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I NTRODTUCCTION

Los animales portadores de tumores malignos en ==
crecimiento presentan, al lado de los trastornos patold-
gicos derivados de la destruccidn de los tejidos invadi-
dos, una serie de alteraciones metabdélicas generalizadas
que, desde hace tiempo. se ha pensado que podian depen--
der de la destruccibn de sustancias tdéxicas producidas -

por las células malignas.

Entre las citadas alteraciones, destacan por la -
constancia con que acompana a las enfermedades neoplasi-
cas en hombre y animales, una anemia insidiosa precedida
y acompanada por una disminucién en el nivel de hierro -
plasmdtico. y relacionada probablemente con una altera~-
cién general del metabolismo del hierro; la alteracidédn -
en el peso de varios 6rganos =~timo y glédndulas suprarre-
nales- yj; finalmente, una disminucién en el nivel de la

catalasa hepdtica.

Esta tltima alteraciédn es especialmente constante
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yv ha sido la mas estuiada. Efectivamente, ya en 1910 BLU-~-
MENTHAL yv BRAHN. al observey la baja actividad de catalase
hepdtica en hombres muertos de céancer, relacionaron dicho

bajo nivel con el desarrollo del tumor maligno,

En 1912. ROSENTHAL demostrd que los ratones porta-
dores de tumores presentan un nivel de catalasa hepatica -
inferior al de los ratones n-rmales empleados como testi--
gos; iinalmente pudo provocar este mismo efecto por inyec-
cidén intraperitoneal a ratones normales de homogeneizados

de tumores malignos.

A partir de 1941 GREENSTEIN et al. (1941, 1942, --
1943, 1952, 1954, 1955) llevaron a cabo un estudio sistema
tico de éste fendémeno llegando a las siguientes conclusio-

nes:

a) La actividad cataldsica del higado en anima
les con tumores, es inferior a la de testi-

g£0S sanos.

b) La actividad catalasica del higado decae =--

progresivamente conforme crece el tumor,

c) La disminucién de la catalasa hepédtica es -
un fendmeno reversible: al extirpar totalmen

te el tumor se produce una vuelta a la nor-

14



malidad.

d) La actividad cataldsica disminuye al méximo
en el higado, ligeramente en el rifién, y no

se altera en los aritrocitos.

Finalmente, en 1948 pudo ser establecida de forma
directa la relacidn de causa a efecto entre la existencia
de un tumor en crecimiento y la disminucién de la catalasa
hepatica, Efectivamente, en este afio NAKAHARA y FUKUOKA --
consiguieron aislar a partir de tejidos neopldsicos una =-
sustancia que era capaz de disminuir el nivel de catalasa
hepdtica de ratones normales, cuando se administraba a &s-
tos por via intraperitoneal en dosis razonablemente peque-

B

nas.

Esta sustancia recibidé el nombre de TOXOHORMONA --
(TH) debido a que produciendose en los tejidos neopldsicos

era capaz de ejercer su accibn tbéxica a dis tancia.

El modo empleado para la preparaciédn de ésta sus--
tancia, como luego se expondra ampliamente, consistid en -
una extraccidédn acuosa al bafio marfia de tejido canceroso =--

frcsco; concentracidn del extracto obtenido y precipita---

cién con alcohol absoluto; es muy interesante hacer constar
que mediante éste procedimiento la TH fué obtenida a partir

de una gran variedad de tumores, pero no de los tejidos ppé
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ximos al tumor o de tejidos tumorales necrosados.

Este descubrimiento de NAKAHARA y FUKUOKA fué rapi
damente confirmado por una diversidad de autores (GREEN-~-~-
FIELD y MEISTER, 1951) y ampliado en el sentido de que, coO
mo a continuacibén se expondri, la TH, aislada por el proce
dimiento indicado, afeqtaba, igualmente, cuando era inyec=-
tada a animales normales, a la concentracién de hierro plas
matico, la involucién del timo y gladndulas suprarrenales,
el contenido de ferritina del higado, etc. En definitiva,
la TH puesta de manifiesto por NAKAHARA y FUKUOKA parece -~
ser un factor 6 mas probablemente un conjunto de factores
téxicos que, producidos por las células tumorales. dan lu-
gar a las alteraciones antes citadas al difundir por el or

ganismo .,

Desde 1948 hasta la fecha, los estudios sobre TH =
han tenido un gran desarrollo. por los conocimientos sobre’

dicha sustancia se han ampliado enormeniente.

En ésta introduccibn, se tratarad de resumir dichos
conocimientos en los apartados que siguen y que hacen refe
rencia a las actividades bioldgicas de la TH, a los méto--
dos empleados en aislamiento., purificacién y valoracibén de

la misma. asi como, a su composiciédn quimica.
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" Actividades bioldbgicas de la TH.

Efecto sobre la catalasa hepédtica,

Como ya se ha indicado, uno de los factores més -
caracterf{sticos de la TH es su capacidad de disminuir los
niveles de catalasa hepdtica; efecto que se puede compro
bar facilmente en ratones normales., Efectivamente la in--
yeccibén intraperitoneal de una dosis adecuada de TH, ori-
gina en los animales citados un descenso notable de la ac
tividad de la catalasa hepatica de los mismos, detectable
a las 20-24 horas despuds de practicada 1la inyeccidén y que
se prolonga durante otras 24 horas mds, aproximadamente,
Realmente éste efecto de la TH no es exclusivo de la mis-
ma, ya que tratamientos con diversos agentes disminuyen -
los niveles de catalasa hepdtica; tal es el caso de la irra
diacidén total de los ratones con rayos X (FEINSTEIN, 1950)
asl como la administraciédn a los mismos de 3-amino-1, 2, L4-
triazol (FEINSTEIN et al. 1958-59), de una serie de deriva
dos de la cistefna (ADAMS, 1960) y de numerosos hidrocarbu
ros carcinogénicos (ADAMS 1953, 1960) y otras sustancias -
mds (Tabla 3, OHNUMA y HOLLAND, pégs. 174=176 del libro =-

"Chemical tumor problems", W, NAKAHARA.,). Todos estos agen
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tes sin embargo, parecen e jercer su accién por una interac
cidén directa con el enzima que lleva consigo la inactivae-—
cibén de la misma, como se deduce del hecho que son activos
tanto "in wvivo" como "in vitro", es decir, tanto cuando se
administra a ratones normales o como cuando se afiade a ho-

mogeneizados de higado de ratones no tratados.

La TH, por el contrario, tiene la particularidad de -
ser activa sélo 'in vivo". Son numerosos los trabajos que -
confirman este hecho, entre los que caben destacar los de
GREENSTEIN (1943) que demostrd que los extractos de tumores
activos cuando inyectados a ratones, carecen de accidn so-
bre la catalasa hepdtica cuando se afiaden a homogeneizados
de higade de ratones normales. Igualmente, ENDO et al, ===
(1955), llevaron a cabo un extenso estudio sobre el efecto
"in vitro" de TH sobre catalasa hepdtica cristalizada, en-
contrando que la actividad de la misma no se afectaba en -
presencia de TH; incluso cuando ésta se afiadié en altas con

centraciones al preparado enzimé&tico.

De otra parte PRICE et al (1961)9 pudieron comprobar
que cuyando se administraban inyecciones repetidas de TH a
ratones normales, con intervalos de 24 horas, la actividad
cataldsica del higado no va decreciendo progresivamente, co

co serfia de esperar si la TH interaccionara directamente =-

18



con la catalasa, sino, que alcanzaba un minimo a las 24 ==
Horas de practicada la primera inyeccién manteniendose des

pués constante.

Por @ltimo, HOZUMI y SUGIMURA (1962). mediante la ad-
ministracién de TH a ratones tratados previamente con po--
tentes inhibidores de la catalasa -alilisopropil acetamida,
3-~amino-1, 2, 4-triazol, etc-, mostraron de una manera con
cluyente que la TH no actda directamente sobre la catalasa
inhibiendo su accién, sino sobre la biosintesis reprimien-

dola.

La TH, por tanto, actiia como una verdadera hormona, =
ejerciendo un control negativo sobre la sintesis de la cata

lasa.,

Efecto de la TH sobre el hierro plasmatico,

ONO et al. (1960) y URUSHIZAKTI et al. (1964), mostra-
ron que una disminucién del hierro plasméAtico ocurre des—-
pués de la inyeccién de TH. FUKUDA et al. (1966), obtuvie-
ron seis fracciones purificadas de TH cruda por cromatogra
ffa en columna de DEAE-Sephadex y observaron que la concen
tracién del hierro plasmdtico de ratas mostraba una marca-
da reduccidén por las inyecciones de la fraccibén 1, modera-

da depresidén por las inyecciones de las fracciones 2, 3 vy 4,
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mientras que no se manifestaba ésta actividad en las frac
ciones 5 y 6, De estos resultados experimentales puede de
ducirse la posible existencia de una multiplicidad de la

THy; o del complejo TH, aunque una satisfactoria separacidén

de los componentes quimicos del complejo no ha sido reali

zada todavia.

