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IJIBODUCCIOH

En los UltiïUS años se Ea incoroorada a 1 o- 4 1.-..2a .-I-c:--¿-a
comoun elemento indisoensable, 1a enzimélogia.

Ello se debe a que se ha llegado a la conclusií" ‘e :4

sólo un conocimiento exacto de los mecanismos de acwi‘: de 77° "

xicos sobre los sistemas enzimáticos, nermitirá desarr:-;ar :edi:s
teraoéuticos racionales y adecuados nara el tratamiento y orevon
ión de las intoxicaciones.

El fundamento sobre el cuál se basa ésta teoria enzimá

tica de la acción tóxica es el siguiente: Todos los procesos vita

les están gobernados por reacciones enzimáticas, al decir de
Willstátter:"La vida es un armoniosoequilibrio de le acción enzi

mática". Es natural por-lo tanto, que cualquier alteracion en éste
equilibrio sea oerjuúicial al ser viviente.

La inhibicién de una sole en¿ina, im;iicada en una ce

dena metabólica importante, puede volver a toda 1a cadena inooe

rante y ello nuede orovocar profundas y hasta fatales consecuen

cias para el organismo. Este fenómeno denominadJ acertadamente

por Peters (1) "lesion bioquímica", ha sido y será para la toxic 

logia ¿oderna la piedra fundamental que oermitirá conocer el por

que de la acción tóxica de las sustancias.

Ya son varios los tóxicos cuyo necenismo de acción ha

podido ser interpretado 00:: el resultado de una inhibición enzi
mática. Unode los mejor conocidos es el ácido cianhidrico, cu

ya toxicidad se debe a 1a inhisicion de 1a citocromoxidasa; con

lo qué se detienen los orocesos de oxidación aerobia, sobrevi
niendc la muerte en pocos sinutos.

Otros ejemplos,son la acción tóxica de los insecticidas

órganofosforados sobre la colinesterasa (2), la de los comouestos
arsenicales sobre la piruvatoxidasa y otras enzimas sulfhidrilicas

r"/



3 -a e Lts 51;:racetatss s:tre la ac::itasa L;:É,. ;as :::t_
“-s - 2 .:r ' me *Í‘:‘g° a C‘sre la e,‘_ : asa '5,: 1-< :¿r--:

t raï;s stbre "as 9n21.a: reiniratoriaï (7)' l;s antic:;:;1¿ tes
¿trivados de la cumarina 53*re e‘ siste;a r :r‘ i”-ge:_: 5
-zs nitrafencles sobre la r;sfori:ación sxidativa (9

h: vie: TÚ la acción de; tóxic: es sabre la engíw'

La; puede rzducir también acciwn inhibidora wsr su“resicu Us ac
ltivadires; “dr destrucci n de ccenzinas o 31¿)1euente 3cr wrCV'

ÚJfl ;esorga:izaci;fl Cel Lar. n éste ultima casa ;erteuece “a

¿‘ui;n tóxica de? tütraclïrur: de caracas (10) y las radiacion-3
(il).

pïu3 nuece verse ra se conácen varias ejegpghs de acción

1,)Ína debida a inLiDÉCÁOnenzimática.

En este traga a se intenta establecer el mecanismoca

la accinn t xica ln‘al y general de varias suitancias, en especial
5; lacrinatoría. ¿n ¿a actualidau Se des—algunas hUÉ ooseen acci

Cïü”Ce el mecanismo de va iacrimacífin por acciín de sustancias

tóxicas lacrimógenas y cs’a dífïowítad ya fu mencionada nor M.

31x32 y E. hebb (12) quienes dicen: "no se saDe pcr qué sustan

Oíac ¿na-z5:73venenys de enzimas sulfïzidrilicas dan lugar a una

serle de i; :lsus en las fibras nerviJsas de la cïrnea «reducien

Da¿¿ qua Las ¿lá4iu1as Zacrimaies responden a La acetil

CuLÉÍ: su quad ¿gc una ¿e ;as “vsibiiidades ¿el ¿ecanisto de ac

3151, era ;a ini;b;ci’n Cu ía col;nesterasa de 73 c'rnen. kero
en ¿st? cgi“ 'a e .i4a (¡vr L; ¿en s la de córnea) ueberïa ser

fuerte Entc sulïïidri;jc4, ‘293t? ¿ue de str; :cc ¿es inrioicu
r;s de la co inesterasa de? ti'a órgansfïsfcrad: tenurían que ser
:ás Wctentes comoagentes Lacrimatcriss.

Para ver que posibilidad tenia esta )j)óteisis, se c:
a estudiar el vresunto rol de los gru“as salfïidrilos en
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Trifosfopiridin nucleótidc axidad: (Tkfi)
2-fosfoglicerato sal ae haria
Gliceraldehido 3-fosfato deLidrsgeaasa de musculod- c:nej:

Láctico dehidrogenasa de músculo de ccneja (LEE)

Málico dehidrcgenasa de corazón de lechnn (MDE)

Transaminasa glutámico-oxalacética de corazon de Jechón (GOT)

Glicerina l-fosfato dekidrogenasa de músculo de conejo
Triosa fcsfato isomerasa de unsculo de conejc

Enoiasa de músculc de conejo

Isucitrico dehidrogenasa de corezón me lechón (ICDH)

—Peuarasa de corazón ue lechón'

n1CChCl dehidrohwnasa de levadura (ADE)

FructuQSa 1-6 difosfato Se] sódica, todas fueron de te ¿arca

Bneiringer t Sokne (Ale:ania)

Difosfopiridin nucleótido oxidado (DPN) narca MannResearch Lan.

d-l isccitrato de sodio, MannResearch Lab.

Etílengllcol-d1met11-éter (EGDE)de la firma Ansul Chemicals C:

(EEUU)

No se mencionan aqui Jos reactivos más comunes, aunque tados fee

ron de calidad nro análisis.
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Se estudió el rrobable efecto inhibidor de diversos t&

xicos sobre colinesterasa de suero humano,en eSpecial aquellos
tiol-privos.

Los resultados recepilados en la tabla N91, fueron ob

tenidos valiéndose del siguiente procedimiento general: se incu

bó la enzima con el tóxico en una concentración dada, durante el
tiemoo indicado en cada caso. La fuente enzimática fué suero o

plasma heparinizado y también colinesterasa purificada de plasma

Lunano, (Sigma Chemical Co) diluida convenientemente con solución

fisiológica.
Posteriormente se determinó la actividad colinesterási

c; remanente según la técnica colorimétrica (18) en los primeros

ensayos y luego titrigráficamente (19) por ser más rápida y exac

ta. Cada vez se efectuó un ensayo paralelo de actividad sin el

Se emplearon soluciones acuosas de los tóxicos solubles

en agua, los insolubles o ooco solubles se disolvieron en etilen

glicol-dimetil-éter. Este solvente fué elegido des ués de ensayar
muchosotros; por ser un :oderoso solvente de sustancias orgáni

cas, miscible con agua, y lo que es muyimportante, no destruye
la actividad enzimática tan intensamente comootros. En los ca

sos que se usó éste solvente, durante el ensayo de actividad se

incluyó la misma cantidad que el que acompañaba al tóxico en el

ensayo de inhibición.

Según la tabla N91 vemosque inhibieron a la colineste

rasa de suero humano,en las condiciones empleadas: etildicloro

arsina, difenilamino-cloroarsina, etilmercuriotiosalicilato de
sodio, p-cloromercuribenzoato, bromurode xililo, cianuro de bro

mo bencilo y H-cloroacetofenona.



la inhibieron: ácido toncclcroacetico, broncacetcfenona, brczc

etato de etilo, az_da sádica, ierricianuro de potasio, cianur:
potasio y cloropicrina.

