Capitulo 6

ESTABLECIMIENTO DE LOS PRIMEROS CICLOS
METABOLICOS CONOCIDOS

En el capitulo 5 (pdgina 159 y siguientes) hemos hablado del fenémeno
general de las rutas metabélicas, de c6mo se establecié el concepto de ruta
metabélica y del método de irlas estableciendo con el ejemplo de la primera,
laboriosamente esclarecida, la fermentacién alcohdlica y la glucolisis (véanse
paginas 172 a 193). El concepto de ruta metabdlica es esencial en bioquimica
y no sorprende que Neuberg, el mismo que troquelé en 1903 el términa. de
bioquimica y que expuso en 1912 una primera interpretacién, todavia erré-
nea en muchas partes pero ya global, de la fermentacién alcohdlica, fuese
quien, ese mismo afio, propusiese la denominacién de ruta metabélica para
expresar el concepto de que en el interior de la célula la transformacién qui-
mica de una sustancia en otra se verifica siempre pasando por la misma serie
de moléculas intermedias (entre las numerosas series quimicamente concebi-
bles), en virtud de que cada reaccién quimica estd determinada por un enzima
(por un supuesto catalizador de naturaleza quimica, de especificidad de accién
y de origen entonces desconocidos, aunque la actividad enzimitica de los pa-
sos metabélicos podia irse concentrando en fracciones proteicas de homoge-
neizados celulares).

Veinte afios después, esto es, en 1932, Hans Adolf Krebs (1900) descubrié
el primer ciclo metabélico (el de la produccién de urea por algunas células
animales), sin prever la existencia de ciclos por ninguna razén tedrica, sino
simplemente intentando precisar la ruta de la produccién de la urea, ruta a la
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que su certera intuicién prevefa sencilla y abordable, mediante la eficaz técni-
ca de los cortes de tejidos para el estudio del metabolismo celular (ideado por
su maestro O. Warburg), y aplicando a su objetivo una capacidad muy desta-
cada en Krebs, de integrar diversas series de transformaciones metabélicas en
la ruta completa a que pertenecen y de intentar entender el sentido de la ruta
general asi establecida en el marco del metabolismo conjunto celular. (Este
sentido del conjunto es particularmente notorio en su extraordinaria investi-
gacién del ciclo por él llamado del 4cido tricarboxilico, que, como luego se
expone, no sélo establecié coordinando fragmentos hasta él totalmente desco-
nectados, sino en el que descubre su funcién de colector de los productos de
muy diversas rutas de demolicién, y de productor de moléculas con que se
inician importantes rutas de sintesis).

I. EL DESCUBRIMIENTO POR KREBS DEL CICLO DE LA UREA (1932)

En «The history of the tricarboxylic acid cycle», Perspectives in Biology and
Medicine, nimero 14, 154-170, otofio 1970, Krebs explica que abordé el estu-
dio de la produccién intracelular de la urea sin hip6tesis de trabajo y simple-
mente aplicando, con la colaboracién de Kurt Henseleit, el método de los
cortes de tejido para observar el posible efecto exaltador de la formacién de
urea causado por diversas sustancias nitrogenadas (amoniaco, aminoécidos, va-
rias aminas, cianato y pirimidinas)*. Querfa decidir, por ejemplo, si los amino-
dcidos impulsaban la formacién de urea méds que el amoniaco; y otra

* Cuando se plante6 Krebs el problema de la produccién de la urea, éste todavia ofrecia una
novedad esencial, a saber, que en cortes de tejidos se pudiesen verificar procesos metabélicos de
sintesis como la de la urea, lo que causé en muchos bioquimicos y fisidlogos, sin excluir a Wat-
burg, una sorpresa que parece que ha de atribuirse, bien a la dedicacién propia de la época a la
investigacién de las rutas de demolicién (fermentacién alcohélica y glucolisis, respiracién celu-
lar), bien al peso de la concepcién de Claude Bernard de que la demolicién es un proceso qui-
mico pero que la sintesis intracelular de moléculas orgdnicas es algo cualitativamente distinto,
vinculado a la vida.
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posibilidad que tuvo en cuenta es la de que uno de los dtomos de nitrégeno de
la urea procediese de aminoicidos y el otro de amoniaco, idea que le llevé a
descubrir las elevadas velocidades de sintesis de urea provocadas por la adicién
simultdnea del aminodcido ornitina y de amoniaco, y que la ornitina es un me-
tabolito intermedio en la sintesis. (Hubieron de transcurrir de quince a veinti-
cinco afios desde el establecimiento por Krebs de los pasos esenciales del ciclo
de la urea, en 1932, hasta puntualizar: 2) el papel, en el ciclo, del amoniaco
—a saber, participar junto a diéxido de carbono y adenosintrifosfato en la no-
table sintesis metabélica del carbamilfosfato, que entra en el ciclo reaccionan-
do con la ornitina para dar citrulina—; ) el papel de los aminoicidos —la
entrada en el ciclo del aminoécido aspdrtico, que a su vez se origina por transa-
minacién a su cetodcido, el oxalacético, de los demds aminodcidos, aspdrtico
que se condensa con deshidratacién con la citrulina®, dando el metabolito in-
termedio argininosuccinico que, a su vez, se descompone en la arginina, meta-
bolito intermedio postulado por Krebs, y fumdrico que sale del ciclo.

