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Se adm ite genera lm ente  (Simón, 7) que los 
d in itro feno les (DNP), en concen traciones re la tiv a ­
m ente bajas, estim ulan  la  re sp irac ió n , la fe rm en ta­
ción, y e l consum o de su s tra to s  exógenos y endógenos 
en la s  levaduras y o tro s  m icroo rgan ism os, a l m ism o 
tiem po que inhiben los p ro ceso s de b io sín te sis  y 
asim ilac ión  req u erid o s por el c rec im ien to  y la 
m ultip licación ce lu la r. En consecuencia, el DNP e s  
un inhibidor del efecto  P a s te u r.

En oposición a la  opinión g en era l, en 1949 se 
demostró" (Stoppani, 9) que concen traciones d éb iles 
de d in itro feno les inhiben fuertem ente  la  oxidación del 
ace ta to  po r Saccharom yces cerev is ia e , y en 1951 
se  com unicaron efec tos s im ila re s  sob re  la  oxida­
ción del acetaldehido y e l p iruvato. Como el 2:4 
DNP inhibe la oxidación del aceta to  a tra v é s  del 
cic lo  del acido c ítr ic o  por p rep arac io n es enzim a'ti- 
cas  an im ales (C ro ss , 1), se postulo una acción 
s im ila r  en la levadura no obstante e x is tir  fu e rte s  
argum entos con tra  la oxidación del ace ta to  a tra v é s  
del cic lo  de ácido c ítr ic o  en e s te  m icroorgan ism o 
(K rebs, 4).

L as observaciones que se reseñan  a continuación 
am plían los re su ltados d e sc r ito s  prev iam ente , con­
firm an el m ecanism o postulado y explican la doble 
acción del 2:4 d in itro  fenol sob re  el m etabolism o

ce lu la r, e s  d ec ir, estím ulo  aparen te  por una parte  
e inhibición por o tra . Una descripción  com pleta de 
los experim entos co rrespond ien tes a e s te  traba jo  se 
pub licara  en o tro  lugar.

MATERIALES Y METODOS

L evadura. Las p rep aracio n es de levadura e ran  
s im ila re s  a la s  u tilizadas p rev iam ente (Stoppani y 
co labo radores , 11, 12). Se em pobrecieron  en m e- 
tabolitos y se m id ió  su concentración con la s  técn icas 
ya d e sc r ita s .

C om puestos rad ioactivos. A cetato-l-C ^-4 y ace- 
ta to -2 -C l4  se obtuvieron como sa l sódica del Radio- 
chem ical C en tre , A m ersham , Bucks, In g la te rra . La 
actividad específica  e ra  de 1 m C /0,955 m .m ol para  
e l M c00NaCH3 y 1 m C /0,486 m .m ol p a r a  el 
C 00N al4CH3, respectivam ente . El C 14OgHNa e ra  
del m ism o origen, con una actividad específica  de 
lm C /0 ,1 7  m.mol'.

R eactivos. Son s im ila re s  a los usados antes. 
E l 2:4 d initrofenol (pF .:112o) se  obtuvo de B ritish  
Drug H ouses, Ltd.

T écn icas de incubación. En la m ayoría  de los 
ca so s  los experim entos se efectuaron en m anóm etros
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de W arburg, a la tem p era tu ra  indicada en cada caso. 
El consum o de oxígeno se determ ino'’ por e l método 
d irec to .

Métodos an a lítico s . El ácido acético  se  de te rm in ó  
según L elo ir y Muñoz (5); el acetaldehido, según 
E llio t, Benoy y B a rk e r (2); e l acidp piriívico, según 
Friedem ann y Haugen (3).

Las m u estra s  rad ioac tivas se contaron y c ro -  
m atografiaron  según se describ ió ' an teriorrrien te  
(Stoppani y co labo radores , 11, 12).

