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INTRODUGCION

. Im idea que anima el presem:e estudio, no es simplemente
la de desarranar un ‘método analftico mls; nos intevesa tam~
bien,en relacibn con su aplicabilidad en el estudioc de la
“bisguinien de .gz,:ggncq, transtornos, meté‘q&licos y mentales.
En efecto, el Acido .ﬂa'aﬁina 1évulihi‘ca - cuyé. valo_ra'ci&n

esx objeto central de ésta tdsis = es un metabolito que des-
yieri:a gran interes por ser precursor de compuestos tan iw-
po.rtante_s cono. 1a -prﬁ%pporfiriga‘"lx » la vitamina B-12 ¥ el
4cido adenflico { AUP ) ; o1 AAL es uns de Jas dos alfs a=
mino~cetonas encontradas en el hnmﬂ;'e;"tambien se encuentra

en animales y af bacterias; normalmente se excreta por la o~

ripa humans en catidad de 2 =~ 3 mg / 2% hs. Esta tasa de
‘excrecidn se encuentra notablemente elevais en 1os enfermos
" de porfiFia aguda imtermifente y en los casos de envenena -
mienbo por Plomo. R

En 1os filtimos afios, los Gajdos en Francia y el Dr. Nie-
to, del Institute de Estudios Bilomédicos , han estudiado 1a
aceldn terapéutica del AMP, el primero en casos de porfiria;
el segundo en esquizofrénicos, Los magnificos resultados qﬁe
se han obtenido, son ¢l precedente inmediato de nuestro ine
" teres por el ERL, como precursor del AMP.. '
Lo que haste el presente se conoce del AAL es may poco ,>

en comparacién con 1o que ss 1gNOTE, 51 possor—mdiedas
" cisns para valorarlo es nn requisito indlspensable para au-

mentar ese conocimiento. Profundaments inﬁergsa&éé an 1a bio-
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gufmica de las enfermedades mentales, finica via para expli-
carlas, Hemos queridb‘contribuir’con_ase primer eslabdn.
Ruegtro estudio comprende H '

1. Una descripeifn del metabolismo del AAL k su.nosibla T
laciéa con Yos transtornos mentales. .
2+ Una &escripci6n;critica de 1os métodos de valorar el\AAL
3, Bl establecimiento de las condiciones mds adecuadas para
valorar el AAL por vl método del plerato alcalino, previa e

» liminaciGnAdel Porfcbilinﬁgeno, que interiiere 1a determina-

' cibn, o
%, L= determinacién de los valores normales de excreci&h de

. .AAL en orina, utilizando 18 sujetos.

B, BL establecimiento de curvas, posiblemente clcardianas ,
de excrecifn de AAL normales ¥y en dos sujetos bajo el efec~
to de férmacusc o

. Descripcién del método & saguir en sangre y en tejidos.
7. Por ditimo; prasentemos nuestras conelusiones y prapone-
mos algunas sxperiencias bésicas para fundamentar la h‘:!.p5 -
tesis de que el AAL estd alterado en la esquizofrenia,

La imposibilidad de realizar el experimsnto erucial, por
falta de tiempo y posibilidades téenicas la excusamos con
1a esperanza de poder vealizar posteriormente las determi-
.naciones que aqui sugerizos,los ¢uales tal vez signifiquen

____una vez realizados, una auténtica contribucién. De momento,

diremos con Henri Poincard que ..."Ls parte de colaboracion —
personal de un houbre en la creacin del hscho clentffico

eg sdlaments el srrom" .,
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PROPIEDADES ¥ KETABOLISMO DEL ACIDO -ANINO mvvnmca

En 1953 descubri& D. Shemin {22) un d«aminoacido; que era

a 18 vez ung alfa-amino»cetona 3

COOH o , L
(l:H T PLE. base 1ibre ¢ 131
B P, . Clorhidrato: 167.5
HZ p,F, " v uy kg,
c-n -

e, |

Es{:e écidn“ h-ceto,ﬁ-aminoqvalerico. rpcibié el num‘bre de
delta {0 5) am_na-levuiinica, por derivacion Eiel deido Tevu~
1{niev, conocido producte del calentamlents de la fructosa.
A partir de su descubrirdento se iniciaron estudlos destina
d‘ds a. dﬂucidér su vapel biaqu{mico' ¥y se logrd estabiecer gue
' constituye un metatiot Litoy sito en 1a encruct jade de dos cie" Qs
de gran interes: el de las porfirinas y el de 1as bages piri-
cas. En la pag. siguiente se esquematiza el ‘cic_lo 1lama,d.u de”
giicttna‘--sw:cinato, junto con Ia desviacidn hacia la sintesis
de purinas, La disnosicidn del ciclo es original nuestra,-
Coro puede sepulrse en dicho esquema, ol dcido desmino levuTi~
nico (AAL) vrocede de 18 reacclén entre una moléenla de glici-
n2 activada wor o1 opiridoxsl y uns moldeula de ac,succinico,

ta-bien activado{syecinil-Cod), El producto directo de la reac-

cibn es el dcldo alfa-aming,beta~cetojaiivivoque—ss deceap
boxila dando el ARL.

Bste £cido asi formado, puede sufriv una reaccifn de condens
sacidn tino Knorp, dando lugar a la formacidn del porfobill -
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" négeno(¥B0), Cuatro moléculas de PBG constituyen el tetrapi-
_ rrol fundamentsl de 1as porfirinas : el protoporfirindgeno,
” qua tf&ex pdﬁ;‘:aricréQ transformaciones entrard & f‘émaf '-pari?? T
te de la Hemoglobing ¥y de mioglobina, uatalasa, perozidasa
¥ eifooromos. . . ‘
Paro tamblen puade 5 m, pur transaminacian dar lugar s
1e formacidn de aldehido slfa-ceto glutérico, el cual libe~ o
ra un grupo. formato, que mediante el ATHF, pasa a constitulr
ol earbono § de ‘i‘uvs‘baseg plricas. EL AAL no es la fuente ex~
clizﬁiva da yestos de un carbono para la sintesis de pm*inas, :
pues se sabe q_ua los grupos formilo pueden provenir de otros
5 'origanes, constituyondc de hecho una poza metahGlica, pere-
por esta via, el C-ulfa de ia glicina, que pa_s.é a constituir
ol C-delta en el 4AL, termina constituyendo el C-5 de puri -
Tres enzimas fundamentales ilaman la atencién en estos ci-
closz 1) La AAL~ sintetasa, enzima necesaria para que se »v‘e-;

