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En 1049, SCHACTER (12) observé que
ciertos esteroides, tales como la progeste-
rona, y la testosterona asi como el estré-
geno de sintesis dietilestilbestrol (DEB),
producian una estimulacién de la respi-
racién endégena de la levadura. Por el
contrario, cuando la respiracién era me-
dida en presencia de glucosa exégena,
estos productos inhibian el consumo de
oxigeno. Posteriormente el mismo autor
investigé con mas detalle la accién del
DEB, observando que el efecto estimu-
lador de la respiracién endégena se tor-
naba en inhibicién a concentraciones al-
tas del estrégeno (13).

SALMONY (11) extendié estos estudios
a otros estrégenos de sintesis, llegando
a la conclusién de que sus efectos sobre
el consumo de oxigeno de la levadura
no estaban en relacién con la respectiva
capacidad estrogénica de los productos,
siendo solamente activas aquellas sus-
tancias que, como el DEB, poseen dos
grupos fenélicos libres y cadenas alqui-
licas no polares en los carbonos que

‘unen los dos anillos bencénicos. Por otra

parte, segiin este autor, los estrégenos
naturales, estrona y estradiol, no esti-
mulan la respiracién endégena de la le-

vadura como lo hacen los estrégenos de
sintesis.

MA4s recientemente, DIRSCHERI, ¥
GEISSLER (1) han estudiado este mismo
problema, confirmando que el DEB tiene
una intensa accién inhibidora sobre la
respiracién exégena de la levadura y otra
tan intensa accién estimuladora del con-
sumo de oxigeno endégeno. Pero ade-
mis encuentran acciones idénticas, aun-
que mucho menos llamativas, con las
hormonas sexuales naturales y otros es-
teroides no sexuales.

Por lo tanto, todos los autores estin de
acuerdo en los efectos del DEB, y es
posible que la disparidad de resultados
con otras hormonas sexuales se deban,
al menos parcialmente, a las distintas
cepas de levadura o condiciones experi-
mentales empleadas. Sin embargo, el
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problema no resuelto es el de aclarar
los mecanismos intimos por los que se
producen tales efcctos en este tipo de
células. Realmente, de las investigacio-
nes mencionadas no se desprende ningu-
na explicacién clara de la accién inhi-
dora sobre la respiracién exégena, y con
respecto a la estimulacién endégena SaL-
MONY (11) ha sugerido que, al menos en
el caso del DEB, puede explicarse por
un cfecto desacoplante de la fosforiliza-
cién oxidativa. Los resultados que nos-
otros presentamos aqui son concordantes
con este punto de vista, pero adcinde
SUQICTE Qque f TAMMICION de ia respi-
racién exégena puede ser debida a un
bloqueo del transporte o la utilizacién
del substrato exégeno a nivel de la mem-
brana de las células de levadura.

Material y métodos

En todas las experiencias hemos uti-
lizado levadura fresca de panaderia, la-
vada inmediatamente antes de su uso
por centrifugacién en agua destilada tres
veces, y una vez mas en buffer de fos-
fatos 0,067 M (pH 6,5).

Los homogenizados de levadura se
prepararon por trituracién en mortero
con altmina, segin el prqceder previa-
mente descrito (8), enriqueciendo el pro-
ducto final con cofactores (ATP, Ng y
DPN).

Las determinaciones de consumo de
oxfgeno se realizaron en un aparato de
Warburg de tipo convencional, a tempe-
ratura de 37°, con aire como fase ga-
seosa y potasa al 40 % en el comparti-
mento central. En cada experiencia se
utilizaron a la vez vasos experimentales
y testigos con las mismas cantidades de
levadura o de homogenizado, afiadiendo
a los primeros ¢l DEB o las hormonas
sexuales inmediatamente antes de iniciar
la incubaci6n a 37°. Estos compuestos
fueron vehiculados disueltos, a las con-
centraciones apropiadas, en 0,2 c. c. de

KOH o,01 N, y para evitar diferencias
en el pH, se afiadié a los testigos una
cantidad equivalente de KOH. Otros de-
talles de las condiciones experimentales
se indican en cada caso al describir los
resultados.

El consumo de glucosa se determiné
por la glucosa desaparecida del medio de
incubacién en el tiempo de duracién
de la experiencia, valorando el aziicar
con el método enzimatico de la glucosa-
oxidasa.

Un minimo.de seweTS Iueron
Tara cada variacién de las

condiciones experimentales, siendo los
resultados concordantes dentro de cada
grupo.

