4 NA 7.02 7.20 0.50 2.30
ATP 3.70 0.80
DPN + NA+ATP 10.0) 9.42 14.40 5.60
DPN 4 NA+ADP 10.01 10.50 14.40 14.00

Utlllizacién de la glucosa marcada.— La importancia relativa de
las vias que sigue la glucosa en su metabolismo también se puede apre-
ciar mediante el uso de la glucosa marcada. Sin embargo, es de adver-
tir, que este es un método que se basa en una serie de suposiciones que
pueden no ser ciertas, por lo cual estd sujeto a errores y los datos que
proporciona son sélo semicuantitativos, Bloom vy col. (34) han sido los
primeros que han intentado evaluar la importancia relativa de la via de
Embden Mevyerhof y el ciclo oxidativo de las pentosas determinando la
velocidad de transformacién de la glucosa 1-CH y 6-C en CHQO,. Ellos
partes de la premisa de que la glucosa que sigue la via de Embden Me-
yerhof no rinde CO,; que los carbonos 1 y 6 forman el grupo de metilo
del piruvato, el cual tiene que entrar al ciclo de Krebs para oxidarse a
COs»; por consiguiente, la glucosa 1-C' y 6-CY deben transformarse a
igual velocidad en CM0O,. En cambio, si la oxidacién se realiza por la
via de las pentosas, la glucosa 1-C'* se transformaria rdpidamente en
CH0O, por decarboxilacién del fosfogluconato, mieniras que la glucosa
8-C!t tiene que recorrer mdas de 20 reacciones antes de sufrir igual trans-
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formacidn en el ciclo Krebs. En consecuencia, la relacién: C*O, de glu-
cosa 6-C™/C1*Q, de glucosa 1-C!* serd igual o 1.0 si la utilizocidn se
hace exclusivamente por la via de Embden Meyerhof v menor que 1.0
si la via oxidativa de las pentosas tiene alguna participacién en el me-
tabolismo de la glucosa. Mediante este procedimiento, muchos investi-
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Fig. 5.— Cromatografia de columna de los acidos orgénicos formados a

partir de la glucosa por cortes de corteza cerebrol de conejo.— Abscisa, No.
de los tubos (3.5 ml/tubo); ordenada, ml. de NaOH 0.01 N; 2, dcido acéti-
co;, 4, dacido lactico; 1 y 3, no identificados.

gadores han intentado determinar cuontitativamente la participacién de
ambas vias metabdlicas (3.4,35,36). Sin embargo. este método estd suje-
to o muchos errores, siendo el mdas importante la pérdida del C3 de la
triosa en una serie de reacciones colaterales a lo largo de su recorrido
por la via de Embden-Meyerhof y el ciclo Krebs; asi, la triosa puede
tronsformarse en glicerol; el &cido pirtivico en alanina o dcido léctico;
el acetil-CoA, en parte se transforma en dcidos grasos, esteroles, &cido
glutdmico y acido aspdrtico y sélo una fraccién se oxida a CO.. De mo-
do que el carbono 6 de la glucosa —que necesariamente tiene que en-
trar al ciclo de Krebs para oxidarse— se desprende con mds lentitud en
forma de CO, no sélo debido al mayor recorrido que tiene que hacer, si-
no también por las pérdidas colaterales: por consiguiente, ninguna eva-
luacién cuantitativa se puede hacer con la relacién del rendimiento en
el C10O, mientras no se haga correcciones para la pérdida del C-3 de
la triosa. Bloom y col. (3) han intentado hacer esta correccién determi-
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nando el rendimiento de C*Oa, a partir del lactato 1-C'* y 3-C'*; pero es-
te es un procedimiento inadecuado porque supone que toda la tricsa-
fosfato en Ultima instancia se transforma en acetil-CoA y COs,, lo cual
puede no ser cierto, tal como sucede en los tumores y algunos tejides
normales que acumulan 4dcido ldctico. Katz y Wood (37) sostienen que
no hay una forma practica de hacer la correccidn para estas pérdidas
colaterales del C-3 de la triosa, y por consiguiente, ninguna evaluacién
de la cuontia de las vias metabdlicas puede hacerse con las relaciones
del CH4Q..

