ANALES DE LA FACULTAD VETERINARIA

La Fisiologia de la Tiamina
( Vitamina B,)
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INTRODUCCION

La vit. B de los primeros investigadores era un conjunto de vit?,mi-
nas solubles en el agua que poco a Ppoco ha sido separado en sus com-
ponentes, Entre las vitaminas del complejo B como hoy suele decirse,
figuran las siguientes como las mejor conocidas: '

vit. B, o aneurina o tiamina,

vit. IB2 0 lactoflavina o riboflavina,

vit. antipellagra, el Acido nicotinico y su amida,

vit. B6 o adermina o piridoxina,

el acido pantoténico.

Nuestros conocimientos sobre la tiamina empiezan con los estudios
de Eijkman 1897 sobre la beriberi en Java. Estos trabajos podrian cali-
ficarse también como el origen de la vitaminologia, aungque fueron ne-
cesarios los experimentos de Bunge (1905), de Stepp (1909), de Babcock,
de Holst, Hopkins, Funk (1911), para gue el mundo cientifico de enton-
ces aceptase el concepto de las vitaminas.

Después de esta introduccién histérica en homenaje a los gque ci-
mentaron las bases de la vitaminologia, permitanme una observacion
previa de caricter fundamental:

Las causas gue conducen a la carencia de tiamina, tales como ali-
mentacién deficiente en cantidad y las maAs de las veces no equilibrada,
la preferencia por alimentos demasiado refinados, el uso excesivo de ha-
bitos dietarios no apropiados, generalmente acarrean escasez de algu-
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nas otras vitaminas. Asi la avitaminosis B, frecuentemente no existe
sola, sino como la principal dentro de un sindrome de varias hipovita-
minosis. Esto es reconocido por los clinicos y tenido en cuenta en el
tratamiento. V. g. han sido descriptos casos de pelagra con sintomas de
parte del sistema nervioso gque bajo el tratamiento con acido nicotinico
mejoraron rapidamente en cuanto a las manifestaciones cutaneas, pero
no en cuanto a las neurales. Solo con inyecciones de tiamina curaron
completamente. En cambio los experimentadores, especialmente unos
cuantos afios atras, consideraban a menudo como efecto de la avitam:!-
nosis tiaminiea pura, un cuadro en el cual participaban, en grado inde-
terminado, carencias de otras vitaminas. Esta situacién, es necesario
decirlo con toda claridad, continda todavia 3y seguira en forma decre-
ciente hasta la fecha, mas o menos remota, en que conoceremos, de un
modo definitivo, todas las vitaminas necesarias para cada especie animal
ensayada. Si hoy un experimentador adopta un determinado régimen para
producir una avitaminosis tiaminica pura, tadcitamentie presume que tal
comida contiene en dosis suficiente todas las demdas vitaminas, las co-
nocidas y las afn ignoradas.

SINTOMAS Y LESIONES DE LA AVITAMINOSIS
EXPERIMENTAL

I. El sistema nervioso

Ya Eijkman comprobé alteraciones de las células ganglionares del
ciuerno ventral y de los nervios periféricos en las gallinas. Sus obsgerva-
ciones fueron confirmadas por una serie de investigadores en palomas
v ratas. Pero paulatinamente surgieron dudaz serias si dichas lesiones
pueden ser consideradas como caracteristicas de la avitaminosis Bl. Por
lo pronto Chamberlain y asociados (1911) notaron lesiones iguales en
gallinas muertas por inanicidn., Davison y Stone (1937), lnego Vedder
(1938), llegaron al mismo resultado. Ahora, para apreciar estas obser-
vaciones en todo su velumen, hay que saber que la pérdida de apetito
es uno de los sintomas precoces de esta avitaminosis y que, la adminis-
tracion de tiamina a las palomas en inanicién no evita las degeneraciones
en el sistema nervioso central. En consecuencia, algunos autores atri-
buyen las lesiones nerviosas, a comprobar con el microscopio, exclusiva-
mente a la inanicién. Sin embargo, cuando uno tiene presente fque el
cuadro de la beriberi experimental se distingue del de la simple inani-
cién por una mayor participacion de sintomas neurales, se inclina a la
presuncién de que las degeneraciones del 8. N., por lo menos en parte,
van a cuenta de la avitaminosis. Por hoy es poco provechoso plantear
esta cuestion, ya que no podemos descartar ia posibilidad de gque en
ia jnanicidn se desarrolle conjuntamente una avitaminosis. Agreguemos

472



ANALRES DE LA FACULTAD VETERINARIA

gue diversos agentes patégenos provocan lesiones con imagenes micros-
copicas parecidas y hasta idénticas.

A varios autlores, entre ellos Williams y Spies, les llama la aten-
cion gue las alteraciones del 8. N. aparezcan tarde. Pero en vista de la
poca aptitud de nuestros métodos nistopatoldgicos para revelar las le-
giones en sus comienzos, esto no depe extrabarles. Mas sorprendentes
son los hechos siguientes: 1. Perros con sintomas alarmantes (espas-
mos) se restablecen completamente, en pocos dias, por la administra-
cién de tiamina. No obstante, las alteraciones histopatolégicas persisten.
20 Wolbach (1937) no encontrd diferenciag, en cuanto a las lesiones
del tejido neural, entre las palomas muertas por polineuritis y las que,
por el tratamiento con la tiamina, recobraron la integridad funcional.
Referente a estas observaciones cabe hacer resaltar lo siguiente:

Evidentemente los métodos histopatoldgicos corrientes mno tienen
la sensibilidad ni la especificidad necesarias para estos casos. En perros
clinicamente normales, mayores de un afio, seglin nuestra experiencia,
frecuentemente hallamos lesiones ligeras. Finalmente, el examen neu-
rologico de los animales curados de la beriberi experimental, dificil-
mente se habra hecho con una técunica eficaz y con la minuciosidad
suficiente para descubrir la supresion funcional, no de sistemas con lo-
calizacion circunscrita, sino de neuronas aisladas, dispersadas en el
N. 8. entero. Todos sahemos que desirucciones anatomicamente impor-
tantes del sistema nervioso central de los animales producen, a veces,
tan pocos sintomas que solamente una exploracién muy experta es capaz
de revelarlos.

1. El aparoto digestivo

Ya hemos mencionado la ausencia de apetito en la hipovitaminosis
tiaminica (Karr 1920, Cowgill 1921), Como lo demostrd Sherman 1934
la anorexia es un verdadero sintoma «de la carencia B,, puesto que
los animales después de recibir tiamina vuelven a comer el mismo ali-
mento que antes habian rechazado. Ademds los perros presentan hipo-
clorhidria (Cowgill y Giiman 1934) y atonia géastrica (Rowlands ¥y
Browning). La hipoclorhidria va acompafiada de una disminucién de la co-
carboxilasa sanguinea. La anaclorhidria en el hombre parece traer la hi-
povitaminosis tiaminica. Se estableceria luego un circulo vicioso.

Lesiones anatdomicas, consistentes en erosiones y 1lceras del esto-
mago, han sido vistas por diversos investigadores. La pereza de la
musculatura se extiende a todo el tracto digestivo. El efecto de la ace-
tilcolina es atenuado. Observacionea complementarias scn: La tiamina
aumenta la accién de la acetilcolina (Briem 1939), probablemente de-
bido al hecho, aportado por Glick y Antopol (1939), de que la tiamina
inhibe Ia colinestarasa de modo que la saponificacién de la acetilcolina
queda frenada. Luego Minz demostr6 que en la estimulacion del vago
aparece cocarboxilasa que sensibiliza el mutsculo para la acetilcolina.
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lll. El aparato circulatorio

Carter y Drury ya (1929) describieron la bradicardia en las ratas
como sintoma de esta avitaminosis. En un trabajo posterior Drury le
atribuyé un origen sinusal y no pneunmogastrico. Me permito recordar
que en la beriberi humana el corazon presenta insuficiencia, a veces
hasta grave (Wenkebach 1928 y luego otros): taquicardia, corazon agran-
cado, presion venosa aumentada; edemas. De estas alteraciones la pa-
loma puede tener edema y en grado variable la dilatacién del corazomn.
i.os edemas serdn consecuencia, en parte, de la debilidad circulatoria,
cn parte de la disminucién de las proteinas del plasma sanguineo, fe-
nomeno corriente en cudlquier desnutricién pronunciada.

Lu (1939) demostré gue la acumulacidn del piruvato en la sangre,
punto gque explicaremos mdas adelante, v la bradicardia marchan para-
lelamente en las ratas avitaminoticas. Luego investigd si la acumulacion
del mencionado acido es la causa inmediata de la bradicardia. Con este
fin inyecto acido pirdvico en la via circulatoria de ratas normales en
dosis que producen un nivel superior al maximo comprobado en la
beriberi experimental. No observé ninguua influencia sobre el pulso.
En conclusiéon: la bradicardia no es efecto directo del Acido pirtavivo
sobre el gobierno del corazdn.

1V. El sistema endocrino

MDesde el trabajo de Mc Carrison (1919) conocemos la hipertrofia
de las capsulas suprarrenales en la hipovitaminosis Bl de la rata. En-
tonces se pensd que la hipertrofia de las células suprarrenales observada
en el ejercicio muscular intenso podria ser causada por una falta de
tiamina, la cual en tales condiciones. seria rejuerida en mayer cantidad
por el organismo.

En efecto, la hipertrofia suprarrenal del ejercicio es evitada por
un aporte mayor de tiamina. Inversamente la inyeccion de corticoste-
rona demora la declaracién de la beriberi experimental y alivia sus
sintomas. Laszt (1938) sostiene que la tiamina obra solamente en pre-
sencia de la corticosterona y viceversa.

Respecto a la tiroides Verzdr y colaboradores notaron la detenciéon de
su funecién: algunos hablan hasta de la atrofia de esta glandula. Hund-
hansen y Schulze (1939), a base de sus exdmenes histologicos, sostienen
que en la hipovitaminosis B, es afectada primero la hipéfisis por Io
que increta menor cantidad de hormona tireotropa. La consecuencia es
la inactividad de la tiroides.