RESULTADOS

Inhibición de la Oxidación del Acetato por 
2:4 Dinitf-ofenol

C oncentraciones de 2:4 d in itrofenol, e n tre  1 0 _ 5  y 
10"4M, a pH 4,8 inhiben significativam ente la oxi­
dación del acetato . El efecto inhibidor e s  p ro p o r­
cional a la concentración. Las concentraciones m a­
yo res de DNP tienen la acción opuesta sobre la 
re sp irac ió n  endógena de la levadura, que aum enta. 
Es notable que en p resen c ia  de DNP 1 0 " ^  el 
QO2 c*e Ia levadura en ausencia de acetato  es

su p e rio r al Qq ^ en p resen c ia  de e s te  últim o, lo

que significa que el acetato  inhibe la re sp irac ió n  
endógena de la levadura. A parentem ente, e s to s  r e ­
sultados contradicen los de W inzler y B aum berger 
(15), W inzler (16) y P ickket y Clifton (6). Sin em ­
bargo, e s  posible que en los experim entos de d i­
chos au to res , de pH 6,8 a 7,1, la concentración 
in tra c e lu la r  de 2:4 DNP no hubiera alcanzado nivel 
eficaz. En efecto, la s  inhibiciones de la oxidación 
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 en tre  la acción del 2:4 DNP y la con­
centración  de protones del m edio, com o con o tro s  
inhibidores de débil disociación (Simón y B eevers, 8).

El 2:4 DNP inhibe la oxidación del acetaldehido 
y el p iruvato  en el m ism o grado  que la del acetato ; 
con fum arato  o succinato su efecto es dudoso m ien tra s  
que, por el co n tra rio , con glucosa en lugar de inhi­
bición hay m as bien activación. Con glucosa, la falta 
de inhibición es tanto m as significativa si se  con si­
d e ra  que la velocidad de oxidación e s  su p e rio r a la 
del acetato , acetaldehido y piruvato. Con el ace ta ld e­
hido e s  notable que no hay acum ulación de ácido 
volátil, lo que significa que la inhibición no se  v e r i­
fica a nivel del acetato  sino en una etapa p rev ia . 
Con el piruvato la inhibición afecta m enos el consumo 
de oxigeno que el de p iruvato , pero  hay que tener 
en cuenta que p a rte  del oxígeno consum ido en p re ­
sencia de piruvato  y 2:4 DNP se debe a la oxidación 
de su s tra to s  endógenos. Si se introduce la co rrección  
correspond ien te , m ejo ra  la concordancia en tre  la 
inhibición calculada en base al consumo de piruvato  
y de oxígeno, respectivam ente .

Con succinato  o fum arato  el efecto del 2:4 DNP 
es  m enos c la ro . Con Q02 bajo (a lred ed o r de 7) hay

inhibición de la re sp irac ió n  del testigo  y de la s  
cé lu las  con ácidos d icarbox ilicos; con Q02  a t̂o

(su p e rio r a 9) hay estím ulo  de la re sp irac ió n  r e ­
sidual y de la  oxidación del succinato o fum arato. 
Se puede conclu ir que en condiciones de baja a c ti­
vidad oxidativa, im puesta por la poca perm eabilidad 
a los ácidos d icarbox ilicos, la  oxidación de esto s  
ú ltim os no e s  substancialm ente afectada.

Acción del 2:4 DNP sobre la Oxidación de 
S ustra to s  Endógenos

En los experim entos re fe rid o s  e s  evidente el 
estím ulo  de la re sp irac ió n  resid u a l por e l 2:4 DNP, 
no obstante la inhibición de la oxidación de su s tra to s  
exógenos, como el acetato , acetaldehido, e tc . Una 
prueba m ás d ire c ta  de e s te  doble efecto se obtiene 
enriqueciendo la levadura m ediante la oxidación de 
g lucosa o m ism o de acetato  y añadiendo luego el 
2:4 DNP en p resen c ia  de exceso  de acetato . D espués 
de p re incubar con glucosa, el 2:4 DNP aum enta 
a lred ed o r de 5 veces el Q ü2> no obstante no m odi­

fica r el del testigo  correspond ien te . P o r  o tra  parte , 
la oxidación del ace ta to  por la s  levaduras ayunadas 
y preincubadas es fuertem ente  inhibida y, m as aiín, 
con la ú ltim a el Qq^ es m enor que en el testigo

sin acetato , e s  d e c ir , que en p resen c ia  de 2:4 DNP 
el ace ta to  tiene aparen tem ente una acción tóxica 
sobre  la resp irac ió n .