Las hormonas empleadas, testosterona,
progesterona, estrona y estradiol, asf
como el DEB, nos fucron amablemente
proporcionadas por la casa Schering ¢n
forma de producto puro en polvo. El
ATP, el DPN y el enzima y reactivos
para la valoracién con glucosa-oxidasa,
eran de la ‘casa Boehringer. La alimina
(6xido de aluminio para cromatografia)
y la glucosa, purisima, de la casa Merck.
El 2,4-dinitrofenol de la casa Schu-
chardt. Los demé4s reactivos empleados
fueron productos comerciales de-pureza
analitica.

Resultados

En primer lugar, hemos tratado de
comprobar los efectos de las hormonas
sexuales y del DEB sobre la respiracién
endégena (sin glucosa) y exégena (con
glucosa) de las células de levadura. En
la figura 1 estdn representados los valo-
res medios de estos efectos en las condi-
ciones experimentales alli sefialadas, ex-
presados en forma de porcentajes de
inhibicién o de estimulaci6n de la res-
piracién producidos al aiiadir los distin-
tos compuestos. En ella se ve que todos
los productos probados tienen una ac-
ci6n estimuladora de la respiracién en-
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Fic. 1. Accién de las hormonas sexuales y
del DEB sobre la respiracion exdgena y endd-
gena de las células de levadura. Se represen-
tan los porcentajes de inhibicién y de estimu-
lacién producidos por la adicién de los distin-
tos productos a una concentracién final de
150 gammas por ml. Las experiencias de res-
piracién exégena se realizaron mezclando en
cada vaso del Warburg 1 c. c. de suspensién
de células (10.000 a 30.000 por mm?®) en buffer
de fosfatos 0,067 M (pH 6,5) y 1 c.c. de so-
lucién de glucosa al 0,4 % en el mismo buf-
fer, Para la respiracién enddgena se utilizd
un ntmero de células § a 10 veces mayor,
suspendidas en 2 c. c. de buffer sin glucosa.
En ambos casos el consumo de oxigeno se
determiné durante 2 horas consecutivas.

dégena y una accién inhibidora de la
respiracién exégena. Estas acciones son
ya notables en el caso de la progeste-

rona, pero son sobre todo llamativas con
el DEB.

ErEcro pEr pH. Al tratar de com-
probar los hallazgos de otros autores
(xx, 13) en el sentido de qua la accién
estimuladora del DEB sobre la respira-

cién enddgena se torna en inhibicién al
aumentar la concentracién del produc-
to, hemos encontrado que este fen6meno
guarda relacién con el pH del medio de
incubacién utilizado en la experiencia.
Asf, en la figura 2 se muestran los efec-
tos de diferentes concentraciones de DEB
a pH de 4,5 v de 6,5. Se observa que
las concentraciones més altas (225 y 300
gammas por c. c.) inhiben la respiracién
CNaOge=a 3 pH de 4,5, pero la estimulan
mtensamente 4 pIT de 6,5. Por el con-
trario, la inhibicién de  1a zecpiracién
exégena no es influenciada por el pH der
medio, apareciendo tanto a pH de 4,5
como de 6,5 en todo el intervalo de con-
centraciones probadas (75 a 300 gammas
por ml).
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de DEB sobre la respiracion enddgena de la
levadura a pH de 4,5 y de 6,5. Se represen-
tan los porcentajes de estimulacién o de inhi-
bicién en los vasos experimnentales (conte-
niendo DEB) en relacién con los testigos (sin
DEB). En ambos se colocé la misma cantidad
de levadura (alrededor de 130.c00 células por
milimetro cibico) suspendida en 2 ml de buf-

=

fer de fosfatos 0,067 M (PH 4,5 ¥ 6,5).
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INHIBICION DE LA RESPIRACION EXO-
GENA CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE GLGCOSA. Cuando la levadura es in-
cubada en presencia de concentraciones
crecientes de glucosa, el consumo de oxf-
geno se incrementa progresivamente. Sin
embargo, cuando en estas circunstancias
se aflade DEB, la respiracién se man-
tiene inhibida pricticamente al mismo
nivel, independientemente de la concen-
tracién de glucosa (fig. 2). E» <oTise-
cuencia, el porrenusje de inhibicién de
la roopiracidll exégena producido por el
DEB aumenta al aumentar la concentra-
cién de glucosa.

