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El componente proteico de un considerable número de sis­
temas enzimáticos contiene funciones sulfhidrílicas esenciales
que son las responsables de sus correspondientes actividades
específicas. Esta clase de enzimas está muy difundida en la
Naturaleza y se sabe que participa en el metabolismo de las
proteínas, carbohidratos y grasas.

El estudio de la influencia que los medicamentos ejercen
sobre el funcionamiento de estos sistemas aislados tiene espe­
cial importancia para la elucidación del mecanismo de acción
terapéutica de las substancias quimioterápicas, como se ha de­
mostrado principalmente después que Sevag (9) y sus colabo­
radores descubrieron el paralelismo existente entre la acción
antibacteriana de las sulfamidas y las inhibiciones causadas
por ellas sobre la carboxilasa pirúvica, y entre éstas, y las
relaciones estructurales de las sulfamidas con la cocarboxilasa.

Interesa este sistema enzimático por poseer también un co­
enzima común a una familia de fermentos de importante inter­
vención en el metabolismo celular y que, a la vez, se considera
como la forma fisiológicamente activa de la vitamina Bv

El substrato lo constituye el ácido pirúvico, metabolito im­
portante de los glúcidos y substancia muy reactiva, centro de

* Becario del Patronato S. Ramón y Cajal.
*• Becaria del Patronato J. de la Cierva.
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concurrencia de estos principios inmediatos con los lípidos y
prótidos, en sus reacciones anabólicas y catabólicas.

Finalmente, el hecho de que las células cancerosas utilicen
la glucosa por vía anaerobia, semejante en muchos aspectos
a como lo hace la levadura, presta especial interés a los enzi­
mas relacionados con esta vía de utilización de glúcidos.

Por estas consideraciones, y por tratarse de un proceso en-
zimático respiratorio, cuya interferencia en las bacterias pri­
varía a sus células de las reacciones que proporcionan la ener­
gía utilizable en su división celular y en su crecimiento, y en
el huésped produciría manifestaciones tóxicas atribuíbles al
bloqueo de procesos metabólicos dependientes de enzimas con
funciones sulfhidrílicas activas, en el presente trabajo nos pro­
ponemos investigar el comportamiento de los antibióticos de
importancia terapéutica frente a la carboxilasa pirúvica.

A tal efecto, hemos reunido los resultados obtenidos en
cuatro publicaciones, que se inician con la presente. No ha­
biendo un criterio bien definido para la clasificación de los anti­
bióticos, hemos adoptado el intento de ordenación biológica rea­
lizado por Santos Ruiz (8) y,modificado por el misino autor,
como se’expone a continuación :

Asdomicetos v í Neoflavorina (no identificado) i No encluídos en
hongos imperfectos | FumaSilina (Derivado de ácido graso) ,¡ grupos siguientes

F ‘ (Penicilina \

(
Bacterias espo-íDacitracina . I

rulndím i Polinuxinas (
ru auas | Tirotricina 7 De naturaleza protídica

, Actinomicina I
o , i Viomicina ?N \ | '3 j I Cloranfenicol
S' I I Estreptomicina ]
W | 1 Neomicina [

I Actinomicetales Eritromicina 'De naturaleza glucídica
¡Framicetina
Carbomicina ' .
Tetraciclina
Aureomicina
Terramicina

Derivados de núcleo naftacénico

Los antibióticos akque se refiere cada una de las cuatro pu­
blicaciones corresponden a los cuatro grupos en que se clasifican
según su naturaleza química.
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Material y métodos

Fermento. — La preparación del enzima purificado se hizo
por el método de GrEEN (3, 4), modificado por G. DE LA
Fuente (1).

La cocarboxilasa fué preparada por nosotros según el mé­
todo de Weijlard y Tauber (14), y analizada cromatográfica-
mente por el método de Siliprandi (10).

Substrato. — El piruvato sódico cristalizado fué obtenido
por nosotros según el método de Robertson (7).

Activadores. — En todas las determinaciones manométri-
cas, cada vaso de reacción contenía 0,2 mi. de una solución de
iones Mg++ Mn++ preparada disolviendo 1,0576 g. de cloruro
magnésico anhidro y 0.5106 g. de sulfato de manganeso en
500 mi. de agua tridestilada.

Antibióticos. — Los distintos productos antibióticos utili­
zados en el trabajo que presentamos, pertenecientes al mercado
internacional, han sido substancias puras procedentes directa­
mente de las casas productoras.

Los restantes productos empleados del comercio han sido
siempre reactivos analíticos, cuyas disoluciones se han prepa­
rado constantemente con agua tridestilada.