Blumenthal y col. (38) han propuesto oiro procedimiento que se
basa en que la escisién siméirica de la glucosa por la via de Embden-
Meyerhof rinde dos triosas, de las cuales se forman dos unidades de 3C
(&cido léctico por ejemplo) que derivan de los carbonos 1, 2 v 3 v 4,
5y 6 como se puede ver en la figura 2. Si la glucosa se oxida por la
via de las pentosas, se pierde el C-1 por descarboxilacién del fostoglu-
conato, formdndose una triosa o cualquier unidad de 3C a partir de los
carbonos 4, 5 y 6, mientras que la unidad 2C no participaria en la for-
macién de triosas o derivados. De tal manera que, si la via metabdlica
es la de Embden-Meyerhof, el 4&cido lactico formado de la glucosa 1-CH4
6 6-C'* tendrd una actividad especifica igual al promedio de la actividad
de los carbonos de la glucosa (1.0) 6 /6 de la actividad del carbono
marcado; si la via metabdlica es el ciclo oxidativo de las pentosas, el
dcido lactico proveniente de la glucosa 1-CM serd inactivo, vy €l que de-
riva de la glucosa 6-C'* tendrd una actividad especifica dos veces ma-
yor que la glucosa (2.0) 4 1/3 de la actividad dsl carbono marcado.
Esto supone que la triosa formada en la via de las pentosas es capaz
de seguir el recorrido de la via glicolilica para transformarse en acido
lactico.  Si ambas vias metabdlicas funcionan simultdneamente, la ac-
tividad especifica del 4cido ldctico debe ser menor que 1.0 si proviene
de la glucosa 1-C", y mayor que 1.0 si deriva de la glucosa 8-C't, Si
se utiliza glucosa U-C!*, el &cido ldctico tendrd siempre la misma activi-
dad especifica cualquiera que sea la via metabdlica; por esta razén Blu-
menthal y col. utilizan la glucosa U-C' para corregir la dilucién endé-
gena que es uno de los inconvenientes del procedimiento gue ellos pre-
conizan. El método supone que las dos ftriosas son equivalentes en
cuanto a su contenido del isétopo y que no hay acumulacién de inter-
mediarios del ciclo de las pentosas. Para los cdlculos se necesita de-
terminar la actividad especifica relativa (A.E.R) del lactato = Act. esp.
lactato/ Act. esp. glucosa y la actividad especifica relativa corregida
(A.ER. corr)) =
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A. E. R. del lactato a partir de la glucosa 1-C* 6 6-C**— A. E. R.
del lactato o pariir de la glucosa U-C"".— De aqui el porcentaje de lac-
tato por la via glicolitica = A. E. R. corr. x 100.

En forma similar se puede calcular la actividad especifica corre-
gida del CHQ,.

Para estudiar el metabolismo de la glucosa marcada en la corte-
za cerebral de conejo hemos aplicado tanto el procedimiento de Bloom
vy col. como el de Blumenthal y col. Los cortes tisulares fueron incuba-
dos con glucosa 1-C", 6-CH y U-C'* —conforme lo descrito al referirnos
a métodos— a fin de determinar la incorporacién del C' en el CO, y
el lactato.

En la tabla IX se puede apreciar que la radicactividad recupera-
da en el CO. a partir de la glucosa U-C'* es mucho mayor que la ob-
tenida de la glucosa 1-CH, y de estas dos 1iltimas, la recuperacién a par-
tir del C-1 es discretamente mayor. Las diferencias U-1, U6 y 16 son
estadisticamente significativas. '

Table N IX. Oxidaciéon de fa glucosa marcada con C!! en la cortezxa cerebral de
conejo.

Cortes de tejido cerebrol fueron incubados en ung solucién salina fosfatada
con 3 O‘LM de glucosa marcado, tal como hemos indicado al ocuparnos de los méto-
dos. El volumen total fue de 3.15 ml; Temp. 38°C; fase gaseosa, 0,; tiempo de
incubacién, 2 horas. Los resultados indican el % de los cuentas por minuto, inicial-
mente presentes en la glucoso, que sehan incorporado al CO,,.

Experimento

Glucosa marcada | n ] v \4 Yi
1-Cis 6.2 4.8 4.8 5.1 5.2 5.7
6-C1t 5.8 4.3 4.5 5.1 4,7 5.4

U-Ct+ 9.3 6.9 8.3 8.5 8.9 8.6
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Anadlisis estadistico

Par - Diferencia medi;l t Eirod-o de_libéna_d_- - p

1-6 0.33 4.34 S < 0.01
U-1 3.10 13.30 B < 0.0}
uU-6 3.42 15.10 5 < 0.01

Tabla N? X. Actividad especifica del C'10, formado o portir de la glucosa marcada
en cortes de cerebro de conejo.