r,‘!.fiq & 3a primers reaceidn, de Ja glicina con el succinato..
Reguisre & su ves la presinels de rosfato deé piridoxal, ds
Coenzima &, dcido lipbico y GDP, como sucede en casl todas las
reacclones gne involucran una descarboxilaeiﬁn. Esta enzima 7
sstd locallizadd en Ims mwondrz&ﬁﬁ&,,ms,l:;%‘ {9 7 M)yeu
pH Sptimo es de 6.9 y sux grupos activos son sulfhidrilos,

segln Jo indica el que sea inhibida por 1& yodoAcetamida § 8o
reactive con glutati’n o con cistelina,



2). La AL ~ dahid‘rasa, que es 1a enzins necesaria para la cone
:Isnsaci&n del AAL consipo mismo para dar FBG, Al contrario de la
anterior, ésta enzima se localiza en Ja fase acuosa de le célula_
Inicialments vfué alslada de higado de buey, pero luego se ha en-
contrado en eritroeitos de pato y de polls, higado de conejo, ho-
a8 de espinaca, ete.los finicos organismos que al parecer care-
cen de §ste enzima son las levaduras, La senzima tiene gran inte-
res porqus cataliza dos reacciones quinicamente diferentes: en-
“tre un metileno y 'u“u-aa'z*h*anila?y entre un grupo de amina prima- ~ -
 rda ¥ un carbonilo, Contiene tambien grupos -SH ¥y contiene Gu 4
por 1o cual es inhibide por el EDTA. |
3. La AAL~ transaminasa, que transforma el AfL en sem alGehi-
do alfa~oxigiutdrico, en presencia de ac. pirfivico como aceptor ,
46l grupo amino, Sobre la importancia de ésta enzima se hace hin-
~ capie mAs sdelante. - o '
‘Bl AAL ge sncuentra ademds ligado en su metabolismo al cielo de
los 4cidos ‘tricarboxflicos; todos los cuns,tituyentas‘ del eiclo

en presencia de glicina pueden servir de substrato para la sin-

tesis del AAL, aunque con distinto rendim_iento.:(B)‘ .El mds efec~

tivo es el isocitrato y no precisamente el suceinato. Los inhi-

bidores del eiclo de Krebs(ac, malénico, fluorocitraﬁc, parapi-
ruvato, etc.J, inhiben por o tanto, la sintesis del AAL.

Taml:«ian estd relacionado el AAL con la biosintesis de 1a vita-

mina B-12, como lo han demostradd Bray v col.\2)v Ta-sstrucbura
pirrélica bdsicx de la vitamina(estructura de Corrin), se origi-
na en forms semejante a la de las porfirinas.
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REIACIOH DEL AAL CON LAS ENFEREEDADES MENTALE‘S .
~ Desde hace muchos alcs, los bioguimicos han tratado de es-

_ t&bleggr 1a presancia de alguna‘ alteraaiGn metabdlica en .Ios»
transtornos mentales. Aunque afin no se ha encontz:add #na alte=
racidn s:.steméticé.} exista 1a convieeidn de que tal debe exise
tir, pues 1a psicologla tradieional no basta pare explicar la
naturaleza de tales transtornos; de hecho, en algunos casos se
* ha Iogrado ya precisar en términos bicquinicos la causa de al- . |
lgﬁn&s enfermedades de 15 eonduetd p.e. en lla oligofrenia fenil-
pirlivica, error congénito del metabolismo, se sabe que la o8
reéncia de una ezf.zima dstermipa el retardo mental csra_cf:et:(st%
co de ia enfermedad. Pero en 61 caso de 1a esqui_zbr::en.ia, nin-
guna hipbtesis ha sido plenamente comprobada. '
Hace algunos Affos 8e mostré gran interes por la seratonina
~eoro posible metabolito alterado en la esquizofrenis,Sustenta~
ban 4sta hipﬁte‘sis glgunda h’echos,‘ entye eilos 3 S e

a) Anflogos estructurales de la serotonina, como la dietilami-
da del 4cido 14sérgico, pueden provacar efx personas nor'malas,
s{ntonas esquizofrénicos,

b} Drogas tranquilizadoras como la reserpina, disminuyen la
-concentraeidn de serotonina en el cerebro; otras como la Clor-
promaz:tnu. ‘interfieren la accidn de ls serotonina stbre tejidos. -
' ssoras 1 tan el nivel de seroto-

ninag si por algxin n&tbdo se incrementa éste nivel en cerebro
on paclentes esquizofrénicosy su estado empecra.



- Una discusidn mds detallada de la rala;ci&n efbre serotonina
¥ \gsguizofrenié N asi coms de otras h‘iﬁétasié bioguinicas, se v
endil’énf‘ra en la rﬁf.(29(, 1a hipbtesis de la serotoning no ha — e
sido eongrueﬁte con experimer’xéofs pb’sﬁeriores, ¥ tel vez mo re-
~flefe ol disturblo esencial. En afios més reciemzes, algunas ob-
‘ssrvaciones cifnicas ¥ experimentalas han hecho ﬁens&r en ctroé
metabolitos, entre ellos el AAL. Revisemos ens;eguida. 1os fun-
r.»r.—i/du,_m.e:ztos de la hiﬁéteais que relaciona ol AAI. con 1os transtor-
nos psiquidtricos.s ’ S
1), La porfiris, exxrermedad gue Gaj&as {10) define cotio unat
"ai‘eacién caracterizada por transtomos metabdlicos cu&litati-
Y08 o cuanhitatwas de 148 parfd:rinas, agoclados por 1o menoe -
‘2 uno de los sintomas esenciales - abdominales, nerviosos,cu~
tanéos - 0 que ocurxan en un su:]stw perteneciente a ana fami- _
lia ‘con casos &e por!'iria tonocidos" (p,1231) , es una e.'zi‘-e.’::xﬂ.e-,_,
8sd ds baje incidanciall.5 por cada 100,000 htes.) pero de gran
interes bioguimico, pues en ella encontramos una tasa e‘léva&é
de porfirinas axazetadas por la orinay alteraeifn que desde el
punto de ?iist& tebrico puede .deb'effse blen sea a uma incapaci-
fdad para transformarlas en hem o bien a wna exagerada sintesis
de ellas. Las experdencias han permitido aclarar gie el trang-
torno reside a nivel de 18 sintetasa del &4k en ol higado(18.19) .
En efecto, si se mdministra un agente causal de porfiria expe=