KAMPSCHMIDT et al. (1965), y FUKUDA et al, (1966),
observaron tambien un decrecimiento marcado de la concen-
tracién de hierro plasmiético en las ratas que recibieron

multiples inyecciones subcutdneas de TH,

KAMPSCHMIDT et al, (1959)9 senalan una disminucién
espectacular del hierro plasmitico. Estos autores, obser--
varon que el efecto sobre la concentracién de hierro plas-
matico era aproximadamente 100 veces mds sensible que el -
de la TH sobre la catalasa hep4dtica. La preparacién de TH
por precipitacién alcohélica a partir del carcinoma Walker
256, inyectda en ratas normales, hacia descender el hierro
plasmdtico alrededor de 50 microgramos/% 24 horas despuds
de una inyeccién simple de 50 a 100 mg. Las ratas no tra--
tadas tenfan un nivel de 283 microgramos/%, En el mismo -~
grupo de animales inyectados con TH, la actividad de cata-

lasa hepdtica era de 3000-3500 unidades frente a las 5400

de los animales testigo,

20



Efecto de la TH sobre la feriritina ZZel higado.

En las enfermedades neopldsicas tanto en el hombre
como en los animales aparece una alteracidédn en el mecanis-

mo sintetizador de ferritinas y ferroprotefnas especificas,

La primera indicacién de que la TH puede alterar -
el contenido de ferritina del higadoy, es dada por IIJIMA -
et al. (1956), quienes estudiaron los cambios acaecidos en
el hierro que no forma complejos hemdticos en ratones nor-
males e inyectados con TH, y los compararon con los cam=-=-
bios ocurridos en el higado de pacientes con céncer géstri
co, Estos autores, usando TH preparada por precipitacién -
alcohélica de tejido géstrico canceroéo humano, observaron
que una inyeccidén simple en dosis de 60 mg, era suficiente
para inducir, 24 horas méds tarde, un decrecimiento en la -
fraccién ferritina en un 30% del nivel normal los cambios
que ellos encontraron en el higado de pacientes con céncer
gdstrico fueron comparables a los de los ratones inyecta--

dos..

Estos resultados fueron confirmados por HOSHIZIMA (1957)
en sus estudios de almacenamiento de hierro y de actividad

de catalasa en el higado de ratones inyectados con TH.
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En contraste a la ferritina otros compuestosc de =—--
hierro no mostraron ésta actividad., La disminucidén de la -
ferritina del higado iba cuantitativamente casi paralela -
a la depresidn de la actividad de catalasa hepdtica, y los
ratones con mds baja cantidad de ferritina del higado, mos
traron una correspondencia m&s baja en el nivel de catala-

sa hepdatica.

La ferritina del higado determinada por método in-
munoquimico, era remarcadamente decrecida por la inyeccidn
de TH. FUKUDA et al. (1966), obteniendo TH a partir de car
cinoma gastrico humano y tejidos de sarcoma Yoshida, la se
pard en seis fracciones por cromatografia en columna de --
DEAE~-Sephadex. El1 contenido de ferritina del higado de ra-
tas, mostré un marcado decrecimiento por la inyeccién de -
las fracciones 2 y 3, pero no un efecto siznificativo por

la inyeccion de las fracciones 5 vy 6.

SUGII (1963), deduce de sus estudios sobre metabo-
lismo del hierro en ratas portadoras de sarcoma Yoshida, -
que el hierro plasmatico, la actividad de catalasa hepéti-
ca y la hemoglobina decrecian en el transcurso del tiempo
siguiente a la inoculaciodén del tumor, mientras que el con-
tenido total de hierro no hemadtico se incrementaba al co=--

mienzo mostrando un decrecimiento gradual hacia el final.
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FUKUDA et al. (1966), claramente demostraron un --
decrecimiento en la ferritina que llegaba aproximadamente
al 25% de los valores del control, cuando las ratas habian
recibido las fracciones 1, 2 yv 3 de un fraccionado de TH -
por columna de DEAE-Sephadex, La inyeccién de las fraccio-
nes 4 v 5, no mostraron su influencia en el contenido de -
la ferritina hep&tica. Usando la técnica de isoelectroenfo
que, fué investigada la microheterogeneidad de la ferriti-
na hepdtica de ratas por URUSHIZAKI et al. (1968). Observa
ron estos autores que la ferritina hepatica de ratas norma
les mostraba varias formas con puntos isoeléctricos distin
tos en un rango de pH 4.7 a 5.3, observaron tambien, que -
multiples inyecciones subcutédneas de TH pueden producir el
mismo efecto sobre la ferritina hepadtica que los componen-

tes que se encuantran en ratas portadoras de tumor.

Efecto de la TH sobre la triptofanopirrolasa del higado.

FUJII et al. (1960), aislaron una fraccién protei-
ca bédsica de tejidos tumorales que no solamente izostraba =
actividad frente a la catalasa del higado, sino tambien, -

sobre la triptofanopirrolasa hepatica.
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Efecto de la TH sobre la sintesis de la difofopiridin

nucleotido (DPN).

ONO y TOMARU (1959), demostraron la capacidad de
la TH para deprimir la sintesis de DPN en el higado, el -
cual actia como co-enzima de varias deshidrogenasas. Ante
riormente WARAVDEKAR v POWERS (1957), habian observado =--
que la sintesisi de DPN en el higado de animales portado-
res de tumores era mas baja que la de los animales norma-
les. La determinacién de DPN fu# llevada a cabo, en ambos
casos, siguiendo el método de JEDIKIN y WEINHOUSE (pdg. 55,

libro "Toxohormone", W. NAKAHARA y F. FUKUOKA).
Influencia de la TH sobre el timo.

Hay un grupo de cambios sistemdticos en el cédncer
que se manifiesta en la alteracién del peso de varios &r-
ganos, especialmente glédndulas suprarrenales y timo. El1 -
gran desarrollo de las glédndulas suprarrenales va acomparia
do con una marcada reduccién en el contenido de &cido as-
corbico yv lipidos y fué interpretado como representacidén

de una reduccidn de la actividad cortical.

En los primeros estudios sobre TH, FUKUOKA y NAKA

HARA (1952), hicieron experiencias para determinar si el
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desarrollo de las gldndulas suprarrenales y el timo pue--
den estar relacionados con la accién de ésta téxina cance
rosa, descubriendo sin embargo que en estos casos las al-
teraciones de las gldndulas suprarrenales y timo eran més
0 menos independientes entre si, con respecto a la TH. Se
encontrd que unainyeccién simple de TH inducfa una atrofia
del timo sin efecto significativo en el peso de las gldn-

dulas suprarrenales.

En estos experimentos la fraccién TH usada fué ob
tenida de sarcoma de ratén de NAKAHARA v FUKUOKA por me-—-
dio de precipitacidén alcohbélica seguida por reprecipita--
cién con sulfato de cobre., Esta fraccién fué capaz de de-
primir la actividad de la catalasa hepética'de ratones ==
normales en dosis de 10 mg. A los ratones normales les ==
fié dada una inyeccién simple intraperitoneal de 10 a 20
mg de ésta fraccibn, y los pesos del timo y gidndulas 3u-
prarrenales fueron determinados 24 horas, 48 horas vy 3 =--
dias después de la inyeccién., Comparando el peso del timo
normal de 130 mg (por 100 g de peso del cuerpo) el timo =
enmtones inyectados con 10 mg de TH pesaba 72 mg 48 horas
después y 87-107 mg 3 dfas después de la inyeccidén. Con -
dosis de 20 mg de TH, el peso del timo era de 28=51 mg a
las 24 horas, 16 a 26 mg a las 48 horas v 29 mg a los 3 -

dias.
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Ef'ectos de la TH sobre la protoprorfirina del higado.,

La catalasa, asi como la hemoglobina y citocromos,
son hemoproteinas compuestas de un grupo porfirina, hierro
y proteinas, Desde el punto de vista, de la hip8tesis, de -
que la TH puede interferir con la sfintesis de catalasa en
el higado es importante considerar la posibilidad de una -
dificultad en la utilizacién del hierro para formar el en-

lace hierro-porfirina.

ONO et al. (1956, 1959, 1960), estudiando el pro--~"°
blema del metabolismo de las porfirinas en animales porta-
dores de tumor, demostraron que habia un incrementc de pro
toporfirina en higado, que comespondfa con la disminuciédn
de la actividad de catalasa, y unos hechos similares en ani

males normales cuando eran inyectados con TH.

