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PRESIDENCIA DR Pr SUNER
Sobre algunos compuestos de aczdo fosfonco reczentemente

descublertos en.el muscu]o
. POR EL PROF OTTO MEYERHO

Es esta conferencia me ocuparé del #studio, desde nn punto de vista bioguimico; de: algunos
compuestos - de acido~ fosforico- existentes en el misculo, de los que algunos probablémente Juegan
uz pape% esenczal en ios camb:os qunmaces que tlenen Iugar durante 1a actw:dad muscular Dﬂ

Acido fosfodrico con substanuaa qu:m;camfn}fe muy diversas, y comg eI papei que desem;}emn en
el metabolismo del musculo es también muy diferente, esta conferencia ha de quedar necesaria~
mente subdividida en varias  secciones, ¥} hecho de estudiarlos juntos en una sola conferencia se
justifica sin embargo pOY varias Tazones. !

Eo primer lugar, no solo contiensn todos estos compuestos acidos fosforicos en su molécula,
sino que, ademas, todos poseen la propiedad, en el curso del recambio muscular, de liberar d:cho
acido fosférico en forma de ortofosfato {desde iuego con mayor o menor fac;héaci segun el com-
puesto de que se trate) por la acciém de fermentos hlcirohucos o fostatasas

En segundo lugar, el método por el que se descubrieron todos estos compuestos fosforxcos,
se basaha en idéntico principio, a saber, en la liberacién de fosiato por la accion de agentes qui-
micos y de fermentos musculares. ‘ i

En tercer lugar y de un modo principal, ef estudio en conjunto de estos comipuestos estd
justificado per razones historicas, pues el concepto que hace algunos afios se tenia sobre el papel
del 4cido fosférice, era en clerto modo demasiado sencillo, El fisidloge dé Francfort, Embden,
creia que. del fosfato 4cido soluble del masculo, sélo un compuesto tomaba parte- en los cambios
quimicos de la actividad muscular, especialmente en la formacion de acido lictico. A este com-
puesto, al que consideraba como la substancia madre del acido lactico, dié Embden el nombre de
~ “lactacidégeno”. Este compuesto seria muy andlogo o idéntico al éster hexosodifosférico de Har-
- den-Young y en el misculo se desdoblaria con liberacién de cantidades equimioleculares de écido
lictico y acido fosférico. En vez de este Gnico compuesto orgdnico de acido fosférico, se conoce
ahora la existencia de tres grupos diferentes de compuesto que participan en diversas partes del
metabolismo muscular v cuva dnica analogla estriba en que todos ellos liberan 4cido {osférico
por la accidn de determinados fermentos, La idea de Embden que acabamos de exponer puede
actualmente mantenerse en un’ sélo punto, a saber, que el dcido hexosofosfdrico, en analogia con
los procesbs-de la fermentacién alechdlica, constituye en el miscuio un producto intermediario
del catabolismo de los hidratos de carbony.. Fs conveniente, por tanto, que me ocupe en primer
lugar de este grupo de acidos hexosofosforicos. : : .

Como ya he mencionado, nos encontramos agui, no ante un dnico compuesto, sino ante una
serie de ésteres de propiedades quimicas » biologicas diferéntes, Todos estos compuestos se ori-
ginan en virtud de procesos fermentativos v -de modo andlogo se descomponen, Por la accién de
la levadura se desdoblan en H, PO, (icido fostérico), alcohol y CO, (anhidrido carbénico); en los
extractos musculares, en . H, PCi y ac:cio lactico. Existe un método muy sencillo para la distincidn
de los tipos ya conocidos de dcidos hexosofosforicos y aun para el descubrimiento de tipos nue-
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vos, En este método, desarrditédo por Lohmiannen mi laboratorio, se estima la velocidad de la
_11berac10n hidrolitica de fosfato inorganico en una solucién hibre .de proteinas, a oo grades, por
la accion de ‘HCl n (4cido clorhidrico normai) Para ello se utilizan soluciones de los compuiestos
“aislados o mezclas de los ésteres existentes en un extracto muscular. En pocas palabras, el métoda
consiste en determinar la velocidad de hidrolisis 4cida de dichos ésteres. Durante todo €l curso de
ta liberacién de ortofosfato esta veloc;dacl de hidrolisis €s caracteristica para cada dcido hexoso-
fosforu:o Ei CuTsD de una -hidrolisis acida de este tipO para ios ‘Lcuios he‘cosomonofosfoncos ya
quimica de una malécula de acido fosforico cie[ éster i}e\osodtfosfonco de Harden Youﬂg En este
caso la velocidad de hidrolisis es al principio muy répida hasta gue se ha liberado un 8o por 100,
del fosfato total- presente después se hace’ repentmamente més lenta. Cuando se calculan las cons-
tantes de velocidad de esta hidrolisis, segin la f6rmula’de las reaccmnes “monomolecalares, no _abte-
nemos un .valor constante, como sucederia con un éster simple, sino dos valores diferentes, Una
constante es vai:da para el prnner 75 por 100 dé descomposxcxon Esto corresponde a una reaccion
‘nmnomoie{:uiar que coincide con la curva del éster de Neuberg hasta qie se ha desdobladd un 73
por 100. Si.se aplica al mismio método para el éster ‘de Robison del extracto de levadura o para
el éster de Embden, que ¢ ‘dicho autor. aislé det musculo fresco, el resultado es enteramente distinto.
. Para el pnmer 10 por. 100 de hxdrohsss obtenemos la misma constante que pars el éster de Neu-
berg, perd entonces la velocidad chsmmuye y alcanza un valor constante cuando se ha desdobla-
do un 25 por 100 apmmmadamente del éster. La magnitud de esta segunda constante es apro-
ximadamente tna, décima de la obtenida pasa la parte inicial. : : &