rimental p.e. la alil-fiopropil-acetamida, la grisésTuIvima,ete, ——
se puede lograr un incrsmento de la actividad de la sintetasa
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hasta 7 veée-s respecto de la normel, Este es un caso finico de

induccidn de una enzima hitaeon&rd;al en animiles, Tambien la

: “actividad de g EAT-Gehidrage an el higado de 1ndiv1duos por-

firfanos, es el doble de 1a normal,
~ No entramos aqui & discutiyr las diversas clases de porfiria

pero ccnviene precisar que nos estamos rei’irien:w cﬂngzsetamen-v__ ‘

te a la porfiria aguda intermitente, no a la c.ongeniz:a, ¥ oa

la porfiria inducida don drogas en animales de laboratorio,

Bl sindrome porfiriano np snbodos los casos imcluve alteracio-

" nes de la conducta o de lu actividad menfgll, pero tales alte~- :
:z-‘a'ciongs sa dim con frecuencia ¥ son seme,jant_és g las escizuiz;o'..
:frénf;’[casw En 1os sasos de intoxicacién cﬁ&aica tf;’on’ Pb. tam -
bien estd elevada la tasa de porfirinas excret;adés,, peﬁ*o‘ no te~
h‘emcs_ suficientas datos para asegurar due se trata del mismo
mecanisho sticldgico, | | ,

2). ‘En 1960, Gajdos ¥ cols publicaron los primeros resultados
del tratamientc de la po,x‘firia con ANP ¥ el Drs P.lieto,desde
1963 traté 43 casos de enfermsdad mental con dosis de 100-2’d0-'>
ng./dia de AWP, obteniendo 1a ’dasapaﬁcién del. cuadro psicdtico.
De los 43 cascé, 32 eran de esquizofrenia ¥ 25 de ellos mejora~ |
ron notoriamente, Jos 7 restantes comprendian casos de mayor

nﬁraciéa q;a ne’ rganondieron a éste ‘tratamiento. -
“"F1 AMP no tiene por si mismo acciones farmacolégicas, no es ni -

 sedants nT estimdEnts $—debamng -Dan ues, que actusa como re=

gulador metabsiico. G&jdos(?), gon ésta hipétesis en mente,lo-
gré demostrar gque el AMP alivia la perfiria inhiblendo la sin-



tesis de porfirinas. Para locallzax el gitio del efeeto ;thi-
‘bidor, 1ncubaba duranbe - horas a 38 L.y pH ae '7.’+ mtestras

de 10 ml. de sangre de conejo, con tres substratos diferentes;
50 mg. de glicina; 2 mg. do ALL ¥ ébvmgv de PBG . Otras mezclas

iguales , centem'.an ademds una dosis de ANP ¥/200. Encontrabs
que el AP dnhibe la sfntesis de porfirinas cuando el stibstra-
%o es glicina o AAL, pero no cuando es FBG, de lo cudl se de=
7 rr"'iuc‘a que la irihibﬁ:cién"éeﬁfré & nivel del AAL. En Ia porfiria

el AP debe intervenir modificgnde la cinética de Ia transror- '

maclln AAL. w porﬂrinaa. ,

En un experivento ‘imilar{& y Gajdos aclard que ge requiers '
'el nucle&tido completo para Iogr‘aﬂt‘e‘i afecto terapéutico, ya’
que ni la adenina ni la adenosina 1nh1b:(an la sintesis de por-
‘ f4rinas. _

3.) EL precursor 1nmediato del AAL ~ 1a glj.cina - tambien se
encuentra :hnplicadn en los transtoinos mentaies, 8e ha obser=
vado que la conjugacibn de la gliclna con el 4c1do benzéico es
_ anormal en los estados de catatﬁnia y ¥ tambien al administrar
mézcalina., durante el periodo de induccidn de alneinaéi.ones,
Por otra parte, de acuerdo con datos afin en fase experimental,

no publicados, Nieto y col. han sncontrado alterada la respues=

ta a una sobrecarga de glicina, en los enfermos ihéni:aieé,‘y‘ hap

glicina en la orins en ayu-

nas,
Completamos éste capitulo seialando la importancia del AAL,
en otros posibles campos de la bloquimica. Se ha sugerido que
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18 énemia debida a carenéia de vitamina B-é, podria explicar=
_se por .1a :mtervencirﬁn de &sta voenzima en la formacidn del
AAL & partir de glicina v suceina%o, y& que ek AL se réquie~ _
re para 1o sintesis del hem. Por otra parte; el ARL inter -
 ‘wiene tembien en 1a blosfnteils de 1d vitamina B-12 y debe
| ser estudiado para comprender la biloguimica de esta:,impbrtan-f
te y compleja vitamina jdel C-'-dsli’:a' del AAL px‘ovieneh UR DE-
"“‘la ¥ 109 -metilenos que forman puente entre los anillos pi~
_rrélicos.}:‘:sta participaczon del AAI& on la sintes:ts de la vi-" "
| tamina B-12 fie demostrada eon, AAI‘-- e en eultivos da“Acty—
- nomices"{(2) . .
R £
FARMACOLOGIA DEL AAL ,
E EY AAL ié’éi?éra‘éri"rd‘rma algnna 1a presién sanguinea o
ia actividad 4sl corazén (13) ; . tampoco modifica la respues=
ta de los tejidos a la aceldn de la histamina,, 1a scetil-colie .
" pa o la 5-hidrozi triptamina. Si se administra oralmente,es
excretado rdpidamente por el rifén, EL finico efecto farmacold-
glco que conocemos es el encontrado pbr Scott (27 , p.43) en
el curso de un autoexperimente : la ingestibn de AAL provoca
una transitoria Ripersensiviiidsd a la ldz. o
lﬂministranda AAL por via subcutanes @ ratas blancas, y =5 ﬁ

poniéndolas znseguma' a la iz U<V se provoca hiperssis-g inre
taciﬁn de 1a plel. EL AAL s8lo, es dedir; sin la posterior ex-
posici.én a la 1dz UV no tiene ta’l efeetu. Por su parte, ias