AcciénN pDEr, DEB SOBRE EL CONSUMO
DE GLUCOSA. Junto a la inhibicién de la
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Fic. 3. Iuhibicién de la respiracién exdgena
por ¢l DEB con distinlas conceniraciones de
glucosa, Se representa el consumo de oxigeno
durante una hora de incubacién a 37°, en las
siguientes condiciones experimentales : todos
los vasos conticuen la misma cantidad de le-
vadura (alrededor de 50.000 células por mm?)
suspendida en buffer de fosfatos 0,067 M
{pH 6,3), con las concentraciones iniciales de
clucosa que se indican al pie de cada colum-
na, A los vasos experimentales se aiiadié
DEB (150 gammas por c.c.) al comienzo de
Ia incubacion,

rgspiracién exégena, el DEB inhibe tam-
bién la captacién de glucosa por las cé-
lulas de levadura, a juzgar por la desa-
paricién del azficar en el medio de in-
cubacién (fig. 4, izquierda). Por otra
parte, el porcentaje de inhibicién de la
captacién de glucosa es casi equiperabIE
al de inhibicién del consumo de oxi-
geno.

EFECTOs DEL DEB EN EL HOMOGENI-
ZADO DE LEVADURA. En la figura 4 (de-
recha) se muestra el efecto del DEB so-
bre el consumo de oxigeno y la utiliza-
cién de glucosa por el homogenizado de
leve}dura. Se observa que los vasos ex-
perimentales consumen més ox{geno que
los testigos, es decir, hay una estimu-
lacién de la respiracién del homogeniza-
do en presencia del DEB, pero prictica-
mente no aparece efecto alguno en cuan-
to al consumo de glucosa.

Puesto que el homogenizado ha sido
incubado con la adicién de glucosa exé6-
gena en condiciones en las que esta adi-
cién aumenta el consumo de oxigeno (8),
podemos equiparar estas experiencias a
las de respiracién exégena de las células
intactas. En este sentido, el efecto del
DEB en el homogenizado es totalmen-
te distinto al que se observa con las
células intactas, ya que no hay inhibi-
cién, sino estimulacién, de la respiracién
exégena del homegenizado, y tampoco
hay inhibicién del consumo de glucosa.

Por otra parte, cuando el homogeni-
zado se incuba sin la adicién de glucosa
exbgena, simplemente enriquecido en
cofactores, el DEB también incremen-
ta el consumo de oxigeno, siempre que
su concentracién no sea superior a 150
gammas por c. C.

Estos datos sugieren que la accién in-
hibidora del DEB sobre la respiracién
ex6gena de la levadura intacta depende
de la integridad estructural de las cé-
lulas, probablemente de la integridad de
la membrana celular.
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FIG. 4. Respiracién y consumo de glucosa de las
células intactas y del homogenizado levadura
cn presencia de DEB. En la mitad izquierda de
la figura se ha representado el consumo de oxi-
geno y la captacién de glucosa por la levadura
intacta en las siguientes condiciones : todos los
vasos contienen la misma cantidad de levadura
(alrededor de 100.000 células por mm?®) sus-
pendida en buffer de fosfatos 0,067 M (pH
6,5) ; al comienzo de la experiencia se afiadié
a todos ellos glucosa para dar una concen-
tracién de 107> M, y a los experimentales
ademés DEB (150 gammas por c.c.); se mi-
dié el consumo de oxigeno durante 1 hora, y
al cabo de este periodo se valoré la glucosa
en el medio de incubacién. La mitad derecha
de la figura corresponde a experiencias simi-
lares realizadas con el homogenizado de le-
vadura, En todos los vasos se puso la misma
cantidad de homogenizado (enriquecido con
ATP, Mg y DPN, 5 X 107 M) y de glucosa
(5 X 107 M), ailadiendo a los experimentales
DEB (150 gammas por c.c.); la glucosa se
valoré al comienzo y al final de la incubacién.

ACCION DESACOPLANTE DEL DEB. — En
la figura 5 se comparan las acciones del
Dinitrofenol y del DEB sobre el efecto
Crabtree del homogenizado de levadura.
Como previamente hemos descrito (8)
este efecto se produce cuando el homo-
genizado se incuba con concentraciones
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F16. 5. Accién del DEB y del Dinitrofenol

(DNP) sober el «efecto Crablrces del homo-
genizado de levadura. Representacién del
consumo de oxigeno del homogenizado a los
30 y 60 minutos de incubacién en las siguien-
tes condiciones : en cada experiencia se uti-
lizaron dos vasos con la misma cantidad de
homogenizado y de cofactores (ATP, Mg y
DPN, 10~ J), uno de ellos con glucosa a
concentracién de 6 X 10—* M (O) y otro sin
ella (A). A los 30 minutos se afiade desde el
brazo lateral el DEB o el DNP al vaso con
glucosa, y una cantidad equivalente de 4lcali
sin productos al otro, determinando el con-
sumo de oxigeno durante otros 30 minutos.

