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Es  esta co~ifei-encia ine ocuparé del estudio, desde un piinto de vista6ioquitnic'o,: de,:algun~s 
.compuestos de ácido fosfórico- existentes en el músculo, ¿le los que algiiiios probablemente juegan 
un esencial eti los cainbios qui~iiicos que tieiieniiigar 4ura11te la actividad muicldar; .&:ü@ 
modo pri~icipal me Ocuparé del ácido:'pirofosiórico eii con~biiiacióii orgánica, compuesto cuN.pre- 
sencia iri el muslo- se ignoraba hosta hace poco y cuyo descuhrirnierito se debe a los :trabajos :fe$- 

2 .  .-_, 
iizados por el :Di. Lohmann en ini laboratorio. Coino 'quiera que estos compuestos órganicgs del 

3 
ácido fosfórico con substancias quimi<;?nlr:.ite muy cIiversis,j~ como el papei que desenipefi~n.en 
el i~~etabolisino del músculo es tan~biéii muy diferente, esta coiiferencia ha de quedar nezesaria- 
meiite cubdividida e11 varias seccioiies. E l  iiecho de estudiarlos juntos en una sola conferec~ia se 
justifica si14 embargo por varias razones. ¡ 

En  priiner lugar, no  sólo contienen todos estos co~ i~ues to s  icidos fosfóric.os en su inolbcula, 
que, además, todos poseen la propiedad, en el curso del recambio muscula~, de liberar dicho 

ácido fosfórico e11 forina de ortofosfato (desde luego con mayor o irieiior facilidad según e1 com- 
puesto de qiie se trate) por la acción de fei.ineiitos hidroliticos o fosfatasas 

En  segundo ligar, el método por e! que se.descubrieron todos est,os compuestos. fosfóricos, 
se basaba en idéntico principio, a saber, e i i l a  liberación de fosfato por la acción de agentes qui- 
micos y de fertiientos musculares. 

En  tercer, lugar y de un modo !~rincil>al, el estudio en conjunto de estos conlpuestos está 
justificado por razones históricas, pues el concepto que hace algunos años se tenia sobre e! papel 
del ácido fosfórico, era en cierto inodo demasiaclo sencillo. El fisiólbgo de Francfort, Enlbden, 
creía que del fosfato ácido soluble del inúsculo, sólo un compuesto tomaba parte en los cambios 
químicos de la actividad rnusctilar, especialmeilte en la formación de ácido láctico. A este com- 
puesto, al qtle collsideraba coino la siilrstaticia madre del ácido láctico, dió Enibden el nombre de 
"lactacidógeno". Este compuesto seria uitr;: análogo o idéntico al éster hexosodifosfórico de ISar- 
cien-Young y en el músculo se desdoblaría con liberación de cantidades equimoleculares de ácido 
láctico y ácido fosfórico. Eri vez de este 6:iico con~puestoorg~tnico de ácido fosfórico, se conoce 
ahora la existencia de tres grupos diferentes de con3puesto que participan en diversas partes del 
metabolis~iio muscular y cuya ún,ica analo,$ía estriba en que todos ellos. liberan ácido fosfórico 
por Ta acción de determinados fermentos. La idea de Einbden que acabamos de exponer puede 
actualmente mantenerse en un sólo plinto, a saber, que el ácido hemofosfórico, en analogía con 
los procesos de la fernienVacióii alcohólica. c?nstituye en el niúsculo u11 producto intermediario 
del cataholisino de los hidratos de carboiir,. Es  ct.~iveiiiente, por tanto, que me ocupe en primer 
lugar de este grupo de ácidos hexosofosfiiricoil. 

Como ya 11e mencionado, nos encontr;!mos aquí, no ante un único compuesto, sino rint? Iinñ 