Puede ciemastrarse de mitiples mareras que, en lo referente a estos. esteres, nos encon-
tramos ante mezclas constltulcias pilnclpdlmentc por dos componentes. Uno de éstos es dificil
de hidrolizar y el residuo de aztcar existente ew su molécula es una aldosa, mientras que el otro
se desdobla con mucha mayor facilidad y contiene un residuo de cetosa. Los dos componentes
pueden separarse en gran extens:on Por egemplo el facilmente desdoblable, puede separarse pri-
amero por hidrolisis y el ester réstante se separa .ulteriormente. Este éster residual estd casi ex-
clusivamente constztmdo por 4cido fosforico y. aldosa,

Otros métodos han conducide a los mismos resultados. i éster de Embden ex;stente en

el musculo vivo y andlogamente el éster de Robinson de la levadura, estin constituidos por cerca
de ury 8o, por too de aldosa y un 20 por 100 de cetosa, mientras .que, por el contrario, el éster
de Harden-Y oung y el éster de Neuberg, obtenido ci primero, contienen alrededor de un 8o por
100 de cetosa y.un 20 por 100 de_ aldosa, Estos ésteres, cuya composicién es' casi siempre la
misma,. se_originan durante, ia {mmentaczon tanto i sc utiliza glucosa oMo si se emplea fructo-
58 €Omo substanaa inicial,

La hzdrohsls de. todos estos. estc,res por el enzinia fmmador de dCldO Iactn_o, es . 1dent1ca,
hecho gue 111d1ca una estrecha relaczon entre etlos, o la capamdad que cada uno de-ellos tiene de
ser gonvertxdo en_uno de fos otros. s, ’
: ElL metodo indroht:eo no perm;te tan solo ¢ una caracterizacién, y d;stmcxon cie los ésteres
ya conocidos sin recurrir a métodos’ quxmicos de separacidn, sino que conduce (también al descu-
brimiento. de nuevos ésteres. Estos nuevos’ ésteres aparecen Como productos mtermedzarms no
s0lo en el recambm de los hldratos de carbono genuines, sino también como productos de los
ésteres ya mencionados. Si se inhibe la giucahsls de un modo especial, por ¢jemplo, por la ac-
cién del fluorure, se observa una acumulacién de estos ésteres. Embden fué el primero en re-
conocer gue cuando se afiade fuoruro a. una papilla de muscu}o ‘tiene lugar. upa acumulacién .de.
éster, que €l créyd seria acido hewcosoddosfonco del tipo .de Harden-Young. La formacién de
acido lactico se. inhibe en estas corzdlcsoneb Las mvestlgauones por -el.método de hidrolisis ya
descrito, 1§evadas a cabo. por Lohmann en nuestro Instituto, demuestran que si en presencia de
_ﬂuoruro se iorma en-ciertas condtcxones una cantldad stunamente- pequefia de éster de Harden»
_Yc;ung, la mayor cant;dad del. éster ionnado es, sin embargo, un_ acido he:xosodlfosfonco de ca-
racteristicas totalmente dzferentes ‘Es mucho mas dlflc::i de h:drchzar que el éster de Harden-
_Young, sxenda 1a, ccmstante de descomposmxon una - v:gefslma “parte aproxsmadamente de la de
aquél, Las sales de hario y plomo” son ademas nucho més solubles Este “éster, de Lohmann”,
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- como puede Jlamarsele, no sélo se origina durante ef recambio del dcido hexosofosidrico de Har-
den-Young, en presencia del fluoruro. Lohmann y Lipman’n han podido obtener ademas un és-
ter similar en circunstancias en gque el sistema enzimico se habia deb&htado funczonalmente por
dilucion, 1nterrump1endo ast la formacién de Acido lactico.