Técnica manométrica. — La actividad enzimática se ha de­
terminado por .medidas del anhídrido carbónico desprendido,
utilizando la técnica manométrica de Warburg (11, 12, 13).

Las condiciones experimentales fueron las siguientes :
Cada vaso de reacción contenía 0,4 mi. de la solución de

substrato en el brazo lateral y en el departamento central
0,4 mi. de la solución del enzima, 0’2 mi. de la solución del
activador y volúmenes variables de las soluciones de los anti­
bióticos y de los restantes reactivos que se utilizaron según
las experiencias, completando con solución tampón de. citrato
sódico y ácido cítrico 0,04 M para trabajar a pH 6,0 y con un
volumen de líquido final fijo e igual a 3,0 mi.

Las soluciones ¿te los reactivos se ha hecho siempre em­
pleando la solución tampón antes citada de pH 6,0, conserván­
dose este valor constantemente uniforme durante el transcurso
dé las reacciones.

Todos los experimentos de descarboxilación se han reali­
zado a. 30 grados centígrados de temperatura del termostato
y en atmósfera de aire. *

Los vasos de reacción, con sus correspondientes manóme-
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tros, se introdujeron en el termostato, se sometieron a ligera
agitación durante 15 minutos para conseguir el equilibrio tér­
mico en su interior, al cabo de los cuales se volcó el substrato
sobre el resto del sistema. Inmediatamente, se aumentó la ve­
locidad de agitación para facilitar la liberación del gas. Des­
pués de un minuto de tiempo, necesario para restablecerse el
equilibrio térmico, se hicieron las lecturas iniciales ; las res­
tantes se verificaron a intervalos de uno o de dos minutos,
según las series, hasta un total de 10 minutos.

Expresión de los resultados. — Las velocidades iniciales
de descarboxilación se determinaron por el procedimiento gráfico
descrito en trabajos publicados por este Departamento (2), ex­
presándose en ni. de anhídrido carbónico, en cada hora, por mi.
de volumen de mezcla reaccionante.

Vo — Vi
% I = ----- --------------  X 100

Vo

siendo Vo la velocidad de descarboxilación en ausencia de anti­
biótico y Vi la velocidad en presencia del mismo.

Para hacer comparables los resultados de diferentes series,
se utilizó un testigo de composición constante, estableciéndose
con él un factor de corrección, figurando en las tablas de re­
sultados las cifras obtenidas multiplicando las velocidades ex­
perimentales por el mencionado factor.

En el cálculo de las constantes de inhibición y en la discu­
sión de los tipos de inhibición se han utilizado las teorías de
Michaelis y Menten (6), el tratamiento matemático de Hunter
y Dowxsyde Lineweaver y Burk (5).

Resultados

Utilizando la técnica de Warbug, hemos demostrado
que clorotetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina inhiben al
sistema enzimático de la carboxilasa pirúvica en grado compa­
rable, para concentraciones molares iguales, y estos resultados
se resumen en las tablas I, II y III.

El mecanismo de inhibición por estos antibióticos obedece,
probablemente, a más de un mecanismo de acción, como se ob­
serva en las figuras 1, 2 y 3, cuyos puntos de inflexión caracte­
rísticos pueden ser producidos por la actuación independiente de
tres o más grupos funcionales análogos, presentes en las molé­
culas de estos antibióticos.
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TABLA I
Inhibición de la Carboxilasa pirúvica por Clorotetraciclina

(Clorhidrato)
Efecto de la concentración del antibiótico a diferentes concentraciones

Condiciones experimentales:
Tampón citratos pH = 6,0. Atmósfera = aire.
Volumen final = 3,0 mi. Temperatura = 30° C.

de piruvato

Concentración
de piruvato en MZ1.

Concentración
de clorotetraciclina

en M71.

Velocidad de
descarboxilación
en gl.Zh. cm‘.

Tanto por ciento
de inhibición

0,0045 0 6,0 X 102
> 0,26 X 10-' 6,0 X 102 12

0,65 X 10-4 5,2 X 10= 23
> 1,3 X 10-4 - 5,1 X 102 25
> 1,4 X 10-4 4,7 X 1Ó2 31

0,045 0 6.8X1(H
» 0,26 X 10-4 6,4 X 102 7
> 0,65 X 10—4 6,2 X 102 9
» 1,3 X 10-4 5,7 X 102 16
> 1,4 X 10-* 5,6 X 102 18

Condiciones experimentales:
Tampón citratos pH = 6,0. Atmósfera •= aire.
Volumen final = 3,0 mi. Temperatura = 30° C.