Mencionamos en esta oportunidad que ol estado de hipertiroidismo
trae un mayor consumo de tiamina; la cocarboxilasa y la tiamina I-
bre de los tejidos bajan. (Peters y Rossiter 1939). En las ratas tireo-
t6xicas la administracién de dosis elevadas de tiamina previene la pér-
dida de peso (Sure y Buchanan 1937).
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La supresion de la funcién folicular (Evans y Bishop 1922) y los
trastornos de lactaciéon, comprobados por Evans y Burr (1928), tal vez
no son manifestaciones de una pura avitaminosis B1’ ya que, en aguel
tiempo, la separacién dentro del complejo B estaba en sus comienzos.

VY. Crecimiento y mantencion del peso corporal

Para un crecimiento normal se necesita la ingestion de una serie
de vitaminas, entre ellas, sin duda alguna, también la tiamina. lgual-
mente la tiamina es indispensable 'para que los adultos conserven su
veso. Kl crecimiento detenido y la pérdida del peso corporal sin duda
alguna son sintomas de la avitaminosis B,, pero no son caracteristicos.
Los experimentos en ratas, efectuadas por Dann y Cowgill (1934), han
enseflado que las ratas en desarrollo requieren tres a cinco veces mas
tiamina para crecer, que los animales adultos para mantener su peso.
Las observaciones de la clinica humana conducen al mismo resultado
{Ross y Summerfeldt 1935; Eddy y Dalldorf).

Vi. El metabolismo

En cuanto a las alteraciones del metabolismo sefialaré por el mo-
mento solamente los hechos fundamentales.

La avitaminosis B, se produce mucho mas rapido con un régimen
carente de tiamina en el que predominan los hidratos de carbono. En
las palomas, la sola adicién de azicar a una alimentaciéon normal, pro-
voca la polineuritis. Lo raro es gue luego la adicion de tiamina no la
cura. Existen observaciones anilogas en el hombre. Roos y Meulengracht
consideran peligroso el consumo de crecidas cantidades de hidratos de
carbono sin aumentar al ‘mismo tiempo la ingestion de tiamina. Broeder
y Engel (1938) relatan el caso de una mujer gue queria adelgazar., Con
tal fin se alimentd durante tres meses exclusivamente con carbohidra-
tos. Hl resultado de esta dieta, probablemente carente también de otras
vitaminas, fué un cuadro en el cual dominaban los sintomas de Ia be-
riberi: edemas <y anestesia en las piernas, imposibilidad de caminar,
piel 4spera y marchita con pigmnentacién parduzca, lesiones del miocardio.

La ausencia de hidratos de carbono en el régimen de carencia tia-
minica no previene la beriberi; pero los animales resisten un tiempo
mayor. ‘

Significativo es el efecto economizante sobre la tiamina ejercido
por una alimentacion rica en grasa, especialmente en grasas no satu-
radas. Arnold y Elvehjem (1939) comprobaron que la tiamina regue-
rida por el canino depende de la cantidad de calorias correspondientes
a las materias no grasas del régimen, sin relacion alguna a la grasa.
Asf, perros alimentados con poca grasa requerian 75 vy de tiamina por
100 gr. de alimento. Un aumento de las grasas, hasta formar el 655 %
del valor calorico total de la racion, bajé la necesidad de tiamina a 275
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¥ por 100 gr. de alimento, Cuando dicha cantidad de tiamina es cal-
culada sobre la base de las calorias no grasa resulta ser la misma que
en la dieta pobre en grasa, es decir 75 v por 100 gr. de alimento no
grasa. Como lo veremos mdas adelante, la tiamina es necesaria para la
combustidn final de la glucosa, pero no para la de las grasas, Esto nos
prermite comprender los hechos sefialados. Si agregamos que el tejido
encefdlico guema udnicamente hidratos de carbono, también se explica
por qué la carencia en tiamina afecta especialmente el metabolismo del
sistema nervioso. '

En los mencionados trabajos sobre el ahorro de tiamina por la
grasa se trata sélo un aspecto de una cuestion complicada. Salmén ¥
Goodman (1937) obtuvieron la curacién de la beriberi espdstica en sus
ratas por una alimentacién con caprilato ('C‘B) 0 capronato (C(;) de
glicerol.

En estudios comparativos con grasas de cadena mas larga y mas
corta comprobaron que la acciéon curativa disminuye a medida que el
niimerg de atomos de carbono se aleja de ocho. Por el momento no
hay explicacién con bage experimental. Luego Mec Henry (1937, 1940)
consideré la tiamina necesaria para la sintesis de la grasa a base
de glicidos. Sus experimentos son éstos: la rata carente de tiamina
pierde grasa a pesar de una ingestion abundante de hidratos de car-
bono. Tan pronto como se administra tiamina, vuelve a depositarse grasa
con las caracteristicas de la grasa formada por la rata a base de glu-
cidos, es decir, un 40 9% de Acidos grasos de 16 C.

En esta oportunidad vamos a referirnos a la manifestacién sorpren-
dente del instinto de la rata, en cuanto a su alimentacién., Estos animales
sometidos a una dieta sintética sin el complejo B, puestos en la situa-
ciéon de poder elegir entre los alimentos ofrecidos, comen grandes can-
tidades de grasa, pero muy poco azucar. Cuando pueden conseguir la tia-
mina, prefieren los aziucares a las grasas, También su coprofagia en
la avitaminosis B, debe ser interpretada como aconsejada por el Ins-
tinto, puesto que los excrementos contienen tiamina sintetizada por
ciertas especies microhianas, habitantes del intestino. Los mismos auto
res dan todavia otros ejemplos del acierto instintivo de las ratas. En
nstado de avitaminosis tiaminica manifiestan una marcada preferen-
cia por los alimentos que contienen esta vitamina. Rapidamente encuen-
tran e ingieren, en cantidad importante, las soluciones de tiamina pura,
clirecidas simulténeamente con numerosos liquidos de presentacién igual.

En la hipovitaminosis tiamfinica hay ademds hiperglicemia (Rocha
1931) y descenso de la temperatura corporal, debido a la restriccion
del metabolismo manifestada en un consumo de 0, disminuido en un
16 %. BEs dificil decir hasta qué punto también estos sintomas, incluida
la bradicardia y el aumento del #cido pirdvico sanguineo, se deben
simplemente a la inanicidn.

La vitaminosis B, aumenta la concentracion de los Aacidos lactico
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¥y pirdvico del tejido nervioso central, como fué comprobado por Peters
c¢n palomas con opistotono en la base cerebral y en el Tectum opticum.
Con el progreso de la avitaminosis, los 4cidos lactico y piravico aumen-
tan también en la sangre y son acompafiados del aldehido pirdvico (me-
tilglioxal). Segin Leone (1937) se acumula también, acido oxéalico. V. Eu-
ler ¥y Hoegherg (1940) dan, para la rata normal, 10 a 14 ¥y de acido
pirivico por ml. de sangre y 40 y para rata en avitaminosis Bl.

Simultdneamente disminuye el consumo de oxigeno por el cerebro
de la paloma polineuritica. KEsta respiraciéon ‘debilitada del encéfalo va
acompafiada de una merma del pirofosfato de tiamina en el mismo or-
gano. La administraciéon de tiamina hace volver todos los valores men-
cionados a lo normal. (Gchoa y Peters 1938),

Todo lo descrito hasta ahora respecto a los sintomas y lesiones de
la avitaminosis experimental se refiere a animales. En el afio 1939 apa-
recieron tres trabajos norteamericanos (Melnick y colaboradores, Joliffe
¥ asociados, Williams y col.), sobre la deficiencia tiaminica experimental
en el hombre. Los sintomas aparecen dentro de tres a siete semanas.
Pueden resumirse en: fatiga, laxitud, anorexia, dolor precordial, que-
mazén en las piernas, disnea al hacer un esfuerzo, calambres, palpita-
ciones, estreiiimiento, pérdida de Deso, falta o disminucion dél 4cido
c¢lorhidrico.

CONSTITUCION QUIMICA DE LA TIAMINA

Jansen y Donath (1926) fueron los primeros en preparar tiamina
cristalizada; diez afios mas tarde Williams aeclarg definitivamente su
constitucién. EI mismo afio Andersag y Westphal llegaron a la sinte-
sis cosa que también consignié Williams unas cuantas semanas después.

La vitamina B, o aneurina o tiamina es una base que no se puede
preparar en estado libre. El clorhigraio del cloruro en cambio se fa-
brica en gran escala. Tal vez hoy, para la preparacion de la tiamina
pura, nadie usa ya su extraccién de la levadura u otros vegetales, sino
exclusivamente el procedimiento sintético. La extraccién de los Dpro-
ductos naturales sigue teniendo wuna extraordinaria importancia para
la preparacion del complejo més o menos completo de vitaminas B, es
decir,- mezclas naturales de tiamina, riboflavina, dcido nicotinico, piri-
doxina, dcido pantoténico y probablemente ntras sustancias desconocidas
dotadas de efecto vitaminico. Para obtener por extraccién 5 gr. de tia-
mina se requiere una tonelada de cascara de arroz blanco. Un kilo de
levadura permite extraer desde 0.5 a 1 mg.