Con estas imprecisiones, que se tardé tanto en desentrafiar™, lo cierto es
que Krebs, con muy segura intuicién, en pocos meses fue ordenando las ob-
servaciones que, acerca de los metabolitos intermedios (arginina, ornitina mds
amoniaco, etc.), consiguié aplicando la técnica de los cortes de tejidos y los
contados datos enzimaticos de que disponia (la arginasa que desdobla la argi-
nina en ornitina y urea) y la intuicién de que la citrulina, que, con indepen-
dencia, acababa de ser descubierta por M. Wada (Biochem. Z. 224, 420, 1930)
y por D. Ackermann (Biochem. Z. 203, 66, 1931) podia ser el paso intermedio

* L .. . Y T Z
Esta condensacién parece exigir la previa tautomerizacién de la citrulina R—C__ en

NH

2

_OH
R—C
S
NH _
argininosuccinico. Es decir, como es propio de las transformaciones metabdlicas,

que se condensa, por su hidroxilo, con el aspirtico, por su grupo amino, dando el

se produce de un modo tan determinado, sutil y complejo que parece exigit la aplicacién de ac-
cién y experiencia basibidnica especializada.

** Para esclarecerlo fue necesario conocer antes los coenzimas que intervienen en estos pa-
sos, como el ATP necesario para la sintesis del carbamilfosfato que nutre el ciclo en el paso de
la ornitina a la citrulina.
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entre la ornitina y la arginina. Pues bien, para llegar a una interpretacién co-
herente, Krebs tuvo que encajar, de modo nuevo, en el primer ciclo metabéli-
co, una serie de resultados paraddjicos, como son: que la ornitina mds el
amoniaco exalten la produccién de urea; que el antecesor directo de la urea en
su sintesis pareciese ser la arginina que se desdobla en ornitina y urea; que
en la ruta de sintesis de la urea la ornitina promueva la produccién sin consu-
mirse. Todo ello le lleva a postular una ruta de sintesis continua pero cerrada,
su ciclo de la urea:

ornitina CO,
urea NH,
H,O
arginina citrulina

HZOUNH,

Este descubrimiento, por Krebs, del primer ciclo metabélico conocido, le
permitid, cinco afios después, culminar su investigacién fundamental, segin
la cual las principales rutas de demolicién oxidativa (las diversas de cetoéci-
dos, la de las grasas, la glucolisis) desembocan en un tramo comiin que: )
proporciona hidrégeno a las cadenas respiratorias; 4) suministra metabolitos
que inician las mds importantes rutas de sintesis; ¢) constituye asimismo un
ciclo, al que denominé ciclo del 4cido tricarboxilico. Ademds, esta ordena-
cién de grandes rutas, que parece constituir un primer esbozo del conjunto
del metabolismo celular, fue descubierto en la célula muscular pero se ha
observado que es comiin a todas las células, vegetales, animales y de micro-
organismos. Sobre la pauta de la revisién histérica que Krebs hizo en 1970
de esta investigacién suya, vamos a procurar sefialar c6mo, aplicando una so-
bresaliente capacidad de sintesis, €l logra describir un conjunto metabélico
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unitario, descubriendo, con gran intuicién, los nexos notables que se dan
entre rutas fragmentarias establecidas antes por bioquimicos eminentes, cu-
yos logros se elevan asi de grado de comprensién. Terminando esto, procura-
remos sefialar los problemas biolgicos que plantea y permite abordar la
obra de Krebs.

I1. LAS LINEAS PRINCIPALES DE INVESTIGACION QUE INDUJERON A KREBS
A DESCUBRIR EL CICLO DEL ACIDO TRICARBOXILICO

Krebs comenz6 esta investigacién en 1932, a la vez que la de la produccién
de la urea y, como en ésta, utilizando la técnica de Warburg de los cortes de
tejidos (principalmente de rifién y de higado) para observar qué moléculas
exaltaban el consumo de oxigeno y el desprendimiento de di6éxido de carbono
y podian, pues, considerarse presuntos metabolitos intermedios en las oxida-
ciones intracelulares; ahora bien, a diferencia de su investigacién sobre la pro-
duccién de la urea, notablemente rdpida, sus conclusiones sobre las
oxidaciones intracelulares no aparecieron sino tras cinco afios de lento desa-
rrollo (H. A. Krebs y W. A. Johnson, Enzymologia 4, 148, 1937). Comence-
mos resefiando lo que Krebs encontré como antecedente directo del proceso

metabdlico que se cumple en el ciclo por él descubierto; dice Krebs:

«La tinica hipétesis que esbozaba una ruta de los pasos intermedios de la oxida-
cién de los carbohidratos fue la avanzada por T. Thunberg (Skand. Arch. Physiol.
40, 1, 1920) y sostenida por E Knoop (K/in. Wachensch. 2, 60, 1923) y por
H. Wieland (en el Handbuch der Biockemie dirigido por C. Oppenheimer. Fiinfte
Auflage. Bd. 2, 252, 1925). Se supone que dos moléculas de acético —formadas
desde lactico a través del pirdvico o por la oxidacién de los dcidos grasos— se con-
densan para formar succinico que es sometido a oxidacién dando fumdrico, milico,

oxalacético y pirtavico que forma una molécula de acético:
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+
co0® Co, CH,
oxalacético pirdvico acético

Este esquema estaba basado en la oxidabilidad de algunos intermedios postula-
dos, pero no habia ninguna prueba en apoyo de la condensacién clave, que, como
hoy sabemos, de hecho no se produce en las células vivas. Este lado débil y el des-
conocimiento de la ruta de oxidacién de los principios inmediatos eran plenamen-
te aceptados».