Los resultados que se consignan corresponden a otra serie de experimentos
realizodos en condiciones similares a las indicadas en la tobla IX, excepto que el
volumen total fue de 11.5 m.

cuio,

Expt. Glucosa Actividad especi- Act. especifica
marcade fica relativa rel. corregida
1-Cr4 0.38 0.69
Ila 6-CH 0.31 0.56
U-C14 0.55
1-Ct¢ 0.38 0.51
lla 6-C1t 0.36 0.48
u-Ci 0.75
1-C14 0.27 0.50
IVa 6-C14 0.24 0.45
U-Ct4 0.54
1-CH4 0.43 0.68
Vu 6-C11 0.40 0.63

U-C11 0.63
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Similares diferencias se observan en la actividad especifica del
C!'"'O. que presentamos en la tabla X y que corresponden a otra serie
de experimentos. La diferencia muy discreta en la oxidacién del C-1
v el C-6 y la mayor oxidacién de los carbonos 2,3,4, v 5 que el C-1- que
se evidencia porque la glucosa U-C! rinde mas CHO, que la 1-CH, pa-
recen indicar que el metabolismo de la glucosa en la corteza cerebral
de conejo se realiza casi exclusivamente por la via de Embden-Meyer-
hof-Ciclo de Krebs.

En la tabla XI presentamos el rendimiento de C' en el dcido ldc-
tico aislado; se puede apreciar que la actividad especifica del lactato
proveniente tanto de la glucosa 1-C'* como de la 6-C* es alrededor de
1.0, con una diferencia media sin valor estadistico {(no consta en la ia-

Tablea N? Xi. Actividad especifica del acido lactico formado aerébicamente e partir
de la glucosa marcada en cortes de cerebro de conejo.

Condiciones similores o los descritas en la tablo IX.

Gluct;s-u 1-Ct4 Glucosuré-Cii

Gluc. U-C!
Acido lactico Acido lactico Acido lactico
Expt. A.ER. A.E.R. A.E.R. A.E.R. A.E.R,
Corr. Corr.
| 0.7%9 1.10 0.74 1.03 0.71
11 0.72 1.09 0.62 0.97 0.64
11 0.78 0.90 0.88 1.01 0.87
\Y% 1.00 0.98 0.95 0.92 1.03
Medioc == ES. 1.02 = 0.095 0.98 == 0.048

Lactato formado
via E. Meyerhof, 100 100
% oproximodo.
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bla); de modo que alrededor del 100% del &cido lactico se formaria por
la via de Embden-Mevyerhof o en su defecto por la de Entner-Doudoroff.
Esta ultima via existe en algunos microorganismos (1) y se caracteriza
porque los carbonos 1, 2 v 3 de la glucosa forman tdpidamente dcido
piruvico, cuyo grupo COOH deriva de C-1 (en la via de Embden-Meyer-
hof, el C-1 forma el CHy), vy los carbonos 4,5 y 6 originan gliceraldehido-
3-fosfato (Fig. 2). De estas dos unidades de 3C se pueden formar dos
lactatos como en la via de Embden Mevyerhof; por consiguiente, por la
relacién de rendimiento de C' en el acido lactico es imposible diferen-
ciar las dos vias; el procedimiento mas seguro es degradando, carbono
por carbono, el dcido lactico proveniente de la glucosa 1-C'.  Los re-
sultados obtenidos (Tabla XII) revelan que sélo el 1.6% de la radioacti-
vidad estd en el grupo carboxilo, 5.8% en el grupo alcohol y 92.6% en
el metilo, lo cual descarla la via de Entner-Doudoroff. La discrela ex-
tensién de la radioactividad a las posiciones 2 y 3 puede provenir de
la fijacion del C'* en la resintesis del fosfoenolpiruvato por la via de los
4cidos dicarboxilicos y del equilibric del dcido mdélico con el succinico
anles de su conversiéon en oxalacético. Parte de la exlensién de la ra-
dioactividad al! C-3 del lactato, puede provenir también de la resintesis
de hexosa-monofos{ato por las reacciones reversibles de la transaldola-
sa-transcetolasa.

Tabla N° XII.  Actividad especifica de los étomos de carbono del lactato formado
a partir de glucosa 1-C!¥ por la corteza cerebral de conejo.