A la hase libre le corresponde la constitucién de una 2—metilo--5
(4—metil—5—p@—hidroxietil—tiazol) metil—6-—amino—>pirimidina,

L.as dos funciones basicas de la tiamina son el grupo amino del
carbono 6 de la pirimidina y e! hidroxido unido al N del tiazol. E]l clor-
hidrato del cloruro se formula: 2—metilo—5— {(4—metilo—5—fg—hidro-
xietil—tiazolcloruro) metil—6—aminopirimidina—clorhidrato. Se trata de
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una” pirimidina gue por un radical metileno estd combinado con una
molécula de tiazol. El tiazol parece ser la fnica sustancia con azufre
dentro de un anillo que ha sido hasta ahora encontrada emn un pro-
ducto n_atural. La pirimidina contiene todavia en posecion 2 un radical
metile y en posicion ¢ unce amino. El tiazol contiene en el carbono %
un metilo y en el 5 un etanol,

/

numeracion de los anillos:

1 ? = ﬁ 6 2 1
2 ¢ ¢ 5 - S
[ 3 pr | tiazol
3 N—C 4 C =¢
pirimidina 4 ]
H
N = C.NH H
l | /c'S
H H
HC.C c-c-u{f ‘ H H
HIl [ w0 > =c.c.cou
N— CH H HCH H H
H
B
N = C.NHC1 H
‘ l H C - S
H H 4? '
HC.C  €-C-N_ H A
Hj | H1clC=C.C.COH
N - C HCH HH
H H

Se sabe cuales Atomos y radicales son indispensables para la fun-
cion de esta vitamina. SegGn las experiencias realizadas hasta ahora,
son necesarios: -

1. El grupo amino de la pirimidina. MAs adelante nos ocuparemos
de esta funcion amina.

2. X1 radical oxietilo en el tiazol. Perinite la esterificacion con
el acide fosforico.

3. Bl dlomo de H del segundo carbono del tiazol. Su sustitucion
anula el efecto vitaminico.

Pasaremos a estudiar algunas reacciones de la tiamina. La reduc-
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cidn por medio de hidrosulfito (NaZOQSQ) o negro de platino transtorms
el enlace doble del nitrégeno del tiazol en simple con la entrada de
1 H. Lipman y otros piensan que el mismo tipo de reduccion podria ocu-
rrlr en las células. Es una transformacion reversible depende del DH
¥y del potencial redox del substrato. '

X7 - ~¢-85

Mayor importancia revisten, actualmente, los resultados de la oxida-
cidn. Barger (1935) obtuvo por la oxidacién de la tiamina, a reaccion
alcalina utilizando el ferricianuro potésico, una sustancia de fluorescen-
cia azul rojiza. El mismo producto fué obtenido también por Kinnersley
el mismo afio. Resulté que esta sustancia fluorescente era idéntica a un
cuerpo aislado de la levadura por Kuhn (1933) y denominado tiocromo.

= C =N == -S

i
H | H
HC-.(i c-c--n/
Hif o X H
N - CH ¢ =c.%.con
HCH HEH
H

La constituciéon del tiocromo ha sido determinada y confirma la
asignada a la tiamina.-El tiocromo, de acuerdo con lo recién expuesto res-
pecto a los grupos que determinan la funcién vitaminica, carece de tal
efecto. Puesto gue también a reaccidon mneutra una soluecién de tiamina
se oxida lentamente a tiocromo, no es imposible que el llamado consumo
de la tiamina en el organismo sea una destruccion por oxidacién.

L.a tiamina puvede 'dar cuerpos de diazonio, todogs de intenso color.
Se propusieron hasta ahora las siguientes sustancias para la reaccion:
el Acido sulfanilico por Kinnersley y Peters (1934), el p-amidoacet -
anilido por Prebluda y Mc Collum (1936), la dicloroanilina por Willstaedt
¥ col. (1937) ¥y la p - aminoacetofenona por Prebluda y Mc Collum (1939).

La tiamina por su radical alcohdlico se esterifica con el acido
fosférico. Conocemos un ester monofosférico y un ester difosférico. Am-
bas sustancias se hallan en los organismos vegetales y animales. El
ester con dos moléculas de acido fosforico, el pirofosfato de tiamina,
es la forma en gue actua la tiamina en los tejidos animalesg, es el coen-

zimo de la carboxilasa llamade cocarboxilasa.
L]
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C-8 -8 H H
| HH -t [ HH 0 O

= C.C.Cu«0H+HO.PO(0H), = C.C.C.OP.0.POH
HH 7 HHE 0 O

Tauber prepard cocarboxilasa pura por sintesis calentando tiamina
con acido fosforico y pirofosfato sdédico a 155°.

En el organismo la esterificacién con el 4cido fosférico como la sa-
ponificaeidn del pirofosfato de tiamina se efectia por un mismo enzymo.

Lia tiamina, tal cual se encuentra en lps alimentos, es bastante
resistente al calor. Ya Eijkman demostrd que el arroz no ‘molido puede
ser calentado durante tres horas a 100° sin perder su efecto antineu-
ritico. La coccién casera destruye poco esta vitamina. Las legumvbres
por el simple hervor pierden un 22 ¢ por destruccién y un 15 % Dpasa
al caldo; asi al despreciar el caldo la pérdida puede alcanzar unos 35 %
(Aughey, Petersen 1940), La adicién de soda o de bicarbonato de soda,
muy en boga, aumenta la pérdida. E] cocimiento del pan reduce el con-
tenido tiaminico. La pasteurizacién hace perder entre un 10 y un 38 %
de la tiamina total de la leche. El lomo de cerdo al ser asado pierde
un 43 %.

El efecto del calor parece variar mucho con la reaccién, siendo la
acida favorable a la conservacién. La luz parece inofensiva.

La esterilizacién breve en el autoclave, por ejemplo durante 15 mi-
nutos a 110° resulta poco perjudical. Soluciones de clorhidrato del clo-
ruro de tiamina pueden ser autoclavadas sin pérdida y se conservan es-
tables durante varios meses. Legumbres esterilizadas en recipientes de
hojalata pierden poco de su accidon de vitamina B,.

En los alimentos desecados la vitamina parece ser bastante esta-
ble. Elvehjem (1838) comprobd en tejidos animales desecados que la
pérdida en el transcurso de dos afios importaba solamente un 20 %.

La hemina destruye la tiamina, también a reaccién dcida. Este des-
cubrimiento de Mahlo es tal vez de importancia para la fisiologla ¥
Ppatologia.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA TIAMINA

Cuando intentamos valorar el contenido de tiamina de un alimento
o de un tejido o liquido animal, debemos tener presente el alcance del
método adoptado. Asi verbigracia en una levadura no autorizada, el
método de Jansen nos dari solamente un 25 9% de lo que arrojari el
ensayo de proteccién con palomas, puesto que tres cuartos de la tia-
mina total de la levadura existen en estado esterificado con el &cido
fosforico. E1 método al tiocromo de Jansen determina exclusivamente 1a
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tiamina libre, en cambio el bioensayo da la suma de tiamina libre mas
fosfatos de tiamina.

Describiremos primero los métodos basados en el experimento .con
animales o con tejido animal.

Método de proteccion

Es el procedimiento més antiguo. Requiere un gran numero de pa-
lomas para contrarrestar la gran dispersion de las medidas. Las aves
ge someten a un régimen carente de tiamina, principalmente a hase de
arroz pulido, con adicién del producto a investigar y se determina la ra-
cién diaria del mismo, suficiente para prevenir los sintomas neuromus-
culares de la avitaminosis B Este método es el mds seguro para juz-
gar el valor de un alimento como fuente de tiamina y derivados activos.
Su exactitud aumentd desde gue, en lugar del adsorbato en tierra ba-
tdn, el patrén internacional, se usa la tiamina cristalizada cuyo aprove-
chamiento por los animales testigos es mds wuniforme.

Il. Método curativo de Kinnersley y Peters (1928)

Se provoca la beriberi en un lote de animales. Cuando la enter-
medad es hien manifestada, unas tres a cinco semanas después de ha-
ber empezado el régimen carente, se administra por inyecciéon una sola
dosis del extrato a probar. En el caso de gue el material inyectado
tiene efecto de vitamina B,, los sintomas desaparecen. El peso de la
dosis dividido por el nimero de dias transciarridos hasta la reaparicién
de los espasmos, da la “dosis diaria para ‘palomas” o la unidad paloma.
Coward y Morgan hicieron objeciones justificadas al procedimiento, Pro-
ponen como mejor meétodo determinar el tanto por ciento de los ani-
males curados. El método de proteccidon tiene su limitacion debido a la
cantidad considerable de material gue requiere, en cambio no exige la
preparaciéon de exiraclos inyectables, operacion gue puede producir im-
portantes pérdidas de vitamina.

I1l. Método de la conservacion del peso

La conservacion del peso corporal de animales adultos o la produc-
cion de un crecimiento normal en animales jovenes es el tercer tipo de
evaluacion. Se debe a Williams y Seidel (1916), Sherman y Spohn (1918)
y Cowgill (1934); y merece menos confianza que los anteriores segiin
se desprende de las observaciones de Jansen y Donath y luego de Wa-
terman y tAmmerman (1935). El método lucha con la dificultad de ob-
tener un régimen qué no sea carente en cuanto a otrag vitaminas ne-
cesarias para un crecimienio normal.

Cuando en los bicensayos citados se sustituyen las aves por ratas
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no se gana nada. Sin embargo, siempre es conveniente usar dos tipos
de valoracion bioldgica, o un procedimiento biolégico y uno quimico. A me-
dida que conozcamos las vitaminas restantes del complejo B, sin duda
los ensayos con aves o ratas podran ser perfeccionados. Creemos que,
a pesar de la gran dispersién y de algunos defectos posibles de las
dietas usadas, el método de proteccién es el mas seguro para orien-
tarnos sobre el contenido global de vitamina ,Bl de un alimento,

1V. El método de la bradicardia

L.a rata en estado de avitaminosis 'Bl presenta una marcada dis-
minuciéon de la frecuencia del latido cardiaco, como ya dijimos al enu-
merar los sintomas de esta avitaminosis. Era 16gico aprovechar este
fenémeno para la determinacién de la tiamina. Puesto gue a una rata
no se le puede tomar el pulso por simple palpacién, dada la elevada
frecuencia, 500 a 550 pulsaciones por minuto, Birch y Harris (1934)
emplean el electrocardidégrafo. Kl animal se alimenta con una comida
carente y cuando el electrocardiograma sefiala una baja del ritmo car-
diaco a 350 se administra una sola dosis del alimento o producto a
investigar, segin el caso por via Dbucal o parenteral. En el casoc de gque
el producto contenga tiamina, el electrocardiograma trazadoc 24 horas
. méas tarde, indicard un aumento qgue, seglin la dosis puede durar varios
- diasg hasta caer otra vez a 350, como podra observarse en los electrocar-
diogramas tomadas cada 12 horas. Por valoraciones previas con dosis
. conocidas de tiamina se conoce la relacién existente entre contenido tia-
minico, elevacién de la frecuencia del pulso v la diuracién de la mejoria. -
Kl procedimiento es aplicable a cantidades exiguas de alimentd y de
ejecucién rapida. Su defecto fué sefialado por Birch v Mapson (1936),
-~ quienes comprobaron que la frecuencia del latido cardfaco depende, no
solamente de la rijueza en tiamina, sino también de la concentracién de
los nucledtidos, especialmente acido adenilico, presentes en el alimento.

V. La prueba de catatoruling

Se debe a Passmore, Peters y Sinclair (1933). El1 nombre catatorulina
significa efecto catalizador de la torulina, sinénimo de tiamina.

