EFECTO DE LA CIANOCOBALAMINA (VITAMINA B..)
Y DEL ACIDO FOLICO SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA RIBONUCLEASA PANCREATICA CRISTALINA

Por ROBERTO LIAMAS,
del Instituto de Biologia.

La intervencién de la cianocobalamina (vitamina B;.) en la
sintesis de las nucleoproteinas es un hecho de extraordinaria impor-
tancia biolégica demostrado por diferentes investigadores. Rose vy
Schweigert han sefialado que tanto el dcido desoxi-ribonucleico como
el ribonucleico del higado de ratas que reciben dieta carente de esta vi-
tamina, disminuyen por gramo de tejido fresco. La disminucién de
la cantidad normal de acidos nucleicos trae como consecuencia descen-
so en el nimero de mitosis celulares por unidad de tiempo.

Alexander y Backlar han demostrado que el higado, la médula
y los ganglios simpaticos de ratas que reciben vitamina B,.,, son mas
ricos en acido ribonucleico en relacién con lo encontrado en animales
deficientes en dicha substancia: esta diferencia se refiere tan sélo al
acido ribonucleico y no al desoxi-ribonucleico. Al decir de Stern vy
col., los histoquimicos aceptan que la basofilia celular estd en relacién
con el contenido en acidos ribonucleicos. Los autores demuestran que
existe poca o ninguna basofilia hepdtica en ratas que no reciben vita-
mina B.,. y que, por lo contrario, es notable en las que la reciben.
Segin Dempsey y Wislocki (loc. cit.), la basofilia demuestra la exis-
tencia de ribonucleoproteinas y su ausencia supone sintesis limitada
de las proteinas a través de los nucledtidos. En el higado normal la
concentracién de vitamina B,. es de 0.28 gamas por gramo de tejido
fresco, segin Pitney y col. En pacientes con anemia perniciosa la can-
tidad es menor. =
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La influencia del acido félico y de la cianocobalamina sobre la
sintesis de acidos nucleicos en microorganismos ha sido estudiada por
Rege y Sreenivasan, quienes encuentran que el Lactobacillus caset y
el Streptococcus fecalis requieren folico, y el Lactobactllus leichmanniti
vitamina B,..

Existen importantes relaciones entre la vitamina B,,, el acido
félico y el factor citrovorum, segin demuestran Dietrich y col.: la
vitamina B,; inyectada al pollo en cantidades bajas (0.1 a 0.3 de
gama por dia) hace que aumente el acido fdlico hepatico; cantida-
des mayores (0.5 de gama), por lo contrario, lo disminuyen. Ade-
mas, la cianocobalamina administrada por via oral provoca el mismo
efecto, e interviene transformando al acido fdlico en factor citrovorum.

El acido fdlico, cuya intervencidén en la sintesis de la timina
y de algunos desoxi-ribonucledsidos demostraron Shive y col., ha sido
considerado por Blakley como una coenzima que toma parte en la
sintesis de la serina a partir de glicina y de formiato. La vitamina
B.:, a su vez, participa en cambios metabdlicos semejantes y acelera
la conversiéon de la serina, glicina y formiato en grupos metilicos que
habrin de intervenir en la sintesis de la etanolamina, integrante de
la colina.

En pollos carentes de vitamina B,. se observa, segin Charkey y
col., aumento de los acidos aminados en la sangre durante el ayuno
y falta de aprovechamiento de los mismos: han demostrado, ademas,
que la vitamina B,. reduce la cifra del nitrégeno no proteico de la
sangre que corresponde a los acidos aminados arginina, lisina, me-
tionina, triptofano, histidina, treonina y valina.

En ratas deficientes en acido fdlico se observa también reduccidén
en la biosintesis de la colina, segin Arnstein. Verly y Cathey han
demostrado que tanto la carencia de acido fdlico como la de vitami-
na B,. disminuyen la sintesis de grupos metilo a partir del C! del
metanol. Cuando la carencia es de ambas substancias, la incorpora-
cidén de este carbono disminuye mucho mas.

La accidn del acido fdlico sobre diversos sistemas enzimaticos
ha sido estudiada con cierta extensidn, segin recuerdan Williams y
col. Nosotros hemos senalado el efecto de esta substancia sobre la
xantinoxidasa del higado de pollo normal: se ha investigado también
su acciéon sobre la transaminasa, y en ambos casos se observa dismi-
nucién. La vitamina B,, inhibe también la actividad xantinoxidasica
del higado de pollo, como hemos demostrado recientemente. Estos fe-
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némenos inhibitorios se relacionan, muy probablemente, con la par-
ticipacién de estas substancias en la sintesis de los 4dcidos nucleicos.

La biosintesis de los idcidos nucleicos ha sido estudiada con gran
detenimiento, y se ha considerado, entre otros aspectos de la misma,
que la hipoxantina es un importante precursor o substancia interme-
diaria, como lo han sefialado Schulman y Buchanan y Williams y
Buchanan. En los procesos de sintesis y metabolismo de los écidos
nucleicos intervienen por lo tanto, en forma muy importante, las subs-
tancias capaces de inhibir el efecto de las enzimas que los desintegran
inicialmente o que actian sobre productos catabdlicos intermediarios,
que al no ser simplificados pueden transformarse, mediante reaccio-
nes reversibles, e intervenir en el mencionado proceso de biosintesis.

Estas analogias metabdlicas de la vitamina B,, y del acido fé-
lico nos han llevado a estudiar su efecto sobre la ribonucleasa cris-
talina.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizé ribonucleasa cristalina preparada por la Casa Pentex,
Incorporated, de Kankakee, Ill. El substrato fué &4cido ribonucleico
de Nutritional Biochemicals Corporation, de Cleveland, Ohio; se em-
pleé vitamina B,, proporcionada amablemente por el Dr. R. Hernén-
dez de la Portilla, de la Casa Abbot, y folato de sodio de Squibb
and Sons.

