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SELENIOCISTINA MARCADAS CON ‘“Se.
SU INCORPORACION Y DISTRIBUCION EN RATONES

L. J. Anghileri y R. O. Marqués

RESUMEN

75 Se describe el proceso experimental seguido para lograr la incorporacién de
Se ala fracciéon proteica de levadura, por cultivo de Saccharomyces Cerev,}'géae,
exento de compuestos sulfurades y en presencia de selenito de sodio (‘“Se)

La posterior obtencion de los aminoacidos seleniados se llevs a cabo, pre-
via hidrolisis de la fraccién proteica, por separacién con resina intercambiadora.

La pureza radioquimica de dichos aminoacidos seleniados fué determinada
por cromatografia ascendente sobre papel en atmésfera de nitrégeno.

En la segunda parte se describe el estudio realizado sobre la distribucién y
eliminacion de la seleniometionina y seleniocistina en ratones.

Los resultados obtenidos indicarian una mayor fijacién de seleniocistina en
pancreas con respecto a la seleniometionina.

Se incluyen datos referentes al periodo biolégico medio de ambos aminoaci-
dos; %% influencia de la metionina y cistina sobre la eliminacién y distribucién
de la ‘?Se-cistina inyectada y valores de los Rf obtenidos en el andlisis croma-
tografico de diferentes érganos.

SUMMARY
75Ss-me!:hionine and 75Se-cystine have been prepared by adding sodium se-
lenite (‘Se) to Saccharomyces cerevisiae culture free of sulphur compounds.

The proteins obtained were hydrolized and the selenium aminoacids separa-
ted by exchange resin.

The radiochemical purity was tested by paper ascendent cromatography usin
tertiary butyl alcohol, methil-ethil-ketone, amonium hydroxide, water (10-10-3-5
as solvent.

The /°Se-methionine and 75Se-cys,tine distribution and elimination in mice
is described in a second part of this report.

The results_jndicate higher localization of 75Se-cystine in pancreas compa-
red with that of ‘°Se-methionine.

Information about biological ha¥-life of both amincacids is given as well as
%S influence of methionine and cystine on the elimination and distribution of
e cystine.



PREPARACION BIOSINTETICA DE SELENIOMETIONINA Y
SELENIOCISTINA MARCADA CON °Se.

Esta preparacién se realizé por incorporacién de selenito de sodio (755e) a
un medio de cultivo exento de sulfato, en el cual se desarroll$ la levadura Sac-
charomyces Cerevisiae. En estas circunstancias experimentales el selenito es
metabolizado e incorporado alas células en lugar del azufre, encontrandose prin-
cipalmente en los aminoacidos sulfurados (en este caso seleniados), cisteina
(que pasa en su mayor parte a cistina en el curso de la preparacién) y metionina.

PARTE EXPERIMENTAL

En un medio de Williams y Dawson (1) ligeramente modificado para obtener
una absoluta ausencia de azulre y cuya composicién es la siguiente:

Glucosa 20

g
P04H (HN4)2 35 g
PO,H,K 0,2 g
Cl,Mg 0,1 g
Citrato de Sodio 1,0 g
Monohidrato de L-asparagina 2,5 g
Biotina 10 ug
Pantotenato de Calcio 0,5 mg
Inositol 10 mg
Tiamina 6 mg
Piridoxina 1 mg
Acetato de zinc 0,8 mg
C13Fe 0,2 mg
Cl,Cu 50 ug
Agua destilada c.s.p. 1 litro

Se agregb la actividad 55e OgNag (Actividad especifica 2.13 me/ml) 9 mC
y se ajusté el pH del medio con acido gosférico a 5,0.

Para el cultivo de la levadura, se utilizé un frasco como el de la figura 1,
en el cual se sembraron 20 gramos de levadura en aproximadamente 250 ml del
medio. El desarrollo se realizé a temperatura constante, 37°C; y burbujeando
continuamente una suave corriente de oxigeno. En estas condiciones el oxigeno
ha demostrado activar considerablemente el metabolismo celular y consecuente-
mente la incorporacién del selenito a la fraccién proteica.