Si observamos la lista oe tóxicos gue inhioieron a la

¿inesterasa de suero humano, notaremos que todos ellos “osea:

c0múnla propiedad de reaccionar con ranïdez, con ¡runos sul:
nrilos.

Algunos de ellos nor formación de mercaptidas (arsetíca—

n y mercuriales) y otros por alquilación.
El comoortamiento de la enzima frewte a éste ¿rnno de

xicos, nos hizo suponer que se trataaa de una de las denominadas

zimas sulfhidrilicas. Pero sucede que del grupo de tóxicos ensa

dos y que resultaron no inhibidores, varios son también reacti

s frente a sulfhidrilos (ferricianuro, clorooicrina, oromoaceto

, bromoacetato de etilo). Esta avarente contradicción se agrega
las ya registradas en bibliografia con resvecto al nosible com
rtamiento del grupo sulfhiCrilo de la colinesterasa sérica.



Para dilucidar el mecanismode La acción inhibidora de

s tóxicos sobre la enzima, se decidió tomar uno de ellos pa

fectuar un estudio detallado y explicar en lo posible las
radicciones halladas y las existentes en bibliografia.

Se seleccionó para ello a la v-cloroacetofenona por ser

un tóxico de fácil obtención y purificación. Ademástiene la

aja de ser bastante estable a la hidrólisis a pH7,2 y no a
a en la técnica titrigráfica. Es ademásun representante ti
de los compuestos cOnactividad lacrimatoria.

Aunquela v-cloroacetofenona ha sido mencionada por

n (12; 20) comoun inhibidor especifico de enzimas sulfhidri

s no cuenta con un aval bibliográfico abundante comootros

tivos, por ejemplo el p-cloromercuribenzoico, la iodoacetami

el iodoso benzoico. Por lo tanto se trató de comnrobar y re
ar éste concepto de esoecificidad comuletando algunos datos

ealizados nara este compuesto.

Reacción de la v-cloroacetofenona con aminoácidos

Este estudio se efectuó valiéndose de la espectrofoto
ía en el ultravioleta. Para ello se determ;nó el esoectro de

-cloroacetofenona y el de los aminoácidos emsleados.

La técnica general consistió en mezclar w-clorOucetofe

y un aminoácido, ambos en concentraciones de 2,5 x 10-3M,

7.2 y temperatura a 37°C, durante H horgs.Luego se diluyó

'enientemente (según la absorbancia de la mezcla) con buffer

ato pH 7.2 y se'leyó a 250 m;¿(máximode absorción de w-clo

etofenona) y a 220 m/L(longitud de onda a la que la w-cloro
nofenona absorbe poco y los aminoácidos absorben más). Idén

procedimiento se siguió con los testigos realizados simul

!amente, uno con la misma cantidad del tóxico y sin aminoáci

' el otro con la mismacantidad de aminoácido y sin v-cloro



aristlco, también se Javi a es; lo ¿iaud de onda (a:

Se considera que no había reaccion entre Jn w-r‘vv'aco

ancna y el aminoácidc, cu ¿do 1a lcuñuro de fibSCruhüfíï

la, a ¿as dos lengifudes de onda ucuciunada, era ízuul a la

de las absorbancias de los dos tcstífiüfi. Las aminoácídcs en

¡os fuer a: cisteiva, histidina, serian, tirosina, Hsina1
rag¿2h, arginina, acido glutaaicc, weticnina, glicinu, alnaiv
leucinü, isoleucina, fenilalanina, hídroxiprolinu, vulinu,
ína y triptofano. Sólo se pude ceservar reacción en el CASO

a cisteïna, };s demásns “redujeron variacirqcs avrociables
stas condiciones.

Mediante la técnica esvectrofotcmetrica mencicnaCay

ando 1a acidez que se libera titrigráficanante se puc: co —

ar que la reacción w-clcrcaceiofenona con cisteika es su a

a rápida, casi instantánea.
Estos datos fueron de utilidad cuando se estuuic.1a

:idad de 1a inlibícién de 1a ChEpar la w-clorcacet3fenona.

fin de ¿a clorcacetcfencua sobre Lácticv dehiarage una LLJY}

ásc‘lo de cone o Eoeh in e

Se incubó una dilrción de Ea enzima pura en buffer fus

pH 7,2 a 37HCcon el irhitidor dirante 15 minutas, ia can

ración del mismo fué de h,H x 10-3fi.« Se efectuí u; ensaya

ltáneo de actividad ccn Ja cantidad equivalnnte del solven

EGDE).La técnica de la determinacion fué la de drablewski

Due (21).

En tres determinaciones realizadas se obtuvierc: 63%

v 55%de inhibición.



La incubacifn de la enzima cen ñ-clcromercuribenzcic:

ncentración l x 10‘4M, produjo 100%de inhibición.

n de ClAF sobre géiico dehidrogenasa (MDE)de corazón de

n (Boehringer)

El ácido oxalacétíco necesario nara la reacción se ge

"in situ" con glutámico oxalacético transaminasa (GOT),áci

snártico y alfa ceto glutarato, tal cuál lo indica (22) se
ieron 10s siguientes % de inhibición: 53%, 53%y %5%resnec

nente en 3 determinaciones sucesivas. La concentración de

era de 4,4 x lO'BM.
1+moleando p-nercuribenzoico 10' M se obtuvo 100%de

icién (incluyendo GOTen la determinación)

n de ClAF sobre Enolasa de gpsculc de conejo (Boehringer)
3Se incubó la enzima con el tóxico (cone. h,h x 10- M)

ffer glicina 'H 7,“ durante 15 minutos a 25°C, luego se con

ccn la técnica de Bücher (23). No se observó inhibición de

zima en re etidas determinaciones.

Si se ñrocede del mismo modo oerc empleando c-cloromer

enzoico se obtiene inhibición enzimática. Para concentracio

,05 x 10’hMse observó “1,7% de inhibicion; concentraciones

l x 10’4Mse observó 63,2% de inhibicián, concentraciones

25 x 10-*Mse observó 7?,6í de inhibición.

n de ClAF sobre Isocitric: dehidrogenasa (ICDH) de corazón

Cïón (Boehringer)

Incubando diluciones de ICDh en buffer de Tris pH 7,5

Il tóxico, (cone. “,4 x lC'3M) durante 5 minutos a temnera

259G, se obtuvo 69%de inhibicifn.

Se empleó en la determinacion la técnica de Wolfson y

.ans-¿shman (2h).



mwauww

i 11
C;n oifenilaninoclcrOnrsina eq cone. 1 x lU-JH en lugar

‘rrou un 35' de in 1310155.

Acción de ClnF sobre Funarasa de corazón de leckón (gpehrinper)

La enzima tratada con ClnF en concentración de k,k x
3

10 JM durante 5 P)¿inuírs a -5xCy pH 7,2, no se inhibió.
Intento: de inïihir a con di’vní‘aniuïciuroursina fue

ron infructuosos. Se ensayaron concentracioneu da Easta l x 16'3H

en 10 minutos de incubación a ECÜC.

Las determinaciones se efectuaron según Massey (25)

Tratanju diluciones de la enzima en buffer fosfato UH
\7,4 con ClAF (cono. 2,2 x lo'3M) durante 15 minutos a 37°C y rea

lizando simultáneamente un ensayo de actividad sin el tóxico ner:

con 1a cantidad c;rreSnondiente de EGDE;no se obtuvo inhibición.

Se empleó la técnica de Roitman y Frankel (26), para 1a

determinacion de actividad.