Este marcado incremento en la protoporfirina hepé-
tica, que ocurre paralelo a la disminucién de la actividad
de catalasa del higado, indica que el efecto de la TH pue-—
de ser: dejar mucha protoporfirina inutilizada para la sin
tesis de catalasa por inhibicién del proceso enzimdtico de

la insercidén del hierro en la porfirina.



Efecto de la TH sobre la absorciédn de hierro.

URUSHIZAKI y WATANABE (1964), observaron que algu-
nas fracciones de TH obtenidas por cromatograffa en colum-
na mostraban una marcada ba jada en la absorcién intestinal

del hierro cuando eran invectadas a ratas normales,

Preparacidn y Egrificacién de TH cancerosa.

Como ya ha quedado expuesto en otra parte de ésta
introduccidén, el primer aislamiento de TH fué realizado en
1948 por NAKAHARA y FUKUOKA sometiendo tejido fresco tumo-
ral a una extraccidén acuosa al bafio marfa; los residuos in
solubles se eliminan por filtracidén y al sobrenadante, pre
viamente concentrado a 1/10 de su volumen primitivo, se le
anade el doble de su volumen de alcohol etilico absoluto.
El precipitado que se produce es recogido por las técnicas
apropiadas y constituye lo que podemos llamar TH bruta o -
cruda, cuyos efectos pueden ponerse de manifiesto cuando -~
se 1lnyecta a ratones en cantidades de 25 a 30 mg por ani--
mal. Normalmente, mediante éste procedimiento, se obtienen

de 2,5 a 4 g de TH por cada 100 g de tumor fresco.

Como puede imaginarse la TH obtenida por éste pro-
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cedimiento adem&s de contener el principio o principios =--
activos, éstd constitufida en su gran parte por impurezas -
sin ninguna actividad de tipo TH. Es por ello que el primi
tivo métod de NAKAHARA y FUKUOKA, ha sido objeto por parte
de varios autores de diversas modificaciones tendentes, --
tanto, a la obtencidén de mayores rendimientos como de pre-

paraciones mas purificadas.

Independientemente de que en el capitulo de mate=-—-
rial y métodos sSe describan mas detalladamente, los proqg
dimientos mas utilizados, para la obtencién de preparacio-
nes de TH, son: los de GREENFIELD y MEISTER, el de YUNOKI

y GRIFFIN v el de FUJII et al.

El primero de ellos es una simple modificacién del
método de NAKAHARA v FUKUOKA, consistente en utilizar como
material de partida polvos cet6;icos de tejidos tumorales,
en lugar de tejido fresco, y llevar a cabo una precipita=--
cién fraccionada con alcohol etflico de los extractos acuo
s0s obtenidos; al objeto de eliminar aquellas fracciones -
carentes de actividad que precipitan en presencia de bajas
concentraciones de alcohol etflico. Este método, sin embar
g0, no ha sido muy utilizado; va que las preparaciones de

TH ohtenidas no muestran un incremento notable de su acti-

vidad en relacidn con los anteriormente descritos,
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YUNOKI y GRIFFIN (1960), llevaron a cabo la extrac
cién de TH por un procedimiento totalmente distinto, con-
sistente en la extraccién de polvos cetédnicos obtenidos -
de tejidos tumorales con Acido acético glacial y precipita
cién posterior, del extracto obtenido, con éter. Este pro
cedimiento ha sido ampliamente utilizado en razén de su =~
simplicidad, obteniéndose rendimientos adecuados y prepa-
racioneé con una actividad similar a la TH de NAKAHARA vy
FUKUOKA. Presenta, no obstante, el inconveniente de que -
la extraccidén con Acido acético, es un procedimiento de--
masiado drdstico, en el transcurso del cual probablemente

se fraccionan las moléculas de los principios activos.

Finalmente, el método de FUJII et al. (1960), se -
basa en el aislamiento de la TH aprovechando el cardcter
bédsico, que como se describirid més adelante, presenta és-
ta sustancia, Como en los casos anteriores, el material -
de partida son polvos cetédnicos obtenidos a partir de te=
jidos tumorales. lLa extracciédn se lleva a cabo con ClH =~-
O.1 N durante 2 dfas a la temperatura ambiente, y una vez
obtenido el sobrenadante correspondiente, la TH se separa
mediante precipitacidén por adicidén de NaOH 2 N hasta al-~
canzar un pH 7.0, La preparacibén obtenida, que representa

el 4,1=4,5% del material de partida, posee una actividad
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similar a la TH de NAKAHARA vy FUKUOKA.

AYin cuando existen una serie mas de procedimientos
de extraccidén., los ejemplos citados, bastan para mostrar
dque todos ellos llevan a la obtencibén de unas preparacio-
nes de TH de actividad similar a la primitiva obtenida de
NAKAHARA y FUKUOKA y por tanto con el mismo grado, aproxi
madamente de pureza que aquella. Es por ello. que cualquie
ra que sea el método utilizado, a la hora de tratar de es
tudiar la naturaleza quimica de la TH, ha sido necesario
desarrollar una serie de técnicas de purificacién de és-~-
tas preparaciones crudas, cuyos principios bdsicos, se ~-

describen a continuacidén.

La primitiva sustancia activa con actividad de TH
descubierta por NAKAHARA y FUKUOKA era una sustancia no -
dializable. En experimentos posteriores, estos mismos au-
tores (1954) observaron que los extractos de tejido tumo-
ral contenian una pequeria cantidad de sustancia dializa--
ble con actividad TH; mAs tarde determinaron la conexiébn
entre la forma dializable de TH v la forma no dializable,
mostrando que la forma dializable puede ser derivada de =

la forma no dializable por simples procesos,

En 1957, ONO et al. obtuvieron, utilizando como ma
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terial de partida TH cruda de NAKAHARA y FUKUOKA, un pi--
crato cristalino con una potente actividad TH, Este picra

to presentaba actividad de TH en dosis de 0.1 a 0.2 mg.

En 1959 OHASHI y ONO purificaron TH cruda utilizan
do columna cromatogrifica DEAE-~celulosa, Esta técnica se
basa en la distinta fuerza con que se absorben las protei
nas, dependiendo de su carga, a la DEAE-celulosa y la --
posterior elucidén de las mismas con tampones de diferente
fuerza ibnica. La fraccién con actividad de TH fué activa

a dosis de 0.5 mg; como eluyente se utilizdé tampbén fosfé-

tos de pH 6.5.

YUNOKI v GRIFFIN (1961), tomando como maverial de
partida la TH obtenida por el procedimiento de estos mis=
mos autores, purificaron la TH cruda utilizando columnas
de Amberlita XE-64, Obteniendo una fracciédn con actividad

de TH en dosis de 10 mg.

M&s tarde, FUKUDA et al. (1966), desarrollaron un
método para la preparacibén de TH de alta actividad a par-
tir de la TH cruda de NAKAHARA y FUKUOKA; utilizando colum
na cromatogridfica DEAE-Sephadex. Usande DEAE~Sephadex A-50

como material de intercambio ibnico obtiene 3 fracciones

no dializables y con actividades de TH a dosis de 1 mg,
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Finalmente, en 1972 OKUDA et al., utilizando una
combinacidén de técnicas de extraccibdn acuosa, didlisis, =
cromatograffa sobre columnas de Amberlita XE=64 Y Fcteolo-
celulosa y finalmente filtracidn en gel sobre columna cro
matografica de Sephadex G-200. obtienen una sus tancia con
posible actividad TH, ya que causa una reduccidén del ni--
vel del hierro plasmatico en dosis de 2,5 microgramos, pe
ro no afecta a la actividad de la catalasa hepdtica de ra

tén.

Naturaleza gquimica de l1a TH.

Se hai realizado muchos estudios bioquimicos (ENDO,
H, 1954, MASAMME, et al. 1957, 1958, 1962) v quimicos =--
(OKUSHIMA, D., 1952, MASAMME, H. et al. 1958, 1959) sobre

la naturaleza de la TH.

Aunque en los tempianos trabajos de NAKAHARA y FU-
KUOKA (1953, 1954)9 indicaron que la TH probablemente es
un péptido que se manifestaba en forma dializable y no =-
dializable la estructura de la sustancia permanece actual
mente desconocida, tambien la posibilidad de que la TH es
té ligada a los 4dcidos nucleicos no ha sido desechada. La
TH ha sido separada en una protefna y una fraccidén de aci

dos nucleicos por tratamiento en caliente con &cido tri--
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cloroacético (NAKAGAWA et al., 1955) y la fraccién 4cido -
nucleico se ha encontrado mds activa en la depresién de -
la catalasa del higado que la fraccién protefna. Una frac
cién activa de TH ha sido aislada de un carcinoma gadstri-
co humano, el cual muestra un midximo de absorcidn a 260 -
milimicras y no contiene grupos aminos libres (KUZIN et al.
1955)u Acido Grico y otras purinas ha sido demostrado gque
deprime la actividad de catalasa hep&dtica por extractos -

de tumor (HARGREAVES et al. 1959).

