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Se admite generalmente (Simon, 7) que los
dinitrofenoles (DNP), en concentraciones relativa-
mente bajas, estimulan la respiracidn, la fermenta-
cidn, y el consumo de sustratos exdgenos y enddgenos
en las levaduras y otros microorganismos, al mismo
tiempo que inhiben los procesos de biosintesis y
asimilacidn requeridos por el crecimiento y la
multiplicacion celular. En consecuencia, el DNP es
un inhibidor del efecto Pasteur.

En oposicidn a la opinidn general, en 1949 se
demostrd (Stoppani, 9) que concentraciones débiles
de dinitrofenoles inhiben fuertemente la oxidacidh del
acetato por Saccharomyces cevevisiae, y en 1951
se comunicaron efectos similares sobre la oxida-
cion del acetaldehido y el piruvato. Como el 2:4
DNP inhibe la oxidacion del acetato a traves del
ciclo del dcido citrico por preparaciones enzimati-
cas animales (Cross, 1), se postuld una accidn
similar en la levadura no obstante existir fuertes
argumentos contra la oxidacidn del acetato a traves
del ciclo de d4cido cftrico en este microorganismo
(Krebs, 4).

Las observaciones que se reseflan a continuacidn
amplfan los resultados descritos previamente, con-
firman el mecanismo postulado y explican la doble
accidn del 2:4 dinitrofenol sobre el metabolismo

celular, es decir, estimulo aparente por una parte
e inhibicidn por otra. Una descripcidn completa de
los experimentos correspondientes a este trabajo se
publicard en otro lugar.

MATERIALES Y METODOS

Levadura. Las preparaciones de levadura eran
similares a las utilizadas previamente (Stoppani y
colaboradores, 11, 12). Se empobrecieron en me-
tabolitos y se midid su concentracidn con lastécnicas
ya descritas.

Compuestos radioactivos. Acetato-1-Cl4 y ace-
tato-2-Cl4 se obtuvieron como sal sddica del Radio-
chemical Centre, Amersham, Bucks, Inglaterra. La
actividad especifica era de 1 mC/0,955 m.mol para
el 14COONaCH3 y 1 mC/0,486 m.mol para el
COONal4CH3, respectivamente. El Cl403HNa era
del mismo origen, con una actividad especifica de
1mC/0,17 m.mol.

Reactivos. Son similares a los usados antes.
El 2:4 dinitrofenol (pF.:1129) se obtuvo de British
Drug Houses, Ltd.

Técnicas de incubacidn. En la mayoria de los
casos los experimentos se efectuaron en manometros

* Con la colaboracidn de las Dras. L.S.S. de Favelukes y E.H. Ramos.



132

STOPPANI

de Warburg, a la temperatura indicada en cada caso.
El consumo de oxigeno se determind por el método
directo.

Méetodos analiticos. El dcido ac€tico se determind
segdn Leloir y Mufloz (5); el acetaldehido, segin
Elliot, Benoy y Barker (2); el dcidp pirdvico, segin
Friedemann y Haugen (3).

Las muestras radioactivas se contaron y cro-
matografiaron segin se describid anteriormente
(Stoppani y colaboradores, 11, 12).

RESULTADOS

Inhibicidn de la Oxidacidn del Acetato por
2:4 Dinitfofenol

Concentraciones de 2:4 dinitrofenol, entre 10-9 y
1074M, a pH 4,8 inhiben significativamente la oxi-
dacidn del acetato. El efecto inhibidor es propor-
cional a la concentracidn. Las concentraciones ma-
yores de DNP tienen la accidn opuesta sobre la
respiracidn enddgena de la levadura, que aumenta.
Es notable que en presencia de DNP 10'4M el
Q02 de la levadura en ausencia de acetato es