En Ia célula viviente v, a lo que parece, en fa levadura y en el muscuio sélo existe un
éster, el de Emhden-Robison. A consecuencia de ia "coordinacién entre formacién e hidro-
lisis, no se descubre en general una descomposicion mensurable de este éster, ni aun en el caso de
la contraccién muscular, en que repentinamente se forma una cantidad grande de acido lactico.
Indudablemente el compuesto inestable intermediario es, por un lado, formade de nuevo tan rapi-
damente, como por otro lado se descompone, Todos estos compuestos, muy interesantes desde un
-punto de vista quimico, son sin embargo, desde un punto de vista bioldgico, sélo de un interés
secundario, porque aparecen en tanta variedad sélo en los extractos acuosos de celulas o tejidos
y ne en el muscitlo viviente mismo,

No sucede asi, sin embargo, con el segundo. compuesto o grupo de compuestos del que
ahora paso a ocuparme, es decir, con el dcido pirofosfdrico en combinacidn organica. Embden
creia no solamente que el lactacidégene seria-el dcido hexosofosférico, sino que habia’ desarro-
flado un métedo para la valoracién cuantitativa del mismo. La valoracién se funda en el -aumento
“de “fosfato inorgdmico en un extracto muscular después de varias horas de incubacion del mis-
mo con bicarbonato a 42 grados. Lohmann ha demostrado due la mayor parte del fosfato libe-
rado en este perfodo de autolisis, no procede en absoluto de un éster hexosofosférico 'y no tene
nada que ver con la formacién de Acido lactico, por lo menos de un modo directo, sino que se
_ trata en este caso del desdoblamiento hidrolitico de pirofosfato en ortofosfato.

R,P,0, + H,0 — 2 R,HPO,

Si se hidroliza un .extracto filtrado de masculo fresco en dcido tricloroacético, se obtiene
una curva de hidrolisis en la que la moyor parte del fosfato aparece en formw de ortofosfato ya
a los siete minutos de hidrolisis en HC{ » (icido clorhidrico normal) a 100 grados. Si-se repite fa
hidrolisis acida, pero con el fltrado obtenido de misculo previamente incubado en bicarbonato, se
obtiene una curva en Ja que el compuesto facilmente desdoblado ha desaparecido; en su ingar el
{osfato directamente estimable ha aumentado. No hay mngun dcido hexosoiosforico que se hidro-
lice tan rapidamente en ‘medio acido; si sucede asi, sin embargo, con el acido- pxroiosforzco, al
que ulteriormente se ha podido aislar de los tejidos ey estado de pureza. :
B} Al mismo tiempo se ha demostrado que todas las células contienen pirofosfato, pero que
se le encuentra en-la mayor proporcion en el musculo y Ia ievadura; hecho del que se ha sacado
la conclusion que dicho dcido debe estar er cierto modo relacionado con el metabolismo de los hi-
dratos de carbono, Este pirofosfato no se encuentra en el musculp en forma inorginica, sino,
como ulteriormente demostrd Lolunang, se encuentra formando un compueste muy lihil, con un
derivado del 4cido nucleico, el acido adeninribosofosférico o dcido adenilico. Este icido, al que
como constituyente del acido” nucleico se le conoce hace tiempo, fué hallado por Hoffmann en la
sangre en estadodibre, y ulterivrmente Embden lo ha encontrado en el misculo. Este' acido es
ademas, como Embden y Parnas han demostrado, fa fuente del amoniaco que se libera durante la
contraccidn, Es pmbabk que el grupo de pirofosfato esté unido al ac,ido fosforico del 4cido ade-
unilico.

Cuando este compuesto se desdobla, separéndose ei dcido pirofoaférico del 4cido adeniiico,
quedan en libertad dos valencias Acidas, lo- que habla en favor de la hxpoteszs de que el pxrofos-
fato esté unido al acido fosférico de 4cido adenilico.