- porfirinas tambieiz tienen efectos similares. Magnus, establecid
; en un ¢ase de porfiris ant‘:aqeg y Sinotros sintomas, que habfa
hipersensibilidad a la 1fiz de %00 milimicras, misma longitud de
onda 2 la cual las porfirinas presentan absorcién. Las porfiri-
7 nas son es*bables “ante-fusrtes agentes quimicoz, pero :!.nestables
. ante ls 1fiz y la radiacién gamma. Todo ésto tal vez pueda rels-
cloparse ¢on 1a hipersensibilidad & la liz que presentan los ca-

~ sos'de porfiris con sintomes cutaneos,

R :
UETODOS PARA VALORAR EL AAL

- Tos métodos iée‘é&cs ‘pard valorar el AAL, determinan en gene=
ral amino-cetonas, de las cuales solamente el AAL y la aminoa=
cefona son fisioldgicas.(la aminoacetona proviene de la unién
de glicina con acetato active, con descarboxﬂacién). ‘
-Puedan clasificarse éstos métodos analiticos en dos ¢lases 3
a).~Los que se basan en la reacciﬁn de Jafzé, que consiste en
1a formacién de un compuesto anaranjado o caf§, de constitucién
desconoeida, con picrato alealino. La reaccifn de Jaffé as el
fundamento tambien del método para valorar creatina y creatini-
na{8nell y Snell) y para fcidos hidantofn-3 scéticos,

b) .~Los métodos basados sa une previa condensacidn de Knorr,
para transformar el AAL en un pirrol substituido que J.uego de-

sarrolla color con reactlvo de Bhrilchi Eivoivi-qus-dan-los
pirroles con €ate Teackivo se aplica a la de(:erninaci&n de PBG,
glucosamina y condrosamina(Elson y lbrgan*"mochem.a'." 2711824
=1933).




i,oa- dos Htipos de métoﬂos son colorimétricos y ds nrd‘eri micros
= analitico, como corresponde al hecho de que les ¢antidades Bl
contradas en orina ¥ en aangre “son del orden de mlerogranss. Se=
Del Bsegundo tipo‘ es el método mds antiguo,. el de Bﬁuzerall g |
- Graniek{1956) (17).1a ccnde,nsatién de Knorr pusde efectuarse
gon acetileacetona o con zceto-acetata de etilo, ¥y se lleva a
cabo en bhafo de #gus caliente, pegulando el pH & %.6 en el pri-
mer case ¥ a 6.8 en el segundo. E1. reactivo de Ehrlich modifi-
. eado con el cual se desarroila o1 eplor; Neva I g« de p-uime-'
til-amine benzaldehido y 8 wl. de HOLO, al 70%, en un volumen
total de 50 ml. con ac. acdtico glacials La absorbancia se les
a 553 zilimieras. La acetil-acetona da en éste n:étodo mejores -
resultados,porque s menos sensible & :[nt;eri‘erencias‘ de apinc-
acidos y glucosamind, La urea interfiesve tambien yorque da ¢o-
lor amarilio con el rga;qtiv‘o‘ ‘de :E’Kﬂich,de modo que es conve =

na 1a urea no es retenida y @l AAL se eluye con aceta,to d6 so-

dio, El aceto-acetato tient la ventaja de ser estable por més
tiempo. El :‘e;et-iva de Ehrlich es inestable, de modo que hay
niecesidad de preparario al usarlo, EL limi‘ﬁa’ de deteccidn cén

éste método es de 0,5 microgramos de AAL ¥y el error del método

os de 55. Los valores normales de AAT en orins de 24 horas,epe
contrados por Manzerall y Granick, dan un promedio de 2.5 mg.

Del tipo "a" el método mds antiguo es €l defcrito wor Shuse———
ter(1956) (24). Consiste en modificer 1a reaccidn de Jafsé en
&1 sentids de adicionar BCl al complejo formado con plerato al-
oalino, Para 1 ml. de mmestra se ponen an éste método 0,1 mi.
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© golucidn saturada de #c. plertcoy 0.2 ml. de NaOH 10 ¥ y 1 ml.
de HCL SN se lée a k50 milimieres.,

Ta adieidn de Hu} concentrads tiene por objeto, eliminar el
color que da la cieat‘i:xiinh, ¥ & la vez intensifiea el color de-
: bido al AAL. La - acetona puede interi‘erir porgue da un color que'
 ‘tambien se 1ncrementa con o1 HCL, de modo que en presencia de
wés de 100 microgramos de acetone, no es (il el método. Los
_ derivados del dcido hidantodn-3 acdtico tambien dan un color
: naraaja-rc;!izo an estas candieiones. Cuande se desesn valorar
| Acidos de &ste tipa, se acidula con GHB~COOH en Jugar de HG:L,
¥ se lee 1a absorbancia a §,000 X, (Selah ¥ y A. Berger-J, Am.