Las condiciones de incubacién se indican en la toblo IX.

Atomo de carbono ;ﬁvidad especifica % de!- total
c.p.m./#ut.
1 8.7 1.6
2 30.4 5.8
3 487.9 92.6

Kats v Wood (37, 39) conceden gran importancia a la extension
de la radioactividad de lo glucosa 2-C'' y 3-C" a las posiciones 1 y 3,
vy 1 y 2, respectivamente de la glucosa-6-fosfato resintetizada o de los
derivados de iriosas. Ellos sostienen que este fendmeno depende de
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la reenirada en el ciclo oxidativo de las pentosas y de la cuantia de
glucosa que se melaboliza por este ciclo. Para hacer estos estudios,
nosotros hemos incubado los cortes de tejido cerebral con glucosa 2-C!,
y el acido lactico formado fue someiido a degradacion carbono por car-
bono; los resuliados que se consignan en la tabla XIII revelan que el
99% de la radiocactividad estd en el C-2, lo cual es otro dato que nos in-
dica que casi toda la glucosa metabolizada en la corteza cerebral sigue
la via de Embden Meyerhof.

Di Pietro y Weinhouse (40) han hecho algunos estudios con glu-
cosa marcada en cerebro de rata, con resultados similares a los que
hemos obtenido en el conejo.

Tabla N° XIIl. Actividad especifica de los atomos de carbono del lactato formado
a partir de glucosa 2-C!' por cortes de cortexa cerebral de conejo.

-Expto. I‘.i'-’ Atomo de carbono Act. es.pecif. 7 % del 7

c.p.m./#at. total

1 15.3 0.8

1 2 1977.0 98.7

3 10.0 0.5

1 2.6 0.4

I 2 664.0 99.1

3 3.4 0.5

DISCUSION

El cerebro es el érgano que mds depende de la glucosa, por eso
es el primero que sufre en los estados de hipoglicemia, mientras que el
higado, rindn, musculos, etc., son capaces de oxidar otros substratos pa-
ra consequir la energia necesaria para el mantenimiento de su nivel
funcional. Esto no quiere decir, sin embargo, que el tejido cerebral sea
incapaz de utilizar otras substancias, pues trabajos recientes demuestran
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que los lipidos, proteinas y dcido ribonucleico que antes se considera-
ban como componentes esiructurales, son metabolizados activamente
por la célula nerviosa (32,41,42,43).

La gran importancia de la glucosa como fuente energética para
el mantenimiento de la funcién cerebral nos indujo a investigar, por to-
dos los medios posibles, el mecanismo de oxidaciéon de este azicar
usando como material de experimentacién la corteza cerebral de cone-
jo.

La determinacién de la actividad relativa de las enzimas, en ex-
tractos celulares, tiene importancia en el sentido de que la ausencia de
una enzima implica que la via metabdlica a la cual pertenece no ocurre
en la célula; por el contrario, la presencia de todos los sistemas enzi-
mdticos no quiere decir necesariamente que la via metabdlica de la
cual forman parte funcione en la célula organizada; asi por ejemplo, los
musculos précticamente no poseen las deshidrogenasas de la glucosa-
6-fosfate y del acido B-fosfoglucédnico, por lo que estos {ejidos no metabo-
lizan la glucosa por el ciclo oxidativo de las pentosas; en el higado
existe la glucosa deshidrogenasa y sin embargo, el catabolismo de la
glucosa no sigue la via oxidativa directa sin previa fosforilacién. Por
los resuliados que hemos obtenido en la corteza cerebral de conejo,
complementados con los datos de la literatura, podemos concluir que
este tejido tiene la capacidad potencial de metabolizar la glucosa por
la via de Embden-Mevyerhof y el ciclo de las pentosas. Este ultimo pa-
rece funcionar tanto por el mecanismo oxidativo, cuanto por las irans-
formaciones anaerdbicas de la transaldelasa-transcetolasa. Si ambas
vias metabdlicas funcionan efectivamenie en el cerebro, la mayor acti-
vidad de las enzimas de la via glicolitica nos indicaria que ésta es la
predominante. La utilizacién vy el aislamiento de diversos intermedia-
rios dzl metabolismo de la glucosa, abogan también a favor de la exis-
tencia de las dos vias mencionadas.