Para ver el gran avance que supone la investigacién de Krebs, si hubiese
existido, gvant la lettre, el concepto de ciclo, este conjunto de seis transforma-
ciones metabdlicas, verdaderas salvo la condensacién de los dos acetatos, pero
no bien coordinadas, habrian podido representarse ya entonces en un ciclo
err6neo pero que, como el del 4cido tricarboxilico, en cada vuelta demoliese

una molécula de acetato y la repusiese por otra proveniente de la demolicién
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de los carbohidratos y de las grasas. Esta representacién ciclica, a posteriori, de
las ideas de entonces serfa:

acético
acético succinico
pirdvico Jumdrico
oxalacético mdlico

Aparte de la esencial contribucién, dificil por inesperada y paradéjica, de
considerar el proceso de demolicién oxidativa como un ciclo (idea que, sin
duda, derivé de su previa interpretacién de la produccién de la urea donde
por primera vez dio el concepto de ciclo, de tanta trascendencia en bioquimi-
ca) Krebs, aplicando su gran capacidad de coordinar rutas de modo a la vez
inesperado y objetivo, hizo dos fundamentales innovaciones de nuestra repre-
sentacién de lo que hubiera sido entonces el esbozo de un ciclo (esto es, una
ruta cerrada alimentada por un metabolito venido de fuera, acético como real-
mente es en el ciclo del dcido tricarboxilico); estas dos innovaciones, notable-
mente certeras y originales, de Krebs son: #) sacar el pirtvico y el acético del
ciclo y considerarlos como la cadena de moléculas, que lo alimentan desde
fuera, en la que termina la demolicién oxidativa de carbohidratos y de 4cidos
grasos; 4) descubrir que el metabolito en que termina la rama de demolicién
oxidativa del ciclo y que se condensa con el acético es el oxalacético, con lo
que se produce citrico; todo lo que, en su esquema, incompleto pero con fir-
me base experimental y bdsicamente verdadero, publicado en 1937 (H. A.
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Krebs y N. A. Johnson, Enzymologia 4, 148, 1937, y H. A. Krebs, Lancet, 2,
736, 1937), se representa asi:

carbohidrato

triosafosfato

pirdvico

oxalacético citrico

mdlico cis-aconttico
Sfumdrico 150-citrico
succinico

a-cetoglutdrico

\_/

Procuremos resumir el conjunto de descubrimientos ajenos y alguno pro-
pio que llevaron a Krebs a establecer su clarividente ciclo. Hemos recordado
que la ruta de oxidacién succinico — fumdérico — madlico —> oxalacético era
considerada por bioquimicos anteriores una etapa intermedia en la demoli-
cién oxidativa de los carbohidratos. Mediante la técnica de los cortes de teji-

dos, Krebs confirmé que los cuatro 4cidos dicarboxilicos tetracarbonados
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exaltan la respiracién celular y son, por tanto, intermedios probables en la de-
molicién oxidativa; lo mismo observé con el acético; ahora bien, no encontré
el vinculo entre, por una parte, los tres pasos metabélicos sucesivos, y, por
otra, la degradacién inicial de los carbohidratos (la glucolisis que desemboca
en pirdvico) o la de los dcidos grasos; observé que también el dcido citrico
acelera la respiracion celular, sin encontrar tampoco ningiin nexo metabélico
entre este 4cido tricarboxilico y los cuatro dicarboxilicos conocidos.

En fin, en 1935 y 1936, Szent-Gyérgi hizo una serie de publicaciones so-
bre la respiracién en suspensiones de musculo desmenuzado de pechuga de
palomo (musculo que requiere mucha energia y, por tanto, de una capacidad
de oxidacién excepcionalmente alta; A. V. Szent-Gyérgi, Z. Phisiol. Chem.,
236, 1, 1935, y 244, 105, 1936); observé que pequeiias cantidades de succi-
nico, fumdrico y mdlico exaltan el consumo de O, y la produccién de CO,
mucho mds de lo que corresponde a la cantidad de metabolito afiadido y tam-
bién que el oxalacético se reduce ficilmente a mdlico incluso anaerobiamente.
Estos hechos, que, desde Krebs, se explicarian por la rdpida ruta ciclica, lleva-
ron a Szent-Gyorgi, en un tiempo en que todavia no éstaba bien en claro la
funcién de los piridinnucleétidos ni de las flavoproteinas en la cadena respira-
toria, a sacar la conclusién equivocada de que el sistema madlico-oxalacético
forma parte de la cadena respiratoria aceptando y dando alternativamente hi-
drégeno, esto es, ejerciendo un papel de catalizadores (nosotros dirfamos co-
enzimas basibi6nicos) en la transferencia de hidrégeno hacia oxigeno
molecular. Ahora bien, la interpretacién de Szent-Gyorgi no explica el obvio
papel del succinico en la respiracién celular (asi, el hecho de que la inhibicién
de la succinicodeshidrogenasa —por ejemplo, por malénico— inhiba la res-
piracién). Es claro que tanto la elucidacién de la cadena respiratoria, iniciada
por Warburg y por Keilin, como el establecimiento del ciclo del citrico por
Krebs impusieron, en contra de las suposiciones de Szent-Gyorgi, que el tra-
yecto metabdlico succinico —> fumdrico — malico — oxalacético es una ge-
nuina ruta metabdlica cuyos miembros se transforman todos en un solo
sentido (el de la degradacién oxidativa), con la particularidad, que descubrié
Krebs, de formar parte de un ciclo que se ceba continuamente desde varios
puntos de él.
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Para la investigacién emprendida por Krebs, del modo de producirse la de-
molicién oxidativa, més en concreto, del nexo entre la glucolisis y la cadena
respiratoria, constituyé una clave ripidamente decisiva el descubrimiento de
la ruta metabélica de oxidacién del citrico por C. Martius y E Knoop (Z. Phy-
siol. Chem., 246, 1, 1937,y 247, 4, 1937). Krebs, que, como se ha expuesto,
sabia que el citrico exalta la respiracién celular, habfa intentado indtilmente
entender c6mo se verifica su degradacién oxidativa. Martius y Knoop descu-
brieron que el citrico se isomeriza, a través del cis-aconitico, a isocitrico, de
cuya deshidrogenacién resulta oxalsuccinico que se descarboxila dando a-ce-
toglutdrico, que, a su vez, se hidrata con deshidrogenacién sucesiva y se des-
carboxila rindiendo succinico, todo segin esta serie de reacciones™:

coo® coo® coo®
| | |
_OH e O O
(IZ\CHZ*COOG ? CH—COO (le CH,—COO
CH, > HO CH HO 7 CHOH
F ' | ' I
coo® coo® coo®
citrico cis-aconitico isocitrico
coo® co,
I €] + © ©
CH—CH,—CO00 CH,—CH,—COO CH,—CH,—COO0
| | 2H |
ooy €O — > o H‘%’o coo®
| l '
coo® coo® +CO,
oxalsuccinico a-cetoglutdrico SHCCnICY

* La primera linea de la ruta que sigue, de demolicién del citrico, constituye un ejemplo, no
por ser bastante frecuente en el metabolismo celular, menos notable, de lograr isémeros conve-
nientes para iniciar un trayecto metabélico con el producto final de otro. Consiste en deshidratar
un alcohol creando un doble enlace y en rehidratar éste pero dejando el hidroxilo en el carbono
inmediato al que antes lo tenia. Este doble acto, sin sentido quimico en s, que parece obedecer
a un propésito, no puede explicarse sino conducido por accién y experiencia basibiénica.
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Hoy resulta extrafio que Martius y Knoop, tan licidos para desentrafiar la
demolicién metabélica del citrico a succinico, estuvieran tan ciegos para no
percibir la trascendencia de su descubrimiento para todo el proceso conjunto
de la demolicién oxidativa. En cambio, Krebs, sin duda alertado por su pro-
pia problemdtica (el nivel de la problemdtica propia —me refiero, claro es, a
la problemitica resoluble— da quizd la medida mds precisa de un investiga-
dor), percibié, en cuanto Martius y Knoop publicaron sus resultados, toda
la trascendencia de éstos para establecer la fase central de todo el proceso de la
demolicién oxidativa que canaliza las fases iniciales, entonces conocidas, de
ésta (la glucolisis de los carbohidratos, la degradacién de las grasas) hacia la
fase terminal, la respiracién celular, a la sazén estudiada intensamente. Krebs
sabfa que el citrico estimula enérgicamente la respiracién celular y pronto
confirmé que lo mismo hacen los otros tres dcidos tricarboxilicos y el a-ceto-
glutdrico, lo que le sugirié en seguida que la serie de transformaciones meta-
bélicas descubiertas por Martius y Knoop, que empieza en el citrico y
termina en el succinico, es el trayecto inicial de la ruta antes establecida que
empieza en el succinico y sigue hasta el oxalacético (la respiracién celular es
frenada por malénico que inhibe la actividad de la succinicodeshidrogenasa e
interrumpe, por tanto, el paso de succinico a fumdrico). En muchas de todas
estas transformaciones metabdlicas se libera hidrégeno capaz de alimentar las
cadenas respiratorias; le faltaba a Krebs entender cémo esta ruta central, cons-
tituida por los metabolitos intermedios que son los tres 4cidos tricarboxilicos
hexacarbonados (citrico, cis-aconitico, isocitrico) uno dicarboxilico pentacar-
bonado (a-cetoglutérico) y cuatro dicarboxilicos tetracarbonados (succinico,
fumirico, mdlico y oxalacético) estd conectada con las fases iniciales de la de-
molicién oxidativa de carbohidratos y de grasas. La respuesta (el cierre de un
segundo ciclo y su alimentacién) se la sugirieron asimismo Martius y Knoop,
que un afio antes habfan observado que se forma citrico, iz vitro y sin aplicar
enzima, a partir de oxalacético y de pirtivico tratados por peréxido de hidré-
geno en medio alcalino (C. Martius y F. Knoop. 2. Physiol. Chem., 242, 1,
1936). Krebs no tuvo sino que demostrar que la sintesis de oxalacético y pird-
vico a succinico se produce asimismo y a suficiente velocidad por cortes de te-
jidos y por musculo desmenuzado, con lo que, junto con su concepto de ciclo
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metabdlico, tuvo todos los datos necesarios para entender que la fase central
de demolicién oxidativa es (como la produccién de la urea) otro ciclo que se
cierra desde el oxalacético al citrico con toda probabilidad mediante acérico,
que alimenta el ciclo y que es rendido por la demolicién de los 4cidos grasos o
por la deshidrogenacién del etanol, resultado de la descarboxilacién del piri-
vico, metabolito terminal de la glucolisis. En su revisién histérica del estable-
cimiento del ciclo del 4cido tricarboxilico, Krebs sefiala que dejé dos pasos
metabélicos sin esclarecer por la falta de conocimientos de su época, a saber,
el proceso enzimitico que transfiere acetilo (sin duda proveniente de la des-
carboxilacién y deshidrogenacién del pirdvico) al doble enlace del carbonilo
del oxalacético dando citrico, y el proceso enzimitico que, por descarboxila-
cién y por hidraracién y deshidrogenacién, transforma el a-cetoglutdrico en
succinico. Como dice Krebs en 1970, su esquema de 1937 ha resistido la
prueba del tiempo que entre tanto habia colmado las dos lagunas, en cada una
de las cuales se verifica una actividad enzimética compleja (imposible de con-
cebir sin ser conducidos por accién y experiencia basibiénica) en que son ma-
nejados varios coenzimas. La solucién de ambas lagunas hubo de esperar al
descubrimiento, diez afios después, del coenzima A (coenzima usado por mu-
chas funciones enzimdticas para la transferencia de grupos acilo y, principal-
mente, acetilo) por Lipmann (E Lipmann, N. O. Kaplan, G. D. Novelli,
L. C. Tuttle y B. M. Guirard, J. Biol. Chem., 167, 869, 1947; N. O. Kaplan y
E Lipmann, J. Biol. Chem., 174, 37, 1948; y E Lipmann, N. O. Kaplan,
G. D. Novelli, L. C. Tuttle y B. M. Guirard, J. Biol. Chem., 186, 235, 1950).
En los afios siguientes, Ochoa y Lynen establecieron que el coenzima A es uti-
lizado como receptor y dador de acetilo del pirdvico al oxalacético, bajo la acti-
vidad muy compleja de la piruvatodeshidrogenasa (J. R. Stern y S. Ochoa,
J. Biol. Chem.,179, 491, 1951; Id. 191, 161, 1951; S. Ochoa, J. R. Stern y
M. C. Schneider, J. Biol. Chem., 193, 691, 1951; F. Lynen y E. Reichert, An-
gew. Chem., 63, 47, 1951; y J. R. Stern, S. Ochoa y F. Lynen, J. Biol. Chem.,
198, 313, 1952). Poco después se descubrié que el coenzima A también es
utilizado como aceptor del succinico producido por la cetoglutaratodeshidro-
genasa y como transferidor de él como succinico a la succinatodeshidrogenasa,
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que lo transforma en fumdrico (S. Kaufman, Fed. Proc., 12, 704, 1953, y
D. R. Sanadi y J. W. Littlefield, J. Biol. Chem., 201, 103, 1953).