" Chem.soe.” 27:1893 4 1555). ‘

Bl método de E1110%(1950) (5), ‘tambien del tipo "a¥ utiliza
para D.25 ml. de muest::a.., un volumen {gual de $0l, sat. de ac,
“pferico, azregandc éste a ‘D?Q,,,Egnteni‘enﬁo ésta temperatura,
aftade 0,5 ml. de NadH 0.5 N ¥ después de 15 minutos agrega
1,75 ml. de HCL % N. Se.:;_ie;ja aleanzar la températura ampiente
y dlez miputos despuds se lee a W99 milimicrss. Elliot pre -
fiere ésta longitud de onda porgue svita los errores debidos
& la absorciln del ac, picrico entre ¥50-470 milimieras.ifir-

ma tambien gue el mdximo desarrcilo del color se obtiens si
" #% tiespo enkre 1la ai;t,cién Qe Nadl y. 1& adicién de Hc}. es de
usw a

ni (21) que

com"iste an combinar la separacién del PBG deserita vor au-
Zerall y Granick, con el método 44 Shuster. La separacifn del
PBG es indispensable, debido & gue desarrolla color con el pi-

e e B am



sxde;;iésx, dada la relacién bioquimica entre los dos metabolifos
es nuy 1mpoi-tante conocer las cantidades Saparada;s de é‘mhcs,
Para absorber el PBG, Urata ¥ Granick (25) emplesn resina DO- -
“wex =« 1 ¢ Mehanl y nosotros henos pz.‘jai“éridq ia r.'esina; Dowex=2 '
fue retiene el PBG, mientras que el AAL eluye Iibremente..
Por fltimo, kmencionaremés un método bioquimicamente muy e~
xacto, gque es el método enziméﬂcmnonsiste en incubar 1a mes-
. %ra_en presencia da ML- dehidrasa y lusgo valorar el PBC for-
mado. Los detalies sie dr'x mét&dn V‘de éste tipo no se¢ han estudia-
do, pero con base en la precisidn de los métodos péra '§alorar
el PBG ( con reactivo de Ehrlich) es de suponer que con éste
procedimiento se pueden detectar hasta 0,01 micromoles de A4L.
El método gque empleamos inicia’lmen{:e«,ﬂ ‘g0 bagh en 1o deseri-
to por Shawkia Mshani, pueé buseabamos un método sencillo y
‘mds r&pido gie el de Mauzerall o el enzirdtico con todos los |
problemas gne acarrea. Nos parecié que éste método era ademds,
el que menos interferenclas presenta, ﬁﬁesr'sépéréndo ol PBGy
no queda ningina otra sustancia cuya constante presencia ime
plique Interferencia.

|




L I

ko) IDENTIEIGAGI()N DEL A.4.L.

LR M.L nauesariu para preparar ung curva standard, fué adqui= '

 ride a "Calblochem" (California). Se determiné &1 punto de L=

- 51én del ¢lorhidrato de AL que recibimos y results de »‘11#356,

A fin de asegurarnos de su identldad y puteza, se realizaz. uns

erpmatiopraffa en ol solvente indiecado por Elllot(5) |
etanol :ca ~COOH 1 N : p*'ridina t agug

vblumenes: 95 1 .‘c‘é i 33 3

El papel sé reveld rociando ninhideina en soluedén alcoholica
¥ se obbuvo una mancha azul, tnica. E:L‘ Rf »eportado por Elliot
es de 0.15 s valor que coincidid bastante con el nuéstfc}: 0.17
ya que las diferencias en véldr‘es de BE sén siempre bastante
'"Bolerables Por 1=z :‘hnpos;ibﬂ:ldad da reproducir exactamente las

. condicloma .

Un método cromatogr&fico alternativo consiste en formar un
derivado pirrélico p.e. el 4-2! carboxietil,3 etoxlcarbonil,
2-matil pirrol, el cudl se extrae con ster ¥ se corre en croe
matograffa ascendente sobre papel Whatman-l en la sgte. mezcla
NHy( d :P.88)- agua - butanol ( 2¢98:100 volumenss). La mancha
so revela con reactivo de Ehrlich.

2, ) Reactivos empleados

Resina 3 Se empled para 1a separacidn del PBG, resina Dowex-2
de 200-400 Mesh (Dow Chemical Co.), la cual se prepard para su
smplao en la forma sigulentss Se lava por decantacién con agua
destilada hasta gue el sobrenadante sea claro. iﬁa’go s pasi



de la forma Cloruro a la forma acetato, iavfanda uon; sol.d
G%&OW& 31&1 hasta que el filtrado estd 1ibre de 1 » Des

‘ pues se lava con agua hasta 1a nautrali&aa. Se-conserva.en. _

un recipiente, cu‘biez’ta, de agua, & temperaﬁum-ambiente .
ACIDD PICRICO & Se preparé una solucién saturada a temp.

| e.m‘biente,de fc. nferico ( Baker & Mamson)( (10 g/iitro).

ACETATO DE SODIO 3 M ¢ Se pesaron 246 g, de GH;,)-COON&*
(U & B,Baker Co.) ¥ se disolvieron 1enﬁamani:e eI ‘Ggua , a=
forando & 1 1t. - '

e‘ .
&3

‘Acma} CLORHIDRICO § N 3 Se preparé e partir del concentra-

1las,

. do. HIDRGAIDO DE SODIO 10 N : Se utilizé NaOH (¥ & B)grana-

AGEDO d-AMINO LEVULINICO : Suministrado por “Calbiochen®,

se prepararon dos soluciones do trabajo &

Sol, A ¢ 10 meg/mi. de ARL{1 mg/100 ml. de orina libre de

S

FBGQ} .

§ol, B : 100 meg/l. de AAL ( 10 mg/100 ml. de orina)
APARATOS =~ A) Columnas de intercambic iédnico
Se prepararon ¢olumays de vidrio de 10 x 1 cm. provistas

de vn tapdn horadado con un delgado tubo de vidrio,Se colo-

caba una capa delgada de algodén y otra de arena de Dttawa

Luego se empaca 1a Tesina por sedimentacidm, hasta uma altu-

ra de 3 cm. Por encima de Ia resina y para protegerls de 1a

desacacidn y de que se agite 4l poner h BuestT®, s& puswe

s —e



e el ;,,l?; e

otra papity de areha ‘blanca, Preparadas les columnas en es-
tas condiciones; gobean a uf rii:mo de & gotas poT minuto, _’
que es adecuaéa. L ’ |
. Does de estas golumnas se montaron en un saporte adecuaao. |
I.as cclummis &eben rénovarse con clarta fmecuenaia ya que el
paso dé 1a Hring 1as Vi vgeursciendo-y pusde modifiecar su PH.

B} = Espectrnfoﬁémetro
& smpled un espectrorctémetro UBeckman BY del 1aboratoria
de Fisico-Quimica v Anflisis Instrumental, Para determinar
el espebtro de absc*éién se emplec un espectrofotémetro “Pér.:
kin-Elper? de 1s ﬁivisién de Estuaios Suporiorﬂs de la Fa-
cultad, '

PRUEBA DEL 3ETODO DE KEHANT .