serie de ésteres de propiedades quiiniras :: hioliigicas diferentes. Todos estos compuestos se ori- 
ginan en virtud de pro lsos  fermeiitativos y -de modo análogo se descorilponen. Por la acción de 
la levadura se desdoblan en H, PO, (ácido fosfórico), alcohol y CO, (anhídrido carbónico); en los 
extractos musculares, en . H , P C ,  y ácido Iáctico. Existe un método muy sencillo para la distinción 
de los tipos ya conocidos de ácidos hesosofosfbricos y aun para e1 descubrimiento de tipos nue- 
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,,os. En este método, desarrollado por Lohinann en iiri laboratorio, se estima la velocidad de la 
liberación hidroli6ca de fosfato inorg+iiico eii tina solución libre d e  proteínas, a IOO grados, por 
la acción de HCl  n (ácido clorhidrico nortiial). Para ello se utilizan soluciones de los compuestos 
aislados o mezclas de los ésteres existentes en u11 extracto muscular. E n  pocas palabras, el método 
consiste en determinar la velocidag de hidrolisis ácida de dichos éstcres. Durante todo el curso de 
la liberación de ortofosfato, esta velocidad de hidrolisis es característica para cada ácido hexoso- 
fosfórico. E l  curso de una hidrolisis ácida de este tipo para los ~~cidos'hexoson~onofosfóricos ya 
conocidos, muestra la hidrolisis del Ilan~ado éster de Neuberg, que  se obtiene por la: separación 
quimica de una mnlécula de ácido fosfórico del éster'hexosodifosfórico de Hardeii-Youiig. En  este 
caso la velocidad de hidrolisis es al pritlcipio iiiuy rápida hastaaue se ha liberado 'un 80 por ' roo 
del fosfato total presente; después se hace repentinanieiite inás lenta. Cuandq se calculan las'ro'ns- 
tantei de velocidad d e  esta hidrolisis, según la fórinulaile Las reacciones'inono~noleculares, no obte- 
nemos un valor coiistante, como sucedería con 1111 éster simlile,. sino dos valores diferentes. Una 
constante es válida para el priiner 75 por 1" de descoinposiúóu. Esto corresponde a una reacción 
ino~iomol&ular &e coincide con la curva del éster cle Neuberg hasta que se ha desdoblado un jj 
por 100. Si. se aplica al tiiisi~io método para el éster de Robison del extracto de levadura o para 
el &ter dc; Einbden, quedicho autor aisló del riiúsculo fresco, el resultaclo es enteramente distinto. 
para el primer, 10 por. ioo de hidrolisis, obtenemos la niisnia constante que para el Gster de Neu- 
herg, pero entonces la velocidad di-iiiuye y alcanza un valor coiistante cuando se ha desdabla- 
do un z j  por mo aproximadau~ente del éster. La magnitud de esta segunda constante es apro- 
ximadamente unad&ima de lo  obteni&i para la parte . inicial. ~ . .  ~ . 

P,uede deriiostrarse de múltiples maneras que, en lo referente a estos ésteres, nos encon- 
trai~ios ante mezclas constituidas princip+In~entc por dos componentes. Uno de éstos es dificil 
de hidrolizar y el residuo de azúcar existente eii su iiiolécula es gna aldosa, mientras que el otro 
se desdobla con nruclia mayor i a~ i l i dad  y contiene un residuo de cetosa. Los dos componentes 
pue&n separarse en grai? extensión. .Por ejemplo, el fácilmente desdoblable, puede separarse ,prl: 
nicro por hidro1isis.y ,el éster ristante se separa u l t e r i o r ~ n t e .  Este éster residual esta casi ex- 
clusiva~iieiite constituido po< ácido fosfórico y alclosa. , - )  

Otros iiiétodos han conducido a i o s  iiiisiiros resultados. E l  éster de Embden existente, en 
el iniisculo vivo y análoganzente el éster de Rohiiison de la levadura, están constituidos por ckca  
d e  80, por . loo de aldosa y iiii z o  p o r  ~ o o  de cetosa, ~iiientras que, pos .el contrario, el ester 
de  arden-YoÚng y el éstes $le "iVSiiberg, obteiucio c! prinl'ero, qn l ienen  alrededor d e  un 80 por 
roo d e  cetosa y;un 20 p.or IOO de aldosa. Estos ésleres, cuya coniposición e s  casi sieinpse @ 
~iiisnia,.se~origiiian. dur-te, la feririeiitacióii, tanto si se utiliza glucosa como si se einpiea fructo- 

. .  . 
sa como substancia. inicia- ., ~' . ' . , , .  