Por tltimo, a partir de 1943 se han ido acumulando pruebas de que el lla-
mado por Krebs ciclo del 4cido tricarboxilico es el colector general de pro-
ductos de la demolicién oxidativa de los tres principios inmediatos. Se
comenzé observando, gracias principalmente al uso de isétopos radiactivos,
que no sélo los hidratos de carbono, sino también los dcidos grasos y los cuer-
pos ceténicos pueden proporcionar dtomos de carbono para la sintesis de citri-
co (E. L. Breusch, Science, 97, 490, 1943; E. L. Breusch, Enzymologia, 11, 169,
1943; H. Wieland y C. Rosenthal, Liehigs Annalen, 554, 241, 1943) y Lynen
y Ochoa puntualizaron la formacién de acetil-coenzima A a partir de dcidos
grasos y cuerpos ceténicos (F. Lynen Fed. Proc., 12, 683, 1953; E. Lynen y
S. Ochoa, Biochim. Biophys. Acta 12, 299, 1953), trabajos gracias a los cuales
el ciclo del 4cido tricarboxilico ha quedado establecido como la ruta terminal
de la demolicién oxidativa de los principios inmediatos esencialmente ener-
géticos. Ademds, se ha ido observando que afluyen a diversos puntos del ciclo
los metabolitos resultantes de las rutas de demolicién de los a-cetoacidos de-
rivados por desaminacién de todos los ai-aminoécidos, y que, a la inversa, des-
de sus metabolitos intermedios se inician las sendas rutas de la sintesis de
cada uno de ellos. Si, generalizando el descubrimiento de Krebs, considera-
mos que la ruta de demolicién y la de sintesis de cada cetodcido constituye un
ciclo, el ciclo del 4cido tricarboxilico podria ofrecérsenos como un cauce cir-
cular metabélico que es parcialmente alimentado por los ciclos de los a-ceto-
4cidos y que, a la inversa, contribuye a que circulen éstos*. Asf{, por una parte,
el ciclo del 4cido tricarboxilico en si (dentro del que se producen y también
afluyen desde fuera de €l, el a-cetoglutérico y el oxalacético —esto es, los .-
cetoicidos correspondientes a los dos a-aminodcidos dicarboxilicos, glutdmi-
co y aspéartico—) podria considerarse como el ciclo de transformacién por

* Obviamente el caudal metabélico restante que afluye al ciclo del 4cido tricarboxilico
consta de los metabolitos terminales de la demolicién oxidativa de carbohidratos y de grasas.
Por otra parte, el presunto ciclo de cada a-cetoicido estaria ademds alimentado por este meta-
bolito, rendido por la transaminacién entre @-aminoécidos y a-cetodcidos, mediada precisa-
mente por el glutdmico/a-cetoglutérico y por el aspértico/oxalacético.
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demolicién exergénica del a-cetoglutdrico en oxalacético y de la transforma-
cién, de efecto inverso, de la sintesis, con el concurso de acetilo, de oxalacéti-
co en O-cetoglutdrico; y, por otra parte, el conjunto formado por este ciclo y
por los de demolicién y sintesis de cada uno de los dieciocho a-cetoédcidos res-
tantes parece constituir un extraordinario sistema de ciclos todos en perma-
nente circulacién acompasada, de los que resultan y en los que se consumen
todos los componentes de todas las proteinas globulares (nos atrevemos a de-
cir constituyentes del soma de todos los basibiones), proteinas con las que se
integra el soma de todas las células.