En contraste con estos resultados, un polipéptido
basico ha sido aislado de tejido tumoral,el cual estaba -
libre de &cidos nucleicos,.y deprimfa la actividad de ca-
talasa hepatica en dosis tan bajas como 10 mg (ONO et al.
1955, 1957). Cuando ésta fraccidn libre de Acidos nuclei-
cos fué hidrolizada con pepsina y el picrato fué prepara-
do, los cristales fueron activos en dosis de 0.2 mg. La -
muestra da una prueba de color positiva con ninhidrina, -
Cromatografia en papel,revel§ la presencia de la mayoria
de los amino&dcidos: &4cido aspértico, 4cido glutdmico, se-
rina, treonina, prolina, hidroxiprolina, alanina, valina,
leucina, isoleucina, fenilalanina, licina, glicocola vy ar
gininaj; solamente cisteina, metionfina, tirosina, y triptos
fano , estaban ausentes en los hidrolizados de éstos pépti

dos.,
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Una fraccién de TH libre de 4cidos nucleicos ha -
sido obtenida de liquido asc{tico canceroso del producto
con etanol al 40%; un producto similar fué obtenido de la
crina de pacientes con enfermedadeslneoplésicas ( MAS AMME
et al, 19538). Ambas preparaciones mostraron homogeneidad
en electroforesis y ultracentrifugacibébn. El1 espectro de =
absorcibn mostré un pico entre 275 y 280 nm pero no mosS—-
tré ninguno a 260 nm. En total contenfan 14 amino4cidos,
ademds galactosamina, glucosamina, galactosa, manosa, glu
cosa, L-fucosa, y acido siédlico. Eéta preparacién de TH,
no solamente, diferfa en muestras de tumores primarios de
estémago y ovario con respecto a movilidad electroforéti-
ca, precipitacién con sulfato aménico, depresidén de la ac
tividad de catalasa hep&tica, y solubilidad en agua (MASA
MME et al. 1959)9 sino que fué encontrada tambien en teji

dos no tumorales (MASAMME et al. 1958).

GREENFIELD yv MEISTER (1951), detectaron en los hi
drolizados de TH por precipitacién alcohdélica los siguien
tes 16 aminodéidos: alanina, glicina, serina, prolina, &4ci
do aspdrtico, arginina, valina, treonina, fenilalanina, -
hidroxiprolina, &cido alfaaminobutirico; isoleucina, trip
tofano, lisina, leucina, y acido glutédmico. La ausencia -

de metionina, cistefna, tirosina e pwstidina, fué manifies



ta, OKUSHIMA (1952), independientemente encontrd: alanina,
glicina,serina, =rolina, &dcido aspéartico, arginina, vali-
na, treonina, lisina, leucina, y 4acido glutamico en los -
hidrolizados de una fraccidén de TH similar aislada de cin

cer gastrico humano,

Usando una dieta basal.,, rdativamente deficiente
en protefinas, FUKUOKA v NAKAHARA (1953)3 primero mostra--—
ron gque el contenido de TH del tumor puede ser . rarcada=-—
mente incrementado por inyeccidbén,en el animal portador, -
de una solucién de hidrolizado de protefnas. El tumor usa
do fué el sarcoma de ratén cepa NAKAHARA-FUKUOKA. Cuando
el hidrolizado preparado de proteina purificada de pesca-
do o0 sangre era inyectado en ratones portadores dae dos o
tres semanas de edady; habia un marcado incremento en el -
contenido de TH del tejido tumoral, El hidrolizado de pro
tefnas fué inyectado en 5 dosis diarias de 50 mg cada una,
totalizando 250 mg por ratbédn, E1 incremento del contenido
de TH del tejido tumoral, fué evidente por el hecho de que
se tomaron solamente 200-400 mg de &éste homogenado para -
producir el mismo grado de decrecimiento de la catalasa he
pAdtica en ratones normales, los cuales necesitaban 800 mg

de tejido tumoral que fué usado como grupo control.
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Similares experimentos fueron llevados a cabo usan
do mezclas de aminofcidos cristalinos. Los aminodcidos ==
que se incluyeron en la mezcla fueron seleccionados de la
lista de GREENFIELD y MEISTER antes mencionada, excluyen-
do solamente triptofano., La cantidad de cada aminodcido -
en la mezcla completa, fué como sigue: 20 mg de: treonina,
serina, valina, glicina, alanina, prolina, A4cido asplrti-
co, arginina y fenilalanina, 40 mg de lisina y leucina, vy

70 mg de &acido glutdmico.

330 mg de ésta mezcia, fueron disueltos en 5 cc. de
agua destilada por calentamiento, neutralizada a pH 7.0 =
con NaOH, e inyectada intraperitonealmente en ratones, =--
portadores del sarcoma NAKAHARA-FUKUOKA de tamairios apro-—--
piados, en 5 dosis diarias de 0,5 cc cada una, Los homoge
nados de le tumores de estos ratones, mostraron una defi-
nitiva depresifén de la catalasa hepdtica en dosis de 400
mg cuando eran probados sobre ratones normales, mostran-—-
do que ésta mezcla de aminodcidos cristalinos era tan ac-
tiva como el hidrolizado de proteinas totales en el incre

mento del contenido de TH de tejido tumoral.,

Resultados experimentales revelaron que de los 12
amonidcidos, la treonina, serina, valina, y glicocola, po

drfan ser completamente innecesarios. Por otro lado, los
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per lo que, las reacciones deben llevarse a
cabo a muy bajas concentraciones del sustra

tO.

d) Hay posibilidad de que otros enzimas o iso-
enzimas posean actividad catalédsica en el =
higado.,

|

oe ha valorado siempre la catalasa como "cantidad
de -pr-oduc to Tormado por la de sustrato consumido durante
un periode especifico de tiempo" (BLUMENTHAL, 1910) & Kk,
(KATALASENFAHIGREIT) de VON EULER 1927 a la constante ci
nética de primer orden (tambien BONNISCHEN 1947). Bien -~-
fuese en relacidén al pesoc seco, hfmedo, de nitrégeno, de
protefna, etc., y por segundo, minuto u otra unidad o mél

tiplo de tiempo,

En algunos casos se expresa solo como porcentaje =

de inhibicién,

La mayor parte de la confusién procede del hecho =
de que las preparaciones de tejido se realizaran 1nadecua
damente: recientes estudios demuestran la existencia en -
el higado de urato-oxidasa, catalasa, vy D-aminoécido—uxi—
dasa. Las oxidasas, tforman el agua oxigenada mientras que
la catalasa la destruye, blen peroxidasicamente o catali~

ticamente.
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A alta concentracidn de sacarosa se liberan la ca
talasa v la D~aminodcido-~oxidasa y no la urato-oxidasa. =
En higado de rata, se obtiene aproximadamente un 57% de =
catalasa de ésta fracciédn y la fraccibédn sobrante contenia
tan solo un 17.8% de la actividad enzimdtica total. Las -
partfculas se han identificado con los peroxisomas y sSe =

les atribuve el metbolismo del agua oxigenada.,

La compartimentacidn de la catalasa es tal que la

homogenizacidn debe ser total.

NAKAHARA ha propuesto un método standard: homogeni
zacién vigorosa en 99 partes de agua destilada a 02 C du--

rante 2 minutos en un Waring blender.

Trds la dilucidén exacta requerida se introduce la
solucidbn enzimdtica en agua oxigenada tamponada a pH 7.0
durante 1 minuto a 0?2 C, con fuerte agitacidn; una parte
alicuota de ésta mezcla se tine con sulfato de titanilo. -
El cambio de color va dando una cinética de primer orden -

de l1la reaccidn.

NAKAHARA tambien propone: 10 a 15 mg de tejido he-
patico suspendidos en tampén fosfdto 0.05 M pH 7.0 a con--
centracién final de 2.8 mg/ml a 4¢ C, 0.2 mg del homogenei
zado se echan rapidamente en la cubeta de reaccibén con 1,8

ml de tampén fosfdtos 0,01 M a pH 7.0 y 1 ml de agua oxige
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nada 0.05 M.