- Intceialmente se ensayd el métod:o deserito por ﬁe‘h‘anifel) .
_gue &5 fl sgte t Se pasa 1 ml.‘ exacho da muestra a traves

ds 1a columna, reeiblendo en un tubo graduado, perfectamen~
e 1ixipio.Se lava la columpa con dos porciones de 2 ml. de
egua destilada, reciblendo en el mismo tubo anterior, AL fil-
trado, que contiene o1 AAL , se agregan 0.1 ml. de sol.sab.
de ac, picrico y 0.2 ml. de NaOH 10 N. Se agita y se afade

' 1 @i, de HCL SN. Después de 10-15 minutos se transfiere el
contenido a una cuba y se lee a %50 m:llimicv}as,v usando com

mo refeT8Ntin 1 Bi, deagus—4 a con los mis-

fmos reactivos.

Desde las primeras pruebas, "35 observd que al agregar
1 dcido, el color desarrollado se psrdfa totalmsnte y xiov
“= shbanfa tactudn. 2eI2 SNOOILIET. Un posible ervor, se va-



loraron las soluclones y se ajustaron exactamente a 15.5 nor-
melidades u.“é,egdnn_ Ademﬁs; QoIS ho se . obtenian volumenes .
_iguales de cada columna, se afor$ a un volumen fijo, infetals
mente de 6 ml.Se verificé -al pH an cada uno de ios pases,ob-
servéndnse que €1 pH Tinai era deddo; lo cual pcaia ser 1
causa de que el gomplejo tpicrp-‘-alcal;ln‘c se dlsoclars,

_ Después de muy diversas tentdhiV'as; ge de¢idid no apegarse

a1 'métod’o, cuyé ’ﬁé?ﬁﬁpciéﬁ"*ﬁméa, no-era detallada, ¥ es-
tablecer experimen{:almente lag condiciones adacua&as, ne -
diante un estudio sistendtico de ellas. ) '

C e VI -
DETERI!INACION DE LAS CON’DIGIONES A‘.DE-w :
CUADAS PABA LA VALORACION .
, "1~ Cantidad Spbima de HCL -

Se redlizm.czz laz pruebzs deseritas en la fabla 1 b mod:l-
ficando finicamente la cantidad de HCL qué se agx‘ega.Se agre-
gaba el deldo sismpre, exactamente 45 " después de agregar
el 4leali, En estas priucbas se empled un fotocolor{metro
"Leitz" y se lela a Y90 wmilimicras para tener diferencias

mfs sensibles, -
- o TABLA # 1

Tubs # Concentracion HCL $ml)  D.0. & 490 mme.
v {Blanco: agua) o

ety

50 meg/ml 0.2 G270

s % O_'égg .
e ‘Du 0' 54
s 0.5 0.140,decoloracidn
i 0.6 4,10, ®

nw 0.7 0,00

ownFw i |
»



La cantidad adecuada para desarrollar un color duraaafo,'
- es, pues, 0.k mv.ﬁh_lug‘ar d& 1 ml. de HCL 5N. ’

2, Tongitud de onda mds hdecuada

Tomando en consideraci&n las observaciones de Elliot,
gobre el hecho de que ¢l ac. pierico puede shsorber a la
. lpngitud de %50 milimieras, se dee:ldl& hager un espectra
de absofci@n. El espectro se hizo con wna concentracisn
e 10 meg/sl ¥ 62, volumer final a que se Ylevé la mnest'ﬂa _
fué de 10 ml. como en el método definitivo, I

Como se observa en el esp.eetxo anexo, 1a mdxima absoreibn V
.. del AAL corresponde a 490 milimieras, sin embargo, hemos
preferido continuar anpleando 1 blonﬁgitudl de onda origi-
nal 1 %50 i:ii:lmiaras, porque permite trabajar en una zo-
na wds sensible de 1a eseals del aparato., Aunque es evi-

dents que el ac, p:tcrico absorbe mﬁs 2 %50 que & 590 mili~
m’lcras,ésta no 1lleva & errores si se tiene el culdddo 48 - -
poner siempre 1a misma cantidad exacta del reactivo, y Se
utilizé para todas las determinaciones 14 misma solucidn
de ac, pfcrico, conservada al abrigo de la luz ¥ de Iof
cambios de temperatura, Es recopendable el usc de ac. vi-
erlco 0,2 M ex lugar de scl.=at. para tener mefs _Precisa

la concentracifn o bien extrasr al exceso de ac. picrico

con eter, si blsn esto no &% muy pracuices—
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3 - Intervalos de tlempo adecuados ‘
© pars la determinacién .

Como se observé que segln 1a cantidad de deido que se pu-
-risiera, era diferente el tiempo qus tards en &esarrouars.e |

€l color y que &ste decae con el tiempo, se realizaron di-
veraas vruebas variande el tiempo entre la adicidn de base
¥ de dcido y entre 1a adici&nTieR Acldo v la lectura.

Las tablas 2 ¥ 3 reunen log datos respecto de estos tisme

-~ pog. Se observard que si no se toma con ¢uldado éste fac-
tor, la reproducibilidad del métode seré ‘mals,

TABLA # 2
’Biempc entre la adici&n de NaOH vy
1a adicifn de HC1

t (segs.) Lectura 5'después “En todos los dato‘gé la
’+5 0.05 concentracidn era de
12 o ’ O 085 10 meg/ml ¥ la D.P.de
8. ming 0110 : .
6 0.10 450 milimicras

TABLA # 3
Tiempo entre la adicifn de écido

¥ 1a lectura
t (min,)  Lectura a 450 mmicras, La concentracién es

1 ' O.C)g de 10 meg/ml y el tiem-
3 0,08 )
% 0.10 po entre ka adicién de
6 0,10 v

- g - 0,10 NaCH y de HCLl, se mihe
| 0.095 R

10 0.09 tuvo en 5 minntos.