La hidroliiis detodos es tosés t~res  por el 'e~izinra formado;' de ácido láctico, es idéntica, 
hecho' que iixdica una estrecha relación entre ellos, O la capacidad que fada  uno de ellos tiene de . - 
ser c o ~ v e r t j ~ o -  en.uno de los otros. ., ::<S I!,~ 

~ l . i n é t o d o  liidrolitico no perniite tal, sólo una caracterización y distinción de los ésteres 
y a  conocidos sin 1-eCurrir a métodos quin~icos de separación, srno que conduce,tambiéi~ al descu- 
brimiento de nuevos ésteres. Estos nuevos" {steres ayarecen como productos intermediarios, qo 
sólo en el recambio de los hidratos de carbono geiiuinos, sino también coin.o productos da los 
ésteres mencionados. Si se inhithela~lucolisis de 1111 modo especial, por ejenlplo, por la ac- 
ción del fluoruro, se observa una acu&ulacióii de estos ésteres. E~iibden fué el primero i r i  re- 
conocer que cuando se aiia~le flnoruro a una papilla d e  músculo, tiene lugar una acumulación d e  
éster, que él creyó sería ácido hexosodifo'sfórico, del tipo ,de  Harden-Young. La formación de 
ácido láctico se iiihibe en estas conciicio~ies: . . Las. ii~vestigacio~~es por -el.mé'todo de hidrolisis ya 
descrito, tlivadas . .  < . cabo. por Lohmann en nuestro Instituto, .demuestraq que si en presencia de 
fluorüro Se iorina . . .  en ciertas condiciones ukacant . id4 sumamente pequeña de éster de Harden- 
Yiung, ia mayor cantidad deléster f o n ~ d o  es. sin embargo, un ácido hexosodifosfórico de ca- 
racterísticas . ~.~ totalmente. . . ~  . cliferentes. Es  mucho más dificil ~ . . . .  de hidrolizar que  el éster d e  Hacdep- 
.Young, siendo. la constante de descomposición una;vigésiina parte aproxirqdamente d e  la de 
aquél: Las s&s de bario y son ademis mticho más solubles E s t e  "éster, de Lohmann", 



coi110 puede Ilatnársele, no sólo se origina r!!urante el recambio del ácido hcmsofosfórico de Har- 
den-Young, en presencin del fluoriiro. Lohtnann y Lipmann han podido obtener además un és- 
ter similar en circiinstaticias en que el sistpma enzimico se habia debilitado funcionalmente por 
dilució~i, interrumpiendo así la foriiiación de ácido láctico. 

E n  la célula viviente y, a lo que parece, en la levadura y en el inúsculo, sólo existe un 
éster, e! de Embden-Robison. 'A coiisecuencia de la coordinación entre formación e hidro- 
lisis, iio se descubre en general una desconiposición inensurable de este éster, ni aun en el caso de 
la contracción muscular, en que repentiiiamente se forma uiia cantidad. grande de ácido láctico. 
Indudablemente el onipuesto inestable intermediario es, por un lado, iormado de nuevo tari rápi- 
damente, como por otro lado se descoinpone. Sodos estos compuestos, niiiy interesantes desde un 
yunto de vista químico, so11 sin. embargo, :!esde u11 punto de vista biológico, sólo de un interrs 
seciiildario, porque aparecen en tanta variedad sólo en los extractos aciiosos de célula: o tejidos 
y no en el inúsculo viviente mismo. 

No sucede así, sin ernba-rgo, con el segundo, coi~ipuesto o grupo de conlpuestos del que 
ahora paso a ocuparme, es decir, con el ácido piroiosiórico en combiiiación orgánica. Embden 
creía no solanleote que el iactacidógeno seria.el'ácido hexosoiosfórico, sino que habia desarro- 
llado un método para la valoración cuantitntiva del mismo. L a  valoración se funda en el -aumento 
.de. fosfa to  inorgánico en un extracto n~uscular después de varias horas de incubación del inis- 
iuo con bicarboiiato a yz grados. Lohma~in ha demostrado que la mayor parte del fosfato libe- 
rado en este periodo di: aiitoliiis, no procede en al>soluto de iiq éster Iiexosofosfórico'j no tiene 
nada que ver con la formacióii de ácido láctico, por lo menos de iin iilodo directo. sino que se 
trata en este caso del desdoblamiento hidrolitico de pirofosfato eii ortofosfato. 