superior al Q02 en presencia de este dltimo, lo

que significa que el acetato inhibe la respiracidn
enddgena de la levadura. Aparentemente, estos re-
sultados contradicen los de Winzler y Baumberger
(15), Winzler (16) y Pickket y Clifton (6). Sin em-
bargo, es posible que en los experimentos de di-
chos autores, de pH 6,8 a 7,1, la concentracidn
intracelular de 2:4 DNP no hubiera alcanzado nivel
eficaz. En efecto, las inhibiciones de la oxidacidn
del acético fueron 90% a pH 4,8; 71% a pH 5,3; 5% a
pH 6,7 y 0% a pH 7,3. Hay por lo tanto una fuerte
dependencia entre la accidn del 2:4 DNP y la con-
centracidn de protones del medio, como con otros
inhibidores de débil disociacidn (Simon y Beevers, 8).

El 2:4 DNP inhibe la oxidacidn del acetaldehido
y el piruvato en el mismo grado que la del acetato;
con fumarato o succinato su efecto es dudosomientras
que, por el contrario, con glucosa en lugar de inhi-
bicidn hay mds bien activacidn. Con glucosa, la falta
de inhibicidn es tanto mds significativa si se consi-
dera que la velocidad de oxidacidh es superior a la
del acetato, acetaldehido y piruvato. Con el acetalde-
hido es notable que no hay acumulacidn de dcido
voldtil, lo que significa que la inhibicidh no se veri-
fica a nivel del acetato sino en una etapa previa.
Con el piruvato la inhibicidn afecta menos el consumo
de oxigeno que el de piruvato, pero hay que tener
en cuenta que parte del oxigeno consumido en pre-
sencia de piruvato y 2:4 DNP se debe a la oxidacidn
de sustratos enddgenos. Si se introduce la correccidén
correspondiente, mejora la concordancia entre la
inhibicidn calculada en base al consumo de piruvato
y de oxigeno, respectivamente,

Con succinato o fumarato el efecto del 2:4 DNP
es menos claro. Con Q02 bajo (alrededor de 7) hay

inhibicich de la respiracidn del testigo y de las
células con dcidos dicarboxilicos; con Q02 alto

(superior a 9) hay estimulo de la respiracidn re-
sidual y de la oxidacidn del succinato o fumarato.
Se puede concluir que en condiciones de baja acti-
vidad oxidativa, impuesta por la poca permeabilidad
a los dcidos dicarboxilicos, la oxidacidh de estos
dltimos no es substancialmente afectada,

Accidn del 2:4 DNP sobre la Oxidacidn de
Sustratos Enddgenos

En los experimentos referidos es evidente el
estimulo de la respiracidh residual por el 2:4 DNP,
no obstante la inhibicidn de la oxidacidn de sustratos
exdgenos, como el acetato, acetaldehido, etc. Una
prueba mds directa de este doble efecto se obtiene
enriqueciendo la levadura mediante la oxidacidn de
glucosa o mismo de acetato y afladiendo luego el
2:4 DNP en presencia de exceso de acetato. Despu€s
de preincubar con glucosa, el 2:4 DNP aumenta
alrededor de 5 veces el Qoz, no obstante no modi-

ficar el del testigo correspondiente. Por otra parte,
la oxidacidn del acetato por las levaduras ayunadas
y preincubadas es fuertemente inhibida y, mds aun,
con la dltima el Q02 es menor que en el testigo

sin acetato, es decir, que en presencia de 2:4 DNP

. . 7 Z .
el acetato tiene aparentemente una accidn tdxica
sobre la respiracidn.