Cuando el 2:4 DNP se añade a la levadura 
después que la oxidación del ace ta to  ha com enzado, 
el efecto e s  aparen tem ente  d istin to  del obtenido cuando 
el 2:4 DNP se añade p rim ero . E l consum o de oxí­
geno continúa, no obstante d ism in u ir fuertem ente, 
o c e sa r , el consum o de acetato . La cantidad de 
oxígeno consum ido después de añad ir 2:4 DNP es  
proporcional a la cantidad de acetato  oxidado y, si 
la cantidad de acetato  oxidado e s  grande, la acción 
inhibidora del DNP puede quedar inaparen te . Es 
evidente que el consum o de aceta to  im plica la fo rm a­
ción de m etabolitos cuya oxidación no e s  pertu rbada 
por e l DNP. En e s ta  form a, e l inhibidor prom ueve, 
aparen tem ente , una oxidación m ás com pleta del ace ta ­
to. En efecto, en ausencia de DNP la re lación  
m o la r ox ígeno/acetato  fue 0,90; 0,99; 0,93 y 1,03 al 
cabo de 1,2,3,4 y 5 ho ras de oxidación. D espués de 
añad ir e l DNP, a 1,2 y 3 h o ras  de oxidación la  r e la ­
ción final ox ígeno/acetato  fue 1,52; 1,92 y 1,62. El 
cociente O2/a c e ta to  e s  algo m enor que el dado por 
la ecuación 1 (P icket y Clifton, 6 ; W inzler, 16; y 
W inzler y B aum berger, 15), pero  se  debe co n sid e ra r 
que en los experim entos d e sc r ito s  e l consumo de 
aceta to  no fue com pleto (77%). La adición del DNP 
eleva la  re lac ión  02/a c e ta to  y la  ace rca  a su valo r 
teó rico  (2 ,0), esto  es , el de la  oxidación total.

3 CH3COOH + 4 0 2 -2 (C H 0 ) + 4 C 0 2 + 4  H20  ( 1)



Influencia del 2:4 DNP sobre la Form ación  de C itra to

Los resu ltad o s resen ad o s m ás a r r ib a  indican 
que el 2:4 DNP inhibe la oxidación del ace ta to  en 
una etapa in ic ia l del p roceso  y, según la teo ría  del 
c ic lo  del ácido c ítr ic o  (K rebs, 4), la p rim e ra  etapa 
e s  la condensación de oxalacetato  y ace til-C o  A, 
que form a c itra to . La ex istenc ia  de e s ta  reacción  
concuerda con la form ación de c itra to  cuando la 
levadura oxida aceta to  en p resen c ia  de cationes BA’*'+ 
o Mg++ (W ieland y Sonderhoff, 14). En n u estro s 
experim entos, de acuerdo  a lo postulado, e l 2:4 
DNP inhibe la form ación de c itra to  a l m ism o tiem po 
que la oxidación del acetato .

Acción del 2:4 DNP sobre la Oxidación del 
A cetato-C ^4

El em pleo del ace ta to  rad ioactivo  perm ite  ro tu la r  
los d istin to s in te rm ed ia rio s  de la oxidación, a c la ra r  
su m ecanism o y e s ta b le c e r  con p rec isión  e l s itio  en 
que el DNP actúa.

