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Al estudiar el metabolismo de una fraccién pura del litex de
Hevea brasiliensis, se identificaron la 6-P-glucosa deshidrogenasa, la
6-P-glucénico deshidrogenasa y la transcetolasa, enzimas cuya presen-
cia no habia sido descrita en este material; se aislaron e identificaron
eritrosa, ribosa, ribulosa, fructosa, glucosa y sedoheptulosa (Esque-
ma I), como productos de reacciones enzimdticas a partir de sus
precursores; se comprobé la descarboxilacién de la 6-P-glucosa me-
diante la utilizacién de C!* y se comprobé que al agregar NADP+,
se reduce a NADPH.

Estos resultados ligan a la formacién de dcido mevaldnico (y
eventualmente del hule), descrita por Lynen (1), con el ciclo de
las pentosas (2).

PARTE EXPERIMENTAL

El litex de Hevea brasiliensis** se colecté y congelé directa-

*Partes de este trabajo fueron utilizadas por Maria Cristina Rock como
tesis para obtener el titulo de Quimico en la Facultad de Quimica de la UNAM.
Se utilizan las abreviaturas que se emplean en bioquimica, como P para fosfato;
PP para pirofosfato; asi como las abreviaturas comunes para las coenzimas, como
NADP+; NADPH, etc.

*®Agradecemos al Ing. Angel Vergara, Director del campo El Palmar, en
Veracruz, su cooperacién para suministrar el ldtex fresco con el que se llevd
a cabo este estudio.
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mente en frascos de polietileno colocados en termos llenos de CO;
solido.

El litex (2 a 8 1) se descongelé en porciones y se centrifugd
a 29,000 rpm durante 45 minutos a 5° en una centrifuga prepara-
tiva Beckman, modelo L-2HV con rotor N? 30. Se separaron 4 capas:
la primera (42%), en la parte superior, de consistencia sdlida, de
color blanco marfil, que corresponde al hule. En la parte inferior
de esta capa se encuentra otra muy pequeiia de color anaranjado,
en la que se identificé la presencia de sitosterol. La tercera es la
mds abundante (57%), y es un liquido claro, materia prima de
este trabajo. Finalmente, hay una pequeiia cantidad de un residuo
sélido que queda adherido al fondo del tubo, de aspecto vitreo y
de color pardo, que no se estudié.

La tercera fraccion (suero) se liofilizé inmediatamente, hasta
obtener un povo blanco amorfo (9%,) (suero liofilizado) que se guar-
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dé en desecador a 5°. El contenido de proteinas en este polvo, deter-
minado por el método de Biuret (3) o el de Lowry (4) vari6é entre
24 y 379,

Se adquirieron en casas comerciales las sales de bario de 6-P-
glucosa, dcido 6-P-glucénico, 5-P-ribosa y que se convirtieron a sus
sales de potasio. Se adquirieron también la mezcla de 3-P-glicerol
deshidrogenasa y 3-P-triosa isomerasa, 3-P-gliceraldehido deshidroge-
nasa, NAD*, NADH, NADP+, EDTA, 6-P-11¢C glucosa (sal de bario),
polidasa-S y Tris [Tris (hidroximetil) amino metano].

Acondicionamiento del suero liofilizado

Se colocaron en sacos de acetato de celulosa 10 g del suero
liofilizado disueltos en 30 ml de una solucién de EDTA 0.05 M
ajustada a pH 6.6 y se dializ6 contra 1 1 de agua destilada conte-
niendo 10 ml de la solucién de EDTA, con agitacién, y cambidndola
cada media hora cinco veces. La solucién dializada se liofilizé nueva-
mente, pesando el residuo seco 4.5 g. A este sélido se le denominé
suero seco puro.

INCUBACIONES

Determinacidn de la presencia y actividad de la 6-P-glucosa deshidro-
genasa.

La presencia de esta enzima y su actividad*, se determinaron
en un espectrofotémetro midiendo a 340 mp y en distintos tiempos,
el incremento de absorcién provocado por la conversion NADP+* a
NADPH. En la celdilla de la muestra se colocé una solucién, que
en el tiempo 0 (cuando se agrega NADP*) contenia 1 ml de sol.
0.2 M Tris, ajustada a pH 8 con HCI 0.2 M, 2 ml de Mg Cl, 0.3 M,
1.6 mg de suero seco puro, 2 mg de 6-P-glucosa y 0.04 ml de NADP+
(2 mg/ml) completado a 3 ml con agua destilada. La temperatura
se mantuvo a 25°. En la celdilla del testigo se colocé la misma solu-
cién exceptuando el NADP-.