Cuando el 2:4 DNP se afiade a la levadura
después que la oxidacidn del acetato ha comenzado,
el efecto es aparentemente distinto del obtenido cuando
el 2:4 DNP se afade primero. El consumo de oxi-
geno continda, no obstante disminuir fuertemente,
o cesar, el consumo de acetato. La cantidad de
oxigeno consumido despu€s de afadir 2:4 DNP es
proporcional a la cantidad de acetato oxidado vy, si
la cantidad de acetato oxidado es grande, la accidn
inhibidora del DNP puede quedar inaparente. Es
evidente que el consumo de acetato implica la forma-
cidn de metabolitos cuya oxidacidh no es perturbada
por el DNP. En esta forma, el inhibidor promueve,
aparentemente, una oxidacidh md’s completadel aceta-
to. En efecto, en ausencia de DNP la relacidn
molar oxigeno/acetato fue 0,90; 0,99; 0,93 y 1,03 al
cabo de 1,2,3,4 y 5 horas de oxidacidn. Despues de
afiadir el DNP, a 1,2 y 3 horas de oxidacidh la rela-
cion final oxigeno/acetato fue 1,52; 1,92 y 1,62. El
cociente Oj/acetato es algo menor que el dado por
la ecuacién 1 (Picket y Clifton, 6; Winzler, 16;y
Winzler y Baumberger, 15), pero se debe considerar
que en los experimentos descritos el consumo de
acetato no fue completo (77%). La adicidh del DNP
eleva la relacidn Oj/acetato y la acerca a su valor
tedrico (2,0), esto es, el de la oxidacidn total.

3 CH3COOH + 4 Oy = 2(CHO) +4 CO2 +4 H0 (1)
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Influencia del 2:4 DNP sobre la Formacidn de Citrato

Los resultados resefiados mds arriba indican
que el 2:4 DNP inhibe la oxidacién del acetato en
una etapa inicial del proceso y, segiin la teorfa del
ciclo del 4cido citrico (Krebs, 4), la primera etapa
es la condensacidn de oxalacetato y acetil-Co A,
que forma citrato. La existencia de esta reacc16n
concuerda con la formacién de citrato cuando la
levadura oxida acetato en presencia de cationes BA**
o Mg*t (Wieland y Sonderhoff, 14). En nuestros
experimentos, de acuerdo a lo postulado, el 2:4
DNP inhibe la formacidn de citrato al mismo tiempo
que la oxidacién del acetato.

Accion del 2:4 DNP sobre la Oxidacidn del
Acetato-Cl4

El empleo del acetato radioactivo permite rotular
los distintos intermediarios de la oxidacidn, aclarar
su mecanismo y establecer con precisidn el sitio en
que el DNP actiia.

Cuando la levadura oxida acetato Cl4, 1as célu-
las incorporan Cl4 en proporcién al consumo de
oxigeno. El ,aumento de radioactividad se debe a la
incorporacién del carbono del acetato y no del
anh{drido carbdnico que resulta de su oxidacidn como
lo demuestra la incubacidn comparativa de acetato-
Cl4 y acetato inerte en presencia de bicarbonato de
igual radioactividad a la del acetato marcado. No
obstante la mayor act1v1dad especifica del bicarbo-
nato, la cantidad de cl4 incorporada es notablemente
menor en el segundo caso. En un experlmento si-
milar con acetato-2-C 4 la diferencia fue adin mayor
pues la actividad especmca de las células (cts/
min/mg), después de incubar 90 min. con acetato
radioactivo, fue 15.500, mientras que con bicarbonato
fue 1000,

El cl4 fijado por las células se incorpora en
parte (52%) a los compuestos de bajo peso molecular
solubles en metanol agua y el resto a compuestos
insolubles: proteinas, dcidos nucleicos y pollsacérl-
dos. Al principio, la proporcidn de Cl4 en los
componentes insolubles en metanol-agua es pequefia,
pero luego crece progresivamente y se hace signifi-
cativa.