Se funda en que la respiracién (oxidacién) paralizada .del tejido en-
cefalico en la beriberi experimental, debida a la incapacidad de oxidar
lactato o miruvato, se restablece ripidamente in vitro por la adicion de
tiamina o de pirofosfato de tlamina. El método ha sido afinado conside-
rablemente por la misma escuela y en su forma actual permite revelar
el efecto de 0’1 y de tiamina en 3 ml. de solucién. (O’Brien y Peters).

 Trataremos ahora los bioensayos con intervencién de vegetales.
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VI. La prueba del Phycomyces

Schopfer (1935) observé que el hongo Phycomyces blakesleanus no
se desarrolla en un medio puramente sintético hasta gue no se le agrega
un poco de vit, B,. Unos cunantos ‘hongos mds, como Polytoma, Mucor,
Phytophtora y otros, también necesitan de esta vitamina. Luego el mismo
Schopfer y otros, entre ellogs Rowland y Wilkinson (1938), demostraron
que, dentro de ciertos limites, el crecimiento del hongo es proporcional
a la cantidad de tiamina presente. El cultivo del hongo permite la deter-
minacion de la tiamina total en alimentos y en los lignidos animales; res-
ponde a cantidades infimas. Tiene que efectuarse con una serie de testi-
gos; pero aun asi algunos autores, v. g. Sinclair, dudan de su especi-
ficidad.

Vil. Crecimiento del Staphylococcus aureus

L.as bases del procedimiento son las mismas del recién descripto, con
la diferencia de que el producto de la cosecha no se mide con la halanza,
sino con el nefelémetro. Sus autores, West y Wilson (1938), le atribuyen
una sensibilidad extraordinaria y sostienen que existe una proporcionali-
dad satisfactoria entre la concentraciéon de la vitamina y el desarrollo de
los estafilococos.

ViII. El cultivo del Propionibacterium

Silverman y Werkman (1939) utilizan el Propionibacterium pento-
seaceum. Con la adicién de tiamina el metabolismo anaerobio del piru-
. vato aumenta. Es un método poco recomendable, puesto que los referidos
microbios pueden ser educados a sintetizar la tiamina.

IX. La prueba de fermentacién

Schultz, Atkin y Frey (1937, 1938), comprobaron el efecto estimulante
de la tiamina sobre la fermentacion alcohélica. El método se basa en la
medida del CO, producido. El procecimiento fué ampliamente contirmado
por Heyns (19:59) en los laboratorios de Merck. Da el valor conjunto de la
tiamina y esteres de la -tiamina, A su gran senszibilidad agrega la ventaja
de que los liquidos animales, jugos de Organos, harinas, etc.,, pueden ser
examinadas sin tratamiento previo.

X. Método de Ochoa y Peters

‘Ochoa y Peters (1938) descubrieron que la tiamina estimula, en pre-
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sencia de cocarboxilasa, la decarboxilacién del dcido piravico por la le-
vadura lavada, fuente de la carboxilasa. Este hecho, tedricamente permite
determinar tanto la tiamina como la cocarboxilasa; practicamente, se usa
para la ségunda. Goodhart y Sinclair lavan una levadura desecada para
quitarle la tiamina y el pirofosfato de tiamina, dejandole la earboxilasa.
A una cantidad fija de esta levadura agregan tiamina y acido piravico en
concentracion constante y por ultimo el lfquido a analizar, generalmente
la sangre. El CO2 desarrollado en media h., medido con el aparato de
Warburg, estd en relaciéon con la cantidad de coearboxilasa presente en
la sangre. Para cada partida de levadura seca, en experimentos previos
con cantidades conocidas de cocarhoxilasa pura, se determina el factor a
emplear en el cdlculo.

El fenomeno de QOchoa y Peters tal vez se explica por la proteccién
que ejerce la tiamina sobre la cocarboxilasa contra la destruccion de ésta

por la fosfatasa.

Alpunas de las reacciones quimicas sefialadas se prestan para la de-
terminacién gquimica de la tiamina; son la oxidacién a tiocromo y las

reacciones de diazo.

Xl. El método al tiocromo

Fué dado por Jansen (1936). L.a tiamina se oxida a reaccion Aacida
por medio del ferricianuro potasico a tiocromo. Este se extrae con isobu-
tanol; el extracto se caloca debajo la luz ultravioleta, obtenida por tiltra-
cién de uyna lampara de mercurio, y se compara su fluorescencia con la
de un patrén. E]l método experimenté muchas pequefias modificaciones.
BEs aplicable a los alimentos y a los tejidos y liguidos del organismo. Con
la orina es dificil, debido a la presencia de una sustancia de fluorescencia
azul verdosa que en proporcién variable pasa también al isobutanol.

El métedo de Jansen valora unicamente la tiamina libre, no sus ésteres
fosféricos, dado que éstos, a pesar de dar la reaccién de tiocromo, noe pa-
san al isobutanol. Cuando previamente se hidroliza la cocarboxilasa por
la fosfatasa de un extracto renal, la técnica de Jansen da la tiamina libre
mis la de sus ésteres fosforicos.

XIl. El método diazo

De las reacciones al diazonio, propuestas para la colorimetria de la
tiamina, goza de mayor reputacién la con la p - aminoacetofenona, publi-
cada por Prebluda y Mc (Collum. Segin Melnick ¥y col. (1940), gue la
aplicaron a la orina, determina solamente la tiamina, Para evaluar tam-
bién la cocarboxilasa, saponifican ésta previamente, con fostatasa de le-
vadura.
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FUENTES DE LA VITAMINA B!

La primera investigacion sistemadtica sobre la distribucion de la tia-
mina en los diversos alimentos se debe a Cooper (1912) gue trabajé con
el método preventivo en palomas. Desde aquel tiempo una serie de inves-
tigadores ampli6 vy profundizd nuestros conocimientos al respecto. Los
resultadog principales son log siguientes: lL.a tiamina se encuentra en
todos los alimentos naturales con una sola excepceion, la miel. Es sinte-
tizada por las plantas superiores y por algunos microorganismos. En las
demdas microbios parece ejercer la funcién de vitamina como en los ani-
males. De los animales hasta ahora investigados al respecto, ninguno sin-
tetiza la tiamina. Los herbivoros la ingieren con las plantas y la almace-
nan en escasa proporcién. La flora del tracto digestivo puede tener im-
portancia como fuente de vitamina B,. Mc Elroy demostré un aumento
consgiderable de las vitaminas siguientes en la panza de Ia oveja: tiamina,
riboflavina, acido pantoténico y piridoxina. Sin duda son elaboradas por
algunas de las especies de microbios que se encuentran en cantidades
enormes en dicho estémago. Bessau y Reichelt sostienen gue el B. bifidus
en el colon del nifio, también sintetiza tiamina. La cuestién es si esta tia-
mina puede ser aprovechada todavia por el organismo humano o si se
pierde con los excrementos. Para determinar la relacidon entre ingreso y
salida de tiamina el hecho, tal vez, no es despreciable.

El organismo del herbivoro representa pues, la fuente de tiamina para
el carnivoro, .

Para el hombre, generalmente omnivoro, las fuentes principales son:
los granos de los cereales, las semillas de unas cuantas leguminogas como
lentejas, porotos, chicharos, mani, frijoles (alubia), la yema de los hue-
vos, la carne. Se destaca la carne del cerdo por su especial riqueza en
tigmina, contiene alrededor de 7 veces mas que la del bovino.

Aunque la leche de vaca en estado crudo no pertenece a los alimentos
ricos en tiamina, contiene unog 300 y por 1 1. Una persona que diaria-
mente hebe medio litro satisface, aproximadamente, un tercio de su
necesidad diaria (Cowgill). La leche de mujer contiene unos 100 y por L
(Macy y col. 1927; Neuweiler 1938).

Las legumbres las hemos incluido entre las fuentes principales. A
este respecto debemos dar mas detalles. Legumbres ricas en tiamina son
asparragos, alcachofas, puerros, pastinacas (chirivias). Son bastante po-
bres los nabos, las cebollas y las patatas, tomates y otras frutas 4cidas,
300 a 600 y por kg.

En vista de la verdadera rigueza tiaminica de los cereales por un
lado v la poca pérdida causada por la coccidon por el otro, uno podria
concluir que el pan representa nuestra prinipal fuente c¢e vit. B,. Seria
un error. El grano del trigo al llegar a la molienda contiene alrededor de
3000 y de tiamina por kg. junto con otras vitaminas importantes, especial:
mente tocoferol. Lia harina elaborada contiene solo 400 vy por kg. La ha-
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rina fransformada en pan, a pesar de la adicién de la levadura, no contiene
mas de unos 300 y p. kg.. mas o menos la décima parte del valor original.

TABLA DE SCHEUNERT

100 g, de pan de trigo, aprovechamiento del grano total 210 y tiamina
oo ? " . ” v 82 % del grano 140
oo ” . Y%h » " 50
'oo» ! " ” " I 14 ” T 30

Algo parecido ocurre con el arroz. El proceso industrial llamado el pu
lido priva al arroz de una pélicula plateada, el pericarpio, y con £éste de
la mayor parte de su tiamina.

Los progresos en la industria molinera y la preferencia gue el pu-
blico da a la harina blanca, con yerdadera pérdida del instinto, causa
un despercdicio de vit. 'Bl de importancia sanitaria y economiea para un
pais. Por otra parte, la inclusion creciente de aztcar y de almidon
puro en el régimen del hombre civilizado, causa una necesidad mayor
en tiamina. En muchos hogares por la obligacién de economizar tiempo
o simplemente por razones de comodidad, aumenta el consumo de ie-
gumbres y frutas conservadas. Todos estos factores en su conjunto
constituyen la causa de que también en las poblaciones blancas y de
situacion econdmica holgada muchos individuos estin cerca o ya den-
tro de una ligera hipovitaminosis tiaminica.

ABSORCION Y ALMACENAMIENTO

La absorcion en el tracto digestivo debe ser facil, ya gque la tiamina
libre. como el fosfato y pirofosfato, es muy soluble en el agua. Aunque
la solubilidad en el agua no es el inico determinante de la absorcidon
pot el intestino, la ohservaciéon in vivo confirma la conclusion. En los
alimentos naturales influye también la naturaleza del fejido en que la
vitamina se encuentra encerrada. Asi la vitamina de un glébulo reojo
es mas accesible que la de una célula vegetal con membrana de celulosa
va incrustada.