 El 4cido adenilpirofosférico, como denominamos a este computesto, juega un papel especzal
en la formacién de dcido idctico en el miscufo. El misculo y las células de la levadura, contienen
un cofermento idéntico, que de un modo andlogo toma parte, tanto en la fermentacién alcohdlica
como en la forinacidén de Acido lactico. Asi como puede hacerse que se verifique la fermentacion
afiadiendo a un extracto dializado de levadura un extracto hervido de misculo, puede también
hacerse que la formacién de acido lictico tenga lugar en un ‘extracto' muscular dializado por la
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adicién de un extracto hervido de levadura. Los ulteriores experimentos de purificacién del fer-
mento formador de dcide Hctico en los extractos musculares, que. han sido Hevados a cabo en
nuestro laboratorio por K. Meyer, permiten ahora separar aun méds en sus companentes al sistema
enzimico. Por 'medio del método de adsorcion de Willstatter para la purificacién de los fermentos,
' se puede separar 95 por 100 de las proteinas sin pérdida mnofund de actividad fermentativa. El
fermento asi purificado es capaz de formar - 4cido lactico a expensas de hidrato de carbono que
se e aﬂada,_sx se le-afiade también fosfato ¥ un extracte muscular hervido. Si a este ultimo
- extracto, -antes de la ebullicién, se le mantiene algtn tiempo a 37 grades, se hace in-
capaz de .activar la selucidn punﬁcada del fermento, pero recobra ‘de nueve-su actividad si se le
afiade una fraccion determinada del precipitado béarico. obtenido de los extractos’ musculares. Des-
pués del descubrimiento del &cido adeniipirofosférico se ha puests de manifiesto que la substancia
activa en dicho. precipitado barico es precisamente aquel dcido.:Durante la autolisis de un ex-
tracto muscular . fresco, se descompone este compuesto separindose el grupo del -acido pirofosfé-
rico, y con desprendxmxento -de amoniaco de! dcido adentilico, que se transforma, en virtud de esto,
en el Hamado 3cido inosinico. Una solucién de cofermento autolizada vecobra por tanio su 1ct1-
vidad si se le aflade dcido ademfpxrofosforwn puro, obtenido de un extracto muscular fresco. C omao
Lohmann ha dem()strado recientemente, - el 4cido adenilpirofosférico puede también transformarse
directamente en’ dcido mosmpzrofosfonco Por lo que gueda dicho; no hay. duda de que dehemos
considerar el ‘4cido adenilpirofosfdrico como -un estabén.en la cadena de procesos gue entran en
juego en la formacién .del 4cido lacfico’ y en la fermentacién alcohdlica, pues con levadura seca
hien lavada, piede repetirse estos experimentos con idéntico resultado. Este compuesto tiene
accién. activadora . juntamente con un segundo constituyente del ‘sistema coenzimico, por lo que
podemos ' considerarlo como un complements; de la cozimasa, Se ha obiservado, ademds, que 1o solo
el dcido adenilpirofosférico, sino’ que tamhidn el a¢jdo . adenilico libre, posee esta accién de com-
plemento. La explicacién de este hetho es muy interesante. Lo gue sucede es que los fermentos del
extracto muscular sinitetizan en. presenma dé’ fosfate v Acido adenilico. acide adenilpirofosiérico.
Esta notable sintesis se verifica don -exfraordinaria ravidez dentro de 10s primeros uno o dos mi-
nutos despues de la adicion de Acido ademhco Ast podemos comprender que el acido adenilico
actiie practicamente del mismo- modo due el ademimrofosionco v ademds se esclarece el hecho
observado por Euler, quien en los prewaradm mis pures de cofefmento habia hailado ssempre
4cido adenilico, v que dichos preparados perdian sy actividad si se destruia aduél. ' ’
Finalmente, paso a ocuparme del tercer grinn de comp sestos de Acido fosférico existentes
en el musvulo me refiero al fosfigeno, o meior dicho. a las substancias del grupo del fosficeno,
cuyo fosfato se comsideraba hasta hace poco como inorganico, por eucontrérsele en esta forina
en los extractos.acidos de musculo. Eggletor ha hallado fosfigeno solamente en el masculo de
los vertebrados y en realidad tan sdlo en el miis-~ylo estriado; no o encontrd, sin embargo. en
los masculos de los mvertebmdos en los que la creatina falta casi por completo. Cuando fa im-
portancia- del Aacido creatinofosforico se puso de relieve, hemos tratado de encontrar. un sustitu--
to del mismo en los mdbscitlos de los invertebrados que trabajan de modo andloge a los de los
vertebrades, Le hemos hallado en forma de un compuesto de arginina v fosfato. La investiva-
cion quimica de ambos' compuestos (del que se encuentra en el misculo de los vertebradoes v del
hallade en el misculo de los invertebrados). conduce a la conclusién de que ambos estin cons-
. truidos de un modo idéntico, Que el grupo guanidinico estd unido directamente al acido fosfébri-
co y, por lo tanto, que-nos encontramos anté un icido aminofosférico, Jo demuestra el hecho de
que se comporten estos compuestos de modo anilogo a como 1o hace ! dcido aminofosforico in-
organico simple, frente.a los agelltes kidroliticos y también, en el caso del compnestc de argin’-
na, por el hecho de que el grupe aminico permanece libre en la molécila. A pesar de la gran se-
mejanza'existente entre elles, se diferencian entre si estos dos fosfigenos naturales desde un
punto de vista quimico. Para la determinacién quimica de estos compuestos, es particularmente
interesante €l hecho de que el desdobiamxento en medio acido, sea eny mucho acelerado en el caso
del 4cido creatinofosiérico por la presencia del molibdato, mientras que en el del dcido argininfosfé-
rico el dezsdobiamlento es mteresamente inhibido de tal mcdo qie este ultimo comp;,:esto se desd0~
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bla, en estas condiciones, unas mil veces mas lentamente que el pr;mero Por esta causa no 10
er:contraron los descubridores del fosfigeno de los vertebrados.