Las substancias del primer grupo se puedenagru-
par de la siguiente manera:

1) intermediarios del ciclo del dcido citrico

2) amino4cidos y

3) hexosas fosfatos y derivados
Entre los 1ntermed1ar10s del ciclo del dcido citrico,
éste (con el aconitico y el 1soc1tr1co) es el que
aparece con mayor cantidad de Cl4. Luego siguen
los 4cidos SUCClnlCO y madlico; el fumdrico queda
en Ultimo término. El dcido glutdmico es el amino-
dcido que contiene mayor radioactividad. Otros ami-
nodcidos que 1ncorporan radioactividad son laalanina,
am1noac1dos bdsicos (lisina, arglmna y serina). Los
dcidos fosfoglicérico y fosfopirtivico y los hexo-
safosfatos aparecen débilmente radioactivos, lo que

implica la transformacién de acetato en compuestos
gluc1d1cos ya sugerida por los estudlos metabdlicos
de Pickett y Clifton. La distribucidn observada es
perfectamente consistente con la operacidn del ciclo
del 4cido citrico ya demostrada por los experi-
mentos de rotulacién con anhidrido carbdnico radio-
activo (Stoppani y colaboradores, 12) o de sintesis
de dcido succinico radioactivo (Stoppani y colabora-~
dores, 11).

La ox1da01on comparativa de acetato-1- cl4 y
acetato-2-Cl4 origina una distribucidn distinta del
Cl4 en los intermediarios metabdlicos y el anhf-
drido carbdnico formado por oxidacidn segun prevé
la teorfa del ciclo. El andlisis de algunas de esas
diferencias confirma el mecanismo propuesto. En el
supuesto de que el acetato se oxide a traves del
ciclo del 4cido cftrico, y la distribucién isotépica
mantlene una condicién de flujo estacionario, la re-
lacién de las actlvxdades especificas del CO3 pro-
veniente de la oxidacién de acetato marcado en el
carboxilo es mayor que la del metilo vy, rec1proca-
mente, la cantidad de cl4 incorporada a las células
es mayor con acetato marcado en el metilo que con
acetato marcado en el carboxilo (Strisower y cola-
boradores, 13).

co, (c'ooH)  100+x

= 2
100 - x (2)

14
CO, (C°Hy)

Las actividades especfficas de los anhfdridos
carbdnicos guardan la relacidn que expresa la ecua-
cion 2 donde x es la dilucidn del acetato radioactivo
por los sustratos enddgenos. De los experimentos
realizados se obtiene 113/44=2,57 de donde x=44,1
(%), es decir que el 44% del anhidrido carbdnico
formado en la oxidacidn proviene de sustratos en-
ddgenos. Es interesante seflalar que esa oxidacidn
es promovida por la oxidacidn del acetato, pues en
ausencia de acetato el Q02 es 8,7% del consumido
en presencia de acetato.

Efecto del 2:4 Dinitrofenol sobre la Fijacidn vy
Distribucidn del C14

La adicidn de 2:4 dinitrofenol a una prepara-
cién de levadura que oxida acetato radioactivo no
s6lo interrumpe el aumento de actividad especffica
sino 'que la disminuye; al mismo tiempo cesa el
consumo de acetato. La disminucidn de la actividad
especffica de las_células, que produce la adicidn del
2:4 DNP, indica que €ste acelera la descomposicidn
de sustratos enddgenos formados durante la oxida-
cidn del acetato. Esto se confirma de la siguiente
manera: se incuba levadura con acetato radioactivo;
se lava la suspensidn, ahora radioactiva, y se incuba
nuevamente con o sin 2:4 DNP. Se comprueba que:

1) las células preincubadas con acetato consu-
men més oxigeno en comparacidh con los testigos;
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2) el 2:4 DNP exagera la oxidacidh de los sus-
tratos endogenos y los formados en la preincu-
bacidn;

3) el 2:4 DNP disminuye la radioactividad de
las células preincubadas y

4) exagera la formacidn de anhidrido carbdnico
radioactivo, si bien no modifica su actividad espe-
cffica.