ComoClAF nrodccia coloración por formación de la 2-“

ainitrofenilhidrazona corresoondiente, el blanco colorimétrico
contenía también CIAFen el ensayo de inhibicion.

acción de C AF sobre A do asa de mús ulo oe cone o NBCo)

Tratando a la aldolasa de músculo de conejo con Cl¿F

wgwx 10'3Men un medio de buffer colidina un 7,n durante 15 minu

tos a 37°C; no se obtuvo inribiciOn.

Las determinaciones de actividad ee efectuaron según

Bruns (27) de acuerdo con el Boletin Técnico de la casa Boehrin

ger para la técnica en el UV.

Se efectuaron además ensayos en idénticas condiciones

empleando: difenilaminocloroarsina en concentración l x 10'3M,



7A-z
-etil:a1ei:ida 1 x 10'3My n-clcroaercuribenzcico 0,5 x lC'BH.

En el primer caso se obtuvo un 19%de inLibición, en el

zgundono nuuo inhibición y en el tercero el fl de inhibición fue
El e

eciOn de ClAF sobre la A1C0h01 dehidroggnasa (325} de Leyadura

3zehringer)

Por tratamiento de diluciones de la enzima pure, en bu

Tcr wirofosfato pH 8,5 con CIAF un concentración k,h x lo’jM du

lflLe p minutos a 25°C, se obtuvo un 100%de la actividad enzimá

.ca inhibida. La tecnica empleada para determinar la actividad

¡é la de hacker (2€) en cada caso se hizo el ensayo de actividad

.n ClAF pero con la cantidad correspondiente de EGDE.

En otro ensayo donde la concentración de ClAF Iue de

,k x 10'*M se proaujo un 56.2% de inhibición.

:ción de CIAFsobre 1a Gliceraldehidc-3-fosfato Dehidrogenasa
a músculo de o e o Boehrin e )

Se incubaron diluciones de la enzima en buffer oirof0s

¡to 0,03M pH E,k con CIAF en concentraC1ón k,» x lO’JM, durante

minutos a 27°C. Se efectuó naraleiamente un ensayo sin inhibi

ar y con ia cantidad correepondiente de EGDE.La técnica segui
l nara determinar la actividad ue la enzima iue ia de Velick

‘51).

Se obtuvo para esa concentración de ClAF, 30%ue inmi

Lciónue ia actividad enzimática.
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yelociuau de igyibición de la ChEue suero humano to; ClaE

El estudio de la velocidad de inhibición de la ChEde

suero humanonor ClaF, se efectuó de dos modosdistintos. El pri
mero se realizó utilizando la técnica colorimétrica anteriormente

mencionada (18); OH7,2 a 37°C, concentración de ClAF durante 1a

inhibición H,6 x 10-3My deteniendo la reacción de inhibición a

los q minutos, 10 minutos y 20 minutos con cisteina (concentración

final 2,5 x 10’2M).

Esta destruye inmediatamente el .¡cego de c1AF (ver ex

neriencia anterior) esnecialmente si se tiene en cuenta que la
concentración de ClLFdesuués de agregar la cisteina fué de

2,3 x 10'3M, o sea que la relación cisteina-ClAF era 10:1.
Después de agregar la cisteina se dejó unos 5-10 minu

tos a 37°C y finalmente se siguio con la técnica mencionada. Los

resultados obtenidos fueron los siguientes;

duración de %inhibición
inhibicion

5 min 31.0

10 min 28.8

/ 2o min 29.8

Comonuede verse, a nartir de los S minutos la inhibi

ción no varia. Con resuecto a comurobar que sucede a tiemnos me

nores, se nuede afirmar que esta técnica no permite verificarlo
nor requerir muchotiempo las maniaulaciones urevias.

Posteriorsente pudo resolverse el problema valiéndose

de la técnica titrigráfica, con la cuál pudo probarse que 1a reac

ción que conduce a la inhibición es practicamente instantánea.

¿demás que en presencia de un gran exceso de sustrato (Ach 0,08M)

la pendiente de actividad remanente de la determinación de inhi
bición se mantiene constante durante casi una hora.



Lctividad a tiezro 0 min : 0,0099 ml de HaOE0,01N/nin x 0,2 ml

e suero; actividad final a tiemvo 5? minuto< e 0,0096 ml de NaOE

,OlN/nin x L,2 nl de suero)

zïiïición de 1a ChE de suero hazano nor CliF en negio ágidc

Pudo com,rooarse que la inhibición también se verifica

l en medio ácido (pH 5,58)(1003 inh. rara Cl”? ¿,2 x 10-33.

La reacción que conduce a la inhibición es sumamente rá

sida, “racticanente instantánea y se uroduce igualmente aunque
2 afada al sistema la ¿ch antes que el inhibidor, con rosnecto
L suero.

Intentos de trabajar a pH más bajo aún (DH4,5) no oro

zjeron resultados netos, debido a que se observaba una intensa

ssnaturalización (aún agregando el sustrato antes), agravada por
l nreSencia de solvante.

Algunas determinaciones efectuadas a pH 5,0 (conc. Ach

>°1M; concentración ClAF 1,1 x 10'3M) produjeron en un caso 86%

2 inhibición y en otro “2,5%. Esta falta de reoroductibilidad

: dnbe a los fenómenos de desnaturalización que ocurren.

Pero de todos modos es importante el hecho de haber po

de conorobar, que existe una marcada inhibición a este pH y que
sta es ráuida (aproximadamente l minuto en completarse)

Estos resultados están de acuerdo con la presunción de'
le ClnF reacciona sobre un sulfhidrilo.

elocidad de inhibición de 1a ChE de suero humano gar o-clogqggg

¡ribenzoato x difenilaminocieroagsina
Tratando de dar apoyo a la suposición de que la reac

.ón de ClaF en ChE es sobre un grupo sulfhidrilo de la misma,

IÏGCÍÓinteresante estudiar el comnortamientodel n-cloromercuri

snzoico y de 1a difenilaminocloroarsina en iguales circunstancias



_ .. 44' a N‘ '— '-. , .31 cri_ere se eli -o 3er su CCfioClduy :ien c;C'Aenfnde a;

titud “ara actuar especiiicauente sobre gruuzs suifhidril s y e?
'Jl egundo por nertenecer al gruflo de los arsenicalee orgánicos, ios
Cuales han sido considerados por varios autores comolos reactivos

nara sulfhidrilos más esúecificos. ¿demásoosee "n gran factor

estérico. (Más adelante veremos que esto es sumamenteinsortante

en éste caso)

El comoortamiento de estzs dos tóxicos fué comnletamente

similar al de ClgF en el sentido de que 1a inhibición era practi

camente ínstantánea, indetendientenente del hecho de que el sus

trato se rallara antes que el tóxico en contacto con la enzima.
Estos resultados están de acuerdo con la sunosición de

que el gruwo reaccionante de 1a enzima es un sulfhidrilo.

Variacion de la inhibición gon la concentración de ClLF

Se hizo la experiencia poniendo en contacto el tóxico

con el suero en ias concentraciones que pueden observarse en ia

figura NC2 y luego de dejar incubar 5 minutos, se añadió ¿ch

hasta obtener una concentración final O,1M.L:ï resultados >uedn
verse en ia ¿1532 figura.

Mariacióg de14%de inhibiciggioor anf con la concentración de

la enzima

Para obtener información acerca de comovariaba el í

de inhibición de la ChEde plesma, ee incubaren cantidades de

¡nero crecientes con ClAFen concentracion constante (el volúmen

final siemore fue el mismo) y finalmente deswués de 5 minutos de

incubación se añadía la ¿ch (cone. final lO'QM). ¿e usaron dos

concentraciones de CIAF, una 1,2 x 10'3M y otra 0,6 x 10-3M.

Los resultados pueden verse en la figura NQ;

Según la misma, los fi de inhibición no varian aprecia

blemente a1 aumentar le concentración de la ChE, lo cuál Signi
fica que el inhibidor se encuentra en exceso con respecto a la
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concentración del grupo reaccionante de la enzima.