Se mide a 240 nm el cambio de concentmidén de agua
oxigenada cada 10 segundos. Se representa graficamente el
logaritmo de la densidad 6ptica (D.O). D4 una recta ini--
cial,d pendiente, la constante de velocidad de primer orden

Ko

El método es tan vAdlido como la homogenizacién du-

rante 5 minutos en Omnimix con 1% de triton en el medio.

La comisién para enzimas (1961) ha recomendado la
siguiente unidad: "La cantidad de enzimas que catalizan -
la transformacién de un miaomol de sustrata por minuto ba
jo determinadas condiciones (preferiblemente 252 C)", tam
bien ha sugerido que para determinados enzimas para los -
que se puede usar la k., e:factible expresar la constante

de MICHAELIS para la saturacidén del enzima con sustratos.

VON EULER (1927) v STERN (1932) hallaron una cons-
tante de MICHAELIS entre 0.025 M y 0,033 M, pero BONNICHEN
et al. demostraron que ello se debfa a la inactivacién pro
gresiva de la catalasa por la alta concentraci6tn del sus=-

trato.

OGURA (1955). consiguié calcular una km de 1.1 M a
302 C vy pH 7.0 usando muy altas concentraciones de sustra

to y muy cortos periodos de reaccidn.
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SIGMA CHEMICAL COMPANY, Ste. Louis, standarizé: 0,1
ml de agua oxigenada al 30% (comercial) llevados a 50 ml -
con tampén fosfatos 0,05 M a pH 7.0 para dar a 240 nm en-
tre 0.550 y 0,520 de absorcibén., O.1 ml de la solucién en-
zimAdtica se afiade a 2.9 ml de sustrato en soluciédn en cu-
beta de cuarzo a 25°% C. y se mide el tiempo invertido en
disminuir la absorbancia de 0.450 a 0.400. Estomse_corrgg
ponde a 3,45 micromoles de agua oxigenada en los 3 ml de
solucibn. Asi se puede expresar en micromoles de agua oxi
genada descompuesta por minuto a pH 7.0 vy 252 C al caer -

la mezcla de 10.3 a 9.2 micromoles/ml de mezcla,

Sustanciss de origen no canceroso con actividad de TH.

NAKAHARA y FUKUOKA, consideraron que la TH es un =
producto comin y especifico de todas las células cancero=-
sas; las cuales producen ésta sustancia en gran cantidad
durante su crecimiento, Asi mismoy estos autores, llega--
ron a la conclusién de que las producen las células malig
nas wvivas va que1pudieron demostrar que la necrosis de los

tejidos cancerosos no aumenta ni la cantidad ni la activi

dad de la TH.



Fueron GREENFIELD y MEISTER (1951), los primeros
investigadores que lograron obtener TH a partir de teji-
dos normales, aunque el contenido de ésta sustancia en =
ellos era muchisimo menor que en ,Jos tejidos cancerosos.
Este hecho fué explicado por GREENSTEIN (1954), suponien
do que la TH se encuentra normalmente en todos los teji=-
dos donde su papel, es reprimir la sfintesis de ciexos en
zimas; segun éste autor el papel de la TH en el organis—
mo normal serfa el de un regulador de los productos enzi
madticos, y solamente actia como téxico cuando se produce
en cantidades anormalmente altas, como ocurre en el caso

de tejidos cancerosos,

NAKAHARA v FUKUOKA (1959), alln cuando siguieron -
considerando la TH como un producto especffico de la célu
la cancerosa cuya presencia en el organismo es responsable
de los efectos téxicos que afectan a los seres que alber
gan tumores malignos, encontraron igualmente, que la TH
existe en los tejidos normales, pero en una proporcidén -
tan pequena que no puede considerarse como una entidad -
dentro de ells; tambien ellos cocnsideraron que actifia man
teniendo el nivel normal de catalasa hepatica en aquellos

lugares en que dicha sustancia ejerce su accidn,
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Esta teorfa de que la produccién de TH en cantida
des apreciables era una propiedad exclusiva de la célula
céncerosag se sostuvo duraﬁte mucho tiempo; incluso cuan
do DOUNCE v SHANEWISE (1950), demostraron que las rartas
leprosas tenfan un nivel de catalasa hepdtica mds bajo -

due el nivel normal de éste enzima.

Tampoco hizo cambiar de idea el hecho de que KATA
et al. (1950) lograran hacer disminuir el nivel de catala
sa hepdtica en ratones mediante una inyeccidén de la raza
virulenta del bacilo tuberculoso, ya que incluso los mis
mos autores, atribuyeron &éste hecho, a una reaccidén alér

gica del tejido.

A partir, sin embargo, de 1960, una serie de nue-
vos descubrimientos, han demostrado que la TH no puede -
seguir siendo considerada como un producto especifico de
las células cancerosas., En 1961, CALLAO y MONTOYA, demos
traron que podfan aislarse de levaduras y de bacterias -
con deficiencia respiratoria (razas DR) sustancias con -
la misma actividad biolé8gica que la TH, resultados que =

fueron confirmados por MIFUCHI et al (1963)n

Posteriormente, KAMPSCHMIDT et al., (1963), obtuvie
ron,a partir de diferentes tipos de bacterias (B. coli, -

Shigella flexneri y St. aureus, etc), preparadc qepresen



taban granactividad TH. Estos autores, defendieron la hi-
pbtesis de que la TH no era un producto especifico de la
célula cancerosa, sino que es producida en los tumores =-—-
por las bacterias que los contaminan. Como confirmaciodn,
los citados autores (1963) afirmaron no haber encontrado

TH en ninglin tumor que estuviera exento de contaminacidén,

Esta ltima afirmacién, sin embargo, ha sido reba
tida por MATSHUOKA et al.(1964) y mds tarde por NIXON y -
ZINMAN (1966). que confirmaron la produccién de TH en.tu-
mores exentos de contaminaciones bacterianas, si bien tu-
vieron que reconocer la validez de los resultados de KAMPS
CHMIDT et al. en relacibén con la produccién de TH por una
serie de bacterias que normalmente se encuentran contami-

nando los tumores.

Finalmente, CALLAO et al.(1966 y 1967), han podi-
do demostrar el aislamiento de sustancias con actividad -
de TH a partir. tanto de autolisados de levadura, como de
tejidos musculares esqueléticos normales. habiendose in--
tentado posteriormente (OLIVARES, 1970) un estudio compa-
rativo entre las caracteristicas quimicas y fisicoquimi--

cas & laTH de diversos origenes.
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OBJETO DEL TRABAUJDO

A lo largo de ésta introduccibén se ha intentado re
coger los conocimientos principales existentes sobre la TH
cancerosa., AUin cuando, evidentemente tienen todavia muchos
puntos por aclarar en relaciédn con ésta sustancia, sobre -
todo, en lo referente a su posible diversidad, mecanismo -
de accibén, vy los procesos que controlan su biosintesis, es
evidente que la TH desempeﬁa-un importante papel en 1los =-

sfntomas que presentan los animales con tumores en crecimien

to.

De otra parte, ha sido expuesto, cdmo a raiz de los
trabajos de CALLAO et al. es posible aislar sustancias con
actividad bioldgica similar a la de la TH cancerosa, a par
tir, de mutaciones de microorganismos con deficiencias res
piratorias, y mis concretamente de mutantes de levaduras -

con éstas caracteristicas.

Dado que desde el punto de vista experimental, los
estudios sobre biosfntesis y mecanismo de accibén de cual--
gquier sustancia son mucho mas fédciles de realizar en micro

organismos que en animales superiores, la utilizacidén de -
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los citados mutantes de levaduras como modelos, por 1o =--
que respecta a la TH, de células cancerosas facilitarfa -
enormemente el estudio de todos aquellos puntos que como

ha sido citado,permanecen todavia sin descifrar. No obs--
tante, para que los resultados que pudieran exponerse emn

dste tipo de estudios puedan ser extrapolados a las célu-
las cancerosas con un ciero margen de fiabilidad, seria -
necesario primero, demostrar no sé6lo, que las sustancias

de tipo TH, aisladas de mutantes rho de levadura, poseen
idénticas propiedades biolégicas qQue la TH vancerosa, si-
no tambien, verificar que las citadas sustancias tienen -
tambien una composicién quimica y propiedades fisicoquimi

cas igualmente idénticas o similares.

En ésta Tesis Doctoral, se ha tratado precisamen-
te de comprobar éste extremo a cuyo fin se han realizado
una. serie de experiencias en las que se ha aplicado a la
extraccibén y a la purificacibébn de las sustancias de tipo
TH, procedentes de mutantes rhd_ de levadura, las mismas
o similares técnicas empleadas en el caso de la TH cance-
rosa, a fin de observar si el comportamiento y por tanto
las propiedades fisicoquimicas son semejantes. De otra par
te, con las fracciones de mayor grado de pureza se han --

efectuado estudios en relacidn con su composicién quimica,



al objeto tambien de comprobar o no su coincidencia con =~

la TH cancerosa.