L.a distribucién de los fosfigenos en el reino animal es de gran interés bioiogico Todos
los vertebrados, incluso el emphiowvus, contienen dcido creatinfosférico en los miisculos estria-
dos; todos los invertshrados contienen, por el contrarxo acido algmm fosfdrico. Se observa aqui,
por tanto, una verdadere mutacion quimica que conduce de la arginina (un compuesto que como
componentes de las proteinas se halla ampliamente difundido) a la creatina, un compuesto espe-
cial que de un modo principal v casi exclusive existe en el misculo, Funcionalmente desempe-
flan ‘ambos fosfagenos un papel andlogo. El acido argmmfosfonco se encuentra,. ademis en
determinados mfisculos lisos, pero desde luego, tan sélo en aguellos que tienen analogia cotf
los musculos estriados de los vertebrados, como los misculos longitudinales de la holoturia y
el retractor de la faringe del sitdmculus; mientras que no se encuentra, por e;emnio en los mis-
culos de la manta del octépus. A.nalogamente se le encuentra también en la parte estriada de los mas-
culos de la almeiz, pero no en lfos miisculos blareos, llamados miésculos tonicos, de dicho animal,
Fl 4cido argimnfosforico se encuentra indudablemente aqui en relacién con las funciones relati-
vamente rinidas de los misculos v de hechn se desdobla con diferentes grados de facilidad, se-
gin la velocidad de la respuesta de Jos mdisculos respectivos. Por ejemplo, se descomnone con
gran rapidez en los répidos misculos del pecten, pero sélo nuv lentamente en los museulos de
Ja holoturia. Este comportamiento” se cofresponde con el andlozo del dcido creatinfosférico en
IOS Verfebrados CO]T]() ei c«ﬁor deI d("idﬂb]‘i[niez'}tg del audo ar N];}lnf{)gfor;{;g es d@ n]d_o‘n;hgd
anraximadamente idéntica al del 4cido creatinfosférico, podemos considerar que el pr;mcm des-
empefia en los cambios energéticos el mismo papel que el segundo. hecho del que ya nos hemos
m‘uﬂﬂdﬂ en la primera -conferencia. De heche me comunica ¢! Dr. Iu;}dqszaard aué en experimen-
“tas ave araha de Tlevar a cabo en Plvmouth ha podido demostrar aue es posible intoxicar tam-
bién los mdsculos estriados de crusticeos (Maia squinado) con acide dodacético. Ta formacién
del 4cido Hctico es ‘inhibida, mientras que el desdoblamiento del icido ‘argininfosférico aumenta
_en grarﬁ andlogo ‘al del 4cido creatinfosférico en 16s muscuios de los vertebrades, .

Aungue mm sélo hémos mencionado aleunos de los fendmenos recientemente descubiertos,
relacionados con los compuestos fostéricos dcidesolubles del misculo, podrn tstédes darse cuen-
ta de que estos hechos han conducide a una gran amphacxon de nuestros “conocimientos, Estos
conocifiienios no son, sin’ embargo, suficientes para reunir los hechos aislados que han ido pomen«»
dose de manifiesto, v formar. con ellos un’ cuadro comprensivo. de- l0s - procesos qulmm{)s de fa ac-
twldad muscular Esta mmﬁcacmn debe’ sér el fruto de futuras mvestsgacmnes