El 2:4 DNP estimula por igual el consumo de
metabolitos de bajo peso molecular (solubles en
metanol-agua) y el de los insolubles en esa mez-
cla. Nuevamente llama la atencidn la discordancia
entre la inhibicidn de la oxidacidn del acetato por
una parte y, por otra, el aumento de la oxidacién
de los sustratos enddgenos de la levadura. Ello
implica que el 2:4 DNP estimula procesos oxidativos
que no incluyen la oxidacién de acetato.

La adicidn del 2:4 DNP determina una variacidn
sustancial en la distribucién de Cl4 en los re-
servorios metabSlicos de la levadura, especialmente
de los vinculados al ciclo del dcido citrico. Diez
minutos despu€s de afiadir el 2:4 DNP disminuye
fuertemente (90%) la rotulacidn de los dcidos tri-
carboxilicos y mucho menos la de los dicarboxilicos
(succinico, fumdrico, mdlico). A los 40 minutos la
disminucidn en los tricarboxilicos sigue significativa
y en los dicarboxilicos se acentda. Como control,
el glutdmico mantiene su radioactividad.

Como el C14 entra al ciclo cuando se sintetiza
el dcido cftrico, es evidente que la accidn del 2:4
DNP consiste en inhibir esa sintesis. Excepto esa
etapa, la operacidn del ciclo continda, vale decir,
se oxidan los dcidos tricarboxilicos y dicarbox{li-
cos, lo que explica que cuando esos reservorios han
sido alimentados suficientemente por la incorpora-
cidn del acetato exdgeno, no obstante el bloqueo
de esta dltima por el 2:4 DNP, la levadura continda
respirando. La concordancia entre los resultados de
los experimentos metabdlicos e isotdpicos es satis-~
factoria.

Si el ciclo del dcido cftrico se bloquea en la
sintesis del 4cido citrico, aparentemente la oxida-
cién de lostricarboxilicos preformadosdeberfa alcan-
zar sélo hasta la etapa del oxaloacético. Sin embar-
go, la degradacidn puede llegar mucho mds adelante,
pues con Cannata (observaciones a publicar) se ha

observado que la levadura contiene una oxalacético
carboxilasa que transforma el oxalacético en dcido
pirdvico y &ste, en presencia de la alfa carboxi-
lasa, da acetaldehido y anhidrido carbdnico,

LLos hechos resefiados explican satisfactoriamente
la accidn del 2:4 DNP sobre el efecto Pasteur. En
efecto, la fuente mas importante de energl’a es la
operacién del ciclo del 4cido citrico. Esa energfa
queda almacenada en moléculas de ATP formadas
por esterificacién de fosfato inorgdnico. Con acetato
la etapa inicial del ciclo es endergdnica. El 2:4
DNP previene la fosforilacidn oxidativa, lo que impide
la formacidn de ATP necesaria para iniciar el
ciclo. El fosfato no esterificado queda disponible
para iniciar reacciones glucolfticas, de menor rendi-~-
miento, que se evidencian a través de una exagerada
oxidacién o fermentacidn aerdbica de sustratos.

RESUMEN

1) En oposicidn a conceptos corrientes, el 2:4
dinitrofenol en concentraciones pequeflas inhibe la
oxidacidén del acetato, acetaldehida y piruvato por la
levadura,

2) La inhibicidn es selectiva respecto al sustra-
to, pues la oxidacién de la glucosa, los dcidos di-
carboxilicos, o los sustratos enddgenos no sonafecta-
dos.

3) El 2:4 DNP inhibe la sintesis de dcido citrico
por la levadura.

4) La oxidacidn de acetato-1-Cl4 y acetato-2-
cl4 incorpora Cl4 a la levadura en proporcidn al
acetato oxidado. La distribucién de CI% en los
metabolitos rotulados y en el anhidrido carbdnico
concuerda con la hipdtesis del ciclo del dcido cftrico.,
La oxidacidn del acetato exdgeno promueve la oxi-
dacidn de sustratos enddgenos de la levadura,

S) El 2:4 DNP previene la oxidacidn del acetato
radioactivo y promueve la oxidacidn de los sustratos
enddgenos que se rotulan durante la oxidacidn del
primero.