K,P,O, + H,O -+ 2 R,HPO, 

Si s e  hidroliza u ~ ~ e x t r a c t o  filtrado de iiiúsculo fresco en ácido tricloroacético, Se obtietié 
w u  curva de hidrolisis en la que la ilioyor parte del fosfato aparece en forma de ortofosfato ya 
a los siete minutos de hidrolisis en HC1 ti (icido clorhídrico normal) a ~ o o  grados. Si-se repite la' 
hidrolisis ácida, pero con el filtrado obteiiido de tiiúsculo previamente incubado en bicarbonato, se 
obt!ene una curva en la que el compuesto fácilmente desdoblado ha desaparecido; en su lugar el 
fosiato directamente estiiilable ha aunlentado. No hay ningúilácido hexosofosfórico que sehidro- 
lice tan rápidamente en 'medio- ácido; si sucede así, sin embargo, con el ácido- piroiosfórico, al 
que ulteriormente se ha podido aislar de los tejidos e q  estado de pureza. 

Al niisixio tiempo se ha demostrado que todas las células contienen piroiosfato, pero que 
se le encuentra e n  la mayor proporcióii en el mús~ulo y la levadura; trecho del que se ha sacado 
la conclusión que dicho ácido debe' estar en cierto modo relacionado con el metabolismo de los lu- 
dratos de carbono. Este piroiosfato iio se ericuentra en el múscul~ '  en fornla inorgánica, sino, 
como ulteriormente demostró Lohmann, se encuentra formando un compuesto muy lábil, con un 
derivado del ácido rrucleico, el ácido adeninribosofosfórico o áudo adenilico. Este ácido, al que 
como constihiyente del ácido nucleico se le conoce hace tiempo, fué hallado por Hoffmann ni la 
sangre en estado,dibre, y ulteriormente Enibden lo ha encontrado en el músculo. Este ácido es 
además, como Embden y Parnas han demostrado, la fuente del amoníaco que se libera durante la 
contracción. E s  probable que el grupo de piroiosfato esté unido a1 ácido fosfórico del ácido a&.- 
nilico. 

Cuando este compuesto se desdobla, seyarándose el áudo pirofosfÓriw del ácido adenilico, 
quedan en libertad dos valencias ácidas, lo. que habla en favor de la hipótesis de que el piroios- 
fato esté unido al ácido fosfórico de ácido adenilico. 