Esta suerte de unidad metabdlica funcional plantea algunos problemas
nuevos, actuales. Asi, Krebs sefiala la gran generalidad y antigiiedad del ciclo:

«Aunque inicialmente fue propuesto para explicar los procesos oxidativos del te-
jido muscular, gradualmente se fue imponiendo que todos los tejidos animales que
respiran, asi como los microorganismos y los vegetales, emplean la misma ruta ter-
minal de oxidacién. El ciclo aporta aproximadamente los dos tercios del total de los
procesos oxidativos en los organismos que queman carbohidratos, grasa y aminoéci-
dos. La presencia de las mismas rutas metabélicas en todas las formas de vida indica
que este mecanismo de liberacién de energia surgié muy pronto en el curso de la
evolucién». (H. A. Krebs, The citric acid cycl, Les Prix Nobel en 1953, 1954).

Lo anterior es cierto, pero puede afirmarse con més generalidad que una
gran parte del conjunto del metabolismo celular es comiin a todos los tipos de
las células actuales, lo que, al parecer: #) remite el origen del conjunto princi-
pal del metabolismo celular a la evolucién de una célula de la que provienen
todas las células actuales que se han diferenciado posteriormente adaptindose a
sus respectivos modos de vida mediante ajustes metabélicos secundarios de di-
cho conjunto metabélico basico, invariable; 4) que en dicha célula primigenia,
necesariamente heterétrofa, a lo largo de su evolucién (esto es, desde la primera
célula, hasta que se inici6 la diferenciacién de los primeros prototipos de célu-
las actuales), como resultado principal del progreso de su accién y experiencia,
hubo de irse estableciendo, paso a paso, ese gran niicleo central del metabolis-
mo celular, cuya extraordinaria perdurabilidad indica que su funcién tiene que
ser basica para toda forma de actividad celular posterior; ¢) que el gran dina-
mismo y el cardcter unitario, que parecen propios del metabolismo celular en-
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tendido como un conjunto de ciclos estrechamente interdependientes, plantea
interpretar el metabolismo celular no sélo en términos del basibién que realiza
cada paso metabélico, sino de la unidad celular misma, més en concreto, por el
sentido del metabolismo para la accién y experiencia celular, que ha de guiar,
realizdndose, la actividad asociativa del conjunto coordinado de basibiones,
conjunto que, claro es, hay que entender por su origen y mantenimiento en el
marco de la unidad celular; 4) de acuerdo con lo anterior, parece que, a lo largo
de la evolucién de la célula primigenia, cada sucesivo estado del metabolismo
tenfa que poseer para la correspondiente célula un sentido homélogo del que
su metabolismo tiene para las células actuales como base de su actividad, senti-
do tan bisico que lo ya conseguido era imprescindible para cada progreso me-
tabélico, y éste fusionarse con el resto integrdandose en la unidad funcional de
la célula; dicho de otro modo, en la evolucién de la célula primigenia, y, secun-
dariamente, en las especializaciones metabdlicas que diferenciaron los distintos
tipos celulares derivados de ella, unas rutas metabélicas han tenido que prece-
der a otras de las que parecen condicién sine qua non, y éstas haber surgido por
ventajas selectivas potencialmente inteligibles y en virtud de un proceso histé-
rico que, por una parte, debe estar mantenido estratificado en el metabolismo
de las células actuales que, asf, poseen en él una clave principal de toda la filo-
génesis celular, y que, por otra parte, no puede comprenderse —al modo cien-
tifico, en términos del proceso de la realidad en torno— sino por el modo de
haberse ido él produciendo, lo que, en definitiva, remite a inquirir la naturale-
za y evolucién de sus agentes, a saber, los basibiones que, en su propio benefi-
cio, gobiernan las transformaciones moleculares, y la célula que gobierna, en el
propio, la actividad de los basibiones.

111. DEL ENFOQUE QUIMICO AL BIOLOGICO DEL METABOLISMO CELULAR

Vemos pues, que los impresionantes resultados de la investigacién bioqui-
mica a lo largo del siglo XX han ido ofreciendo la descripcién analitica, esto es,
a nivel molecular: de los cambios quimicos particulares que se producen intra-
celularmente (de cada una de las transformaciones metabdlicas); del orden fijo
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de encadenarse varios de estos pasos en las llamadas rutas metabélicas, y, en fin,
de la coordinacién general de las rutas, que va ofreciendo una visién panordmi-
ca —siempre a nivel molecular®—, cada vez mejor integrada, del metabolismo
celular, tanto en lo que éste tiene de comiin para todas las células como en sus
especializaciones diferenciales de los distintos tipos de células (parece que para
lograr esta visién de conjunto ha resultado decisiva la coordinacién de una ruta
de sintesis y otra de demolicién en cada ciclo y la coordinacién general entre
rutas y ciclos cuya iniciacién va vinculada al nombre de Krebs).

Por lo demds, a la vista salta que cada uno de los tres grados de investiga-
cién biolégica sefialados se basa en conocimientos proporcionados por el gra-
do de investigacién inmediato anterior. La investigacién de la actividad
enzimética que conduce la transformacién concreta de un metabolito en otro
suele basarse en el conocimiento en términos quimicos de esta transforma-
ci6n; el establecimiento de una ruta metabélica exige el conocimiento de los
diversos pasos para ordenarlos convenientemente e inducir alguno que falte;
en fin, el conocimiento de rutas fragmentarias es lo que permite ordenarlas en
ciclos que, ademds, conecten —como el del 4cido tricarboxilico— sectores di-
versos del metabolismo celular. Elevarse de modo consciente de un grado de
investigacién al siguiente ha supuesto para la bioquimica tres saltos cualitati-
vos de su problemdtica, cada uno de los cuales podemos, como orientacién,
personificar, respectivamente, en Harden, que, hacia 1905, inicia la investi-
gacion enzimidtica intracelular en Neuberg, que piensa en las rutas metabélicas
hacia 1920, y en Krebs, que intuye el concepto de ciclo metabélico en 1932 y
que lo concibe como nexo entre sectores metabélicos en 1937.