Variación del í de inhibición por ClAF_sgbre ChE según el orden
de agregado de Ach

Se realizaron dos tipos de deterninaciones para estu

diar esta variación; en una 1a enzima y el sustrato estuvieron

en contacto antes de añadir el inhibidor; en la otra, primero se
puso en contacto la enzima con el inhibidor y posteriormente se

agregó el sustrato. En ambos casos la concentración de ClAFdu

rante la inhibición fué de 0,HE x 10'3My la concentración de

sustrato final era de 10'2M (t .-. 259c y pH 7,2)

En el primer caso se obtuvo 28.3% de inhibición y en

el segundo 29,3%, o sea que el %de inhibición no varia aprecia

blemente con el agregado del sustrato o inhibidor con respecto

a la enzima ( a concentraciones de CIAFy Ach iguales).

Variacion del Z de inhibición por QlAF sobre ChEcon la concen
tración del sustrato

La exneriencia fué ejecutada incubando previamente la

enzima con el sustrato y finalmente se añadió el inhibidor.

La conCentración final del inhibidor se mantuvoconstante y en

una de las series de experiencias realizadas fué de 2,2 x 10'3M.

La concentración final de sustrato fué variable y era de 0.002M;

0.005; 0.0075; 0.015; 0.030; 0.0%5; 0.060 y 0.1M respectivamente

para eada una de las determinaciones de esta serie, los %de in
hibición están indicados en la tabla N92

En la figura N”-zb ouede verse el análisis de estos va

lores según la técnica de Hunter y Downs (30) de acuerdo Con el

tratamiento hecho por Friedenwald J.S. y Maengwin-Davies (Elia

Para confirmar estos resultados, se empleó posterior

mente colinesterasa purificada de suero humanode Sigma Chemical
CC. En esta exneriencia la Ach fue agregada después de incubar
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la ClgF con le enzima (conc.Ci¿F O,t9 x 10'33) las concentracio

nes de “ch finales fueron de 0,01M: 0,03M; 0,05M; e,G7M y C,1H

respectivamente. Los resultados obtenidos pueden verse en le ta
bla N93

El trateniento según hunter y Dawnspuede verse e: la

figura N95

Noobsthte, resultados aislados obtenidos tomandoí
de inribicion para dos valores de concentración de sustrato extre

mos;no produjeron variaciones importantes.

En otro ensayo (ClAF 1,1 x lO-EM, t 2598, pH 7,2) se

obtuve: sara Ach 0,002M 50,6% inhibición; para Ach 0,01M kh,6%

inhibición; para Ach 0,1Mh3,2% inhibicion. Otra experiencia oro

dujo pere (ClAF o,e¿ x 10'3M, t 15°C y sE 7,2) Act 0,005M 76,8%

inhibición y con ¿ch 0,05M76,3% de inhibición. En un caso, (Cth

9,: x 10’3M; t 15°C, pH 7,2)para ¿en 0,01m dio 76,7% inhibición,

para ¿ch 0,1M 76,7%

Efecto de diversos sustratos en ia inhibición de QLBde suero

humano nor Clár
Para verificar el comportamientode la inhibición de

la ChEpor CIAF, frente a distintos sustratos se efectuaron dos

ensayos. En el orimero le enzima se añadió ai sistewa en último

térnino, es decir que se encontró con el sustrato y el inhibidor.
La experiencia se efectuó a pH 7.2 t 25°C; concentración de sus

treto final 0,01M; se emplearon dos concentraciones diferentes

de ClAF, une 0.97 x 10'3M y otra 1.9% x lo’jM. Los resultados

oueden verse en la tabla Nik

Comose puede observar existe un notable efecto protec

tor de la Benzoilcolina, a pesar de su menor afinidad por la ChE

de suero humano con reSpecto e la Ach o a le BuCh.

este típico comportamiento pudo reproducirse aún varian»



VARILCION DE LA INHIBICION PCR C1¿F

CON LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

NQ 2'I'.-"-.BLA

t: 30°C; pH 7,2; concentracion CIAF 2,2 x 10-3M

Ach y ClAF antes que la enzima (suero humano)

i cone. Ach MÏ0,002.0,005.0,0075 0,01 0,015 0,030 0,005 0,06 0,10

% inhib. 58

t: 30°C;

55 00,7 51,3 51

TABLA

71

NQ 3'

99,5 100 100

concentración ClAF 0,¿9 x 10-JM

Ach deSpués de incubar 5' la enzima (ChE nurif) y ClnF

cone. Act Mí0,01

% inhib.
'__.._....., . ._. .

2k

0,03

36,7

É

i

J

0,05 É 0,07

39,5 ' k6,2
_.,.,_..--_..

i 52
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1,0

do radicalmente las condicicnes de la reaccion; pk 7.2 t 25°C,

concentración final del sustrato 0,01M, pero en este caso se 1;

agregó después de actuar el inkibidcr durante 5 minutos sobre la

enzima (ChE purificada de plasma humano). Los resultados obteni

dos fueron: (Tabla NQ5)

El efecto protector de la BzChse repite comoen el ca

so anterior, asi comoel orden decreciente en los %de inribicicn
obtenidos Act > BuCl:> BzC};.

En realidad, en el ca53 del empleo de Bsz con: sustra

to no solamente no se observa inhibición, sino que existe cierta

grado de activación con resoectc al ensayo sin CIAF. En otras dos

experiencias adicionales, uSanCCidénticas c ndiciones se volvió
a observar este efecto activador de la Bsz durante la inlibicicn

por ClAF (en un caso 212 de actividad y en el otro 34%).

Con el objeto de poner en evidencia ocsibles efectos

estéricos, se decidió realizar una experiencia similar pero em

pleando un inhibidor cuya estructura quimica fuese completamente

distinta de la de ClAFy adeuás tuviese ud volúien molecular ma

yor.
Se eligió la difenilaninocloroarsina, las condiciones

fueron; pH 7.2 t 2 QC, se incubó primero el tóxico con la enziuh

en concentración 0.5 x 10'3M durante S minutos y finalmente se a

ñadieron los sustratos (cone. final 0,01M) Los resultados pueden

observarse en la tabla Nió

Tambien en este caso el orden de los á de inhibición

observado fué .ac'r;>BuCh>BzCh, aunque no se observa activación

para la BzCk.

Cononedria inter retarse cue est:s datos son el resul

tado de la acción de dos enzixas distintas, cuyo cannortanient;

frente a la BzChy a ClAFes distinta, se decidió efectuar un

ensayo de nureza de la fuente en¿imatica empleada, o sea suero
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INHIBICZON DE ChE POR DIFEÏILAHIKOCLOROARSIÏA

EN PRESENCIH DE DISTINTUS SUSTR TGS

TJ".BLA N

t: 2590; nH 7,2; canc. “ch, BuCLy BzCh 0,91M.

Primero se incubaron la enzima (ChE purificada)

e inhibidor; segund? el sustrato.

sustrato í inhibición cone. DnCl¿

¿ch 7t ,2 095

BuCh 5195

BzCh 37,k 10’3M



humano y ChE purificada de plasma Lunano.

Ensayo de pureza de acción enzimática del suero inïano v de la

ChE purificada de nlasma humano (Sigma Chemical Co)

Se ha empleado co“ bastante frecuencia para ccmprooar

si está actuando una enzima o dos, el método por mezcla de sus

tratos. Este es un métodosemi-cuantitativo sencillo para deter

minar cuando dos reacciones que se nroduceu simultáneamente se

deben a una misma enzima.