Segin Kasahara (1938) la tiamina aplicada en forma de pomada so-
bre la piel cura la polineuritis de la paloma, a veces ya en 24 h, lo
que demuestra su rapida absorcidén. Por via subcutanea, intramuscular,
etc., la tiamina se aprovecha rapidamente.

La presencia de la tiamina en la sangre ldgicamente desperté un
extraordinario interés por parte de los clinicos.

- Daré ante todo los resultados de Goodhart y Sinclair (1940). Segun
los autores citados, la tiaminh existe en el plasma en estado libre y, ade-
més, en los globulos 1ojos y blancos comno cocarboxilasa. Los valores
de la tiamina libre en el plasma son sumamente bajos: 1 vy por 100 mlo
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menos, en personas normales. Cocarboxilasa no existe en el piasma.
Puesto que la hemolisis mas ligera inmediatamente hace pasar cocar-
boxilasa al plasma, Goodhart y Sinclair opinan que actualmente no
existe un procedimiento exacto para la determinacién de la tiamina libre
en el plasma. Los mismos autores evallan la concentracién de la tia-
mina total con el procedimiento biolégico de Meiklejohn y la de la
cocarboxilasa por el propio, basado en la estimulacién de la decarboxi-
lacion del Aacido piruvico por medio de la tiamina, ya mencionado al
enumerar los métodos.

La tiamina libre gue circula por la sangre y que difunde facilmente,
pasa al liquido intersticial de los tejidos, al liq., cefalorraquideo, a la
orina y a las células del organismo donde tiene lugar la esterificacion
. con el acido pirofosforico, es decir, la transformacion en cocarhoxilasa.
En individuos normales, la concentracion de la cocarboxilasa de la sangre
total va paralelamente con la de la tiamina total de la misma. En ge-
neral, la concentracién de la cocarboxilagsa marcha también paralela-
mente al grado de saturacion tiaminica de los tejidos y es, en couse-
cuencia, una medida del grado de saturacién del organismo. Las excep-
ciones son representadas por c¢asos de un aumento considerable de lon
glébulos rojos o Dblancos, con los cuales sube también la concentraciéon
del pirofosfato de tiamina de la sangre. Se trata de policitemias verda-
deras y leucemias mieloides. Goodhart y Sinclair eseriben textualmente:
“La inclusién de toda la cocarboxilasa dentro de las células de la san-
gre disminuye grandemente el valor de la determinacién de la tiamina
total de la sangre o la de la cocarboxilasa para investigar la presencia
o ausencia de un deéficit de B, en todo individuo con una discrasia san-
guinea, Asi un individuo con una leucemia mieloide, con unos 200.009
o mas leucocitos por mms3, puede arrojar un valor tiaminico global de su
sangre seis veces superior al normal, aunque el nivel tiaminico del plas-
ma puede ser muy inferior a lo normal y el individuo puede padecer ac-
tualmente de una carencia tiaminica. Inversamente, una persona <con
anemia y leucopenia pronunciada puede tener un valor subnormal de
la tiamina total de la sangre, con un nivel normal del plasama y con
ausencia de sintomas relacionados a una deficiencia de vit. B,. Huelga
decir que, en personas que recientemente recibieron grancdes dosis de
tiamina con fines terapéuticos, la determinacion de la cocarboxilasa
tampoco da resultados comparables con los valores normales. Estos son
45 a 10 y de cocarhoxilasa por 100 ml. de sangre, promedio 7 indife-
rentemente para nifios y adultos. -

Presencia en el liquido cefalorraquideo. Tenemos andlisiz por Saker,
por De Caro y Buttuvini (1940) y por Sinclair (1939). Este ultimo da,
como promedio de 272 muestras, 0’5 ¥ por 100 ml. habiendo encontrado
desde 0 hasta 1’3 y de la tiamina libre. Un liquido cefalorraquideo con
mayor cantidad de células contiene también mas tiamina.

487



REPUBLICA ORIENTAL DEL URUGUAY

Almacenamiento por los diversos érganos

Ya Osborne y Mendel (1923) observaron gue el higado de ratas nor-
males contiene cantidades importantes de vit. B, ¥ que, en los anima-
les sometidos a la carencia tiaminica, dicho depoégito se agota rapida-
mente. Nuestros cgnocimientos actuales pueden resumirse en esta for-
ma: La tiamina es almacenada, pero en cantidad relativamente pobre,
aungue haya ingestion abundante. Un régimen sin tiamina agota todos
los Organos mas ¢ menos en 5 semanas, con excepcion del encéfalo. Il
segundo hecho importante es que los diversos drganos acumulan la tia-
mina en proporciones muy diferentes. Segun Leong (1937), que analizo
raias, la concentracion maxima se encuentra en el corazén, 6’75 vy /g, luesgo
en el higado 6’5, v musculo 1’5. Esto significaria que la rata saturada
contiene en el higado el 35 y en la musculatura el 50 9, de su acervo
{iaminico. Lns resultados anteriores de Westenbrink (1832) y de Bredie
y Mc Leod (1935) esencialmente coinciden con los de Leong. También
el sistema mnervioso central deposita tiamina en cantidad importante
(Leong 1937, Saker 19%40), tanto en forma de la tiamina libre como de
la, cocarboxilasa. Bn la avitaminosis la concentracion de la cocarboxilasa
en el cerebro disminuye.

EXCRECION RENAL E INTESTINAL

1. La Excrecion renal

Muckenfuss (1918), experimentando con palomas, obtuvo etecto de
tiamina al agregar orina recién filtrada al régimen. Concluyd que con
la orina se excreta tiamina. Investigaciones posteriores confirmaron am-
pliamente el resultado de Muckenfuss. Segin Melnick y Field (1939) se
elimina por la orina exclusivamente tiamina libre, de modo que losz va-
lores obtenidos con los diversos métodos aplicables deberfan coincidir.
No obstante, al confrontar los resultados de las publicaciones, mds re-
clentes encontramos discrepancias muy grandes. Algunos ejemplos: Ho-
binson y ecol. (1940}, que consideraun la excrecién urinaria de la tiamina
como un buen indicador de la suficiencia de un régimen respecto a la
vitamina B] anotan, en condiciones normales de dieta y salud, 90 o mas
v en 24 horas para el hombre y 60 o mas para la mujer. Los valores
correspondientes a un ingreso deficiente son 66 y 43 respectivamente.
Treg enfermos de la beribari de los alcoholistas excretaron cantidades
anormalmente bajos. Westenbrink y asociados, usando el método al tio-
cromo consideran como normal 100 y y méds en 24 horas. Gaethgens con
el mismo método fija como normal 100 a 200 y y valores inferiores
a 100 como sospechosos de carencla, Harris v col. (1938) dan 50 v
por dia, en -personas alimentadas pobremente 20 y, en personas afec-
tadas de beriberi 5 vy, usando el procedimiento de la bradicardia. Schultz
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Light y Frey (1937) con su método de fermentacién obtienen para el
adulto 497 --- 47 4 por dia. para los nifios 333 =+ 60 4. Schroeder y
Benacchio (1%939) dan, como normal desde 100 a 400 y. En varios en-
fermos anotaron valores desde 0 hasta 100 y por dia.

La cuestidn no se resuelve por ia indicacién de promedios, como la
encaran algunos autores, sino por la determinacion de los valores limites
con determinada técnica, en personas que han side exploradas minucio-
samente ¥ cuyo régimen también ha sido analizado en cuanto a la ri-
queza global de vit. B,.

En analogia a las investigaciones sobre el estado de saturacién con
el Acido ascorhico, unos cuantos clinicos hicieron experimentos de re-
cargo., Algunos ejemplos pueden ilustrarlo. Los recién citados Schroeder
¥ ‘Benacchio inyectaron 5 a 10 mg. en la vena y observaron un ascenso
de la excrecion renal, valores desde 3 a 9 mg. eh los sanos, e inferiores
a 3 mg. en los enfermos. Ritsert (1937, 1938) combparsd las excreciones
obtenidas en cargas por via digestiva y parenteral. De la tiamina in-
gerida aparece un 30 % en ios eXxcrementos, en la orvina solo 4 a 6’5 %.
El resto, casi el 60 9; debe haber sido consumido por el organismo.
Después de la introduccion parenteral se halld un 25 9% en la orina, la
mayor parte deniro de 2 horas. La eliminacion con las materias tfecales
no aumentoé de un modo apreciable. Schultz y col. (1937) en sus pruebas
de carga, observaron un ascenso (e la tiamina urinaria, pero, a pesar
de aumentar la dosis, hallaron que se establecen valores urinarias cons-
tantes. Los autores no pueden explicar el fenomeno. Rechazan un su-
puesto almacenamiento en los tejidos. En cambio admiten una mayor
excrecion intestinal y piden para Ias pruebas de recargo la determina-
cién en la orina y en las deyecciones. v. Drigalski (1939) no reeonoce
valores normales para los ensayos de carga; supone una destrucecion en-
dégena de importe fluctuante.

2, La excrecion intestinal

En 1914 Cooper, por bioensayos, demostrd la presencia de vitamina
B, en extractos alcohélicos de las materias fecales. La existencia de
tiamina en las deyecciones fué ampliamente confirmada. ;Como debe
interpretarse este hecho? Hxisten las siguientes posibilidades:

1) La tiamina encontrada pertenece a log alimentos, habiendo es-
capado a la ahsorcién.

2) La mucosa intestinal excreta tiamina <como elimina v. g Ca.

3) La tiamina del conienido del intestino grueso ha sido sintetiza-
da por microbios intestinales. De la sintesis de la tiamina por microor-
ganismos del tracto digestivo vya hemos hablado.  Poco queda para
agregar, Las ratas sometidas a uh régimen sin tiamina se man-
tienen sin los sintomas de la hipovitaminosgis, cuando se les permite
la coprofagia. l.a sintesis es atribuida especialmente a microbios es-

489



REPUBLICA ORIENTAL DEL UCRUGUAY

porulados, habitantes del intestino grueso, sobre todo del ciego. La tia-
mina sintetizada por los bacilos forma parte del cuerpo microbiano ¥
no es directamente accesible a la rata que la plerde con la salida de
Jas materias Tfecales (Ahdel-Salaam, Peng Chong Leong 1%38). Fero
cuando la construccion de la jaula no impide gue ios animales, guiados
por su instinto, coman sus excrementos, los microbios son digeridos y la’
tiamina sintetizada por ellog puede ser aprovechada, con lo que la avi-
taminosis ne se produce.