I 0:07

a7

En conciusién se fijaron como”tiempos At Adecuadoss—5-oinu-
tos en el primer 1nterva10,$m1nutus en el segundo, lo cual
implica que el tiempo total gue se tarda una determinacidn
es s8lo de unos 1215 minutos.
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’ monq DEFINITIVO - CURVA DE cAnmma-ibpt

~ La curva de calibracién se hizo con ol método dei‘ini—
tivamente adoptado, que detallamos & continuacibn f
1, Be mide un vol. exacto de sol. de AAL en oring nov-
mal, libre de PBG y de aeatona Se diluye a § ml. con agua
destilada, para %:erze ‘; " np. vglumen equivalente ay qne 56 -
e‘tuye de la columna cuando & usan orinas nrobleéms. ;

2. Se agregan 0.1 ml. de sol, sat, de ac. vlerico,se a-
gita. 3. Ensegulda se agregen 0.2 ml. de N=2OH 10 N.Agitar,

"%, Cinco minntos despuds, se sMaden O.% ml. de HCL 5 N
Se agita; perfectamente ¥ se completa el volumen & 10 ml.

5. Cinco minutos dsspnde de haber agregado 1 écido,se
. transfiere & una cubeta seca y se lee la absorbancia a lﬂﬁo
mitimicras, -azustanaé Mel ce‘ror .éonﬁun blanco hecho eon Agua”
destilada y los reactivos.

La curva gue se obtlene con lod datos reunidos en la ta-
bla # 4 , muestra un alejamiento dé 1la ley de Beer, a con =
centraciones superiores a 0.% micromoles, ¥ a concentracio-~
nes sy bajas { inferfores a 1 microgramo ). En el rango de
concentraciones intermedias as bastante aceptabile, -
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TABLA # %
' euava DE »camﬁmcxon

w8 mmnam'mu—m;n By } D,' O, da

Jt
(=57 TN R M WA W ves ¥

oB meg, 44 micromoles 450 mm,
e ANL-HC1 _ AAL-Base .

0.LA 1 0.0059  0.03
o1& AT T m ook
.54 5. 0.0296 0.05
OEA m v 0,06

- Tubo # Sﬁl

054 W om0 g,05

L0410 0,053 0,10
.08 v v pa0
Pl B -0 TEEIme e e o 7ﬂ Eeii s 3
0.2 B 20 0.2186 0.9
L 0.2B R 5 |
0385 - 30—---0,1780 0.21 -
0.3 B i it o 0 ' 0_22
0;5B . 50  0.290 0.31
0,58 - LA o 0.3%

1.0 B 100 045930 0.53

FERBESL o owaeawgwwoml|

]

- YOI -
| COKPROBACION DEL 1RT0DO o
Algunos factores que podrfan afectar los resultados, fue-

ron verificados ensaguidé., En primer término, Interasabd ve~
rificar el Tuncionamiento de las columnas de intercambilo 14~
nico, Para demostrar gue el PBG estaba siendo efectivamente
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retenido en las coz.umnas, se Lomaron dos muestras iguales

- de orina norma*}.' Rb 1501 de ellas se leyb diraaﬁamente ¥ la o=

tra pravia i’iltraei&n por una. ¢olumna, La. d:tfereucia entre

“las lecturas era suflcientenenite signii*icativa:

H¥uestra D.0. & 450 milimicras ‘
1 ml. orina, divesto 0,10
1 ml. orina, filtrada 0,06

O triplicados gue se Tiltraban pqr colwnnas dii‘erantes,
con los resultados siguientea' :

mgm # 5
comparacién de las colizmnas de resina _
Columnz # v(:cnnentraqiéz; D. O . a8 450 nilimicras

R I meg/ml 0.025
2 1w » 0,030 -
. 5 10 if - - - ,ﬁ.ia s
7 o ® 0.12

Posteriormente ss hicleron pruebas de recuparacién, en
la forma siguiente + Se determiné varias veces 1a concsn-
tracidn en una orina nérmal. Une. vez conocids esta con -
centracibn, se le 2¥adfa una carga conocida de 4AL y se
volvia a determinax, El incrsmenic sn 1a Ischtura sa com =

paraba con el tebdricamente esperado, Los resultados se han

-Parg comparar ¢l funcionamients de las colummas, se hiele- 3

reunido en la tabla F 6



TABLA # 6

e —-_ . _ _ TRUEBAS DE REGUPERACION

Huestra s«:breearga :Hicro@al?aé. " Mieromoles - % de pesum T =

s _encontrados ca’l.culados __beracibn
~Orina mrmal ' 0.08 I
_ 50 mcg.s 0..’38: ' 0 376 101.06 %
W - 08 ,200 50.00 4
i . 10 W 0.13 140 : 92.3_5 4.
# ’ 1w 0.080 .086 . 93,02 4%
o TR ‘ R ¢

VALORES NORMALES DE EXCRECION DE AAL BN ORINA

 Ia det‘erminnciﬁ:‘x de los valords normales de excreciﬁn
de AAL w4 habfa s:x,do réa .LRE‘J.;E por algunos investigadores 4

pero nos interesaba pres:isar esos valores con un nimero de

datos gayor que el que utilizaban y confrontar los resulta-
65 obbenidos, Es posible tamhien que los dabos cltados en la
J._itex@tgra_ng ggrﬁ:;gsyomi;ezan»con exactitud a una muestra de
2% horas en la forma que nosotros :la :definimos, que congista
en no inclulr la primera orina de la mafiana, pero sf la del
dia aigniente en ayunas, De la mezcla de todas lag elimina -
ciones de las 2% horas 1ntarmadia§, se pedfa 41 donador ung ’
cierte cantidad~ unos 20 ml - para el andlisis, Lo primero

" que-se hacfs al "«Gib""‘ sstas mentrax era verirican el pH,

ya que en und. ocasién se encontr& una ordna demastade alca-

Lina, 1o cual afe m&mtﬁlrvuzw—m-—-m

ext cuestidn, se ajusts el pH a los 1fmites normalss y entonw
ces pudo efectuarse la valoracidn}. Se proba‘ba‘ 1z presencis

de acetont, pues como hemos dicho un exceso puede interferir,

- a



Los yesultados que Aparecen en 1a tabla # 7 son el prome-.
Als o‘btehido ¢on t'riplicaaos‘ de cada una de las muestras,

>Sa 1:;sdica el vols total de orina en las 2k ho;:as, afinde

podar expresar los resultados en mieromoles por 2% horss
Adends de lox valorss ‘w..m.eleﬁ de exerecidn se establecie-
ron las curvas cicardisnas o eurvas de variacidn de la ex-
crecidn durante el dia, EL objeto de conoger estas variacio-
nes es pe'r una parte, 81 tratar de ﬁacilitu- la prueba, ha-
eidndola pse. simplemente sobre la orina en ayunas, 1o cu«.l
avita inconvenienhes al dongdor, pero por ptra parte se tra-
- 4aba de buscar una ,signﬂicaciﬁn bioguimica a astas varia -
elones, Mis sdelante se sefala el posible significado de ta-
‘les varisciones, | |
Se comparb tanbien esta;d.tsﬁcamente el valor de bl‘a excre~

| ci&n gn»homb’res ¥y en ﬁu;}-eres‘;p&m tratar de averiguar si -

:ciﬁn, o no necesltdn tomars’e, en -cuanta.