Los resultados de las lecturas se encuentran en la Fig. 1 en Ia
que se comprueba que el suero seco puro contiene 6-P-glucosa des-
hidrogenasa y que la enzima estd activa, ya que en otro experimento

*Ver nota en la pdg. 22.
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Fig. 1. Reduccién del NADP+ a NADPH por el suero seco puro de Hevea brasi-
liensts.

O - Incubacién completa.

A - Incubacién omitiendo 6-P-glucosa. En el punto marcado con una flecha

se afiadié 6-P-glucosa.

en el que se omiti6 la 6-P-glucosa, la absorcién a 340 mp se man-
tuvo baja; al agregar 6-P-glucosa, répidamente cambia la pendiente

de la curva.
La actividad de la 6-P-glucosa deshidrogenasa se obtiene extra-

polando a to y calculando el aumento de extincién a 340 mp durante
el primer minuto. Después, con la férmula

Ae

AC = ——
6.22 x 108
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Ac = incremento en la concentracién de NADPH en el primer
minuto por ml

Ae = incremento en la extincién en el primer minuto.

6.22 x 108 = ¢ de NADPH.

Ac

Actividad especifica = . que corresponde a
mg de proteina

13 umoles de sustrato/min/mg de proteina.

Determinacion de la presencia y actividad de la 6-P-gluconico deshi-
drogenasa.

La incubacién se llevé a cabo en las mismas condiciones que

.Br

0 T T T T

2 4 6 min. 8
Fig. 2. Reduccién del NADP+ a NADPH por el suero seco puro de Hevea brasi-
liensis.
O - En presencia de dcido 6-P-glucénico.
A - En ausencia de dcido 6-P-glucénico.
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la descritas arriba, excepto que la cantidad de suero seco puro fue
3 mg y que en vez de 6-P-glucosa, se agreg6 1 mg de dcido 6-P-glucod-
nico. Como en el caso anterior, s¢ midi6 la formacién de NADPH
a 340 mp (Fig. 2). Se ve que al afiadir dcido 6-P-glucénico la for-
macién de NADPH aument6 en comparacién al experimento en el
que se omiti6 el sustrato, lo cual demuestra la existencia.de la 6-P-
gluconico deshidrogenasa en el litex. La actividad especifica fue
de 7.6 pmoles de sustrato/min/l mg de proteina.

Estos dos resultados estin de acuerdo con los dos pasos de oxi-
dacion en el ciclo de las pentosas.

(

Fig. 3. Aparato para incubaciones con 6-P-1'*C glucosa.
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Determinacion de CO, proveniente de la 6-P-glucosa.

.Para poder afirmar que el CO, desprendido provenia de la glu-
cosa, se utilizé 6-P-114C glucosa en un aparato disefiado en este
Instituto por el Dr. F. Walls (Fig. 3). La incubacién se hizo con
las mismas cantidades que las empleadas en la determinacién de la
6-P-glucosa deshidrogenasa, con excepcién del suero puro seco y de
que en vez de agregar 2 mg de 6-P-glucosa, se agregé una alicuota
de una solucién de 6-P-11C glucosa, determinando el numero de
cuentas por minuto* en la mezcla que se coloca en el matraz. El
suero puro seco (9.5 mg) se coloca en una navecilla de platino, o si
se desea usar una solucién del suero, se coloca en la rama lateral
del matraz. El tubo lateral se sumerge en 2 ml de KOH al 209,
La reaccién se incia al hacer caer la navecilla a la solucién. Se dejé
a 25° durante 3.5 horas y luego se le pasé una corriente lenta de
N,. Después se volvié a contar la radiactividad en la solucién de
K,1#CO, asi como la actividad residual. Se obtuvieron los siguientes
resultados: cuenta inicial, 71600: cuenta residual, 34 450; cuenta
en e] K,;1COj3, 16 460. 14C recuperado como CO., 339%,.

Este experimento demuestra nuevamente la presencia de la 6-P-
glucosa deshidrogenasa y de la 6-P-glucénico deshidrogenasa bajo
cuya accién el dcido 6-P-glucdnico pierde CO..