Los estudios de inhibicién del metabolismo de la glucosa con el
4cido yodoacético, revelan que este inhibider, a concentraciones que no
tisnen efecto alguno sobre las enzimas de la via de las pentosas, supri-
me totalmente el consumo de glucosa y la formacién de dcido lactico,
lo cual puede tomarse como una evidencia de que la corteza cerebral
metaboliza la glucosa exclusivamente por la via de Embden Meyerhof
a pesar de que posee todas las enzimas de la via de las pentosas. Sin
embargo, queda aun por investigar el efecto de las conceniraciones
usadas de yodoacetato sobre la hexoquinasa cerebral, cuya inhibicién
afectaria las dos vias metabdlicas.
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Finalmente, hemos usado glucosa marcada con el fin de obtener
una informacidn cuantitativa sobre la importancia de la via de Embden
Meyerhof y el ciclo oxidativo de las pentosas. Los procedimientos usa-
dos fueron los siguientes: a) rendimiento de C'*O. a partir de glucosa
1-C1, 6-C'* ¢ U-C': b) rendimiento de C en el &cido ldctico provenien-
te de la glucosa marcada en las posiciones 1,6 y en todos los carbonos
y ¢) exiensién del C'* de las posiciones 1 é 2 de la glucosa «a otros car-
bonos del lactato aislado.

El mayor rendimiento de C'"*O. con la glucosa U-C'' que
con la 1-C nos indica que en la corteza cerebral de conejo,
el C1 de la glucosa se oxida con menor velocidad que los car-
bonos 2,3.4, v 5, lo que sdlo ocurre si la via metabdlica en funcién es la
de Embden Mevyerhof-Ciclo de Krebs, en la cual los carbones 3 v 4 for-
man el grupo carboxilo del dcido piravice que son los primeros en trans-
formarse en CO.. Otre dato que nos conduce a la misma conclusion
es la diferencia muy discreta en la velocidad de oxidacién de los carbo-
nos 1 v 6, lo que se aprecia tanto en el % de C'* recuperado en el CHO,
cuanto en la actividad especifica de este metabolitc. Si la via de las
pentosas participara en el metabolismo de la glucosa, la relacién Cy/C,
en el rendimiento del C*O. seria manifiestamente baja a causa de la
gran pérdida colateral de Cy; por acumulacion del &cido léclico.

Katz y Woed (37) sostienen que el CO. proporciona una informacién
muy limitada sobre la via metabdlica que sigue la glucosa aungque se ha-
gan las correcciones para las pérdidas colaterales del C-3 de la triosa. Sin
embargo, los resuliados que hemos obtenido con la glucosa U-C', nos
hace presumir que la diferencia muy discreta en la velocidad de oxida-
cién de los carbonos 1 y 6, se debe efectivamente a que en la corteza
cerebral de conejo la via de Embden Mevyerhof funciona en forma casi
exclusiva. La actividad especifica del dcido lactico proveniente de la
alucosa 1-C** y B-C'* —una vez corregida la dilucién enddégena— fue
alrededor de 1.0, lo que quiere decir que las unidades 3C se forman ex-
clusivamente por la via de Embden Meyerhof o la de Entner-Doudoroff;
esta Ultima via fue descartada porque en la degradacién d&tomo por
dtomo del &cido lactico formado de la glucosa 1-C'* sélo 1.8 % de la
radioactividad se enconiré en el grupo carboxilo y mas del 92% en el
CHj;; de formarse el lactato por la via de Entner-Doudoroff, toda la radio-
actividad se habria encontrado en el COOH. Finalmente, la degrada-
cién del Acido lactico formado por la corteza cerebral a partir de la glu-
cosa 2-C'* nos revelé que el 99% del C' estoba en el C2, lo cual es
otro dato a favor de que en la corteza cerebral de conejo la via de
Embden Meyerhof se opera en forma casi exclusiva.
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En conclusién, en la corteza cerebral de conejo, todos los medios
que hemos utilizado parecen indicarnos que la glucosa se metaboliza
casi exclusivamente por la via de Embden Meyerhof. Sin embargo, es
de cdvertir que con el uso de la glucosa marcada, nosotros hemos ex-
plorado sélo la proporcién relativa de la via glicolitica y =l ciclo oxida-
tive de las pentosas sin tomar en cuenta la fraccidn que sigue otras
vias (sintesis de glucdgeno, galactosa, etc). Katz y Wood (37) han pro-
puesto procedimientos que permiten estos cdalculos, pero sobre la base
de premisas de validez muy discutible.