* Como hemos visto en nuestra revisién histérica de la bioquimica, ésta, desde su iniciacién
en 1900, ha distinguido entre dos conjuntos interdependientes y que se han ido precisando
cada uno en términos del otro: el de los metabolitos (a los que podrfan sumarse los coenzimas y
los grupos prostéticos de los enzimas) y el de los enzimas. Para nosotros, todos los hechos ha-
blan ciertamente a favor de que las funciones enzimdticas son la manifestacién de la accién y
experiencia de las unidades de integracién del primer nivel biolégico, pero sigue dominando
el prejuicio de que se trata no de unidades supramoleculares, sino de simples catalizadores qui-
micos (de los que la bioquimica no se hace, ciertamente, cuestién ni del origen ni de la sor-
prendente especificidad de cada uno, ni, en fin, de c6mo se produce el finisimo ajuste
espaciotemporal entre todos).
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Por otra parte, el ascenso a uno de estos grados de problemadtica bioquimica
(por ejemplo, el de Krebs al de los ciclos) puede, como hemos visto, plantear,
a la inversa, cuestiones inéditas concretas de un grado inferior de problemati-
ca. A mi modo de ver, una prueba de la capacidad creadora de Krebs fue saber
orientarse sin datos suficientes de modo muy certero tanto en la configura-
ci6n del ciclo del 4cido tricarboxilico como en su significacién metabélica ge-
neral, salvando sin extraviarse lagunas que otros pudieron luego llenar a
medida que lo fue permitiendo el avance del conocimiento bioquimico gene-
ral, principalmente de coenzimas. Martius, en cambio, mostré mucha eficacia
para desentrafiar una ruta metabdlica —las transformaciones de unos 4cidos
tricarboxilicos en otros—, en lo que el mismo Krebs no habia tenido éxito; en
cambio, estaba fuera de su horizonte conceptual el problema de situar su ruta
(y, en general, las rutas) en el conjunto metabdlico, lo que le impidié ver la
significacién general de lo que habia descubierto. Krebs escribe:

«Retrospectivamente, uno puede muy bien preguntarse por qué Martius no
llegé antes que yo al concepto del ciclo del dcido tricarboxilico. ¢Por qué no se le
ocurrié que las reacciones que habfa descubierto y estudiado podian ser compo-
nentes del principal proceso productor de energfa de la materia viva? Mi sospecha
es que puede ser cuestién de visién cientifica o de actitud “filoséfica”. Influido por
su maestro, E. Arndt, Martius se consideraba a si mismo entonces (asi me lo dijo
una vez) como un “quimico orgdnico tedrico” interesado en mecanismos de reac-
cién. La degradacién oxidativa del citrico era para él ante todo un problema qui-
mico y no biolégico». (H. A. Krebs. The history of the tricarboxylic acid.
Perspective in Biology and Medicine, nimero 14, otofio 1970, pdgina 1606).

Con el apoyo de esta cita de Krebs, podemos terminar preguntindonos
cudl es el contenido real del cambio de la problemdtica bioquimica al pasar,
en el estudio del metabolismo, del andlisis de las transformaciones aisladas al
de las rutas y al de los ciclos. Krebs apunta que, de Martius a €, se produce el
cambio de una consideracién de quimico orgédnico tedrico a una consideracién
biolégica. ;Pero es realmente asi?, o, en todo caso, ;qué significa con ello?

En mi opinidn, el gran resultado de la bioquimica ha sido develar las trans-
formaciones de unas moléculas en otras que se producen en el interior de la cé-
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lula, y su limitacién, mantener su investigacién al nivel descriptivo y no pre-
guntarse qué distingue las transformaciones metabdlicas de las restantes reac-
ciones quimicas ni cudl sea la causa de su caracteristica peculiar, 0 mejor, ni
cudl sea el agente que la determina y c6mo el agente pueda irse comprendien-
do por este efecto suyo. Me parece que este aspecto positivo (la gran conquista
de conocimientos quimicos de valor potencial inapreciable) y también la limi-
tacién se dan igualmente en cada uno de los tres 6rdenes de problemdtica bio-
quimica sefialados, lo que explica que el desarrollo histérico de cada uno haya
desembocado, mds que en la comprensién en profundidad de los propios fené-
menos (0, al menos, en la perplejidad ante el misterio que atin implican), en un
panorama metabdlico mds amplio pero siempre investigado hasta ese mismo
nivel descriptivo de lo que ven que sucede en el nivel molecular.

Asi Martius, a mi modo de ver paradéjicamente, se consideraba ser, segiin
Krebs, un quimico orgénico tedrico cuando aplicé su talento a descubrir la
ruta metabdlica citrico — cis-aconitico —s isocitrico — a-cetoglutirico
(véase paginas 229 y siguientes) No lo entiendo as{; no puedo dejar de pensar
que un quimico orgénico teérico de lo que habfa de ocuparse serfa de estudiar
las fuerzas intermoleculares e intramoleculares que hacen que, en unas condi-
ciones ambientales dadas, una molécula orgdnica se descomponga en otras de-
terminadas o que cuando se encuentran fortuitamente dos moléculas de
sendas especies quimicas, abandonadas a si mismas, den lugar a otra u otras
determinadas, etc.; en mi opinién, Martius resolvié un problema muy distin-
to, genuinamente bioquimico, a saber, cémo el citrico se transforma iz vivo
(bajo la actividad enzimdtica intracelular), como siempre, entre muchas posi-
bilidades tedricas, en una muy determinada ruta metabélica (complicada
aunque anodina energéticamente) que permite convertirlo precisamente en
a-cetoglutdrico, el cetodcido de un aminodcido, el glutdmico; Martius logré
con talento deslindar los pasos de una ruta metabélica pero contentdndose
con describir las transformaciones quimicas de unos metabolitos en otros, sin
preguntarse por qué se producen precisamente esas transformaciones; qué
agentes lo logran y cémo, y qué ventajas puedan tener para ellos y para la cé-
lula. En resumen, Martius aborda con éxito un dificil problema bioquimico
pero se contenta con resolverlo quimicamente, como se lo imponia el hege-
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ménico reduccionismo a lo molecular®, y ademds, sin preguntarse por la sig-
nificacién que lo descubierto pudiese tener —dentro de este nivel molecu-
lar— para otros campos del metabolismo celular.