TABLA II
Inhibición de lá Carboxilasa pirúvica por oxitetraciclina

(Clorhidrato)
Efecto de la concentración de antibiótico a diferentes concentraciones
____________________________ de piruvato___________________________

Concentración
de piruvato en MZ1.

Concentración
de oxitetraciclina

en M/l.

Velocidad de
descarboxilación

en ,il./h. cm’.
Tanto por ciento

de inhibición

0,0045 0 4,9 X 102 ■ — - -
> ' 0,7 X 10-3 3,8 X 102 22
> 1,8 X 10-3 3,4 X 102 29

2,8 X 10-3 2,8 X 102 43
» 3,9 X 10-3 2,3 X 102 54

0,015 0 5, X102 —
> 0,7 X 10—3 ■4,1 X 102 19
> 1,8 X 10—’ 3,8 X 102 25
> 2,8 X 10—3 3,0 X 102 40
> 3,9 X 10-3 2,4 X 102 51

0.045 0 5,4 X'IO’ —
> 0,7 X 10-3 4,8 X 102 11
> 1,8 X 10-3 4,6 X 102 16
> 2,8 X 10-3 3,7 X 102 32
> 3,9 X 10-J 2,9 X 102 47
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TABLA III

Inhibición de la carboxilasa pirúvica por tetraciclina. (Clorhidrato.)
Efecto de la concentración de antibiótico a diferentes concentraciones

de piruvatc

Concentración
de piruvato en M/l.

Concentración
de

tetraciclina

Velocidad de
descarboxilación

en ul./.h. cm’.
Tanto por ciento

de inhibición

0,0045 0 5,4 X 102
> 0,14 X 10—3 5,0 X 102 8
> 0,6 X 10—3 4,6 X 102 15
» 1,3 X 10—3 4,2 X 102 23
> 1,6 X 10—3 3,5 X 102 37

0,015 0 5,4 X 102 —
> 0,14 X 10-3 4,4 X 102 19
> 0,6 X 10-3 4,2 X 102 22
> 1,3 X10-3 3,9 X 102 28
> 1,6 X10-3 3,2 X 102 40

0,045 0 3,8 X 1102 —
> 0,14 X 10-3 3,7 X 102 4
> 0,6 X 10-? 3,6 X 102 6
> 1,3 X10-3 3,0 X 102 22
> 1,6 X10-3 2,8 X 102 28

Condiciones experimentales:
Tampón citratos pH = 6,0.
Volumen final = 3,0 mi.
Atmósfera — aire.
Temperatura = 30° C.

Empleando como enzima extractos crudos de levadura de
cerveza ricos en proteínas desprovistas de actividad carboxi-
lásica, se ha comprobado que el grado de inhibición disminu­
ye, reduciéndose al 15 por ciento inhibiciones del orden del
60 por ciento ocasionadas a la carboxilasa pirúvica purificada,
lo que demuestra la falta de especificidad de los antibióticos
de este grupo de derivados del núcleo naftacénico para unirse
a las moléculas proteicas. Este hecho hace suponer la probabi­
lidad de que estos medicamentos, una vez introducidos en el
torrente circulatorio sanguíneo de los animales tratados, se
unan con las proteínas del plasma y sean transportados en la
forma de moléculas complejas, que, por mecanismos especiales,
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se disocien en las células y tejidos donde actúan como anti­
bióticos.

Se han realizado ensayos adicionando cisteína y se ha visto
que, en este caso de Jos antibióticos naftacénicos, el aminoáci­
do citado no tiene acción restauradora de la actividad enzima-
tica, como se observa en otras inhibiciones (tabla IV).

Teniendo en cuenta la avidez de los antibióticos estudiados
por los cationes metálicos divalentes, especialmente por el mag­
nesio y por el manganeso, sobre lo que se citan ya muchos
trabajos, y dada la coincidencia de ser estos dos metales uti­
lizados por la carboxilasa pirúvica con el carácter de activado­
res de su actividad enzimática, hemos realizado una serie de
pruebas sin adicionar y adicionando estos iones en exceso. Se
ha comprobado que el grado de inhibición sufre una disminu­
ción considerable por el efecto de estos iones, siendo suficiente 



100 D. MARTÍN-HERNÁNDKZ, G. DE LA FUENTK-SANCHEZ Y A. SANTOS-RUIZ

la adición de 0,005 moles por litro para hacer bajar a 34 por
ciento inhibiciones del prden del 61 por ciento (tabla IV).