Cuando la levadura oxida ace ta to -C 1-4 , la s  cé lu ­
la s  incorporan  C l4  e n proporción al consum o de 
oxigeno. El aum ento de rad ioactiv idad se debe a la 
incorporación  del carbono del ace ta to  y no del 
anhídrido carbónico  que re su lta  de su oxidación como 
lo dem u estra  la incubación com parativa de aceta to - 
C l4  y aceta to  in e rte  en p resenc ia  de bicarbonato  de 
igual rad ioactiv idad  a la del ace ta to  m arcado . No 
obstante la  m ayor actividad específica  del b icarbo­
nato, la cantidad de C*-4 incorporada e s  notablem ente 
m enor en el segundo caso. En un experim ento  s i ­
m ila r  con a c e t a t o - 2-C 14, ia d ife ren c ia  fue aún m ayor 
pues la  actividad específica  de la s  cé lu la s  (c ts /  
m in /m g), después de incubar 90 min. con acetato  
rad ioactivo , fue 15.500, m ien tra s  que con bicarbonato 
fue 1000.

El C^4 fijado por la s  cé lu las se inco rpo ra  en 
p a r te  (52%) a los com puestos de bajo peso m olecu lar 
so lubles en m etanol-a^ua y el re s to  a com puestos 
insolubles: p ro te ínas, ácidos nucleicos y p o lisa c á ri-  
dos. Al principio , la  proporción de C^4 en los 
com ponentes insolubles en m etanol-agua e s  pequeña, 
pero  luego c re c e  p rog resivam en te  y se  hace sign ifi­
cativa.

Las substancias del p r im e r  grupo se pueden ag ru ­
p a r de la siguiente m anera:

1) in te rm ed ia rio s  del cic lo  del ácido c ítr ic o
2) am inoácidos y
3) hexosas fosfatos y derivados

E n tre  los in te rm ed ia rio s  del c ic lo  del ácido c ítrico , 
é s te  (con e l aconítico y el isocítrico ) es el que 
aparece  con m ayor cantidad de C^4. Luego siguen 
los ácidos succínico y m álico; el fum árico queda 
en ultim o term ino . El ácido glutám ico e s  el am ino­
ácido que contiene m ayor radioactiv idad. O tros am i­
noácidos que incorporan radioactiv idad son laa lan ina , 
am inoácidos básicos (lis in a , arg in ina y se rin a). Los 
ácidos fosfoglicérico  y fosfopirúvico y los hexo- 
safosfatos aparecen  débilm ente rad ioactivos, lo que

im plica la transfo rm ación  de acetato  en com puestos 
g lucíd icos, ya sugerida por los estud ios m etabólicos 
de P ickett y Clifton. La d istribución  observada es 
perfectam ente consisten te  con la  operación del ciclo 
del ácido c ítr ic o  ya. dem ostrada  por los ex p e ri­
m entos de ro tulación con anhídrido carbónico rad io ­
activo (Stoppani y co labo radores , 12) o de s ín te s is  
de ácido succínico  radioactivo  (Stoppani y co labo ra­
d o re s , 11).

La oxidación com parativa de a c e ta to - l-C ^ 4 y 
acetato-2-C ^-4 orig ina una d istribución  d istin ta  del 
C 14 en los in te rm ed ia rio s  m etabólicos y el anhí­
drido carbonico form ado por oxidacion según preve 
la teo ría  del ciclo . El an a lis is  de algunas de e sa s  
d ife ren c ias  confirm a el m ecanism o propuesto. En el 
supuesto de que el ace ta to  se oxide a tra v é s  del 
c ic lo  del acido c ítr ico , y la d istribución  isotópica 
m antiene una condición de flujo estac io n ario , la r e ­
lación de la s  activ idades espec íficas del CO2 p ro ­
veniente de la oxidación de aceta to  m arcado en el 
carboxilo  e s  m ayor que la del m etilo  y, re c íp ro c a ­
m ente, la cantidad de C -̂4 incorporada a la s  célu las 
e s  m ayor con acetato  m arcado  en el m etilo  que con 
acetato  m arcado  en el carboxilo  (S trisow er y co la ­
bo rado res, 13).