A las 24 horas el cultivo fué centrifugado y se separé la levadura. Como
aun qued6 una buena parte de la actividad en e{ medio, se lo enriquecié con 5
gramos de glucosa y previo ajuste de su pH a 5,0 con 4cido fosforico, se resem-
bro con 20 gramos de levadura. Luego de otras 24 horas de cultivo y separando
el material celular en la misma forma, se dié por finalizado el cultivo.




La levadura se extrajo luego en un Soxhlet con etanol media hora y otra me-
dia hora con éter de petroleo (fﬁE 35-60%C). Se lavo con éter etilico y se secd
al aire. Una vez seca la levadura se extrajo con 100 ml de acido tricloroacético
al 5% por calertamiento en un bafio de agua durante 15 minutos. Se se}l)ar() por
centrifugacién v el sedimento se lavé dos veces con 20 ml de 4cido tricloroacé-
tico frio.

En estas sucesivas extracciones se eliminan los lipidos, hidratos de cae-
bono y el selenito intercelular, quedando como residuo las proteinas. Estas pro-
teinas son hidrolizadas por ebu(lllicién durante 6 horas con 4acido clorhidrico 5N.
Para evitar toda posible pérdida de los aminoacidos marcados durante el proceso
de hidrélisis, se agregaron previamente al material a ser hidrolizado 100 mg de
L-metionina y de L-cistina. Ademas durante la hidrélisis se mantuvo una atmos-
fera inerte haciendo burbujear nitrégeno.

Terminada la hidrélisis se filtraron las huminas formadas y el acido clorhi-
drico se evaporb al vacio. El residuo se disolvié en un pequefio volumen de agua
destilaga y se separaron los dos aminodcidos utilizando una columna de 20 cm x
0,8 cm* de resina de intercambio Dowex 50 W- X 4 de 200-400 mesh en la forma
hidrégeno.

Primeramente se pasé el hidrolizado de las groteinas, luego 200 ml de agua
destilada y con acido clorhidrico 1,1 N se eluyé la seleniometionina.

Se colectaron fracciones de 10 ml y midiendo sus actividades con un cris-
tal de centellec se pudo establecer perfectamente el pico de elucién. Terminada
de pasar la seleniometionina, luego de aproximadamente 600-650 ml de acido
clorhidrico 1,1 N, se aumenté la concentracién a 2,5 N con el objeto de eluir la
seleniocistina (2); este aminoacido apareci6 aproximadamente a los 400 ml. El
flujo de elucién fué 1-2 ml/min.

La pureza radiactiva de estos aminoacidos marcados se realizé por croma-
tografia ascendente sobre papel Whatman 3 MM usando como solvente metil-etil-
cetona, alcohel butilico terciario, hidréxido de amonio concentrado, agua
(10:10:3:5) en una atmésfera de nitrégeno. Los RF correspondientes obtenidos
experimentalmente son los siguientes:

L-Metionina 0,49 7"r’Selex:tiometionina 0,49
L-Cistina 0,07 "Seleniocistina 0,07
L-Metionina oxidada 0,48 7"r’Selex:niomea‘.ionina oxidada 0,47
L-Cistina oxi‘dada 0,13 75Seleniocistima oxidada 0,13

Selenito de sodio 0,05

En la cadena proteica el selenio se debe encontrar al estado de homoéiogo
seleniado de la cisteina. pern luego de la hidrslisis en el momento de la filtra-
cién. que se realiza en una atmosfera oxidante. ese compuesto muv inestable
pasa a cistina. En las mismas condiciones no hay transformacién de la metionina.

La oxidaciin se realizé por tratamiento del aminoacido previamente a su cro-
matografia con peroxido de hidrégeno al 5% en frio.

| rendimiento radiactivo obtenido para la 75Se-metionina es de 14% y para
la “Se-cistina de 4%.
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INCORPORACION DE 79Se-CISTINA Y 79Se-METIONINA A RATONES:
SU PERIODO BIOLOGICO MEDIO

La seleniometionina (*°Se) ha sido usada por Blau y colaboradores (3, 4, 5)
ﬁara el centello%rama del pancreas y para el estudio del transporte intestinal y
a absorcién de los aminoacidos.