Lo ma= probable es gue una sintesis de vitamina B, se efectue
también por la miroflora del intestino grueso humano. Naturalmente,
esta tiamina dificilmente puede ser aprovechada por el hombre. La can-
tidad sintetizada, probablemente, varia con el régimen y la flora y no
vemos por el momento como separar la cantidad correspondiente a la no
absorbida, de la tal vez excretada por la mucosa y de la sintetizada
por los microbios. Esta situacién, a mi parecer, resta mucho y tal vez
todo valor a la determinacion de la tiamina fecal para la investigacion
de un estado de deficiencia o de saturacién.

LA NECESIDAD DIARIA

Ya hemos dicho gue el hombre civilizado a pesar de una alimentacion
caléricamente no so6lo suficiente sino a menudo abundante, con frecuen-
cia no ingiere tiamina en la proporcién necesaria. Tisdall (1935) a base
de sus investigaciones llega a la conclusién de gue mas de la mitad de
los alimentos en el régimen corriente de los norteamericanos no contie-
ne cantidades apreciables de vitamina Bl. También en los paises euro-
peos, segin las investigaciones de Schroeder y Wittmann, Daker, Scheu-
nert, la ingestion de tiamina por importanies capas de la poblacidén, ape-
nas sobrepasa la dosis minima. Asi en todas las situaciones que requle-
ren una mayor provision de esta vitamina, infancia, trabajo muscular
intenso y cotidiano, prevalencia de los carbohidratos en la alimentacion,
estado morboso, tal vez también er embarazo y la lactacion se puede
producir facilmente cierta carencia.

El estudio mas completo sobre la exigeacia del organismo humano
referente a la tiamina se debe a Cowgill. Sus resultados pueden resumirse
en 2 puntos:

1) E! minimo diario varia para el mismo individuo segin las con-
diciones de su wmetabolismo (reposo, trabajo, composicién del régimen).

2) El minimo diario varfa de un individuo a otro. Cowgill
di6 la férmula m = p. ¢. 0’00568, donde m es minimo necesario; p, peso
corporal; ¢, calorias necesgarias: 9'00568, una constante,

Asi, un adulto generalmente requiere entre medio mg. y 1 1ng.
por dfa, aunque dicha cantidad no rea suficiente en todos los casos Por
ejemplo Baker vy Wright comprobarcn beriberi en individuos que proba-
blemente 1ngirieron méis de 1 mg. de tiamina. Considero especialmente
interesantes los estudios de los mismos en colaboraciéon con Drummond

-
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{(1937). Llegaron al resultado de gque la mayor parte de la poblaciéon de
Inglaterra hace un siglo, con inclusiéon de ias personas encarceladas ¥y
enroladas en el ejérecito o la marina, ha tenido un ingreso tiaminico
mucho méas alto que la poblacion actual. Esto sin contar las cantidades
considerables de cerveza que en aquel tiempo se tomaban, y gue proba-
blemente presentaban un valor alimenticio y vitaminico mas favorable
que la elaborada actualmente, exenta de tiamina.

Ya hemos sefialado que mucho hidrato de carbono aumenta la ne-
cesidad de tiamina, también gue las grasas ejercen un efecto economi-
zador respecto a la tiamina, hecho demostrado por Evans y Lepowsky
(1929), y en niuestra opinién definitivamente comprobado y explicable
por las diferencias que existen entre la oxidaciécn de la glucosa y 1a
de los 4dcidos grasos. Hay, relacionado con esto, un trabajo de Cowgill
Este invelstiga,d‘or, con los experimentos en animales, determing la tia-
mina de la axungia y la manteca, resultando los valores importantes de
1 hasta 1’5 mg. por kg. Por razones de solubilidad es bastante sorpren-
dente que dichas grasas contengan tanta tiamina. Cowgill supone la
presencia de la tiamina combinada con otra sustancia gque la haga M-
posoluble. No admite atribuir los efectos vitaminicos como economia de
tiamina causada por la grasa. Kl analisis quimico de la manteca respecto
a sy contenido tiaminico tal vez permitiria dilucidar la cuestion en forma
terminante.

El requerimiento durante el embarazo y la lactaciéon. Los ensayos
con ratas demuestran gue las hembras prefiadas necesitan de 3 a 5
veces la dosis minima para llevar la gestacion a buen término, Mas o
menos lo mismo sucede durante el amamantamiento, En la mujer la
situacidn es menos clara. Los investigadores americanos opinan gque hi-
povitaminosis ‘Bl es frecuente durante el embarazo y el periodo de lac-
tacién. Los vdmitos de las embarazadas sin duda favorecen la carencia
tiaminica. Algunos quieren ver en los vémitos de las embarazadas un
gintoma de esta hipovitaminosis. En el caso de que esta opinion se
confirmara, habria otro circulo vicioso. La hipovitaminosis causaria o,
por le menos, favorecerfa los vomitos y estos aumentarian la deficiencia
en tiamina., También las neuritis a observar con cierta frecuencia en las
embarazadas y que después del alumbramiento suelen desaparecer, son
consideradas de origen probablemente hipovitaminico, principalmente de
la tiamina. Los efectos terapéuticos obtenidos con tiamina por Schulize
(1938) y otros son favorables a esta hipotesis.

Luego existe una serie de observaciones respecto a una excrecion
urinaria disminuida durante el embarazo y la lactacion, por ejemplo
Westenbrinck, Goudsmit (1938) y Stahler (1938). Neuweiler (1939) con
¢l método de carga (inyeccién intramuscular de 10 mg.), considera como
rnormal en las embarazadas una retencién del 70 ¢ en las 24 horas si-
guientes. Basiandose en este valor noté6 disturbios del recambio tiami-
nico en un 16 % de los embarazos normales, en el 40 % de los anormales,
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en el ¢2 % de las madres en lactacion y en el 100 ¢, de las mujeres
con el llamado rifién del embarazo.

Daremos a continuacion algunas observaciones gue aconsejan una
reserva mayor en la aceptacion de una carencia de tiamina en los es-
tados mencionados.

Werner (1939) determind ia excrecion urinaria; ademds empleando
el ensayo de carga, llegé al resultado de que las embarazadas alimen-
tadas corrientemente no presentan ninguna ‘hipovitaminosis .Bl. Gaethgen
(1939), un clinico que hace afios trabaja sobre hipovitaminosis, no re-
conoce la necesidad de un aumento de tiamina, ni en el embarazo, ni
en el alumbramiento. Guhr (193%) encuentra en sus emhbarazadas valores
de tiamina inferiores a lo normal; pero no comprueba ningin sintoma
de hipovitaminosis. Opina que a base de la excrecion no se puede diag-
nosticar una hipovitaminosis B,. Insiste que, en unos cuantos enfermos
graves con una alimentacion casi exenta de tiamina, no pude observar
sintomas de esta carencia y concluye que a menudo se exagera el pe-
ligro de una hipovitaminosis B,.

Nmestra impresion global es que las observaciones en la mujer no
contradicen los primeros resultados obtenidos en el estudio de las ratas,
es decir que el organismo materno necesita mas vitamina B, vy que, en
consecuencia, esta mas expuesto a adquirir un estado de carencia de
esta vitamina. Nos ha llamado la atencién que, con respecto a la de-
manda de vitaminas., también de ‘A y C, en Alemania en los 1ultimos
afios se manifieste una corriente de duda especialmente condensada en
el rechazo de los minimos vitaminicos indicados por los autores norte-
amerianos y britinicos. Esto nos impresiona un poco a ciencia dirigida.
Pero también reconocemos gue el auge de las vitaminas es un poco
cuestiéon de moda clinica, como lo era vg. el pH.

Hamos resumido nuestros conocimientos sobre la cantidad consi-
derada como minima, es decir los valores que evitan la hipovitaminosis,
La cantidad &ptima es una cuestién distinta, hasta ahora apenas estu-
diada. Knott (1936) compard las curvas de crecimiento de nifios, notd
el o6ptimo de c¢recimiento cuando las criaturas reciben 1j10 mg. por Kg.
de peso corporal, lo que seria un muiltiplo de la dosis minima .Ya au-
tores anteriores, Dennett (1929), Hoobler {(1931), Ross y Summerfeldt
(1935) y posteriormente Eddy y Dalldof (1937) insisten sobre la influen-
cla favorable ejercida por la tiamina en el desarrollo de log nifios.
Ademsds, estd generalmente reconocido gue el beriberi es mucho mas
frecuente en la infancia gue en las edades siguientes.

LA HIPERVITAMINOSIS

Debemos. distinguir entre la administracion peroral ry' la -parenteral.
Moll (1935) con la inyeccién intravenosa, intraperitoneal y subcutiinea
de medio em3 de una =olucién al 1:1000 no ohservd trastorno alguno en
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las ratas. Cuando dio la misma cantidad de una solucién al 5:1000 por
via intravenosa, observé una ataxia transitoria. E] afic siguiente Molitor
¥ Sampson, en una larga serie de experimentos con ratones, ratas, co-
rejos ¥y caninos, anotaron como dosis letal por via intravenosa, 125,
250, 300 y 350 meg. por kg. de peso corporal respectivamente. En la
aplicacién subcutinea la dosis letal era 6 veces mayor. Cantidades in-
feriores a las citadas se toleraron sin sintomas, con excepecion de los
cobayos y de las ratas que presentan una irritacion local en la cutis
y subcutis.

Sure (1937), luego Perla y Sandberg (1939) observaron en las ra-
tas tenidas con mna alimentaciéon normal, disturbios de la reproduccion
y de la lactacion después de la administracion diaria de 100 o méas vy
de vitamina B,. Los efectos toxicos de la tiamina fueron anulados por
la administraciéon diaria de 2 mg. de manganeso. A su vez, la sola ad-
ministracion de la mencionada dosis de Mn también provocd trastornos
de lactacion.