La determinacién de la actividad ribonucledsica se efectud segin
el procedimiento sefalado por Schucher y Hokin, con el espectrofotd-
metro Beckman Modelo DU vy longitud de onda de 260 milimicrones.

RESULTADOS

La actividad de 0.05 gamas de ribonucleasa cristalina sobre
0.01 gramos de icido ribonucleico en buffer de fosfatos a pH 7.4,
se expresa grificamente en la figura 1. El trazo se caracteriza por una
linea recta entre 0 y 60 minutos y por un ligero descenso en la acti-
vidad entre 60 y 80. El nimero de unidades de ribonucleasa (con-
siderada cada unidad como el aumento de la densidad dptica en 0.01)
es mayor, en nuestras determinaciones, que el encontrado por Schu-
cher y Hokin en condiciones experimentales semejantes. -
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Modificaciones producidas por la cianocobalamina

La adicién de 0.03 de gama de cianocobalamina a 0.05 gamas
de ribonucleasa que actia sobre 0.01 gramos de 4cido ribonucleico en
solucién buffer de fosfatos a pH 7.4, no produjo modificaciones apre-
ciables en dicha actividad, como se desprende del siguiente analisis y
como se expresa en la grafica N° 2.

I ! Ribonucleasa mis 0.03 gamas

| Ribonucleasa . .
Ti de vitamina B,
iempo 2
Unidades Unidades
20° i 105.00 107.50
40° 12250 130.00
60’ ! 147.50 140.00
80’ | 162.50 170.00
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La adicidn de 0.5 de gama de vitamina B,., en las mismas con-
diciones, inhibe sensiblemente [a actividad enzimatica.

| . Ribonucleasa mas 0.5

. Ribonucleasa gamas de vitamina B,, | Porciento de

Ut inhibicién

| Unidades | Unidades [

20 105.00 80.00 24

40° 122.50 85.00 31

60° 147.50 90.00 39

80’ ) 162.50 ] 100.00 38

Estos resultados se expresan en 'a grafica N* 2.
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Modificaciones producidas por el 4cido folico

La adicidén de 0.03 gamas de acido fdlico provoca inhibicidn
enzimatica en la forma siguiente:

Rib Ribonucleasa mais 0.03 o
ibonucleasa gamas de icido fdlico | inhibicion

Tiempo Porciento de
Unidades Unidades
20" ' 105.00 95.00 10
40’ 122450 95.00 22
60° 147.50 97.50 | 34
80’ 162.50 117.50 | 28

La presencia de 0.5 gamas de acido fdlico hace disminuir mu-
cho mas la actividad enzimatica:

Ribonucleasa mas 0.5

Ribonucleasa - o1 Porciento de
. | gamas de dcido fdlico QICICnlO
Tiempo I inhibicion
Unidades ‘ Unidades
20’ 105.00 63.00 40
40’ 12228510 82.50 32
60’ 147.50 96.50 35
80’ 162.50 107.00 35

Estos resultados se expresan en la grifica N° 3.
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DISCUSION

La intervencidn tanto del icido fdlico como de la vitamina B,-
en la sintesis de las nucleoproteinas, es un hecho completamente com-
probado, lo que hace suponer que su accién es semejante en lo que
se refiere a las modificaciones que imprimen a algunos sistemas enzi-
maticos relacionados con dicha sintesis.

Tanto el acido fdlico como la cianocobalamina inhiben la ac-
tividad xantinoxidasica del higado de pollo y permiten, muy proba-
blemente, que la hipoxantina participe en procesos de sintesis algunos
de los cuales se encuentran bien estudiados. Consideraciones semejan-
tes pueden hacerse a propdsito de la actividad de la ribonucleasa, inhi-
bida por estas substancias. '

Si bien tanto la vitamina B,;, corio el icido fdlico inhiben la
acciéon de esta enzima en grado semejante cuando su concentracidn es
de 0.5 de gama por 0.05 de gama de ribonucleasa, la vitamina B,,
no es activa en concentraciones menores que las de la enzima (0.03
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de gama), mientras que el dcido fdlico si se muestra eficaz en esta
cantidad. .

En el caso de la vitamina B,., es posible establecer relacicnes en-
tre estos efectos enzimdticos y sus caracteristicas anabdlicas demostra-
das frente a una hormona eminentemente antianatdlica, como lo es
la cortisona: Meites ha demostrado que la inhibicidén producida por la
cortisona sobre el crecimiento de la rata es impedida tanto por la vi-
tamina B,, como por la aureomicina.

Esta vitamina, ademds, segun Meites y Feng, disminuye las pér-
didas de nitrogeno por la orina producidas por la cortisona, y la hor-
mona, a su vez, en cantidades altas, suprime la capacidad de la vita-
mina para integrar protoplasma.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Tanto la vitamina B,., como el icido fdlico, inhiben la activi-
dad enzimatica de la ribonucleasa cristalina del pancreas.

A concentraciones de 0.5 de gama la inhibicidbn es semejante
frente a 0.05 de gama de ribonucleasa cristalina. '

Concentraciones menores que las de la enzima (0.03 de gamma)
son Inefectivas en el caso de la vitamina B.., pero activas en el caso
del acido fdlico.

Este efecto puede relacionarse con la intervencidn del dcido fé-
lico y de la vitamina B;. en la sintesis de las nucleoproteinas, y en
general con las propiedades anabdlicas de esta substancia.
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