Los resultados hasta ahora conocidos se refieren al metabolismo de la sele-

niometionina en un pefiodo muy corto (unas tres horas posterior a la administra-
cién).

Se desconoce la ulterior distribucién de los compuestos inyectados o de
sus derivados metabglicos. El presente trabajo experimental se ha realizado a
los fines de conocer la posterior distribucién de estos aminoacidos seleniados.

PARTE EXPERIMENTAL

Grupos g; cinco ratones fueron inyectados simultaneamente con 0,1 ml de
soluc,}gn de e-metionina (0,004 mCi y 0,034 mg) y otros con 0,2 ml de solu-
cion ‘“Se-cistina (0,008 mCi y 2,5 mg). Se sacrificaron los animales a diversos
intervalos y la actividad presente en los diversos érganos se determiné con un
coutador de centelleo, haciéndose la determinacién por ‘‘pool’” de érganos.

Se midié diariamente un grupo de animales vivos durante una semana a los
efectos de determinar la actividad remanente en el total del organismo en fun-
cion del tiempo.

Los extractos de los érganos (en solucién clorhidrica 0.1Ny a la cual se le
habia agregado 0,1 ml de mercaptoetanolamina 0,01 M) correspondientes a los
animales sacrificados a las ocho horas, se analizaron por cromatografia ascen-
dente sobre papel Whatman 3 MM utilizando como solvente metiletilcetona, alco-
hol butilico terciario, hidréxido de amonio concentrado, agua (10:10:3:5).

a influencia de los aminoacidos metionina y cistina en la eliminacién de
la 7%Se-cistina inyectada se estudié inyectando, a las 24 horas de su aplica-
cién, 5 mg de metionina y 5 mg de cistina inactiva a dos grupos de animales,
conservando a un tercero como patrén de eliminacién. Esta inoculacién se repi-
tié nuevamente a los 7 dias.

Schbre estos grupos se determiné la actividad total remanente por contaje de
todo el organismo con un contador de centelleo.

RESULTADO EXPERIMENTAL

Los cuadros I y I* nos muestran los valores de concentracién de actividad
en “‘pool’’ de érganos y del porcentaje de la actividad inyectada presente en los
diferentes 4rganos y tejidos a los diversos tiempos de la experiencia.

No obstaqu ser la actividad especifica de la 75Se-cistina 36 veces menor
que la de la ‘Se-metionina, es mayor el porcentaje de actividad presente en
pancreas, para el caso de animales inyectados con !Se-cistina.

En lineas generales la distribucién y eliminacién de ambos aminoacidos
seleniados es similar. Una caracteristica notable para ambos es el aumento de
la actividad observado en testiculos en funcién del tiempo. Dicha actividad en
el gaso de la "9Se-cistina y posterior inyeccién de metionina a las 24 horas y
7 dias, llega a valores tan altos como el 12% de la actividad total presente en
el organismo a los 12 dias (cuadro HI).
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La eliminacién de la 75Se-metionina y 73Ge-cistina se realiza con un perio-
do bioléﬁs;co medio de aproximadamente 63 horas para la Se-75-cistina y de 126
para la '“Se-metionina ({::uadro V).

El analisis cromatografico (cuadro II) de los diversos érganos muestra que
en la mayoria de los casos la actividad se encuentra no ya en la forma quimica
correspondiente al aminoacido, sino como compuesto no identificado de Rf 0,94.

En el cuadro IV se incluyen los valores de la actividad presente en las
excretas a las 24 horas de haber inyectado metionina y cistina inactivas segin
la parte experimental descripta por el chadro [I. Se observa que la inyeccién.
de la cistina inactiva moviliza la /°Se-cistina presente en el organismo.

CONCLUSIONES

Desde el punto de vista de la incorporacién al organismo y su posterior eli-
minacién ambos amino4cidos seleniados presentan similaridad. El periodo bio-
légico q%%dio, en este caso eerrimenta,zl (con una actividad especifica inferior
para la (OSe-cistina) es del doble para OSe-metionina con respecto al de ! Se-
cistina.