C 0 2 (C 14OOH) 100+  x
------------ Í4--------  = ---------------  (2)co2 (C h3 ) 100 - x

Las ac tiv idades espec íficas de los anhídridos 
carbón icos guardan la re lación  que ex p resa  la ecua­
ción 2 donde x es la dilución del acetato  radioactivo  
por los su s tra to s  endógenos. De los experim entos 
rea lizad o s se obtiene 113/44 = 2,57 de donde x = 44 ,l 
(%), es  d e c ir  que el 44% del anhídrido carbónico 
form ado en la oxidación proviene de su s tra to s  en ­
dógenos. E s in te resan te  señ a la r  que esa  oxidación 
e s  prom ovida por la oxidación del acetato , pues en 
ausencia de aceta to  el Qq 2 e s  8,7% del consumido 
en p resen c ia  de acetato .

Efecto del 2:4 D initrofenol sobre la F ijación y 
D istribución del C^4

La adición de 2:4 d initrofenol a una p re p a ra ­
ción de levadura que oxida aceta to  radioactivo  no 
sólo in te rrum pe el aum ento de actividad específica  
sino •que la dism inuye; al m ism o tiem po cesa  el 
consum o de acetato . La dism inución de la actividad 
específica  de la s  #cé lu las , que produce la adición del 
2:4 DNP, indica que e'ste a c e le ra  la descom posición 
de su s tra to s  endógenos form ados duran te la oxida­
ción del acetato . E sto  se  confirm a de la siguiente 
m anera: se incuba levadura con acetato  radioactivo; 
se  lava la suspensión, ahora rad ioactiva, y se incuba 
nuevam ente con o sin 2:4 DNP. Se com prueba que:

1) la s  cé lu las preincubadas con aceta to  consu­
m en m ás oxigeno en com paración con los testigos;



2) el 2:4 DNP exagera la  oxidación de los su s ­
tra to s  endogenos y los form ados en la pre incu- 
bación;

3) el 2:4 DNP dism inuye la rad ioactiv idad de 
las  cé lu las preincubadas y

4) exagera  la form acidn de .anhídrido carbónico 
radioactivo , s i bien no m odifica su actividad esp e ­
cífica.

El 2:4 DNP estim ula por igual el conslimo de 
m etabolitos de bajo peso m olecu lar (so lub les en 
m etanol-agua) y el de los insolubles en esa  m ez­
cla. Nuevamente llam a la atención la  d isco rdancia  
e n tre  la inhibición de la oxidación del ace ta to  por 
una p a rte  y, por o tra , el aum ento de la oxidación 
de los su s tra to s  endógenos de la  levadura. Ello 
im plica que el 2:4 DNP estim ula  p ro ceso s oxidativos 
que no incluyen la oxidación de acetato .

La adición del 2:4 DNP determ ina  una variación  
sustancia l en la d istribución  de en ios r e -
se rv o rio s  m etabólicos de la levadura, especialm ente  
de los vinculados a l cic lo  del acido c ítr ic o . Diez 
m inutos después de añad ir el 2:4 DNP dism inuye 
fuertem ente (90%) la ro tulación de los ácidos t r i -  
ca rbox ilicos y mucho m enos la de los d icarbox ílicos 
(succínico , fu m írico , m ilico ). A los 40 m inutos la 
dism inución en los trica rb o x ílico s  sigue significativa 
y en los d icarbox ílicos se acentúa. Como con tro l, 
el glutam ico m antiene su radioactiv idad.