Cuandoexisten dos recciones catalizadas por la misma

enzima es evidente que ambos sustratos conpetiran entre si por

un misno centro activo y por lo tanto la actividad que tendrá

la enzima para la mezcla de sustratos será intermedia entre los

valores obtenidos para cada uno, actuando separadamente en la

mismaconcentración.

La velocidad con mezcla de sustratos puede obtenerse

sobre las bases de la teoría de Michaelis-Menten, mediante (32)

(v x S/Ka + v's'/.,
V(m62cla) ; d ¿A

(1+s/m+ svm)

S y S‘ representan las concentraciones de los sustratos; V y V‘

las velocidades máxinas respectivas; Kmy K'm las constantes de

Michaelis correspondientes a cada uno.

En cambio, en el caso de ser dos enzimas independien

tes las que actúan, la velocidad para la mezcla será igual a la

sumade los valores obtenidos independientemente.

Para el caso de colinesterasa de suero humano, se hi

zo el ensayo determinando la actividad con.Ach 0,01 M; luego COL

BZCL0,01 My finalmente con una mezcla de ambos, cada uno de

ellos en concentración 0,01 M. Los resultados obtenidos fueron:
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actividad con Ach = 0,009H8 ml NaOh 0,0 H x minuto x 0,2 :1 de

suero: c-n BzCh : 0,00400 m1 NaOH0,01N x minuto x ¿,2 “J de sue.

r;; con mezcla Achi’BzCk = 0,00433 m1 de NaOH0,013 x :inut: x

c,2 m1de suero.Lcr resultados están completamente Ce acuerdo
C'n la acción de una sola enzima soFre ambos sustrat;s.

La misma experiencia, emoleand: BuChcono. final 0,01

'< :zCL 0,01 Mdi! estos resultados: con BuCLactividad =

0,0Eüï al de Nao} 0,01N x ninuto x 0,2 m1 de suero; con thh =

J,0L519 .1 de HaUHíLOïHx üinut: x 0,2 nl de suero y la mezcla

de nuCL+ BZCL= 0,0100 m1 de NaOï 0,01N x minuto x L,2 nl de sue

7.. Tanbién en e'te caso la acción se debe a una sola enzima.

(En esta oportunidad se usó kE purificada).

.nLibiciín ue CLSde suero Lu¡ano con ClnF en presencia de mez

cia de sustratos.

La experiencia se realizó n91 siguiente modo: se afa

dif el inhibidor a la enzima, previa.ente puesta en cantacto con

el sustrato (a pi 7,2 y t = 25°C; ccncentraciin de inliuidor

,35 x 10-3 M: concentración nel sustrato 0,0117 M) después de

5' de incubación se hizn una determinación de actividad (13 par“

te) luegi se añaáii a1 sistema el otro sustrato(conc. final de

anbos sustratos 0,01 H) y se volvió a determinar actividad (23

aartá. Paralelamente se efectuó un ensayo en blanco sin inhibi
d:r.

En una de las experiencias se empleó BzCh en 1a prime

ra parte y {ch4>BzChen la segunda. Los resultados fueron: la”

parte 12,? A de activación y 2a parte 5,4‘% de inhibición.

En la otra, se usó Ach en 1a nrimera parte y BzCh+

“ch en 1a segunda; se obtuvieron 100%inhibición en la la ñarte

y 12,Hfi de activación en 1a 2g parte.

Puede observarse que ¿abiendo BzChen 1a primera parte
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no se produce inribición y que el agregado posteri:r de ¿ch n: ge

nera una inhibición apreciable comparada con 1a que existe en a:
sencia de BzCh.

Cuando se emplea Ach en la primera parte y se añade EzCh

después, el efecto es notable puesto que reactiva totalmente a la
enzima inhibida.

También se hizo una determinación alterando algunas c22

diciones: se agregó la enzima a una mezcla de sustrato e inhibidor

y después de incubar 5 minutos se determinó actividad (la parte)

posteriormente se añadió el otro sustrato y se determinó activi

dad (23 parte). En la la parte el sustrato fue Ach (cone. 0,0119M)

en la 23 parte fué BuCh (cone. 0,010M y Ach también 0,010M). La

concentración del inhibidor ClAF fué 2.0 x 10-3M (pH 7.2, t 2590)

En la priaera parte se obtuvo 47,3% inhibición, en la

segunda 35,7%.

Comoouede aoreciarse, dismiüuye algo el %de inhibición

en presencia de BuCh.

Estas ex eriencias orueban que existe algún tino de re
versibilidad en la inhibición.

Efecto de la dilución sobre la inhibición de la ChEde suero huma
no nor CIAF

Dadoque existe una probable reversibilidad en la inhi

bición en estudio, se decidió investigar cuales eran los efectos
de la dilución y la diálisis sobre la miSma.

Primero se efectuó una inhibición agregando el inhibidor

sobre una mezcla de enzima con sustrato; conc. sustrato 0,068M;

conc. ClAF 2,2 x 10-3M y dejando incubar 5 minutos a pH 7.2 y

t 25°C. Se determinó la actividad y posteriormente se agregó un

volúnen k veces mayor de agua y se volvió a determinar actividad.

Los resultados obtenidos fueron: antes de diluir, 60,5%inhibición
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después de la dilución, 31,6% de inhibición. (Se ccmparf contra un

testigo efectuado en idénticas condiciones y sin inhibidor).

Una experiencia similar, en la cuál la concentraci n de

¿ch fué oe ó x .1“ 3M y la de Cl“? 2,2 x 10-3My finalmente diluin

ccn 3,5 veces su vol'aeu de agua; dando los siguientes resultades:

antes de diluir, “h,hfi de inhibición, desnués de diluir 27,21.
Se observa par É; tanto un efecto reactivador por dilu

Efecte de la diáiisis sesre la iniibición oor CliF de la CzBde

suero tunano

Las experiencias realizadas fueron de dos tipos:
a) Incubando la enzima con ClnF (con,. 2.¿ x 10-33) du

rante 5 minutas, en ausencia de sustratn y luego diviuienno la ¡ez

cla en dos partes iguales; en una se deter.inó actividad agregan

do hch (canc. final 0,01M); en la otra se se etió a diálisis en

tubo VisKing durante 2k hs en la heladera, contra una solución

0,00113M en Cloruro de Magnesio y 0,113M en Cloruro de Sodio (con

frecuente agitación y renovación de la solución). Después de cum

nlidas las 2h Ls de diálisis, se determinó actividad en 1a nuestra

agregando Ach (cone. final 0,01M). Simultáneamente se hizo un en

sayo testigo que nc contenía in ibidcr. LÍS resultados obtenidas

fueron z antes de dializar, ól,tï de inhinición; des‘ués de dia

lizar, 0%de inhibición, es decir que Lube completa recuperación
de actividad.

b) Incubando la enzima czn ClnF en presencia de ¿ch

(conc. ClAF 2,2 x 10'3M; cone. de ich 6,01M) 5 minutos, luego se

determinó actividad titrigráficamente en la mezcla. Posterior en

te se sometió a ésta última a diálisis en iguales condiciones que

en la experiencia anterior y finalnente se añadió ¿ch (co c. lí

"a! ¿,01M) nara determinar actividad. 154: tien-r :e -u:
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¿É de ini b cí4n. hn éste caso también quu rxnu"eraCjón teta] de
1h arf‘vidad enzïmátíca.

-;"'ví‘n d“ = CYSde suqrc human; fisr C11? en "reqencía d!

"4 é“ A {rape

Se Lutsutfi rrotegev a La Chá d: suerc humano csn Cisteí

ha, TrnShndc nn una robuble com“et9ncía del sulfhidri]; de ésta

“1 de ¡a ?:¿ïn¿ par reacciznar can Cl Ï.