6) El 2:4 DNP inhibe selectivamente la incorpo-
racién de acetato radioactivo al dcido citrico y en
esa forma inhibe la operacidn del ciclo del acido
citrico,
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ESTUDIO RADIOAUTOGRAFICO DEL METABOLISMO
DEL TEJIDO CONECTIVO
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Instituto de Anatomia General y Embriologia
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Se admite que el azufre radioactivo (S'35) es
incorporado quimicamente por el dcido condroitin-
sulfdrico del tejido conectivo y del cartilago (1-4)
y por un polisaca{rido sulfurado contenido en los
mastocitos (5). Por otra parte se ha demostrado
que la adenina-Cl4 (6) y la metionina-$39 (7-9)
son utilizadas por las células para la sintesis de
las nucleoprotefnas y de las protefnas, respectiva-
mente.

En trabajos anteriores (10, 11), aplicando mé-
todos histoquimicos y radioautogrdficos, se probd
el paralelismo existente entre la localizacién histo-
ldgica de los mucopolisacdridos del conectivo y
cartflago y la del S35, y la participacidn predomi-
nante de los fibroblastos del conectivo embrionario
en la captacidn previa de dicho radioisdtopo con
respecto a la sustancia amorfa intercelular. Poste-
riormente otros autores han sostenido que el azufre
radioactivo en el conectivo adulto es incorporado
inicialmente por los fibroblastos (12) o, al contrario,
dnicamente por la sustancia intercelular (13). Por
otra parte, con técnicas histoquimicas y radioauto-
grdficas, se ha argumentado que los mastocitos, por
contener polisacdridos sulfurados en gran concentra-
cién, serfan los responsables de la produccidn de
la sustancia amorfa (14).

En el presente trabajo, se ha tratado de encarar
en una forma mds amplia el problema de la posible
intervencién de los fibroblastos y mastocitos en
el metabolismo del condroitinsulfato durante todc
el ciclo de diferenciacidn y maduracidn del conectivo,
de acuerdo al siguiente plan:

1) en ratas de diferentes edades desde el perfodo
fetal hasta la adultez, existencia de variaciones en

la intensidad de la captacidn del S35;

2) secuencia de dicha incorporacidn en las c€lu-
las y en la sustancia intercelular;

3) actividad metabdlica correlativa de las célu-
las, analizada en base a la incorporacidn de adenina
y metionina radioactivas.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 52 ratas machos de diferentes
edades y 12 ratas embarazadas cuyos embriones
tenfan de 15 a 20 dfas de edad. Se utilizaron los
siguientes radioisdtopos: S35, en forma de sulfato
de sodio; metionina-$33 yadenina-C14, administrados
por via intraperitoneal. La dosis fue en todos los
casos de 2uc./gr. de peso en 1l cc. de golucidn
fisioldgica. Los animales fueron sacrificddos en
los horarios siguientes: 1, 3, 6, 12, 24 y 48 horas
y 5, 7 y 15 dfas. Al t€rmino de los mismos, se
extrajé de todos piel del dorso-que fue fijada en
l{quido de Bouin; se incluyd el material en para-
fina y se obtuvieron cortes de 4 a 6 u. En todos
los casos se empled para el estudio radioautogrdfico
la técnica del ‘‘stripping-film’’ (15); el tiempo de
exposicidn fue de 40 a SO dfas, al cabo de los cuales
los preparados fueron revelados y fijados de acuerdo
a la t€cnica mencionada. En algunos se aplicd una
coloracidn de fondo con hematoxilina de harris y
otros fueron observados sin coloracidn alguna por
medio del microscopio de contraste de fase y de
luz comun. Previamente a la técnica radioautogrdfica
y para determinar la naturaleza probable de la sus-
tancia responsable de cada uno de los radioisctopos