Por dltimo, y teniendo enrcuenta la falta de activi
dad "in vitro" de la TH, tanto de uno como de otro origen.
se ha intentado conocer, aplicando las dltimas técnicas y
utilizando muestras de dlto grado de purificaciébn, el meég
nismo de accidén de las preparaciones obtenidas de células
"petite", mecanismo gque la bibliografia establece paréﬂla

TH cancerosa a nivel de la sintesis enzimitica.
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MATERTIAL Y METODOS

Microorganismos utilizados

Se han empleado las siguientes razas de Saccharo-

myces cerevisiae:
. ,
S18: Raza rho aislada a partir de levadura -
comercial de panaderia,

T27: Raza rho (deficiente respiratoria) obte

nida a partir de la anterior por trata=-

miento con tripaflavina,

Axa: Raza rho (deficiente respiratoria) obte
nida por tratamiento con acriflavina, a

partir, & la cepa X3 normal.
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Medios de cultivo utilizados.

Para el mantenimiento de éstas razas de levadura,
hemos utilizado el medio semisintético de LINDEGREEN et =~

al. de la siguiente composicidn:

Sulfato aménico ol - o
Sulfato magnésico 1 8.
Fosfato monopotédsico 2 Eo
Peptona 5 8-
Extracto de levadura I
Glucosa 10 g,
Agar | 25 g
Agua destilada . 1000 cc.

pH de 4 a 4.5

 Este medio ha sido utilizado para la conservacibn -
de las razas; normales y deficientes respiratorias, median
te resiembras periddicas & incubacién a 282 C durante 24
a 48 horas y posterior conservacién en tubos sembrados en

picadura en el frigorifico.

Para la produccidén de ghandes.masas de ceélulas, co-

mo material de partida para la obtencién de sustancias con

2



actividad de TH, se ha utilizado el medio de LINDEGREEN -
NAGAT y NAGAI (1958), de semcjante composicién al anterior

mente expuesto, pero sin agar. | #

Obtencidén de TH a partir de levadura con deficiencia
resEiratoriaa

Para la obtencién de factores con actividad de TH
a partir de mutantes "petite"-(le&aduras deficientes res-

piratorias) se hm empleado dos métodos diferentes:

a) Método de YUNOKT y GRIFFIN (1960).

Para la obtencién de THy, fué requerida una
gran masa de levaduras deficientes respiratorias, para la
cual éste mutante se cultivé en el medio anteriormente men
cionado. La obtencién de ésta masa de levadura se llevd a
cabo en matraces de 10 litros, conteniendo 9 litros de me
dio., Los matraces, una vez esterilizados, se inocularon -
con una suspensién de levadura procedente de un cultivo -
de 24 horas y fueron incubados a 28° C durante 48 horas,

con agitacibén y aireacién cont{nua.
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Transcurrido éste tiempo, las células fueron reco-
gidas por centrifugacidn continua, a una ultracentrifuga -
continua Sharples, fueron suspendidas en una pequefia canti
dad de agua, y la suspensién fué adicionada poco a poco 10
veces su wlumen de acetona, con agitaciSn continua; la mez
cla se dejdé reposar, se decantd y el residuo se filtré al
vacfo, lavando varias veces con acetona; finalmente se de-
jé evaporar la acetona al aire y se completéd la desecaciédn

de las células al vacfu, obteniendo polvos cetdnicos.

El procedimiento de YUNOKI y GRIFFIN (1960) para -
la extraccién de TH, tiene como punto de partida estos pol
vos cetbénicos. Las células (polvos cetédnicos) se pesaron y
Se suspendieron en una mezcla de 35 veces su peso de &4cido

/

acético glacial y 2 veces su peso de acetona.,

La suspensidén fué caleniada en bano maria con agita
cién a 802 C durante 1 hora, al Eé?o de la cual se dejé en
friar decantando para suprimir las impurezas o filtrando -

por papel.

Este filtrado se dejé en la nevera reposar durante
2t horas, al cabo de las cuales se separaron las impurezas

precipitadas mediante una filtracién.

A éste filtrado se le afiade éter etflico, con agi-

tacibén contfnua, en el mismo volumen (proporcién 1:1). E1
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precipitado es recuperado por decantacifn y centrifugacidn,
se lav6é el precipitado varias veces con una mezcla (a par
tes iguales) de alcohol absoluto y &ter sulfdrico conclu-

yendo la operacién con una desecacién al vacfo,

A éste procedimiento modificado, se le llama extrac--

cibn acética.
b) M&étodo de NAKAGAWA et al . (1955).

Este método modificado; se le llama extrac

cidn acuosa.

La masa de levadura fué obtenida y recuperada por
el mismo procedimiento descrito anteriormente (polvos ce=-

ténicos),

Una vez recogidas las células y secadas (polvos ce
tdnicos) se suspenden en cuatro volumenes de agua destila-
da y se rompen en un molino de perlas de vidrio; colocan-
do doble "s.a"olt:une,\r-yJ que la suspensidén, de perlas de vidrio
de 0.5 mm de diémetro; el molino es refrigerado con agua
fria (2° C) durante los 10 minutos en que se realiza la -

operaciébn,

Una vez rotas las células en el molino, fué filtra
da la mezcla a través de un filtro de vidrio de poros in-

feriores a 0.5 mm de didmetro, con el fin de separar las



perlas de la suspensifén, a continuacidn se lavan las pel=-
las con doble volumen de agua destilada, que tambien es re
, T

cuperada junto con la suspensidn.

La mezcla obtenida es colocada en un vaso de preci
pitados y se pone al bano marfia durante 1 hora a 802 C con

agitacibn continua,

Se deja enfriar y se centrifuga a 4500 rpm (3000 -
gess)F el sobrenadante es recogido y concentrado en un 1ro=-
tavapor a #59 C 1/10 de su volumen., A &ste concentrado se
le anade deIe volumen de alcohol absoluto; el precipitado
es recogido por decantacién y posteror centrifugacién y la

vado varias veces con alcohol absoluto,; finalmente es dese

cado al vacfo y guardado en las mismas condiciones.

La TH obtenida por éstos dos métodos la designamos

con el nombre de TH cruda.
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Determinacidén del contenido proteico.,
W

A lo largo de todo el proceso de purificacidédn se
ha llevado un control del contenido proteico del prepara-

do, empleando diversos métodos,

a) M8todo de LOWRY. e

Este método es la combinacién de las reacciones
de Biuret y de Folin, la primera es caracterfstica del en
lace peptfdico y la segunda del grupo fenélico de 1los res

tos de tirosina,
aa1) Curva patrén de albdimina.

Se ha usado una curva patrén de albdmina bovina
a concentraciones entre 10 y 70 microgramos/ml. £

La solucién: standard se prepara con agua desti
lada y albtimina bovina con un contenido de 100 microgra-—-
mos /ml (10 mg/100 ml)u A partir de ésta se prepararon so=
luciones de 509 20, 850, 40, 50, 60 v 70 microgramos/ml dé

la forma siguiente:

Tubos ml sol, stand. ml agua microg(mlu
1 - 1 -
. 0.1 0.9 10



3 0.2 0.8 20
Iy 0.3 0,7 30
5 O.l4 0.6 4O
6 0.5 0,5 50
7 0.6 0.4 60
8 0.7 059 70

a,2) Metédica.,

En un tubo de ensayo se coloca 1 ml de agua -
destilada vy se toma como'blancdﬂ A continuacibn se dispone
de 7 tubos de ensavo en los cuales se colocan las solucio=-
nes anteriores (del tubo n? 2 al 8) correspondientes a la
curva patrédn., Por tdltimo, se colocan, los tubos de ensayo
que sean necesarios,dependiendo de la cantidad de muestras
que se deseen medir, 1 ml de cada solucibén problema a me=--
dir, una vez hecha la dilucidén conveniente para que la con
centracidn proteica quéde dentro del margen marcado por la

curva patrén,

Se agregan a tiempo cero 5 ml de la solucidn alca-
lina de cobre, agitando bien. Al cabo de 10 minutos se ana
den 0,5 ml del reactivo de Folin, y se mezclan agitando --
bien., 25 minutos después de ésta iltima adicidén se hace la

lectura a 630 nm (espectrofotometro Perkin-Elmer 124).
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a.3) Célculos.

Con los resultados suministrados por las dis-
tintas concentraciones de la solucién standard, se constru
ye una curva patrén de albimina, representando en ordena--
das las densidades é6pticas y en abscisas las concentracio-
nes proteicas (microgramos/ml) correspondientes, Sobre ella,.
llevamos los valores de la densidad éptica de los proble=-
mas, deduciendose por interpolacién, y una vez tenidas en

cuenta las diluciones previas, la concentracidén proteica -

final.
a.4) Reactivos.