El ácido adenilpiroiosfórico, como d~nominamos a este compuesto, juega un papel especial 
en la formación de ácido láctico eii el tiiúsculo. El músculo y las iélulas de la levadura, contienen 
un coierniento idéntico, que de un modo aiiálogo toma parte, tanto en la fermentación alcohólica 
como en la formación de ácido láctico. Así romo puede hacerse que se verifique la fermentación 
añadiendo a un extracto dializado de levadura un extracto hervido de músculo, puede también 
hacerse que la formación de ácido láctico tenga lugar eii un extracto muscular dializado por la 
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adición de u n  eGtracto hervido de levadura. Los ulteriores experimentos de purificacióii del fer- 
mento fortnador de ácido láctico en los extractos niusculares, que han sido llevados a cabo en 
nuestro laboratorio por Ií. Meyer, permiten ahora separar aun más en +LIS componentes al sistema 
enzímico. Por 'medio del método de adsorció~i de Willstatter para la I~urificación de los feimentos, 
se puede separar 95 por IOO de las proteinas sin pérdida ninguna de actividad fermentativa. El 
fermento así purificado es capaz de formar- ácido láctico a expensas de hidrato de carbono que 
se le añada, si se le-añade también €osfa& y un extracto niitscular hervido. Si a este último 
extracto, antes de la ebullición, se .le mantiene algún tiempo a 37 grados, se hace in- 
capaz de activar la soliición purificada 'del ferniento, pero recobra d e  nuevo su actividad si se le 
añade una fracción determinada del precipitado hárico. ohtenido de los extractos'musculares Des- 
pués del descubrimiento del ácido adenilpirofosfórico se ha puesto.de manifiesto que la suhsta~icia 
activa en dicho.precipitado bárico es precisame~ite aquel kido.  Durante la autolisis de un ex- 
tracto muscular fresco, se descompone este compuesto separándose el grilpo del ácido pirofosfó- 
rico y con desprendiiniento d e  amoníaco rl-.! ácido adenilico, que se transforma, envirtud de esto, 
en el Ilaniado ácido inosíitico. Una soliición de coier~iietito aiitolizada recobra por tanto SII acti- 
vidad s i  se le aírade ácido ade~iilpirofosfóricc, puro, ohteiiido de 'u11 e s t rx to  muscular fresco. Conlo 
Lohmann. .ha demostrado recientemente. el ácido adenil»irofosfórico puede tamhién transformarse 
directamente en i'cido. inosinpirofosiórico. Por 10 iiue queda dicho. n,o hay duda de que debemos 
considerar el 'ácido adenilpirofosfórico como tin eslabbii etr la cadclia :le procesos q u e  eiibaii el1 
juego en l a  forÍnlación d e l  ácido láctico y eli la {erl~ieiitación alcohólica, pues con levadiira seca 
bien la?,a~la, puede repetirse ostos exl~eri~iieiitos coi, idéntico resultado. Este coml>uesto tiene 
acción. activadora juntat~iente con un segundo constituyente del ,sistema coenzimico, por lo oue 
podemos considerarlo como un cornpieme~itri <le la coziiiiasi. Se h:r observado, además, que no sólo 
el ácido adenilpirofosfór:co, sino que tamhiétl el ácido adenílico libre. posee esta acció~i de com- 
pleinento. La explicacióii de este hecho es mil" interesante. Lo qiie s~icede es que los fermeiitos del 
extracto muscular sintetizan en presencia 114 'fosfatO y ácido adeiiilico: ácido adetriloirofosf6rico. 
Esta notahle síiitesis se verifica con eTtranrdina+ rai>idez delitro de los primeros uno o dos mi- 
sintos después. de la adición d e  &;do aclenílico. l,odeiiios coiiiprender que el icido adenilico 
actúe prácticamente del ~nisrno modo '<,iti e! ade~lifl,irofosfórico.' v además se ésclarece el hecho 
observado nor Euler, quien en los i,re,,arados nigs I,l,ros de cofeiniento hahh tiallado siempre 
ácido adenilico, y clue dichos preparados perdiaii actividad si se destruía aquél. ' 

Finalmente, paso a ocuparme del tercer gr,i,,n 'de compuestos de ácido fosfórico e\.istelltes 
en el músculo; m'e refiero al fosfágeno. o ~iieior dicho. a las s~ihstancias del eruoo del fosfáreno, 
cuyo fosfato se consideraha hasta hace 1,oco coino illorgáiiico, por etico~itrársele en esta f!~rlila 
en 10s ek,tractos ácidos de músculo. Egdetnr  ha hallatlo fosfAgeno solaniente en el inúsculo de 
los vertebrados y en realidad tan sólo en el iiiús31slo estriado; no lo enioiitró. sin emhareo. el1 
10s músculos de los invertebrados' en los qire la creatina falta casi por completo. Cuando im- 
portancia. clel ácido creatinofosfórico se pu!o de relieve. hemos tratado de enconerar- un stistitu- 
to del mismo en 1'0s inúsculos de los iiivertehra¿los Que trabaian de niodo análoao a los de 10s 
vertehrados. Le heinoshallado en foriua de i t i i  compiiesto de arg-inina y fosfato. La ilivestiea- 
ciiiii química de ambos: compuestos (del q9ir se enclientra en el músculo cle los vertehrados y del 
hallado en el músculo de los invertebrados): coildLIce a la conclusión de que ambos están ml1s- 
trliidos de un modo idéntico. Que el grupo yitanidínico está unido diredamente al ácido fo?fóri- 
co y. por lo- tanto, que-nos encontramos ante un ácido a~ninofosiórico, lo demuestra el hecho de 
que se comporten estos compuestos de modo aiiilogo a cosiio lb hace rl ácido,aminofosfórico i!1- 

S orgánico simple, trente a los a&ites h idro l í t i c~  y taiilbén, en ei caso del conipuesto <le arsi6- 
na, por el hecho de q u e  el griqo aniíni* permatlece libre en la moléci~la. A pesar de la eran se- 
mejan'za existente entre ellos, se diierencian entre 'si estos' dos fosfágenos naturales des+ un 
punto a e  vista quiniico. Para la deteriiiinación rluisnica de estos compuestos, es ~articularmente 
interesante el hecho d e  que el desdoblaniiento, en medio ácido, sea el% mucho acelerado en el caso 
del ácido creatinofosíórico por la presenciadel molihdato, mientras que en el del ácido argininfosfó- 
rico el zda$doblamiento es icteresafnente inhibido de tal .modo que este últiino compktesto se desdo- 
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bia, en, estas condiciones, unas mil veces más lentamente qiie el .primero. . Por esta causa no lo . . 
encontraron los descubridores del fosfágetio de los vertebrados. 