Hecht y Weese notan efectos toxicos (hiperglicemia) cuando al ra-
ton le dan mas de 10¢ mg. de tiamina por kg, L.os macacos con 600 a
700 mg. por kg. presentan una respiracion acelerada y cianosis., Repo-
sicion en 6 a 8 h.

En resumen: la tiamina por via parenteral practicamente, no es
toxica en vista de la enorme distancia entre la dosis eficaz y la pe-
ligrosa.

En la administracion peroral los ya citados Colitor ¥y Sampson com-
probaron una dogis letal, 40 veces mayor que la intravenosa para 1os-
animales de experi‘mentaei(‘m. Respecto al hombre existen las observa-
ciones de Vorhaus, Willlams y Waterman (1936) segilin las cuales dosis
hasta 90 mg., no producen el menor efecto nocivo. Luego Weiss y Wilking
(1937) dieron 50 mg. por dia, a veces hasta 130 mg., sin ningun sintoma
de intoxicacion. '

Especialmente interesante era saber, c6mo se efectila la bioxia cuan-
do se ofrecen al organismo grandes dosis de tiamina. Resulté que 25
mil veces la dosis minima diaria no acelera la combustion.

RELACION CON OTRAS VITAMINAS

Se ha escrito hastante sobre posibles sinergismos entre las diversas
vitaminas; pero los hechos comprobados parecen pocos y su interpreta-
cion es discutible. En cuanto a la tiamina parece que no existe ningin
verdadero sinergismo ni antagonismo con el axeroftol (Scheunert 1938;
Gerszonowicz 1938). Lo gque hay es, segin un descubrimiento reciente
de v. Euler v Hogberg, un sintoma comfin en ambas avitaminosis: el au-
mento de la concentracién del dcido pirtvico em la sangre. Las ratas- ali-
mentadas 12 dias sin axeroftol tienen 42 y/ml. y con una carencia de
20 dfas llegan a 60, siendo lo normal 12 a 13 y ml. Se restablece e!
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nivel normal por la administraecion de carotenc o por dosis de tiamina
muy superiores al minimo diarie. La explicacion la ve v. Fuler no en
una posible «catdlisis de la respiracion de los tejidos, sino en la dismi-
nucién de la absoreion de la tiamina, debida a las lesiones epiteliales,
caracteristicas de Ta avitaminosis A.

Las siguientes observaciones establecen relaciones con el acido as-
corhico. Segin Metka (1939) las ratas gue perecen por inanicién pre-
sentan en sus organos un contenido normal de acido ascorbico, mientras
gque las ratas afectadas de la avitaminosis del complejo B ostentan una
merma del dcido ascorbico hepatico que alcanza 50 hasta 70 9%. Kasa-
hara y <col. anotan un aumento del crecimiento por la tiamina al admi
nistrar simultaneamente acido ascoérbiceo. A la inversa. la tiamina tieno
un efecto protector sobre los cohayos sometides a an régimen escorhutf-
geno. Concluyven los autores que tiamina y acido aseérbico obran sinérgi-
camente. Resultados semejantes fueron publicados por Stpger (1939
cobayos escorbiuticos mejoran cuando reciben tiamina adicional y espe-
cialmente cuando con la tiamina reciben una dosis subminima de acido
ascorbico. Finalmente sostiene que un régimen carepte de dcido ascor-
bico produce sintomas parecidos a los de la Dberiberi. No pudimoes leer
e¢l trabajo en original por eso no nos atrevemos a coinentarle.

EL MECANISMO DE SU FUNCION

Repetidas veces hemos sefialado gue la abundancia de hidratos de
carbono en el régimen de carencia tiaminica facilita la produccién de
la avitaminosis B,. Funk, que conocia este hecho, va en 1914 sostenia
que la tiamina de algtin modo debia intervenir en el metabolismo de los
azicares. Pero recién Kinnersley y Peters (1929) observaron la acumu-
lacién de dcido lactico vy luego de &cido piravico y de metilglioxal, en el
encéfalo de los animales con beriberi experimental. En.la combustion
de la glucosa, normalmente aparece el acido pirivico como surge el
dcido ldctico en el hendimiento fermentativo, es decir anaerobio, de la
glicolisis. El metilglioxal o aldehido pirGvico es un producto de reduc-
¢i6n del piruvato. No vamos a tratar la serie mis o menos larga de re-
acciones que tienen lugar desde la fosforolisis del glicdgeno, a través
de Yos triosafosfatos y del fosfoglicerato, hasta la formacién del piruvato.
Poco importa, para el problema «de hoy, saber como se llega hasta esta
sustancia. Fl Acido pirfivico se halla dificilmente en el cerebro normal,
dado que, inmediatamente sigue el camino de la combustién total y, en
consecuencia no llega a acumularse en cantidad suficiente para perml-
tir una investigacion facil. En cambio en la avitaminosis tiaminica, jus-
tamente en esta etapa del camino, la oxidacidn queda interrumpida y el
pirnvato se noncentra.

Mas tarde los estudios fundamentales de Passmore, Peters y Sin-
clair (1933) revelaron el segundo hecho bisico en Ia explicacién del
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nmecanismo de acciéon de la tiamina, Constituye la ya descripta prueba
de la catatorulina: tejido encefilico de una paloma normal, su-s'p-endi'do'
en una soluecion de piruvato o lactato, no aumenta el consumo de oxi-
geno por la adiciéon de tiamina. En cambio, el mismo tejido procedente
de animales en avitaminosis ]31 sometido a iguales condiciones aumenta
considerablemente su respiracién, puesto que, gracias a la tlamina
agregada, puede proseguir la oxidacion detenida en el piruvato. Por la
labor de numerosos investigadores queds demostrado ampliamente tanto
en palomas y ratas como en personas, gque la acumulacién de las men-
cionadas sustancias, sustancias fijadoras de sulfito, debe ser conside-
rada como causa principal de la disfuncién y ‘de las lesiones en la avi-
taminosis Bl.

Queda ahora a preguntar: ;por qué la oxidacion del dcido piravico
no puede hacerse? La contestacion deriva del tercer hecho hasico, el
descubrimiento de Lohmann y Schuster (1937) de que el pirofosfato de
tiamina tiene el efecto de coencimo de la carboxilasa. es decir es la
cocarboxilasa. En la fermentacion alcohélica la glucosa, o mejor el gli-
cogeno, a través de 4. glicerinaldehidofosforico y 4. dioxiacetontosiorico se
transforma en &. fosfoglicérico, luego en fosfopiravico y finalmente en
pirtivico. Luego 1a carboxilasa en wcolaboracion con su coencimo, el pi-
rofosfato de tiamina decarboxila, es decir, descompone la molécula de pi-
ruvato en etanal y CO,. Légicamente se esperaba que, en la bioxia animal,
la tiamina desempefiara el mismo papel de cocarboxilasa, Efectivamente
Qchoa y Peters (1938) comprobaron la sintesis de cocarboxilasa a base
de tiamina por el tejido cerebral de la paloma polineuritica asi como la
decarboxilacion del piruvatc. En el encéfalo normal de paloma se en-
cuentran 4 y de cocarboxilasa por g., y solo cantidades despreciables
de la tiamina libre y del monoester. Esto quiere decir que la tiamina del
cerebro actia en forma de cocarboxilasa. También en otros tejidos guedé
demostrada la presencia de la cocarboxilasa y su wapacidad de esterificar
la tiamina con el A. pirofosforico. Dicho sea de paso que nuestros cono-
cimientos Tespeto a la decarboxilaciéon encimética por los organismos
tenfan, hasta hace poco, un claro muy grande: concciamos bien el coen-
cimo; pero nada sobre el encimo, la carboxilasa misma. Ahora Green ¥
col., este afio consiguieron extraer de la levadura la carboxilasa misma,
la proteina especifica o el apoencimo en la terminologia de v. Euler.
La carboxilasa trabaja con iones de Magnesio. Este cation puede ser
sustituido por Mn, Fe, Ca, Cd. Zn y Co. Los cationes monovalentes y
trivalentes son ineficaces. El sistema encimatico entero, holoencimo de
v. Huler, contiene 0°46 9% de pirofosfato de tiamina y 0’13 % de mag-
nesio. 1 mg. cataliza la formacién de 12.100 microlitros de CO2 por
hora a 309. Una molécula de la cocarboxilasa cataliza la decarboxilacion
de 840 molée. de a. piriv. por min. a 300,

La cantidad de Acido lactico y de metilglioxal que puede acompafiar
al piruvato no interesa mayormente en nuestro problema. Es el a. pira-
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vico el que ocupa la posicion central, un lugar casi unico en el catabo-
lismo, especialmente de los glicidos, dandole su funcion quetona una
afinidad notable. El problema principal es la decarboxilacion del a. pi-
ruvico, puesio que el lactato y el metilglioxal se oxidan facilmen a a.
piravico:

(1) COH.CO.CH,+H,0+-ecdh+ dh. ald. p'u'.::COOH.CO.CH3+cdh.H.~,.
metilglioxal con agua bajo la accién de la dehidrogenasa y codehidroge-
nasa (cdh) da a. pirnv. y codehidr. reducida. Con el 4. lactico ocurre la
oxidacion por medio de la dehidrogenasa lactica:

(2) CH,.CHOH.COOH+cdh.-+-dh.lact.=CH,.CO.COOH + cdl.H,,.

En la fermentacidén por la levadura el a. pir. es decarboxilado a eta-
nal (acetaldehido) y anhidrido carbénico; es una reotura de la moiécula
segun la. ecuacion:

(3) «CH,.CO.COO0H+-cocarb.+-carbox.=CH,.COH + CO,,

En la fermentacion alcohdlica el etanal se reduce a etanol. En el
organismo animal este tipo de decarboxilacion tiene poca importancia
siendo mefialada solamente para el miocardio por Simola y Kallis, En el
animal el 4. pir. es decarboxilado y oxidado por el O, o es dismutado.
A pesar de que estas reacciones son mucho mas complicadas que la
ecuacion (3), Stern admite apoyindose en experimentos, que en todas
interviene el pirofosfato de tiamina como coencimo. Veremos ahora las
méas importantes reacciones descriptas.

La dismutacién se hace en el cerebro segin la ecuacion de Krebs
(Long}:

(H) QCHSC‘O.COO}I-{—H,_,O:.OHS.CH‘O‘H.C-OO‘H+ICH'.;.CO‘OH+CO._,.