Ecr; cuntruríament: a lo es arado se obtuvo maycr inhi

nüvíñw. La ex"rriencí¿ se realizó :Ladieuio ClñF a un sintema que

¡a se 'a ChE, ï-h y Cisteina (cone. “ch 6,006M; cone. Cistcina

u, .ÏHZ como. CLhFG,UOEM).tarulel.nente se efectuaron ens¿yos

Ha actividad e inkibición en ausencia ue Cisteína y un ensayo de
dCÏJVidud ctm Cifiteínu.

Se obtuvieron los Figulentes valores: en ausencia de

Ciqtefna, 26,61 de inhibición; con Cisteina 53,33 de inhibición.
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Acción de CIA? sobre ChE de plasma v cerehro "in vivo"

Las determinaciones de actividad colinesterásica en olas

ma c inhibición "in vivo" se efectuaron con ratas blancas devïras

de aproximadamente 150 grs. de peso.

La dosis de ClAF fué de 0,3 ml de una solución en acei

te de oliva de lOOmg/ml.por via intraperitoneal; en estas con
diciones entre las 19-16 horas morían más de la mitad de los a

nimales (no se pudo efectuar datos estadísticos por no disponer

de cantidad suficiente de animales) y los restantes tenian sin
tomas manifiestos de intoxicación.

En los ensayos de actividad e inhibición por ClAr de la

colinesterasa de cerebro, se emplearon ratones suizos hembras de

aproximadamente 71-?7 grs de peso. La dosis de ClAF dada intra

peritoneal fué de 0,“ ml de una solución en aceite de oliva de
?0 ma/ml. En estas condiciones los animales tenian una mortali

dad de aproximadamente el 10 % a las 10-16 horas v los restantes

tenian sintomas netos de intoxicación.

Los sintomas observados fueron: en las primeras horas

no eran muynotorios, excepto que los animales caminaban cón las

patas traseras algo abiertas, pero lo hacian rapidamente (posi
blemente se deba a la irritación local producida en la zona de

invección).

Poco tiempo después se notó una tendencia a quedarse

nuietos y encoiidos.

Posteriormente pudo observarse un temblor arriba-abajo
en la cabeza y un tremor lateral en el cuerpo al caminar.

Este síntoma y el notable descenso de la temperatura

corporal son ios efectos máscaracterísticos observados.
Existe un estado de debilidad e indeferencia en el ani

mal muy manifiesto. v ya con intoxicación muv avanzada no inten

ta huir ¡1 tomarlo v no tiene fuerzas para sostenerse con las
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patas.

En los casos en los Cuales se les dieron dosis grandes

de ClAF (especialmente en ratas) pudo observarse marcada ciano

sis en las patas, en especial las traseras.
Tanto en las experiencias con ratas comocon ratones,

se mantuvo a los animales sin comida v con agua "ad libitum" du

rante las 12-16 horas antes de sacrificarlos.

En todas las experiencias los resultados fueron compa

rados con un'lote testigo sin intoxicar, tratado en condiciones
izualea.

La sanïre se obtuvo por punción de la vena porta (en al

gunas ocasiones también corazón) empleando heparina comoanticoa

gulante.
El cerebro de raton. después de extraido se lavo con

solución de ClK 0.15% M vien fria hasta eliminar los :lóbulos

rojos; posteriormente se preparó un homoaenato al 10 i en saca

rosa 0,25 H empleando un nomoaeinizador tipo Potter-Elvehjom

construido segun (35)
Sobre una fracción del homoeenato se determinó residuo

seco a 1009C, los valores se refirieron luego a 1 ar. de éste re

siduo. Los resultados de estas dos experiencias pueden observarse
en las tablaszN9 7 v NQ8

Acción de ClAF sobre ChE de córnea humana

Desafortunadamente no fué posible ensayar la acción de

ClAF sobre ChE de córnea humana "in vitro".

Ello se debió a la gran dificultad para consenuir este
material va sea de autopsia o de operaciones oculares.

Sin embargo, en experiencias realizadas "in vivo" con

seres humanos (colaboradores amiwos y yo miSmo) permitieron ob

servar nue la lacrimación por ClAF no va acompañada de miosis.

Dadoque la cantidad de inhibidores de ChEnecesaria pa

ra producir miosis es muchisimo menor que la que produce lacrina



¿QQIQN DE ClAF SOBRE CQE DE PLASHA DE BAIA "IN VIVO“

N0 INTOXICADOS

PLASMA

H Ach/ h/ m1 plasma

so

l'r9
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un

30,5

2u,e

Vo“.3
D.H. = 9,&

D.S. = 10,2H

TABLA N9 7

INTOXICADOS

PLASMA

M Ach/ h/ m1 plasma

VoMo = ,L'

D.M. : 3,3

D-S. = 3,9



_—--*1*vgh-v7nzmm‘ z ‘ "Fury-WWWT. ,, . . ».-, l '-"—
, . . . \ 

¿CCION DE ClAF 30333 ChE DE CEREEBQ DE RATON "IN VIVO"

XABLA N9 8

NO INTOXICÁDOS INTUXICADÜS

CEREBRO CEREBRO

MACh/ h/ gr tejido MAch/ h/ gr tejido

619 557

633 6MB

786 #56

‘731+ 768

hEE óho

580 ulk

688 53o

587

V.M. : 626 VoM. 3 573

D.M. : 67,8 D.M. : 96

D.S. : ¿7,6 0.5. : 113

652 48€

507 “85

M30 jal

657 kkó

ugu Mk2

502 373

#3t M22

(34 #07

#17

v.M. = sus V.M. : #45,6

D.M. : 86,5 D.M. = 37,1
D.S. " D.S. = “5,7Il \O N

U
(T
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ción (por lo menos en el caso de los inhibidores organotosfora
dos (36) se puede suponer nue la acción de CIAF sobre la colines

teresa de la córnea no es responsable de 1a lacrimación.



27

DISQQSION

19) Posible rol de los gruoos SH:

Si se observan los resultados obtenidos por acción de

tóxicos sobre la colinesterasa de suero humanoque figuran en la

tabla N9 l, podrá notarse inmediatamente que aquellos que ejercen

acción inhibidora (etildicloroarsina, p-cloromercuribenzoico,
cianuro de bromobencilo, bromurode xililo, w-cioroacetofenona,
difenilaminocloroarsina, etilmercuriotiosalicilato de sodio) son
Sustancias altamente reactivas con grupos SH. Esto indicaria que

la colinesterasa, es una enzima sulfhidrilica. Pero habria que
exnlicar en caso de aceptar dicha hipótesis algunas aparentes

contradicciones comoser: 1) porqué no inhiben la clorOnicrina,

el ferricianuro, la bromoacetonay el bromoacetato de etilo.
2) Porqué requiere concentraciones tan elevadas de inhibidores

potentes y esoecificos comoel p-cloromercuribenzoato.

Estas series de contradicciones con reapecto a un posi

ble rol de los grupos suifhidrilos en la actividad de la colines
terasa es un problema que aún no ha sido resuelto.

Las discusiones comenzaron con los trabajos de Nach

mansohny Ledererí37;38) quienes trabajando con colinesterasa de

torpedo eléctrico, encontraron inhibición con glutation oxidado,

cistina, iodo, sales de cobre y iodo acetato. Basándose en ésas
observaciones 1a clasificaron comouna enzima sulfhidrílica.

En contradicción Hargreaves (15) ensaya iodoacetato,

ferricianuro y p-cloromercuribenzoato y excepto una pequeña in

hibición observada con éste último, comprueba que no inhiben.

Augustinsobn (13)pudo establecer que la cistina tiene

muypoco efecto o ninguno sobre la colinesterasa de varias fuen

tes de obtención. Esto fué confirmado por Nel: y Repke f9).
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En cambio las observaciones de que el sulfato ae Cuurc

inhibia y de que el iodo era un inhibidor exceocional fueron con

firmadas nor otros autores (1k).