Como el C ^  en tra  al cic lo  cuando se sin te tiza  
e l acido c ítr ico , e s  evidente que la acción del 2:4 
DNP consiste  en inh ib ir esa  s ín te s is . Excepto esa  
etapa, la operación del c ic lo  continúa, vale d e c ir , 
se  oxidan los ácidos tr ica rb o x ílico s  y d icarbox íli­
cos, lo que explica que cuando eso s  re se rv o r io s  han 
sido alim entados suficientem ente por la in co rp o ra ­
ción del acetato  exógeno, no obstante el bloqueo 
de e s ta  últim a por el 2:4 DNP, la levadura continúa 
resp irando . La concordancia en tre  los re su ltad o s de 
los experim entos m etabólicos e iso tópicos e s  s a t is ­
fac to ria .

Si el c ic lo  del acido c ítr ic o  se bloquea en la 
s ín te s is  del ácido c ítr ic o , aparen tem ente  la oxida­
ción de los trica rb o x ílico s  p refo rm ados d ebería  alcan ­
z a r  sólo hasta  la etapa del oxaloacético . Sin em b ar­
go, la degradación puede lleg a r mucho m as adelante, 
pues con Cannata (observaciones a publicar) se ha

observado que la levadura contiene una oxalacético 
carbox ilasa  que tran sfo rm a el oxalacético  en acido 
pirúvico y é s te , en p resen c ia  de la  alfa carbox i­
lasa , da acetaldehido y anhídrido carbónico.

Los hechos reseñ ad o s explican sa tisfac to riam en te  
la acción del 2:4 DNP sobre el efecto  P a s te u r . En 
efecto, la fuente m as im portan te de energ ía  e s  la 
operación del c ic lo  del íc id o  c ítr ic o . E sa  energ ía  
queda alm acenada en m oléculas de ATP form adas 
por e s te rificac ió n  de fosfato inorgánico. Con aceta to  
la etapa in ic ial del cic lo  e s  endergónica. El 2:4 
DNP prev iene la fosforilación oxidativa, lo que impide 
la form ación de ATP n ecesa ria  p a ra  in ic ia r  el 
c iclo . El fosfato no este rificad o  queda disponible 
p ara  in ic ia r  reacc io n es g luco líticas, de m enor rend i­
m iento, que se evidencian a tra v é s  de una exagerada 
oxidación o ferm entación aerób ica  de su s tra to s .

RESUMEN

1) En oposición a conceptos c o rr ie n te s , el 2:4 
d initrofenol en concen traciones pequeñas inhibe la 
oxidación del acetato , acetaldehida y piruvato  por la 
levadura.

2) La inhibición e s  se lec tiva  resp ec to  al s u s tra ­
to, pues la oxidación de la glucosa, los ácidos d i­
carbox ílicos, o los su s tra to s  endógenos no son a fec ta ­
dos.

3) El 2:4 DNP inhibe la s ín te s is  de íc id o  c ítr ic o  
por la  levadura.

4) La oxidación de a c e ta to - l - C ^  y ace ta to -2 - 
C^4 incorpora C ^  a la levadura en proporción al 
acetato  oxidado. La d istribución  de C en los 
m etabolitos ro tu lados y en e l anhídrido carbónico 
concuerda con la h ipó tesis del c ic lo  del íc id o  c ítr ico . 
La oxidación del ace ta to  exógeno prom ueve la oxi­
dación de su s tra to s  endógenos de la levadura.

5) El 2:4 DNP previene la oxidación del ace ta to  
rad ioactivo  y prom ueve la  oxidación de los su s tra to s  
endógenos que se  ro tulan  duran te  la oxidación del 
p rim ero .

6) El 2:4 DNP inhibe selectivam ente  la  incorpo­
ración  de aceta to  radioactivo  al íc id o  c ítr ic o  y en 
esa  form a inhibe la  operación del cic lo  del a'cido 
c ítr ico .
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Se adm ite que e l azufre  rad ioactivo  (S- 35) es 
incorporado  quím icam ente por el acido condro itin - 
su lfu rico  del tejido conectivo y del ca rtílago  (1-4) 
y por un po lisacarid o  sulfurado contenido en los 
m astoc ito s (5). P o r o tra  p arte  se  ha dem ostrado  
que la adenina-C^-^ (6) y ia m etionina-S^S (7-9) 
son u tilizadas por la s  cé lu las p a ra  la s ín te s is  de 
la s  nucleopro teínas y de la s  p ro te ín as , re sp ec tiv a ­
m ente.