Puede apreciarse un incremento en funcién del tiempo de la actividad pre-
sente en testiculos, en especial para el caso de la ?Se-cistina. Este fenémeno
se ve incrementado al aplicar, luego de la ‘°Se-cistina, metionina inactiva.

Referente al ens yo de la influencia de la metionina y cistina inactiva en
la eliminacién de la ‘°Se-cistina puede notarse un aumento en el periodo biol-
gico medio, siendo mayor en el caso de la aplicacién de metionina.




CUADRO I

VALORES DE LA RADIOACTIVIDAD PRESENTE EN DIFERENTES ORGANOS Y
TEJIDOS DE ANIMALES INYECTADOS CON SELENIO METIONINA

8 HORAS |24 HORAS |48 HORAS |72 HORAS 11 SEMANA

AEY % [AEY % |AEY % [4.E*] % [4.ET %
PANCREAS 8,02 [0,20 | 8,18 0,22 | 4,13 /0,12 | 3,12 {0,08 | 2,82 0,08
HIGADO 2,78 (1,21 | 4,58 (1,06 | 3,88 (1,61 | 4,50 (1,59 | 3,408 1,22
INTESTINO 3,14 |2,62 | 3,02 1,90 | 2,00 1,30 | 1,51 |0,9 | 1,185| 0,68
RINON 7,43 0,68 | 5,90)0,71 | 6,70 | 0,71 | 4,90 |0,64 | 5,65 | 0,57
ESTOMAGO 1,56 (0,20 | 1,92 | 0,16 | 1,49 0,12 | 0,50 |0,03 | 0,52 | 0,06
PULMON 2,96 {0,171 1,90| 0,09 | 1,89 (0,09 | 1,79 | 0,07 | 1,94 | 0,08
CORAZON 1,89 (0,06 | 1,22|0,06 | 1,57 | 0,04 | 1,03 |0,04 | 1,98 | 0,03
BAZO 4,52 (0,09 | 3,64 0,08 | 2,70 |0,06 | 2,89 |0,05 | 2,15 0,07
G. SALIVARES | 3,02 (0,08 2,02(0,08{ 2,17 (0,08 | 2,20 [0,06 | 2,67 0,07
TESTICULOS 1,80 0,08 | 1,55|0,04 | 0,85 0,25 | 2,31 (0,16 | 4,97 0,39
OVARIOS 3,18 0,07 | 2,10 0,10 | 2,34 [0,59 | 2,61 0,05 | 1,32 0,01
C.SUPRARRE. | 4,0010,01 | 2,66 0,01 | 2,43 | 0,007 | 3,06 | 0,008 | 3,70 | 0,008
CEREBRO 1,50 [ 0,08 | 0,77| 0,04 | 0,87 0,05 | 0,65 (0,03 | 1,00] 0,05
HUESO 3,06 - 1,14 - | 0,71| - 1,47 | - |[1,43| -
MUSCULOS 0,68 - | 0,59 - |o,67| - |o0,69| - |086| -
PIEL 0,95 - | 0,87 - | 0,86 - 1,07 - |0,91| -
(+) Expresada en cuentas por mg.