de glucosa superiores a los de ATP, y
consiste en una inhibicién del consumo
de oxigeno al afiadir la glucosa. Se sabe
que esta inhibicién desaparece al afiadir
un desacoplante de la fosforilizacién oxi-
dativa, por ejemplo el Dinitrofenol. Pues
bien, en la figura 5 se observa que el
DEB se comporta de manera idéntica al
Dinitrofenol con respecto al efecto Crab.
tree del homogenizado.



Discusién

En la primera parte de nuestro tra-
bajo, hemos comprobado que el DEB
vjerce intensas acciones sobre la respi-
racion de la levadura, y que los este-
roides sexuales naturales también mues-
tran cierta actividad en este sentido adn
cuando mucho menos marcada. Este 1l-
timo hallazgo estd parcialmente en de-
sacuerdo con los resultados de SALMONY
(1), quien no encontrdé efecto alguno
con la estrona y el estradiol.

Pero a este respecto hay que seialar
que incluso con el DEB se encuentran
a veces grandes fluctuaciones en la in-
tensidad del efecto de unas experiencias
a otras, lo cual probablemente estid en
relacién con variaciones en el estado o
preparacién de la levadura, por ejemplo
la cantidad de substrato endégeno que
conticnen las células. Puesto que los
efectos observados con los estrégenos na-
turales son poco llamativos, las discre-
pancias entre los distintos autores po-
drian ser debidas a la utilizacién de dis-
tintas cepas de levadura, o a pequeiias
variaciones en los métodos de prepara-
cién.

SHACTER (13) y SALMONY (11) demos-
traron que, por encima de ciertas concen-
traciones, el DEB no estimula la respi-
racién endégena sino que la inhibe, y
nosotros hemos encontrado que la con-
centracién del producto a la que tiene
lugar esta reversién del efecto varia con
el pH del medio de incubacién. Si, como
afirma ROTHSTEIN (9, 10), la concentra-
cion de hidrogeniones intracelular en la
levadura no es influenciada précticamen-
te por el pH extracelular, hay que pen-
sar entonces que cl efecto de este Gltimo
sobre la accién del DEB se ejerce fuera
de la célula. La explicacién mis sencilla
seria que los cambios del pH modifican
el grado de ionizacién de los dos grupos
fendlicos que el DEB posee en su molé-
cula, y esto hace que varie la cantidad
de producto que penctra al interior de
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las células, suponiendo que la membra-
na de la levadura es mis permeable a
las moléculas no ionizadas que a las que
llevan carga ecléctrica.' Asf, cuanto méis
dcido sea el pH del medio, mayor can-
tidad de DEB podr4 penetrar en las cé-
lulas a una determinada concentracién,
y en consecucncia, se¢ alcanzari antes la
concentracién intracelular que produce
inhibicién de la respiracién endégena.

Puesto que la inhibicién de la respira-
cién exégena no es influenciada por el
pH del medio, esto indicaria, de acuer-
do con la explicacién anterior, que el
DEB no necesita penetrar en las células
para producir este efecto. Ciertamente,
nuestros resultados sugieren que en este
caso el DEB actia a nivel de la mem-
brana celular, produciendo una inhibi-
cién de la utilizacién o del transporte
de la glucosa en este punto, y este he-
cho seria a su vez la causa de la inhi-
bicién del consumo de oxigeno.

Los datos en que apoyamos esta suge-
rencia son los siguientes :

1.° Cuando la levadura se incuba con
glucosa y DEB, lo que se inhibe es el
incremento de la respiracién que debe-
ria producirse al afiadir la glucosa, pero
ain en estas condiciones el consumo de
oxigeno es todavia mayor que el corres-
pondiente a la respiracién endégena de
esa levadura.

2. La inhibicién del consumo de oxi-
geno se acompaiia de una inhibicién pa-
ralela de la captacién de glucosa por las
células intactas; y

3.° Cuando se suprime la membrana
celular, es decir, en el homogenizado,
el DEB a las concentraciones apropiadas
no produce inhibicién sino que estimula
la respiracién tanto en presencia como
en ausencia de glucosa exégena, no in-
hibiendo tampoco en estas circunstancias
el consumo del az(car.