1) Albdmina bovina (Calbiochem).

2) Solucién alcalina de cobre. Es de prepara-
cibén extemporinea. Se mezcla 50 ml de solu
cién al 2% de camonato sédico en NaOH 0. 1N
con 1 ml de solucidn al 0.5% SOMCu.5H20 en
tartrato sédico al 1%.

3) Reactivo diluido de Folin. Se utilizd reac
tivo de fenol segin FOLIN-CIOCALTEAU (Ana-
lema), que en el momento de hacer la deter

minacién fué diluido al doble con agna des

tilada.
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b) Absorcidén en el ultraviocleta a 280 nm,

Este procedimiento se emplea con criterio cuan-
titativo relativo, determinando la absorcién a 280 nm de -
cach una de las fracciones elufdas de los distintos procesos

cromatogrdficos en columna a lo largo de la purificacién.
Se han utilizado dos sistemas:

1) Lectura espectrofotométrica secuencial (PQE
kin-Elmer 124), de la absorcién al ultravio
leta de cada una de las fracciones elufdas,
frente a un blanco constitufdo por el tam-—-
pén de elucién., Para hacer la representacidn
grafica se ha usado un sistema de coordena-
das, representando en abscisas el niimero de
la fraccién y en ordenadas las densidades -

6pticas correspondientes.

2) Lectura contf{nua a 280 nm en célula de flu-
jo contfnuo de 2 mm de paso éptico. del élqi
do de la columna cromatogrifica, mediante -
una unidad de medida de transmitancias (LKB;
Uvicord II). Estos valores van siendo con=--
tinuamente monitorizados en transmisiones =

en un registrador acoplado. El1 ajuste del =
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100 de transmisién se hace antes de comen-
zar la elucibn con el tampbén de base usado

en el proceso.

c) Modificacién del método de LOWRY por BLATTNY -

et al. (1969),

Esta modificacidédn consiste en medir la densidad
6Pti€a a 720 nm, 1= diferencias encontradas no difieren =

muy significativamente del método primero,

Determinacibn de la actividad de TH.

Los métodos usados para la medida de la actividad
de factores TH, se basan en la valoraciédn de las activida-
des bioldégicas de la TH, Se han utilizado dos métodos:

a) Determinacién de la actividad de catalasa hepa=-

tica de ratén.

Tanto los extractos crudos como en las fraccio-
nes procedentes de los distintos procesos de purificacidn,
se ha realizado midiendo la actividad de catalasa hepética,
siguiendo la técnica de BONNICHSEN et al., (1947) y expre--

sando ésta en términos de la'velocidad de reaccibén por mi-
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nuto y por gramo de peso seco del higado analizado (EULER 8

et al, 1923)u

La valoracibn en los ratones, se raliza inyectando
intraperitonealmente un lote de 5 6 6 ratones de 2-meses de
edady; con 0,25 cc de una solucibén de TH disuelta en agua -
destilada (0a18 g de TH cruda en 1,5 cc de agua destilada)a
Utilizando como testigos 5 8 6 ratones de la misma edad v

peso inyectados con 0.25 cc de agua destilada por cada ra-

tén.

24 horas antes de realizar la determinacién enzim4
tica fueron inoculados intraperitonealmente con el corres-
pondiente problema a ensayar, manteniendolos en ayunas du--
rante &ste tiempo. Los testigos recibieron en todas las ex

\

periencias agua destilada en igual volumen que el problema,

~En todas las experiencias, los ratones sacrifica=-
dos por decapitacidén y lo més rapidamente posible, se eX=-
trajeron trozos de higadé,que, una vez lavédos con tampdén
fosfatos (0,01 M, pH 7.0) se homogeneizaron en 0.8 cc del
mismo tampdén, utilizando un homogenizador de vidrio. La ==
operacibn se realiza en frio. Eﬁ &stos homogeneizados se -
determinan los niveles de catalasa de acuerdo con la técni

ca de BONNICHSEN (1947). A 50 cc. de tampén fosfidtos 0.01 M,

PH 7.0, colocamos en un Erlmmeyer de 250 cc. en bafioc de =-



hielo, se le anade 2 cc. de agua oxigenada 0,005 M. Se ag.
ta ésta mézcla Yy se toman 2 CC., que se llevan a un tubo =-
que contiene 2 cce de Acido sulfiirico 2 N, Esta toma CO==-
rresponde a un tiempo cero. A continuacibén, se depositan =
0,05 cce« de homogeneizado en uha pequeria clipsula que se de
ja caer en el matraz anterior dénde se va a realizar la =-—
i
reaccién, a la vez se pone en marcha un cronémetro y Se =-

agita bien la mezcla. Con una pipeta de descarga rdpida se

toman muestras de 2cc. a los 15, 30 y 45 segundos, las cua

les se vierten en tubos que contenfan 2 cc., de 4cido sulfﬁ
rico 2 Ny, con objeto de interrumpir la reaccibn, por inac-
tivacién de la catalasa. El contenido en agua oxigenada de
las cuatro muestras se valora por yodometrfa con tiosulfa-
to sbédico. A los tubos que contienen agua oxigenada y sul-
firico se le afiade,antes de valorar con tiosulfato, (0.005
M) 0.5 cc, de yoduro potdsico al 10% utilizando como cata
lizador molibdato aménico al 1% (se afiade una gota por tu-
bo), ésta mezcla se empieza a valorar despuds de transcu--

rridos 5 minutos con tiosulfato sédico 0,005 M,

De cada homogeneizado, colocamos en un crisol de -
vidrio O.5 cc: que se desecan en una estufa a 1102 C., Pos~
teriormente se pesan los crisoles para determinar el peso

seco del homogeneizado.
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. Los resultados se expresan como "Kat, f." (Katala
se-f8higkeit) actividad de catalasa (VON EULER y JOSEPHSON

1923) y se calculan segéin la ecuacidn:

Kate fo = 2 cm3 g-1 m:'i_n“1

W

siendo W el peso seco de la muestra empleada expresada en

gramos, y K la constante de la pseudoreaccibén de primer -

orden producida por la catalasa.

1 Xo/X

K = :

dénde XO es la concentracidn inicial del sustrato expresa
da en Cm3 de tiosulfato sédico 0,005 M y X la concentra=--

cidn del sustrato a tiempo t expresado en minutos.

En cada caso los resﬁltados obtenidos han sido so-

metidos a andlisis estadfstico.

b) Determinacién de hierro plasmitico.
Se ha seguido la técnica de SCHADE y OYAMA.

be1) Reactives utilizados:
Tampén fosfdto/4cido ascérbico (se prepara =
éste tampbédn usando 4cido fosférico 1 M y fosfdto disdbdico
1 My, obteniendo un tampdén fosféto‘sddico 1 MapH 5.3 A
100 cc, de éste tampbdn se le anade 1 g de &4cido aschrbico,

el pH final de &ésta solucién era de 5,0, Esta solucidn es



guardada en el frigorfifico y puede usarse durante una sems
na).

2y 2V, 2"=terpiridina (se prepara 100 mg de terpi-
ridina en 4 cc. de alcohol absoluto y se diluvye aproximada
mente hasta 40 cc, con agua destilada. Esta suspensidn es
aclarada goteando 4cido clorhfdrico 0,2 N y llevando a un

volumen de 100 cc. El pH final fué de 4.3)9
bg2) Mezcla de reactivos.