Veamos, en fin, en qué se siente diferir Krebs de Martius que le hace pen-
sar que él s aborda un problema bioldgico. Parece tener razén en cuanto que
(aunque sin reaccionar al reduccionismo a lo molecular) estd comenzando a
abordar el tercer orden de problemas metabélicos que, sin que precise por
qué, le parece lleno de significado biolégico. Krebs ya se proponia describir el
conjunto de la demolicién aerobia de los principios inmediatos desde sus sen-
das degradaciones oxidativas iniciales hasta la confluencia de todas en las ca-
denas respiratorias; ya hemos expuesto cémo Krebs, con lo que podiamos
llamar un sobresaliente sentido de la composicién, encontré en seguida la cla-
ve de ese gran proceso metabélico general en los tres pasos de degradacién
metabélica del citrico descubierto por Martius, a los que, con su gran sentido
de orientacién, supo relacionar con otros fragmentos de rutas, conocidos y
mal empalmados, logrando asi un todo metabélico lleno de sentido a su nivel
molecular. A esto, que él denomina resolver un puzzle metabélico, es a lo que
considera Krebs su objetivo biolégico; como los bioquimicos anteriores, pro-
cura componer rutas descubriendo los eslabones que falten, pero Krebs parece
imprimir a esta tarea un objetivo de una ambicién nueva, a saber, conseguir
una imagen global del metabolismo celular al que considera como algo unita-
rio, a lo que denomina actividad de la célula como un todo.

Si el soma celular, constituido por el conjunto de sus basibiones cooperantes,
ha de considerarse como un todo que exige una unidad que lo gobierne, Krebs
podia sentirse con visién de bilogo en cuanto que, aunque sélo de pasada e
implicitamente, consideré a la célula como el agente del metabolismo celular.

Hemos visto cudntos descubrimientos bioquimicos y de cudn diversa indo-
le (la naturaleza su; generis de las transformaciones metabdlicas, la estruccura
supramolecular de las proteinas globulares con su actividad metabélica, etc.)
parecen imponer la existencia de seres vivos de nivel directamente supramole-

* Me pregunto si fue precisamente el reduccionismo de lo observado al nivel molecular (en
el fondo tan contrario a una rigurosa teorfa quimica) lo que hacfa que Martius se considerase

como un quimico organico tedrico.

— 239 —



F A U S T 1 N [o} C o) R D 6 N

cular, los basibiones, cuya accién y experiencia es lo inico que puede explicar
toda transformacién metabdlica, a la vez que el metabolismo a nivel molecu-
lar es lo que puede dar una primera nocién por su origen de los basibiones;
pues bien, ese aspecto del todo coherente que desde Krebs, y en sentido cre-
ciente, se aprecia en el metabolismo celular hace pensar en la célula como ser
vivo de segundo nivel, el de integracién de la actividad asociativa de los basi-
biones de modo que consiga ese notable efecto concertado de la actividad me-
tabélica de todos ellos: el metabolismo celular como el todo unitario
entrevisto por Krebs (de hecho, el metabolismo celular desempefia la funcién
de primordio de la accién celular, en el modelo de célula heterétrofra primi-
genia). Claro que plantearse el conocimiento de la célula como ser vivo de se-
gundo nivel exige haberse formado antes una nocién en lo posible clara de la
naturaleza del ser vivo del nivel de integracién directamente supramolecular
de cuya evolucién conjunta hubo de surgir la primera célula y que todas las
células han de mantener como unidades cooperantes del nivel subyacentes
como condicién sine qua non de existencia. Excusado es decir que el campo
principal de datos de que disponemos para ir comprendiendo el basibién son
los del metabolismo celular proporcionados por la bioquimica, y que de afia-
didura y por doble motivo, ellos mismos son los que, sobre el basibién, pue-
den ayudar a entender la célula como unidad de integracién (como agente,
como ser vivo) de segundo nivel bioldgico.

Asi, del mismo modo que, en la historia de la bioquimica, unos trabajos
han servido de base a otros provocando, de tiempo en tiempo, cambios cuali-
tativos en su orden de conceptos y problemas, parece que el extraordinario de-
sarrollo durante el siglo XX de este cuerpo especializado de conocimientos lo
ha llevado a un grado de madurez que exige la inflexién cualitativa que supo-
ne superar el reduccionismo a lo molecular que ha sido ciertamente el /eit mo-
tiv principal de su desarrollo a nivel descriptivo, para, sobre el caudal de
fenémenos quimicos observados, comprender el origen, naturaleza y evolu-
cién de los agentes de primero y de segundo nivel biolégico que los realizan,
y, de este modo, concretando el propésito confuso de Krebs, elevarla a ciencia
experimental y evolucionista conscientemente biolégica.
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