LEFEBRE (6, 7) observé que el DEB
tiene una accién inhibidora sobre el
transporte de glucosa por la membrana



DEB ¥ RESPIRACION DE LA LEVADURA 33

del eritrocito humano. Por otra parte,
diversos autores han comunicado altera-
ciones de la glucemia y glucosuria en
animales tratados con este producto (2,
3, 4, §), y nosotros mismos hemos ob-
servado inhibicion de la captacion de
¢lucosa por el diafragma de rata in vitro.
Todos estos datos, en uniéon de la inhi-
bici6én encontrada también en la levadu-
ra, sugiercn la existencia de algiin tipo
de similitud en los mecanismos de trans-
porte del aztcar en los diversos tipos de
células, o bien que el DEB actéia de ma-
nera inespecifica sobre la membrana ce-
lular, modificando la permeabilidad de
la misma para .este tipo de substratos.

Por lo - que a la levadura se refiere,
nuestros resultados sugieren ademas que
la inhibicién de la captacién de glucosa
es de tipo no competitivo, puesto que no
se observa disminucién del efecto con
concentraciones crecientes del aziicar.

Finalmente, lo observado respecto a
la accién del DEB sobre el efecto Crab-
tree del homogenizado de levadura, esta
de acuerdo con los resultados de SAL-
MONY (1), apoyando su interpretacién de
que la accién estimuladora sobre la res-
piracién endégena puede ser debida a
una accién desacoplante de la fosforili-
zacién oxidativa,

Resumen

Se ha estudiado la accién de los esteroides
sexuales (Testosterona, Progesterona, Estrona
y Estradiol) y del Dietilestilbestrol sobre la
respiracién de la levadura, observando que el
Dietilestilbestrol, especialmente, produce una
intensa estimulacién de la respiracién endége-
na y una inhibicién de la respiracién ex6gena
con glucosa, como ya habian descrito otros
autores,

La estimulacién de la respiracién endégena
se torna en inhibicién a concentraciones altas
del estrégeno, pero la concentracién critica
para que se invierta el efecto varia con el pH
del medio de incubacién, probablemente por-
que con ello varia el grado de ionizacién del
producto y la velocidad de penetracién en las
células,

La inhibicién de la respiracién exégena se
acompaiia de un inhibicién paralela de la cap-
tacion de glucosa por las células. En el ho-
mogenizado de levadura, sin embargo, el Die-
tilestilbestrol no produce inhibicién, sino que
estimnla tanto la respiracion endbégena como
la exOgena, y no inhibe el consumo de gluco-
sa. Iistos hechos sugieren (ue la inhibicion
de la respiracién exdgena en las células in-
tactas es debida a una inhibicién del trans-
porte de glucosa por la membrana celular. El
Dietilestibestrol hace desaparecer el efecto
Crabtree en el homogenizado de levadura de
manera idéntica a como lo hacen los agentes
desacoplantes. Asi, la estimulacién de la res-
piraci6bn endégena podria deberse efectiva-
mente a una accién desacoplante de la fosfo-
rilizacién oxidativa, como previamente han
sugerido otros autores.

Summary

Action of the sexual steroids and of
Diethylestylbestrol on the respiration
of yeast

A study has been made of the action
of the sexual steroids (Testosterone, Pro-
gesterone, Estrone and Estradiol) and
of Diethylestylbestrol on the respiration
of yeast, it being observed that Diethy-
lestylbestrol, especially, produces an in-
tense stimulation of the endogenous res-
piration and an inhibition of the ecxoge-
nous respiration with glucose, as had
already been described by other authors.

The stimulation of the endogenous res-
piration becomes inhibition at high con-
centrations of the estrogen, but the cri-
tical concentration, if the effect is to
be inverted, varies with the pH of the
incubation medium, probably because
with it the degrece of ionization of the
product and the speed of penetration
into the cells also vary.

The inhibition of the exogenous res-
piration is accompanied by a parallel
inhibition of the intake of glucose by
the cells. In the homogenate of yeast,
however, Diethylestylbestrol doecs not
produce inhibition, but rather stimu-
lates both endogenous and exogenous
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respiration, and does not inhibit the
consumption of glucose. These facts
suggest that the inhibition of the exo-
genous respiration in the intact cells is
due to an inhibition of the transport of
glucose by the cellular membrane. Die-
thylestylbestrol makes the Crabtree cf-
fect disappear in the homogenate of
yeast in exactly the same way as do the
disconnecting agents. Thus the stimula-
tion of the endogenous respiration
might, in fact, be due to oxidizing phos-
phorilation, as has been previously sug-
gested by other authors.
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