El reactivo A se prepara mezclando 4 partes -

de tampdn fosfdto/4cido ascédrbico con 6 partes de agua des

tiladay, se usa en la muestra del suero control,

El reactivo B se prepara mezclando 4 partes del =-
tampén fosfito/4cido ascérbico con 2 partes del reactivo -

terpiridina y 4 partes de agua destilada, se emplea en las

muestras del suero que se desea analizar.

buB) Solucijiones para obtener la curva patrfn de =-

hierro,

Se utilizdé una solucién patrédn que contenfa -
1 mg/ccq de hierro, A partir de ésta solucidn se obtiene =
una curva patrén hierro—terpiridiné bajo las mismas condi-

ciones de la prueba con el suero,

El agua destilada utilizada para la preparacién de

los reactivos, estala libre de hierro. Todo el material de
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vidrio utilizado en la weparacién de reacfivosg asi como,
en la reaccidn propiamente dicha se mantiene una noche en
tera en Acido nitfido diluido 1:1 con'agua libre de hierro,
v después lo lavamos varias veces con agua destilada libre

de hierro.
‘boldt) Procedimiento:

ODuS. CC, dé plasma con heparina es pipeteado
en dos tubos de hemolfsis. A un tubo aifiadimos 0;5 cc, de
mezcladel:gactivb.éy el otro 0.5 cc, de mezcla del reac
tivoiga.E; pH'final en ambos tubos es aproximadamente 6;.L
Aﬁbos tuhos se colocan en uﬁ'baﬁo de agua termostatizada a
45¢ C durante 20 minutos. Después de éste periodo medimos
la densidad 6ptica en un espectrofotémetro Perkin-Elmer -

124 a 552 nm utilizando cubetas de cuarzo de capacidad de

1 cc, Como bdancos, utilizamos:

'a) 0.5 cco de agua destilada mas 0;5 CCo del

reactivo A,

b) O.5 cc. de agua destilada mé&s 0.5 cc. del

- reactivo B,

Los valores se calculan restando a la densidad &6p-~

tica medida en el tubo que contiene el reactivo B la densi

dad d6ptica del tubo que contiene el reactivo A, Y &ste re-



sultado se lleva a la curva patrén, En cada prueba se han
utilizado 5 ratones inyectados con fraccidén de TH cruda Vv
5 ratones testigos inyecfados con el mismo volumen de agua
destiladao Toda la sangre de los fatones testigos se mezcl:
(0.5 cc. de sangre por ratén) junto con una solucién de he
parina (0.5 cc. de solucién de heparina)n Lo mismo se hi-
zo con los ratones inyectados con TH cruda. Después se cen
trifuga ésta sangre con heparina & con una pipeta pasteur
se toma el plasma con sumo cuidado. A partir de aqui se rea

-~

liza la prueba como se ha indicado antqriormente.

Los resultados se expresan en mcg de hierro por -

100 cc, de plasma,
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Técnicas de purificacidn de TH.

a) Fraccionamiento por filtracidén en gel, Utiliza

cién de Sephadex.

Se ha utilizado Sephadex G-=25 medium (didmetro
de partfcula 50-150 micras) suministrado por Pharmacia -
FFine Chemicals (Uppsala, Suecia)n

a.1) Preparacién del gel,

El Sephadex es suministrado en forma de polvo
seco, y antes de empaquetarlo hay que proceder a su hine--
chamiento con la solucidn que se va a utilizar como eluyen
te (en éste caso agua destilada). Para ello, a la cantidad
adecuada (1 g. de Sephadex G-25 medium tiene un volumen de
cama de 5 ml), se le agrega un exceso de agua destilada, -
y se mantiene a temperatura ambiente durante el tiempo ne-
cesario., El proceso de hinchamiento es acelerado calentan-
do al bano maria, variando los tiempos con el tipo de Se=-~
phadex utilizado. En el caso del Sephadex G-25 medium se =
necesitan 3 horas a temperatura ambiente, y 1 hora al bano

marfa.,

Durante la preparacibn suelen quedar atrapadas al-
gunas burbujas de aire en la matriz del gel, que pueden --

ocasionar empaquetamiento y flujos desiguales. Este proble



ma se evita eliminando el gas en una bomba de vacio conec-

tada al matraz que alberga el gel.

auz) Montaje de la columna.

Se ha utilizado una‘columna de 30 cm, de altu
ra v 2.5 cm de didmetro., Para montar ésta columna se ha pe
sado 32.3 g. de Sephadex seco, el cual una vez hinchado en
agua equivale al volumen de la columna. El hinchamiento se
ha realizado con agua destilada y al bafio marfa, con agita
cibn y durante 1 hora. Una vez frio, se le quita el aire -
en una bomba de vacio conectada al matraz que contiene el -~
gel durante 30 minutos aproximadamente,; después con una va
rilla de wvidrio larga se va vertiendo sobre ella en la co-
lumna la mezcla del agua y Sephadex; tratando de que el Se
phadex no tome burbujas de aire; el tubito de teflén que -
dd salida a la columna, durante el llenado de la misma, de
be colocarse a unos 20 6 30 cm., por encima de la parte in-

ferior de la columna.

agalmgplicaciﬁﬁ-y elucidn de la mezcla.

LLa cantidad de muestra que se desea pasar, se
deposita con una pipeta de punta curva en la parte superior
de la columna. Con la bomba peristdltica a un flujo de 0.5

ml por minuto, se comienza la elucibén de la columna. La --
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s
muestra es eluida con agua destilada.,

Las distintas fracciones elufdas de la columna, -
han sido recogidas utilizando un colector de fracciones =-
(LKB, ultrorac)o FEl sistema empleado para la recogida de -
fracciones es el de volumen fijo por contajée  del ndmero -
de gotas. Bajo éstas condiciones, se han recogido fraccio-

nes de 5 ml a un flujo de 0.5 ml por minuto.

La TH cruda, obtenida por precipitacién alcohélica,
es disuelta en agua destilada en 1é proporcibén de 50 mg por
ml de agua destilada. Después se centrifuga a 4500 rpm, --
(3000 gess) durante 10 minutos, para eliminar el material
insoluble, El sobrenadante se filtra por un embudo de vi=-
drio con un papel de filtro. El1l filtrado resultante, Qque -
no es superior a 10 ml, es utilizado como muestra en cada
pase por la columna. Las condiciones de pase por la colum
na son las anteriormente expuestasj todas éstas operacio--

nes son reallzadas a temperatura ambiente.

b) Cromatograffa por columna de DEAE~-celulosa.

Se ha seguido la técnica descrita por NIXON y
ZINMAN (1966) y OLIVARES (1970), si bien, éstos autores -~
partfan de extractos acéticos en vez de acuosos como NOoso-

tros, por lo que, como se verd en el capitulo de resulta--



dos se eluye la actividad en otro lugar.

Ha sido usada una columna de 30 cm. de altura por
3 ém. de didmetro. Se pesan 34 g. de DEAE~celulosa DE22, -
se suspendieramen 15 volumenes dé adcido clorhfdrico 0.5 N
durante 30 minutos con agitacién. Después mediante centri-
fugacibén se lava con agua destilada hasta que el sobrena=-

dante alcance un pH: 4.0.

Se resuspende la DEAE-celulosa en 15 volumenes de
hidréxido sédico 0.5 N con agitacién durante 30 minutos, =
pasados los cuales por centrifugacién se lava cona agua -~
destilada hasta alcanzar un pH cercano a la neutralidad -
(pH 7.0). Con éstos dos tratamientos tenemos recuperada la

DEAE-celulosa, para poderla usar en columna cromatogridfica.

A continuacidbén se procede 'a la desgasificacién du-
rante 30 minutos con la homba defvaCio .Por iltimo, se ===
equilibra con tampén acético/acetato 0,005 M. Con &sta mis

ma concentracibén de &ste tampédn se monta la columna.

A continuacién se coloca 1 g. de TH cruda, disuel=
ta en 10 cc. de agua destilada, sobre la columna cramato--
grifica y se establece un gradiente de concentracibn de =-
tampén acetico/acetato desde 0.005 M hasta 1 M, a lo largo
de la elucibén., Las fracciones son recogidas por el mismo -

procedimiento usado para el Sephadex.
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c) Electroenfoque en gradiente de densidad.

FElectroenfoque es el proceso que tiene lugar =-
cuando una anfolina se somete a un campo eléctrico en un -
medio en que existe un gradiente de pH, de tal forma que -
cuando una mezcla de proteinas con pl comprendidos dentro
del gradiente usado, se introducen en el sistema, cada una
de ellas adquirird una carga que provocard su emigracidén y

focalizacidbén final en la zona de su pH isoeléctrico.

Se empled una columna LKB de 110 ml de capacidad -
(fig. 1), con anfolinas creadoras de un gradiente de pH 3-
10 (LKB). Dicha columna va provista de camisas de refrige-
racibén, realizandose la operacién a 492 C. La estabiliza==-
cidén anticonvectiva del medio lfquido en gque se realiza la
operacién se consigue estableciendo un gradiente de sacaro
sa de concentracién creciente desde el extremo superior al

inferior de la columna electroforética.

cy1) Soluciones de los electrodos.

Las anfolinas y la muestra necesitan proteger
se del contacto directo con los electrodos, que puede pro-
ducir una oxidacién en e &nodo y una reduccidbén en el cilto-

do &

anodo 83_ - 287 ———H,0 + 1/2 0,
2 HZO
-
cidtodo H -
H* & 2e H2
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Esto se consigue usando las llamadas soluciones de
electrodos que actdan de barrera entre éstos y el conteni-

do de la columna.

Referente a la posicién de los electrodos conviene
disponerla de forma tal que la frascidn a aislar se focali
ce lo mds cerca posible del extremo inferio<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>