En trab a jo s  a n te r io re s  (10, 11), aplicando m é­
todos h istoquím icos y rad ioau tograficos, se probó 
e l p a ra le lism o  ex isten te  e n tre  la localización h isto ­
lógica de los m ucopolisacaridos del conectivo y 
ca rtílago  y la  del S35( y la partic ipación  p redom i­
nante de los fib rob lasto s del conectivo em brionario  
en la  captación p rev ia  de dicho radioisótopo con 
resp ec to  a la sustanc ia  am orfa  in te rc e lu la r. P o s te ­
rio rm en te  o tro s  au to res  han sostenido que el azufre  
rad ioactivo  en el conectivo adulto e s  incorporado 
in icialm ente  po r los fib rob lastos (12) o, al co n tra rio , 
línicam ente por la sustancia  in te rc e lu la r  (13). P o r 
o tra  p a rte , con técn icas h istoquím icas y rad ioauto- 
g rá fic a s , se  ha argum entado que los m astoc ito s, por 
contener po lisacárid o s su lfurados en gran  concen tra ­
ción, se ría n  los re sp o n sab les  de la  producción de 
la  sustanc ia  am orfa  (14).

En el p resen te  traba jo , se ha tra tado  de e n c a ra r  
en una form a m ás am plia e l p roblem a de la posible 
intervención de los fib rob lasto s y m asto c ito s  en 
e l m etabolism o del condroitinsulfato  duran te todo 
e l c ic lo  de d iferenciación  y m aduración del conectivo, 
de acuerdo  al siguiente plan:

1) en r a ta s  de d ife ren tes  edades desde el período 
fetal hasta  la  adultez, ex istencia  de variac iones en

la intensidad de la captación del S^5;
2) secuencia de dicha incorporación  en la s  cé lu ­

la s  y en la sustancia  in te rce lu la r;
3) activ idad m etabólica co rre la tiv a  de las cé lu ­

la s , analizada en base a la incorporación de adenina 
y m etionina rad ioactivas.

MATERIAL Y METODOS

Se em plearon 52 ra ta s  m achos de d ife ren tes  
edades y 12 ra ta s  em barazadas cuyos em briones 
tenían de 15 a 20 d ías  de edad. Se u tilizaron  los 
sigu ien tes radioisótopos: S^5> en form a de sulfato 
de sodio; m etionina-s35 y a d e n in a - C ^  adm in istrados 
por vía in trap e rito n eal. La d osis  fue en todos los 
ca so s  de 2 jjc ./g r. de peso en 1 cc. de solución 
fisio lógica. Los an im ales fueron sacrificad o s en 
los h o ra rio s  siguientes: 1, 3, 6, 12, 24 y 48 horas 
y 5, 7 y 15 d ías. Al te'rm ino de los m ism os, se 
e x tra jó  de todos piel del dorso  que fue fijada en 
líquido de Bouin; se  incluyó el m a te ria l en p a ra -  
fina y se  obtuvieron c o rte s  de 4 a b p .  En todos 
los caso s  se em p leó  p ara  e l estudio radioautográfico  
la técnica del “ s trip p in g -film ” (15); el tiem po de 
exposición fue de ,40 a 50 d ías, a l cabo de los cuales 
los p rep arad o s fueron revelados y fijados de acuerdo 
a la técnica m encionada. En algunos se ap licó  una 
coloración  de fondo con hem atoxilina de H a rr is  y 
o tro s  fueron observados sin coloración alguna por 
m edio del m icroscop io  de co n traste  de fase y de 
luz comiín. P rev iam en te  a la  técnica rad ioautografica  
y p ara  d e te rm in a r la na tu ra leza  probable de la su s­
tancia responsab le  de cada uno de los radioiso'topos