Interviene segiin Lipmann una bateria de encimos: corarboxilasa, car-
hoxilasa, las dehidrogenasas pirav. y lact. y un flavencimo.

También en el testiculo de la, rata un 70 9% del 4. piruv. total re-
aciona segun el esguema de Krehs, dando 397 % de CO, v 355 % de A.
acético. Fara el musculo Krebs indica la dismutacién siguiente: tres mo-
idculas de 4. pir. mas una de agua dan a. 3-oxibutirico. a. lactico y CO,:

(5) 3CH{,'C‘OC00=H-+H2t0:CHSC‘HOH.CHL,COOH—i_—CngCHOHC-O-OHJrL’-C?Oz.

Lia decarboxilacién acompafiada de oxidacién se conoce para algunos
microbios, tales como B. Delbriickii, gonococos y estafilococos segun esta
ecuacion global:

(6) COH..CO.COOH--1%0,=CH..CIO0H+CO,.

Peters la admite para el cerebro. Interviene el 4. adenilico. Elvehjem
da la ecuacion: ' -

496



ANALES DE LA FACULTAD VETERINARIA

(7) adenosintritfosfato+ tiamina=a. adenilico 4 pirofestato tiaminico.

El pirofosfato de tiamina inmediatamente se regenera también por
accién cimatica con fosfato orgénico probablemente de exosa. Se forma-
ria como intermediaria de una sustancia de 2 C combinada con 4. fosfé-
rico, sustancia poco estable. Parece que no es 4. acético.

Una decarboxilacion mas complicada fué descripta por Peters y Long
en el cerebro; responde a la ecuacion global:

(8 CH,.CO.COOH +5/20,=3 CO,+H,O0.

Esta reacciéon es especialmente interesante Pporque conduce a la com-
bustion total. En realidad comprende una serie de reacciones y requiere
seglin Ochoa fosfato inorgdnico, 4. adenosinfosiérico (4. adenilico) y mo-
mnofosfato de hexosa.

Desde los trabajos de Szent- Gyorgy sobre la intervencion de los
acidos dicarboxilicos de 4 C como aceptores y donadores alternantes de
H en la pioxia, los investigadores consideran como comprobada la parti-
cipacion de estos transportadores de H cuando la oxidacién eg inhibida
por la adicion de malonato. Tal impedimento ocurre en las decarboxilacio-
nes onxidantes gue pasamoes a tratar. Krehs indica la siguiente reaccion
para el muscalo:

(%) QH_,,,-CrO.C OOH-+COOH.CH :JC-H.C'OOH--'r202: (COOH)g(CH2 ) 2+3C'02.
Pirnav. fumar. sucin.

ET fumarato puede ser sustituido por malato o gquetosucinato (oxala-
cetato), lo que se explica, ya que tanto el malate como el oxalacetato se
transforman ficilmente en fumarato segin estas ecuaciones, donde el
H de un dador es transportado al a. oxalacético:

(10) .cdh.HQJ.—C»OO'H.CO.CHz‘C‘OOIHd‘h.mal.COOH.CwHEO.I—I.-C*Hg{}O‘O-H—i—cdh.

(11) COOH.CH,.CHOH.COOH dh. fumadr. COOH.CH: CH.COOH +H,0.
a.malice a.tumar,.

Krebs y colaboradores han demostrado la existencia de un ciclo de
4. ecitrico con una funcién andloga a la del ciclo de los 4, dicarboxilicos
C, de Szent - Gybrgy. La importancia de las reacciones oxidantes con el
ciclo citrico todavia estd en plena discusién. En la reacciéon expresada
sumariamente por la ecuacién (9) el citrato no puede sustituir el fuma-
rato. Cuando en la reaceién (9) junto con el fumarato se agrega un ex-
ceso de piruvato, se forma 4. citrico o 2-quetoglutdrico en lugar del su-
cinico, pero la decarboxilacién oxidante no se produce.

Resumimos: Hemos conocido-una -serie -de procesos  de. oxidacién
desintegrante del 4. pir. Naturalmente, no. todas estas reacciones tendran
la misma importancia para el organismo, No cabe duda de que es la ten-
gién del oxigeno a disposicién en cada momento, la gue -determina cudles
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de las reacciones predominaran en un tejido. Para la decarboxilacién
rapida en el cerebro se necesita: pirofosfato de tiamina, fumarato, mo-
nofosfato de hexosa, fosfato Inorgdnico, 4. adenfilico, codehidrogenasa I
{cozimasa) y Mg o en su lugar, otro cation bivalente. El metal probable-
mente se precisa para transportar el &. fosférico. Por supuesto, se re-
quiere también la presencia de la carboxilasa misma. Finalmente, para
la regeneracién de las sustancias auxiliares, como codehidrogenasa vy
otras, participa todavia un aparato encimiético bastante complicado. Para
los ensayos in vitro se emplean los siguientes preparados de encétalo:
cortes a congelacién, papilla y suspensién extremadamente dispersa. La
enimeracion es en orden de efecto creciente.

Cuando Langenbeck (1935) demostré el efecto catalizador de las
aminas primarias en la decarboxilacidn, v. g. del 4. fenilglioxflico en hen-
zaldehido y anhidrido carbénico, desarrollé el esquema de las reaccio-
nes intermedias y predijo que la carboxilasa o su coencimo de los tejidos
animal y vegetal deberia tener una funcién de amina primaria,

Ciclo de Langenbeck

a) R.CO.COOH+H,N.R'»>R.C=N.R+H,0

EOOEH
4. 2-quetocarbonico 4-amina yw—-4.imino 4+ agua.

b) R.C.=N.R's»—>RC=N.R'4CO,

| |
COOH H

a. imino——faldimina+an‘hidri-do carbénico; ya se obtuve la decarboxilacion.

Ahora por medio de una dismutacion la aldimina remcciona con una nue-
va moléonla de la sustancia a decarboxilar, es decir con una nueva mo-
lécula de 4. quetocarbénico:

¢}y R.C=N.R 4+ R.CO.COO0H#—>R.C=0+R.C—=NR’
IEI ) Hl ‘ C;O-O:H‘

El resultade de la dismutacién es la transformacién de la aldimina
en el aldehido correspondiente y la transformacién de la nueva moléeula
de 4...quetocarbénico en el 4. imino. El 4. imino segin la ecuacién {b)
se” decarboxila, la aldimina resultante con una nueva molécula del 4.
‘gquetocarbénica dismuta segln ecuacién (c¢), a esta reaccién sigue Iz
(b) y asi sucesivamente. Kl resultado final del ciclo de Langenbeck es
que el & 2-quetocarbénico da anhidrido carbénice y el aldehido corres- .
pondiente, sin que la molécula de la amina primaria sea consumida. ‘

Con- el descubrimiento de Lohmann parecia brillantemente confirma-
da la profecfa de Langenbeck, y los investigadores empezaron a buscar
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las reacciones intermedias andlogas del pirofosfato tiaminico en la de-
carboxilacion encimatica. Pero, por lo pronto, Stern vy Melnick (1939) 1la-
maron la atencion sobre el enlace doble que lleva el carbono numero 6
de la pirimidina donde se sitiia la funcion amina, lo que significa que
la funcion de anima de la tiamina se distingue de las aminas primarias
usadas por Langenbeck.

Lo mismo gueda demostrado con el resultado de la acetilacion. En
los experimentos, de acuerdo con los esguemas de Langenbeck, la tia-
mina resulté completamente incapaz de decarboxilar. Stern y Melnic son
terminantes al establecer que en la reaccién del pirofoafato de tiamina
en la decarboxilacién encimatica no tiene lugar la formacién de un
imino-acido. Belitser (1940) atribuye un papel decisivo en la decarbo-
xilacién al nitrégeno cuaternarvio del tiazol.

La reoxidacion de las codehidrogenasas

En las reacciones descriptas intervienen las codehidrogenasas como
coencimos de las diversas dehidrogenasas. Unas cuantas dehidrogenasas
trabajan con el mismo coeencimo, especialmente con la codehidrogenasa |

codehldrogenasa 1

\.CO.NH H

H N ===== C -~ N
i I
C ===== C ~ C.NH
i } H
N N
v | >~ c

G 0
HE- -} )..¢n ’ "N
HCH 0 0 HCH
L S
0 0
H H
H

dihidrocodehidrogenasa

0 cozimasa. La cozimasa contiene 1 mol.cula de amida del 4 nicotinico,
1 de adenina, 2 de ribosa y 2 de 4. fosférico. La codehidrogenasa II se
distingue por la posesion de una tercera molécula de 4. fosforico. En la
dehidrogenacion la codehidrogenasa es reducida a cdh.Hg. Para poder
prestar servicio nuevamente debe =er reoxidada. Esta oxidacién no
puede efectuarse directamente por un <citocromo, requiere primero la in-
1ervencion de otro encimo, la diaforasa o el factor de la cozimasa (V.
Fuler: Green; Haas; Peters). La diaforasa es un flavencimo, pero dis-
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tinto del viejo encimo amarillo de Warburg. Transporta el H rapidamente
¥y trabaja con log citocromos a y h como aceptores:

(12) cdhl.Hz—}—Z citoer. diafor. cdh. +2 citocr.u.H.
13) 2 eitocr.a.H+1/2 0, oxid. 2 citocr.”Jr'Hz(}.

L.a oxidacion de la codehidrogenasa se puede hacer por un camine
mas largo, interviniendo un ciclo de Szent{Gydrgy. Tales vias fueron
indicadas por v. Euler y :por Potter. Daremos ésta tltima:

(14) (:dh.Hz+-fumar.:cd‘h{»su(:in.
(15)* sucin. +2‘citocr‘.(. =y fumar. + 2citocr. H.

(16) 2 cit001'.c.fI{+1/20__):2 citocr.c-*—'H:O.

La codehidrogenasa es dehidrogenada por el fumarato. El 4. sucinico
resultante es oxidado a fumarato por el citocromo ; y €ste, con el oxigeno
atmosférico, es reoxidado. Asi la serie de reacciones guema dos atomos
de hidrégeno y regenera la cozimasa, el fumarato, y el citoeromo y con-
sume media molécula de oxigeno.

Conferencia dada en el Instituto de Endocrinologia
Montevideo, Octubre de 1940
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