Determinacion de transcetolasa.

La determinacién de esta enzima se basa en dos reacciones: la
oxidacion de NADH a NAD* medida a 340 mp, ocasionada por
la P-dihidroxiacetona en presencia de 3-P-glicerol deshidrogenasa y
8-P-triosa isomerasa, y la reduccién de NAD+* a NADH ocasionada
por el 3-P-gliceraldehido en presencia de 3-P-gliceraldehido deshi-
drogenasa.

La incubacién se lleva a cabo en dos etapas: en la primera
se ponen 1 ml de pirofosfato de tiamina 0.2 mM, 1 ml de MgCl,
1 mM, 1 ml de arseniato de sodio 4.5 mM, 1 ml de solucién Tris
0.2 M, 1 ml de 5-P-ribosa 1 mM y 10 mg de suero puro seco y se
lleva el volumen a 6 ml. Se dejé durante 3 horas a 25°.

*lscalador 181-B Nuclear Chicago con tubo Geiger D-47 y gas Q.
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La incubacién se divide en 2 partes:

A 3 ml de la incubacién se les agrega 0.6 mg de 3-P-glicerol
deshidrogenasa y 3-P-triosa isomerasa (2 mg/ml) y 6 ml de agua
destilada. De esta solucidn se colocan 3 ml en cada una de las dos
celdillas del espectrofotémetro para ajustarlo a 1009, de transmisién
a 340 mp. Después, a la celdilla de la solucién se le agregan 0.6 mg
de NADH. Midiendo a los 30 minutos la actividad en {uncién de la
disminucién de la extincién a 340 my, se obtiene un valor de 114 pmo-
les de 3-P-gliceraldehido.

A los otros 3 ml de incubacién se les agregd 0.3 ml de 3-P-glice-
raldehido deshidrogenasa (10 mg/ml) y 6 ml de agua. En igual
forma que en el caso anterior, se colocan 3 ml de sol. en cada una
de las celdillas y una vez ajustado el aparato a 1009, se le agrega
a la celdilla de la solucién 0.6 mg de NAD*. Se mide el aumento

5-P-RIBULOSA 4es
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5~P=-RIBOSA 5-P-XILULOSA
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de extincién a 340 mp debido a la formacién de NADH, obtenién-
dose un valor de 160 pmoles de 3-P-gliceraldehido.

Estas dos determinaciones demuestran, por medio de un cami-
no lateral, la formacién de 7-P-sedoheptulosa y de 3-P-gliceraldehido,
que forman parte, también, del ciclo de las pentosas (Esquema II).

Un valor aproximado de la actividad especifica de la transce-
tolasa (en presencia solamente de 5-P-ribosa) se obtuvo al efectuar
dos incubaciones a las que se les afiadi6 las enzimas y coenzimas
acopladas respectivas desde el tiempo cero, dando 1.34 X 103 y
1.80 3 103 umoles de 3-P-gliceraldehido formado/min/ml/mg de
proteina, respectivamente. Hay que hacer notar que estas activida-
des dependieron de la formacién in situ de 5-P-xilulosa.

Demostracion de la presencia de 6-P-isomerasa.

La incubacién se llevé a cabo con 3 mg de 6-P-glucosa, 5 ml
de solucién Tris 0.2 M y 6.6 mg de suero seco puro, y se aforé a
10 ml. La formacién de 6-P-fructosa se midié en el espectrofoto-
metro a 520 my utilizando el método de Roe (5) que da una colo-
racién al agregar resorcinol. Se encontré que se formaba 329, de
6-P-fructosa.

Demostracion de la formacion de 6-P-glucosa a partir de 5-P-ribosa.

Se efectué la incubacién con 5 mg de 5-P-ribosa, 0.8 mg de
PP de tiamina, 1 ml de sol. Tris 0.2 M, 0.2 ml de MgCl; 0.3 M, 2 mg
de NADP+* y 1.3 de suero seco puro, llevando la solucién a 3 ml. Se
‘mide a 340 mp la formacién de NADPH, utilizando en el testigo
la misma solucién con excepcién de NADP+, El resultado estd en la
Fig. 4, en la que el aumento de extincién a 340 my, demuestra la
formacién de NADPH, que indica, a su vez, la formacién de 6-P-
glucosa.