La corteza cerebral de conejo posee todas las enzimas del ciclo
oxidativo de las pentosas, y sin embargo, los resuliados parecen indicar
que esta via no funciong, lo cual puede estar relacionado con la escasa
cantidad de TPN que contiene este tejido (44) y la carencia de reacciones
que. reoxiden el TPNH que se forma en esta via metabdlica. Hay ieii-
dos que realizan sintesis activa de &cidos grasos (gléndula mamaria en
actividad, tejido adiposo), hormonas esteroideas (gidndulas suprarrena-
les), glucdgeno por el mecanismo de la gluconeogénesis (higado), etc.,
que requieren TPNH para estos procesos; en estos tejidos la via oxida-
tiva de las pentosas tiens una participacién importante (3, 45-50). En la
corteza cerebral, estas funciones no existen o carecen de importancia,
+ la glucosa parece utilizarse fundamentalmente con fines energéticos
para satisfacer las demondas de sus funciones especializadas. Esto no
quiere decir que en el cerebro no haya sintesis de ofras sustancias a
partir de intermediarios de la glucosa; asi, por ejemplo, el &cido glutdmi-
co —del cual derivan la glutamina y el dcido aminobutirico— se forma
principalmente del cetoglutarato que deriva de la glucosa (41); hay tam-
bién evidencia de que en el sistema nervioso central, el dcido ribonuclei-
co se renueva en forma activa (41), lo cual supone la necesidad de sin-
tesis de pentosa-fosiato; es posible que este azlicar se forme por las reac-
ciones anaerdbicas reversibles de la transaldolasa-transcetolasa, cuya
existencia la hemos demostrado en extractos dializados.

La via de Embden Meyerhof (con el complemento del ciclo de
Krebs) es la via energética por excelencia, ya que el TPNH formado en
el ciclo oxidativo de los pentosas se usa generalmente para procesos re-
ductivos de sintesis y no para la formacién de ATP. La utilizacién de
la energia por el tejido cerebral no estd totalmente estudiada, pero si
se sabe que posee funciones que requieren gran dispendio energético;
asi, por ejemplo, para mantener la concentracién celular de X+ (20 ve-
ces mayor que en el plasma sanguineo) v de Na+ (3 veces menor que
en el plasma) requiere energia para redlizar el gran trabajo osmdtico
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en contra de la gradiente de concentracién. Son de interés en conexién
con este proceso, los trabajos recientes (51) que demuestran, en €l cere-
bro, rifdén y la membrana de algunas células, enzimas que hidrolizom
el ATP para el transporte activo del Nat y K+. Por otra parte, es sa-
bido que el musculo utiliza alrededor del 40% de su dispendio energé-
tico para excretar el Nat+ de la célulg; las neuronas que tienery un mata-
bolismo basal mucho mayor, posiblemente requieran mds energia pa-
ra mantener su concentracion {6nica normal, lo cual explicaria la gran
sensibilidad del tejido nerviocso a la anoxia y otras situaciones de defi-
ciente suministro energético. En estas condiciones, se ha observade
(4]1) que el Na+* penetra rédpidamente al interior de la célula alierando
su excitabilidad y metabolismo. Finalmente, hay una serie de procesos
gue ocurren en el cerebro v que requieren ATP, tales como la sintesis
de glutamina, acetilcolina, proteinas, polinucledtidos, etc.

CONCLUSIONES

Hemos estudiado las vias metabdlicas que sigue la glucosa en
la corteza cerebral de conejo empleando diversas técnicas a fin de lle-
gar a una mayor aproximacion a lo que realmentz sucede en la célula
organizada. Los resultados obtenidos nos han permitido llegor a las
siguientes conclusiones:

1) La determinacidn de los sistemas enzimdticos y el aislamien-
to de intermadiarios del metabolismo de la glucosa nos indicar que la
corteza cerebral es potencialmente capaz de utilizar.la via de Embden
Mevyerhof vy el ciclo de las pentosas. Este ullimo pueds func.onar tint>
por el mecanismo oxidativo, cuanto por las reccciones anacrobicas ro-
versibles de la transaldolasa-transcetolasa.

2) Los estudios de inhibicién con <l dcido yodoacético y el ren-
dimiento y distribucién del C' en los producios del catakbolismo de la
glucosa marcada parecen indicar que la via de Embden Meyerhof fun-
ciona en la corteza cerebral en forma casi exclusiva a pesar de que
estdn presentes todas las enzimas del ciclo de las peniosas.
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