CUADRO I*

VALORES DE LA RADIOACTIVIDAD PRESENTE EN DIFERENTES ORGANOS Y

TEJIDOS DE ANIMALES INYECTADOS CON SELENIO CISTINA

3 HORAS | 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS| I SEMANA
AET % |AET| % |AE" % |4.E" % |46 %
PANCREAS 9,38 0,72 { 5,80 (0,58 | 4,77 10,44 | 4,20 [0,30 | 2,49 (0,25
HIGADO 3,87 14,33 | 4,07 (4,48 | 5,71 (4,80 | 4,97 |5,47 | 3,50 | 4,40
INTESTINO 3,251 5,68 | 2,78 |5,86 | 2,56 4,32 2,37 |3,7¢ 1,09 (2,15
RINON 9,95( 2,91 | 9,17 (2,79 (10,36 | 2,64 | 11,022,522 | 6,64 | 1,91
ESTOMAGO 2,1110,79 | 1,57 10,75 | 2,601 0,52 1,30 | 0,33 | 2,46 | 0,26
PULMON 2,7310,36 | 2,29]0,29 | 2,62 0,264 2,70 10,30 | 1,93 { 0,14
CORAZON 1,7310,19 1,4710,16 | 1,82 0,12} 2,12 | 0,13 | 2,84 | 0,25
BAZO 4,4310,33 4,080,284 3,81 | 0,13{ 6,24 } 0,21 ] 3,34 | 0,28
G.SALIVARES | 2,211 0,21 | 2,03 |0,21 ¢ 2,35| 0,19] 3,05 | 0,24 | 0,78 | 0,13
TESTICULOS 1,41 0,17 | 1,67 {0,25| 2,67 | 0,36| 3,73 | 0,47 | 5,30 | 0,56
OVARIOS 1,241 0,19 | 2,30 {0,41| 0,52 0,51 2,34 { 0,2 1,68 | 0,04
C. SUPRARRE. | 2,12] 0,02 | 1,80 {0,01 { 2,14 i 9,014 1,58 | 0,01 | 2,26(0Q,01
CEREBRO 0,64 0,12 | 0,66 |0,16 | 0.8% i 0,17| 0,72 ] 0,121 0,78 (0,13
HUESO 1,391 - 1,27 | - 1,54 | - 1,89 - 2,48 ] -
MUSCULOS 0,77 - 0,451 - 0,68 - 1,00 - 0,93 | -
PIEL 1,60 - 1,22 | - 1,55 - 0,88 - 1,14 -

74—) Expresada en cuentas por mg.
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CUADROII ,
ANALISIS CROMATOGRAFICO DE DIVERSOS ORGANOS ~
Rf.
HIGADO 0,47*
INTESTINOS 0,94* - 0,55*
PANCREAS 0,94* - 0,944
ESTOMAGO 0,94 *
RIRON 0,94* - 0,94 #
0,67*-0,50*-0,84#
ORINA
0,68# - 0,58#-0,08#
METIONINA INACTIVA 0,49
CISTINA INACTIVA 0,07
SELENITO 0,05
CISTINA OXIDADA 0,13
METIONINA OXIDADA 0,48

?) a las 8 horas
*) inyectadas con 75Se-metionina.

#) inyectadas con 75Se-cistina..

CUADRO I
INFLUENCIA DE LA INYECCION DE CISTINA Y METIONINA EN LA ELIMINACION DE 755e-CISTINA *

1D|4D|5D|6D|7D gD |11D[12p|

INTESTINO 13%

o _ HIGADO  21%
+ 5mg cistina | 72 | 61 [ 61 [ 60 | 59 [4+5mgcistina 59 | 44 | 44 |(®) TRSTICULOS 6%

PANCREAS 2%

INTESTINO 10%
HIGADO 24 %
TESTICULOS 12 %
PANCREAS 2%

+5mgmetionina | 93 | 73|74 | 74 | 72 [+5mg metionina [ 69 | 53 | 53 [#)

INTESTINO 14 %
HIGADO 26 %
TESTICULOS 8%
PANCREAS 3%

PATRON 67 | 59 |47 | 43 | 44 ———— 43 | 37 34 [

*) Estos valores se refieren al porcentaje de la actividad con respecto a la actividad total pre-
sente en el organismo.

#) Valores de la actividad en diferentes érganos a los 13 dias de haber sido inyectados con
5Se-cistina.
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CUADRO IV
INFLUENCIA DE LA METIONINA Y CISTINA EN LA ELIMINACION DE LA 75Se-CISTINA
HECES ORINA
ACTIVIDAD % ACTIVIDAD %
ESPECIFICA ESPECIFICA °
(cpm/mg) (cpm/ml)
+5 mg de cistina 10.02 3.58 22.10 3.14
+5mg de metionina 4.73 1.34 18.70 2.65
PATRON 5.94 1.28 10.30 1.46
CUADRO V

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD CON RESPECTO A LA DCSIS INYECTADA REMANENTE
EN EL ORGANISMO EN FUNCION DEL TIEMPQ

Ohs.|8hs.| 24 hs. | 48 hs. | 72 hs. | ] semana
Seleniometionina 91 66 58 53 49 42
Seleniocistina 93 69 62 58 57 45
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