Identificacion de otros derivados del ciclo de las pentosas.

Se utilizaron tres métodos cromatogrificos distintos, para ana-
lizar los P-azticares u otros derivados de los azticares.
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Fig. 4. Formacién de NADPH al incubar suero seco puro de Hevea brasiliensis
con 5-P-ribosa.

1) Cromatografia en columna con resinas cambiadoras de iones
(Dowex 1-de. 300 mallas lavada con formiato de sodio 2 M hasta
que el eluato no da reaccién de cloruros (6) y después se lavé con
50 ml de agua; Dowex de 20 a 50 mallas, lavada con HCI 0.1 N,
agua hasta neutralidad y luego NaOH 0.1 N y finalmente agua
hasta neutralidad, o Permutita Q, a la que primero se le pasa HCI
0.1 N y luego agua hasta neutralidad.

2) Cromatoplacas de 16 x 16 cm de Cellex.

8) Cromatografia en fase de vapor de los derivados de aziicares
con trimetilsilano de acuerdo con técnicas descritas (7). Se utilizé
una columna de 1.5 m y 1/8” de didmetro empacada con SE-30
(Wilkens) al 59, en Chromosorb W, en un aparato Varian Aero-
graph 600 D con detector de flama a 160°. Flujo de helio, 25 ml/min;
muestras de 0.1 pl a 1.0 ul.
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Identificacidn de 5-P-ribosa, 5-P-ribulosa y 7-P-seudoheptulosa.

Se incubaron 50 mg de 5-P-ribosa, 2 ml de Mg Cl, 0.3 M, 2 ml
de arseniato de sodio 0.1 M, 2 ml de PP de tiamina 0.2 M, 40 mg de
suero puro seco y 2 ml de sol. Tris 0.2 M, y se llevé el volumen
a 12 ml. Se efectud, al mismo tiempo, otra incubacién en igual
forma excepto que no contenia 5-P-ribosa.

Después de 5 horas a 25° se calent6 en bafio de vapor para
coagular la proteina que se eliminé por centrifugacién.
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Fig. -5. Fosfatos de aztcares separados por cromatografia en columna e identifi.
cados espectrofotométricamente.

El liquido decantado se pasé por la columna de 2 x 20 cm
con Dowex y se eluy6 con dcido férmico 2 N conteniendo 0.003 M
de formiato de sodio, colectando fracciones de 2 m] en un colector
automitico Hésli tipo TT2. La identificacién de los aziicares se llevo
a cabo siguiendo la técnica de  Horecker (6) haciendo reaccionar
:02 ml de cada fraccién con orcinol y midiendo el color desarrollado
entre 480 y 700 mp. Los resultados se encuentran en la Fig. 5 en
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Fig. 6. Tiempo de retencién relativa de éteres silicicos de aziicares disueltos
en piridina, por medio de cfv. El primer pico corresponde a la piridina, que
no se toma en consideracién. El primer pico corresponde a una impureza de la
eritrosa. La ribosa también muestra una impureza. En linea continua aparece
el cromatograma correspondiente a la incubacién de suero seco puro en ausencia
de sustrato (5-P-ribosa y 6-P-glucosa) que demuestra que no contiene azicares.

la que quedan identificadas 7-P- sedoheptulosa 5-P-ribosa y 5-P-ribu-
losa. En la incubacién de control no se obtuvieron estos derivados
de azucares.
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Fig. 7. Picos correspondientes a los aziicares obtenidos por incubacién de suero
seco puro con 5-P-ribosa; ......... Aziicares tipo.
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Fig. 8. Picos correspondientes a los aziicares obtenidos por incubacién de suero
seco puro con 6-P-glucosa; ......... Azlicares tipo.

Se comprobé la identidad de los aziicares efectuando una incu-
bacién como se dijo anteriormente y después de eliminar la proteina
y centrifugar, el liquido decantado se acidulé a pH 3-4 con HCI y se
agregaron 30 mg de polidasa S. Se incubd 6 horas a 25°, se calenté al
bafio de vapor durante 15 min (para coagular la polidasa) y se
centrifugd. El liquido decantado se pasé primero por permutita Q
y después por Dowex 1, para eliminar fosfatos y cationes.