TABLA IV

Inhibición de la carboxilasa pirúvica por tetraciclina. Efecto la
adición de diferentes substancias (1)

a) Efecto de la adición de proteínas inespecíficas

para concentración de piruvato .... 0,045 M/l.
y de tetraciclina (clorhidrato) .... 0,0052 M/l.

Tanto por ciento
de inhibición.

Antibiótico sólo . . 58
Antibiótico en presencia de proteínas ... . 15

b) Efecto de la adición de cisteína

para concentración de piruvato . 0,0045 M/l.
concentración de tetracidina (el) ... . . 0,0075' M/l.
y concentración de cisteína  0,045 u

Antibiótico sólo   78
Antibiótico con cisteína . . . . 99

c) Efecto de la adición de iones metálicos

para concentración de piruvato . . 0,0045 M/l.
concentración de tetracidina- (el) . . . 0,005 M/l.
concentración de iones Mg. y Mn  0,0005 M/l.

Antibiótico en ausencia de iones . .......................... 61
Antibiótico en presencia de iones  35

(1) Condiciones experimentales:

Tampón citratos pH = 6,0.
Volumen final = 3,0 mi.
Atmósfera = aire.
Temperatura = 30° C.

Comparando las curvas de inhibición representadas en las
figuras 1, 2 y 3, en las que se toman los valores de V/Vi frente
a los de las concentraciones molares del inhibidor, correspon­
dientes a los tres antibióticos del grupo, se observa que las
funciones— C1 y — OH no producen variaciones en la natu­
raleza de la inhibición, causando, en cambio, mayor inhibición
la clorotetraciclina que la oxitetraciclina y, a la vez, siendo
mayores las causadas por estas dos últimas substancias que por
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OXITETRACICLINA

la tetraciclina, para concentraciones iguales de los demás cons­
tituyentes del sistema enzimático.

Los puntos de inflexión característicos de las curvas de
inhibición mencionadas, en las que se acusan cambios bruscos
de los valores V/Vi para pequeñas variaciones de las concen­
traciones de los antibióticos, se presentan en la tetraciclina para
valores mínimos de ésta, mientras que son máximos para la
oxitetraciclina.
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'Figura 3
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Resamen

Utilizando la técnica manométrica de Warburg se ha estudiado la in­
hibición de la carboxilasa pirúvica por los antibióticos del grupo de deri­
vados del núcleo naftácénico.

Clorotetraciclima, oxitetraciclina y tetraciclina inhiben, por un mismo
mecanismo de acción, el sistema enzimático estudiado, siendo probable que
su actuación esté relacionada con tres o más grupos funcionales análo­
gos, presentes en las tres moléculas de estos antibióticos.

Summary

Studles on carboxylases.— VIH Enzymatic inhibition of pyruvic car-
boxylase by antibiotics derived from the naphthacenic nucleus

A study has been made of the inhibitory action of the antibiotics
tetraeyeline, chlorotetracycline and oxytetracycline on purified pyruvic
carboxylase. The velocity of decarboxylation of pyruvic acid by the enzyme
preparation at different antibiotic concentrations was determined mano-
metrically.

The graphs which represent v/v, as regards the molar concentration
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of antibiotic, present two very niarked points of inflection in the three
derivatives of the naphthacenic nucleus, wich indicates that these three
conipouds behave in a similar way qualitatively and quantitatively.

The substrate has in all cases a prolective action on the enzyme acti-
vity ; in the case of tetracycline and of chlorotetracycline, a ten-fold
increase in substrate concentración reduces the inhibition to approxiinately
one. half, while in the case of oxytetracyclme the protective action of the
substrate is less marked.

The addition of inert proteins considerably reduces the inhibition and
thus employing crude preparations of the enzyine a much smaller inhibí-
tion is reached than with the purified enzyine : this indicates that the
three antibiotics nientioned unite with proteins to form non-specific com­
plexos, complexes which may facilitate distribution in the organísm
through the plasmatic proteins.

The divalent cations magnesium and manganeso have a marked effect
on the inhibition : the addition of 5 x 10—1 mols by liter of ions reduces
the inhibition by half ; on the otherhand in the léast. These results sug-
gest that the mechanism of inhibition is complex, due to the funcional
groups coinmon to the three antibiotics studied ; part of the inhibition
is caused by non-specific interaction with the protein part of the enzyme
and another part is due to unión with the divalent ions which the enzyine
requires for its functioning. Results with cysteine indícate that there is
no block ñor oxidation of the sulp-hydryl groups of the enzyme.
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