Otra de las awarentes divergencias consistió en la fuer

te acción inribidora del arsenito con respecto a los arsenicaies
orgánicos, los cuales si bien son inhibidores, lo Lacan con menor

intensidar, cosa cue no está de acuerdo con la logica(1#;h0;h1:M4ej

Ademásel o-iodosobenzcato, un reactivo tipico de gran;

sulfrldrilo ns la inhibe (M+;44)estos resultados a; impidieron que

¿ugusbinsson (N5) encontrara que este tóxico era un inLibidor cen

narativamente octente de la calinesterasa de suero humanoy de ca

ballo (p I 50: 5,0).

El oxigeno a oresión de 7 atmísferas y a 3tüC no afecta

a Ja colinesterasa de suero (H4)

Otro hecho que se opondria a la existencia de un SH in

dispensable para su acción es la resistencia a las radiaciones

UVde 2.537 a (15).

Mounter y Nhittaker (1%) aclararon el oroblenc demos

trando que muchas descrepancias se debian que la fuentes de :re

paracion de la enzima eran diferentes.

En el trabajo estos autoresestudiaron el comoortaniento

de la ChE de suero y de glóbulos humanos, frente a un grup: de

comouestos. Encontraron inhibición con B-clorovinil dicloroarsina

(p 1:3 22%int); fenilarsenóxido (p 1:3 35€); nitrato de fenil

mercurio (p 1:3 15:75); p-cloromercuribenz-‘Jico (p 1:2,2 503); ¿11'99

nito de sodi. (p Izh,2 Sofi); difenilcloroarsina (p 1:3 314).
Noencontraron inhibición con iodoacetato, glutation oxidado y
ferricianuro.

Estos autores no consideraron sin embargo una posible

reacción con grupos SHpor parte de esos inLibidores, fundauen

talmente debido a que el arsenito es un inhibidor más potente
1/,



que los arsen cales y ademásequué la inríbicifn n;r arsenitc
aumenta con el uh, Lo cuál no esta de acuerdo con la labiliiza ;:
la unión -S-ns en medio alcalina (k6).

otros autores encontraran inhibición con ñ-clorovin1.

dïvlorcarsina (“3;kfizüb) con fenildicisrvarsina (#3); cen 3 a.1

nr-h-hidroxifenil arseníxidc (“9).
Varias de estas c:á;uestcs arsenícales y mercuriales vr»

gánicos han sido considerados Cine reactivos esvecífi LSde grun,s

SE de proteínas (50), contando ccn abund¿:te ss-orte ex*eriuental.

Por lo tanto no corresnonde descartar la firesencia de un gruWWSE

de algún modoinfluyente en el nroces: eqzigá11CH, 'or el 5010 Le

cro de que el arsenitc sea un inhibidor mas \Ctente que los arsev

nicáles orgánicas y ademas más ac ivo en nedin uicnlin .

Afortunadax nte esta objeción perdió fuerza desvués

del trabaja de Markwardt (41), el que demuestra que la reacción

dél arsenito con Chñ es en el centro activo (Wrntege e"n el sus

trat: y yrctege c ntra accisn del oarathicn), y ademasdenuestra

que no es qna reacción con grupo SE(en¿ima de glóbul s rojos)

Desaoarecida esta oojeción se analizardn ¿es resultad;s

:btenidvs en este trabajo, nara peder reforzar la idea de la exin«

tencia de gruoos 8h que influyen de alguna manera es .a reacción
enzixática.

El kecío ua haber obtenida iniibición pcr cwgnuestos

c:ze el r-clcrOJercurívenzcico, difenilamin; cicrqurgina, etildi
clüroarslna, cianbrc de bransbencilc, sr murose xilílo, etilmer
curítiosalicilato ue sodio y w-cloroacetofenonaL ¿aria conside»

rarse gur sí ¿isws suficientemente ur;but3ric. “dedás, 01 est ¿iq

uetallado Huese reaïjz‘ ccn w-clirOacetofenuna confir C estss
resultados en parte.

antes de aceptar a 1a Cle comoreactiv: e5"eci¿1cc ce

n

.rupas sulfLidrílicos se decidió poner a prueba dic:a pr tiesac,
.I/
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especialmente vorque no cuenta con un aval bibliográfico tan abun

dante comolos reactivos ya consagrados (47;20;51;52)
Estudiando una nrobable reaccion de ClAF con aminoácidos

se encontró que sólo reaccienaba con cisteina. Si bien esta expe

riencia no tiene caracter grobatorio, tiene el valor de no haber

introducido objeciones a la especificidad de la ClAF. En lo que

respecta al caso especial de la Cha es importante que no se obser

vara reacción_c0n histidina, tirosina o serina, aminoácidos que
la bibliografia mencionacomoparticipantes del centro activo de

la enzima.(33) En efecto, si la ClAFhubiese reaccionado con ellos

en el estado de aminoácido, seria muy nrobable una reacción simi
lar con los mismosen la cadena Wroteica (lo contrario no es igual

mente probable).

El comnortamiento de ClaF frente a otros sistemas enzi

máticss rue igualmente satisfactorio. Por ejemplo, la láctico de

kidrogenasa de músculo de conejo se inLibió con ClAF y también con

o-cloromercuribenzoico, iO cuál está de acuerdo con la bibliOgra—

fia (53;5%;55)

Tambien se obtuvo innnbiciónde la málico dehidrogenasa

ue coiazón q: lechón, empleando ClAFy n-cloromercuribenzoico,
estos resultaras están de acuerdo con los obtenidos por Wolfe Y

Noilands (>6357358)

La isocitrico ueLidrogenasa de corazón de lechón tam

bién se innibjó con ClnF; además actuó del mismomodo la difenil

aminocloroarsina, la bibliografia existente es perfectamente eon
secuente con escos resultados \59)

También 1a alcohol dehidrogenasa de levadura fue inhi

bida fuertemente ser CIAF, éste consortamiento no es extraño; ua

da su conocida sensibilidad al iodoacetato (55) y otros inhibido

res de SE (60561)

Otra enzima inhibida por ClnF rue la gliceraldehido
//



j-ïosfato de idr;genasa de muscnïn ue efinejo, caso comv-etasente

ti ica de ensima suifhidrilica (50)
La fumarasa de corazón de lecaón fué Otra ae las enzi_as

ensayadas, en este caso no se obtuvo in;ibición con Cth ui con

uireniiamínocloroarsina, resultados estos en total acuerdo con

bibiiografia (6236?)
La transaminasa glutámico oxalacética de corazón de le

chón no se inhibió con CIAF en concentraciones de hasta 2 x 1o'3M,

LT" sta concuerda con los gatos obtenidos por Singer y Barron (64)(1

¿os mencionados nor Cohen (65) en el sentido de poseer ésta enz

zima gran resistencia a los agentes alquilantes. Tal es asi que
no se inhibií, según los mencionados autores con concentraciones

de iidoacetato de lo-2My recién la inhibe el p-cloromercuriben
zoato 10-3M.

Tamnocoia aldolasa de músculo de conejo se iniibió con

Clnï, en cambio el n-cloromercuribenzoico si la inhibe, hecho ya

registrada en literatura (66), éste resultado con ClaF sumadoa

la resistencia observada a la N-etilmaleimida y al hecho ya com

probada por otros autores de que es resistente a iodoacetato

(O5;07) demuestra que la enzima desee una eSDecial resistencia a
los agentes al¡uiJantes. bn cambioes sensible a los reactivos

que foraan nercaptid s caxo lo demuestra la ligera inhibición ob
tenida con difenilaminocloroarsina.