La solucién de azticares libres de iones se liofiliz6. Una minima
parte del residuo seco se disolvié en agua destilada, y se cromato-
grafi6 en placa Cellex D, eluyendo con una mezcla de 5 ml de
dioxano conteniendo 1 ml de sol. acuosa de borato de potasio. Se
revel6 con orcinol y después con una solucién de icido oxdlico-ani-
lina. EI primer revelador muestra la mancha correspondiente a sedo-
heptulosa y con el segundo, la ribosa.

El resto de los azucares se disuelven en piridina anhidra (1 ml)
y 0.2 ml de hexametildisilazano y 0.1 ml de trimetilclorosilano (7).
Después de 30 minutos se centrifugé para separar un precipitado
que se formé. La solucién se inyecté en el cromatdgrafo.

Para poder comparar los picos obtenidos, antes se efectud la
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CICLO DE 1A PENTOSAS
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® INTERMEDIARIOS Y ENZIMAS IDENTIFICADOS,

misma operacién con cada uno de los azicares (con excepcion de
la ribulosa que no se consigui6) para determinar su t.R. También
se efectué una incubacién en iguales condiciones excepto que se
omitié la 5-P-ribosa. Los resultados se muestran en la Fig. 6. Se
debe hacer notar que los azicares tienen algunas impurezas, como
en la eritrosa y en la ribosa. La incubacién en ausencia de sustratos
(6-P-glucosa 6 5-P-ribosa) muestra un pico no identificado. No muestra
ningiin componente en donde se encuentren los aziicares tipo.

Al cromatografiar los azdcares obtenidos de la incubacién con
5-P-ribosa, se obtiene el cromatograma que aparece en la Fig. 7. En
distintas incubaciones s¢ obtienen variaciones pequeiias, tanto en
las alturas como en la presencia de picos no identificados. De este
cromatograma se comprueba la formacién de ertitrosa, fructosa, glu-
cosa y sedoheptulosa cuando se agrega, como sustrato, 3-P-ribosa.

En forma semejante se hizo una incubaciéon en la que se agrego
6-P-glucosa. Los resultados se encuentran en la Fig. 8. En esta incu-
bacién se forman varios azicares no identificados. Los porcentajes
de los azicares se encuentran en la Tabla I.
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CONCLUSION

Se identificaron varias enzimas y P-azticares que confirman que
en el litex de Hevea brasiliensis opera el ciclo de las pentosas*, que
probablemente estd ligado a la biosintesis del hule.

TABLA I

Porcentaje de azticares y t,R respecto a la ribosa, obtenidos en
incubaciones de suero seco puro de Hevea brasiliensis.

A.~Incubacién con 5-P-ribosa (Fig. 7).

N? de pico t,R %,
1 —— 0.19 0.8
2 Eritrosa 0.30 2.0
3 ———— 0.71 1.0
4 —_— 1.47 3.2
5 —_— 1.63 1.6
6 —_— 1.81 3.6
7 Fructosa 2.31 26.9
8 Glucosa 291 33.2
9 Sedoheptulosa 3.90 18.1

10 —_ 4.02 4.0
11 ———— 4.32 0.4
12 —_— 5.2 5.32

B.~Incubacién con 6-P-glucosa (Fig. 8).

1 ——— 0.070 2.9
2 —_— 0.196 10.7
3 Eritrosa 0.320 5.6
4 —_— — 0.700 3.0

*Uno de los drbitros-de este trabajo hizo notar que en una reunién de la
NRPRA se habia sugerido la presencia del ciclo de las pentosas en el litex inte-
gro de Hevea Drasiliensis [F. ]J. Bealling en Proc. of the Natural Rubber Rescarch
Producers Association, pig. 113, Maclaren and Sons Ltd., London (1965)]. Sin
elzbargo, se trata de comunicaciones personales, por lo que no aparecen en los
Abstracts.
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5 —_— 0.820 3.1
6 — 0.932 2.3
7 Ribosa 1.00 6.7
8 —_— 1.10 3.5
9 @ — 1.20 4.7
10 Fructosa 2.34 1.0
11 Glucosa 2.92 7.6
12 Sedoheptulosa 3.30 19.9
13 5.55 28.6

ABSTRACT

Various enzymes of the pentose-phosphate shunt have been de-
mostrated to occur in the latex of Hevea brasiliensis. These obser-
vations are probably related to the mechanisms of biosynthesis of
rubber. Full experimental details are provided.
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