La distribución de los fosfágcnos en el reino animal es de gran ititerés bioIógico. T&los 
los vertebrados, incluso el n.,+%plzio.m~s, contienen ácido creatinfosfórico en los músqlos estGa- 
dos ; todos los invert:hrados contienen. Ilor el contrario, ácido argininiosfórico. Se observa aqui, 
por tanto, una verdadero mutación quimici que conduce de la'argjriiiia (u11 compuesto que como 
coinoonentes de las proteínas se halla ainpliamente difuiidido) a la creatina, un conipuesto espc- 
cial que de un 11iodo principal y casi exclusivo existe e11 el niúsculo. Futicion.almente deempe- 
ñan ambos fosfágenos uti papel análoeo. El ácido argininfosfórico se encuentra,, además eh 
determinados músculos lisos, pero 'desde luego. tan sólo en aquelloi que tienen analogía cotí 
los músculos estriados de los vertebrados, corno los músculos longitudinales. de la holoturia !; 
el retrador de la faringe del sibúrtclrlirs; iriientras qiie no se en>ucntra,.por ejetnolo. en loi mús- 
culos de la manta del octópus. Análo~amente se le eticuentra también en la narte estriada de los mús- 
culos de la almeia. nerono  en los tnúsculos hlarcos, llamados n~úsculos tónicos, dicho animal. 
El ácido ar~in,infosfórico se encuentra indudabletilente aquí en relación con las funcinn~s relafi-' 
vmirntc rániclas de los tiiúsculos v de hecho s e  desdobla con diferentes grados de facilidad. se- 
g.kn la velocidad de la resnuesta de los mú~rulos resi>ectivos. Por eiemnlo, se descomoone coi1 

. eran ranidez el? los ráoiilos músciilos del bcrten. t>ero~sólo tliuv let~tainente e n  los músculos de 
la I~olq~wria. Este comnortaniiento se corresoo~icle con el 'aná1oi.o d e l  ácido creatiiifosi0rico cii 
los vcrtehrados. Coino el calor .del desdohlniiiier~to de l  ácido al-g.ininfosfórico es de niaoriitlt<l 
a1~rnx;iuadarnente idéntica al del ácíclo creatinfocfórico, nodei~ios considerar quee l  primero des-. 
empeña en los catnbios energéticos el iiiistno ilapel qne el seentido. hecho del:que ya o s  hrmos 
ocri!~arlo en l a  i~rimera conferencia. De hecho 'ine cotnunicñ el Dr. Londsgaard oue en e x i ~ e ~ i n ~ o -  

rl iw araha rle llevar a cabo en Plv~liouth ha podido deniostrar oue es pos+le, intoxicar tani- 
13i4n los m6sculos estriados de crustáceos (Maii squinado) con ácido .iodacético.: La , formació~i 
del ácido láctico es inliibida, mientras cgue e! desdoblamiento del ácido ar,$nini'osfórico auti!enta 

, en irarlo análogo .al del ácido creatinfosfórico e11 los nlúsculos de los vertebrados. . 
Aunque aqui sólo hemos niencioiiado aleuiios de los fenómenos recieiitemente descuhirrtos, 

relacionados con los compuestos fosfóricos ácidosolubles delinúsculo, podrán ustedes darse clien- 
ta de que estos hechos han conducido a una gran ampliación de nuestros conociniientos. Estos 
coi~ociniientosno son, sin embargo, suficientes para reunir los hechos aislados qiie han ido ponién- 
dose de. matiifiesto, y fbrmarcon *ellos - u n  cuadro cori~prensivo de los procesos químicos de 1 a . a ~ "  
tividad', inuscular. Esta. ut~ificacióti debe ser el fruto de futuras' investigacioties. 
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