La enolasa no es considerada una enzima sulfhidrilica

en bibliografia (ób;69 ): sin embargoNarburg y Christian (70)

comwrobaron que se inactiva con el hg*+ y que forma un comouesto

Enzina -(Eg++)6-. Este hecho exnlicaria la sensibilidad a la ac

ción del p-cloromercnribenzoato y la no reacción con ClAF.

Dado que en desarrollo de la técnica de aldolasa en el

UVse encontraron oresentes, triosafosfato isomerasa y alfa gli

cerofosfato dehidrOgenasa, ambas de músculo de conejo en contac
x/

/ /



32

tr. cer: CIAF, "U‘Í.* :‘-?‘- .09 ":3. 7' ’- Ïn'l' w.

lo ¿15m0rcdrïa :;r<+ dr Z¿N-etijxu í;.fl'. ist S "fi";.!

sz‘.:‘cc-zerrfim (3'-.. M ¿{0: ¿e «¿ue 1333:..5 tino PH:‘>:"31='H'.Ï-‘-f .'-.i

tá-i“ (Ï P í“ 't ci ' \ u z y

niñii ¡11€H .cmï "x St' :t-r un“: df" “ “ . 1 ‘i 1‘ 1"

v' ar. nt-r. sr“ c ‘h -q "r?t9‘na" un J1 e L 11 y a
a" r. ...-.4.'.. gr un. .- I .0 ...-.-.-r- .ffi;.1‘q‘.4 3.1 u(,‘.J.._... u-s 514181“; e.‘ «)-. : \/'.--r.. w.

‘ . . .. , :., ‘ . . .'.._ . _ h. .. I.Hercuriales P ur calumie (que actuhn “ur Idrfinu c“
1pero JhStHflLdná: reuctiva que e; iÚdÜnC‘L-tfi v .v";

que son los alquilantes frecuentementé emvïeados vara det=uuhr pJ;

ésta conclusión CJncuerda con ¿a mencí naa "ur Bayer . {ua¡

Parecería ser por lo tanto que ¿a reacción de

bre CIE, es srcre un grup; SE. Esta anclusifn se ve FÜÏJÏSQÜG

por otras dos ex eríenc'as realjZaoas, una de ellas r-‘: la

;';wstró que la ini’:ición era practic ru ta í;st;nt. ,uo
.naflás se verific¿u¿ a HLácido rápícaïanie.

Esto_e11mina una objeción que odrfa #fectuarse nor >

nalcgía con al j caucet;te 3 Ea iodo+cetzmid:, une es a de una

posibln reacci n ocn gruoss amino u oxridrilcs fenólicus; 1a c;ál

ca nacho ga: lenta 138 la ¿Iquilacióu de sulfhiu llos tivï.

Tambj4nja :1fefiiluminzclnroerina y -1 n-clsrgnerc rin

benzolca reaccionrran ráÜÏÚLmPÉÉY... H rmafírmh c] iwïlazgp

anterior.
Habrïa Lhmhlín ¿ue ex licur ¿r a uncmul{as ó.rorrr4

qa; con agentes oxïdantes, para nodcr asentar vaflas de las COM
clusioues cXgucSCuSoYa Sarrfln y ínger if“) destacaréu ¿a fre

cuente resistonc7a ue los ¿tu os SHd- enziuas frente a 155 a PL*
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69 Besultadgs "in_g¿13"
Los valores ootenidos con los'tipoe'ñe colinesterasa

o sea 1a DseudocolinesteraSq de olasma y la acetilcolinesteresa

de cerevro. demostraron nue en las condiciones empleadas: 13‘ le

colinesterasa plasmática se inhibe "in vivo" marcadamente, apro

ximadamente un 6fi % ; 2°) la acetilcolinesterasa de cerebro de

ratón no parece afectarse apreciablemente.

Los datos de inhibición por CIAF de la enzima de plac

ma "in vivo" podrian adjudicarle cierto rol en el proceso de in

toxicación. puesto cue se acercan a valores obtenidos en intoxi

caciones con algunos tóxicos fosforados (ver tania N99 (33)

Tabla N39

Niveles de CHE (%\ en sangre de animales IQLQX]"ÉQQS

compuesto especie ruta 195 síntomas cerca de la
muerte

DFP conejo i-v 35 % 3 %

DFP rata oral _ 10 %

Sarin hombre oral 9? 2 _

TEPP ' perro i-v 39 í h %

TEPP hombre i-m 1° 1 

TEPP rata oral - Q9 fl

EPN rata oral - 17 fl

Paration rata oral - ?0 í

Schradan i rata oral — 27 fi

Sin embarrzo, los sintomas de la intoxicación nor CIA}?

no responden a los de 1a acción parasimpáticomimética que produ

cen los tóxicos fosforados anti-colinesterasa, lo Cual nace supo

ner que otras acciones de CIAFque no son sobre colinesterasa, de
terminan su acción tóxica.

Es muv probable que el efecto que produce,see similar

al del iodoacetato y los agentes alquilantes del tipo iperitas
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de azufre o nitrógeno; o sea que inhiben la giicólisis en el nds
culo.

Se sabe que peoueñas dosis de inhibidores directos de le

colinesterasa, "a sean compuestos del tipo fosforado o no. causa:

miosis cuando entran en contacto con el ojo (33}.

Es importante que el inhibidor sea liposoluble, puesto

que será mejor absorvido.(79)

Se produce recién miosis cuando la actividad de la GhB

en el músculo del esfinter de la pupila cae por debajo del 15%
sde 1a normal (80).

También se ha demostrado nue se necesitan mavores con

centraciones de inhibidor para producir lacrimación, por inhibi
ción de 1a CHEde la glándula lacrimal.nue 1a necesaria para pro;

ducir miosis (36)“

Dado que CIA? es perfectamente liposolunle, el hecho

de que produZCa lacrimación sin generar miosis, indica nue su me

canismo de acción no está basado en una inhibición de 1a ChE.

Esta conclusión concuerda con la expuesta por Paca íBÍ)

quien manifestó nue la secreción producida por la acción de los
lacrimónenos era independiente del sistema nervioso.
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De] csmpnrtamïentc G? ¿a UL; de suero huan: y :::.= 

zí?a7 frente a diversos compuest-s téïicas tícl-privaf a

arSan’cales y mercuríale: se CCLCluyHque:

1°) La CLS da suero humanC, no e: una enzimg típ;cm
qsuifhídrilica; aun;r2 en muy proba le que posea en su mui/C9;u

"supo S; tal que, ui roaccívnar cc: estos ccmpuestos diswgnnyn ¿n
avtividud catalitica. Otros tipos de interacción entre Eos tíxicos

ensayados y 1a enzima son también probables. El grupo ruaccionantü

(SK o ni) no astá ubicado en el centro activo de la enzima y el aro»

duct: de reacción de éste ocn CIAFes reversible Du?diálisis, di

lucxin y es desplazada por la BzCh.

3°) Los reaultadzs de inhibicion de ChEde suero humano

"in vitra" hacün :¿cc probable la tiofltesis de que la lacrimacién
general de CLAFse deban a una acción sobre la ChB.

L.s ru'a.t ct: "ju vivo" score ChEde suert y cerebro de 'ata y 155

Pe "firmen tu una, indican que la ChE nc es respcnsc le de 1a acción

LG: ca Ttnal y general de 1 s compuestas con actividad lacrimatcria.

?9) La acción de CILF Stbru otras.sistemas un¿iuátíaaF

:‘icuríu comoPrcbu“ic lugar de 3; "lesión bioquímica","Jn v‘trc"
tíhcíiszc oe los Hidratos de Carbono..7 a . -- .. e. ' 1 ‘!dl‘l‘-\:l “¿EHCHJÏIS (un 53.::
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