Para efectuar las curvas cicardianas, se solicitaban mues-
tras de orina excrestada a determinadas horas, anotdndose la
hora precisa a la cual eran tomadas, S5i se hace wn pran{edio

de los valores. asi obtenidos - eon 3 a 5 miestras - se Ob -

el paciente, pueds utilizarse el procedimiento de promed:lar

1os walores ovbtenidos en algunas eliminaciones.
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TABLA # 7 -
" VALORES NORMALES 'b‘;ﬁﬁwasazev

Donadoy ' Bexd D.0. a 450 mmic, Micromoles Vol,2 hs. mcromoles‘ '
» » eguivalentes en 24 s, -

.06 T ﬁ..;GB. ) m:L: -
0,09 . 0.08 450 2k
0.06  0.03 663 - 19.9
06 - = D03 509 15.3

R.M.G.A,
sv‘,'z..ef. -
S 5 % R
CLLHML
V.D.E.
AJPUH,
HobaSs
" AJPAL
D, ¥,
J,.P. 8,

P AT
'i"f?nB.«:!!;'. iy
.G,
A,D.
HGH.
R,D.
.8,

e.080 . 0,08 koo 20.0
0.0% . 0oL 1000 10.0
006 w3 S0 150
0.0% 0.01 1000 . 10.0
0.055 o027 00 0 27,0
0.06 - - - 0,03 ‘%80 el
_008  0.05 420 2L,0
0,07 | 0,0 koo 160
0,065 0.035 500 17.5
0,07 ook 560 20.0
0.05 . o.B2 860 17,2
0,06 0.03 1000 30.0

ERr R RYESYEE RS

B om oW R

Che I - pﬁﬁs&aa 3 18,93 mig;:nmoles e
| R e

Eror standard s 0.0% micromoles (0.005 mg.)

C0.055 0 o.027 7o . 20.5

Valor real : 18.93 & 0.0% micromoles



COMPARACTON ESTADISTICA DS LOS DATOS SEGUN
S e sEx0

' Datos masewlinos : - Datos femeninos 1.
24,0 A Co24g
1909 a=1 50,5 nmb
T S 100 .
260 Ta19.58 SRR S S
15,07 - ' . o A7.% '
0 2= 3308 200 2L
o 16;0 - ’ .— “.'-,*,‘ o ) N S = 1!‘59"{’6
378 JSy= 5§ 7% — y

S ) F= "'%%" = 1,17

para 307 § g.1. ¥ P del 5%, F = %,7% , por lo tanto las
. warianzas son homogeheas, | » ’

“see k=208

pars 15 g.1. y Pdel 54 3 &= 2.13 .

" Como el valor de "N -exparimeiztamente obtenido és menor -
que el tebulado para una probabilidad del 5%, se concluye
qge‘" 1as diferencias debidas al sexo nd son estadisticamen«
te significativas,

 CURVAS DE VARIACION DE Lk CANTIDAD EXCRETADA

DUP.&RTE EL DIA " ’
: & 3-) V.D.R, Sexo ; F ; Sujeto # 2-) W.G.H, Sexo: F
Dia Hora D.O, Dia Hora  D.O.

) V.I S 12w 0408 Miemmles 1 10 0.035 Micromoles

1 18 hs.0,06 en2horas 1 22 0. en 24 hs

1 22 8 0,085 calculados 2 8 : .0;5 calculado;

2 6 0,075 con el pro- 2 1§ 0.045 don el pro-
medio: medlio ¢

P nvant e o [} -
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Sufeto # 3 * L.H.M. Sexo:M j . Sujeto # 4z M.C, Sexc: K
Bis Hore D.O. Dia Hora D.O. ‘ :
B . Micromoles - - , ~ e
12 m 0.0% en 2 horas 13 0.0k Micromples ~
‘ 0,05 . en 2% horas.

18 h. 0.07 caleulados . 22
22 M 0,09 sepin el pro- 3330 0.0 5 calculados
/4 o.e segin, &1

BB 0.10 medio: 1 ” .
7 5 13 0.0 ‘promedio' ,
' 18 mowoi. - -

R
PN R

Sujeto # 5t J.L.D, ';S‘exaé,lt 3 Sujeto # 63 Ru.D. .Semz: ¥

Dla H‘oxa D.Cs - . . Dia Hora D.O. -
D05 Eleromole 1 7i%5 0.07  ¥icromos -
.11 30 " en 2% hrs: 17 0,065  les en
15 0.08‘ 21.0 22 0.050 2% hst
23 055 2% 0.050 20

23
E q 57

c-. ’w

NI )
F
=
Nl
R
Q
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EXPEHIENCIAS TENTATIVAS CON INDIVIDUOS SUJETOS
; A TA ACCION DE DROGAS :

;ugn,ue ‘no ha sido pp:;t;‘ble abarcar en esta tésis, al as-

" tudio de casos patoldglcos, he ‘quericrla» ineluly dos casos -
de individuos que habfan tomdo algfin f4rmaco, Aunque se |

 trata sélo de dos casos, dan resultados muy significativos

qué nos hacen pensar due nuestras especulaciones estan fun-

dadasy su validez se discutird mds adelante,
Primér czso s EL sajebo sstebe slenda tratado pars ali-

viar su depresidn nerviosa & insomnio con los sgtes. fér - )

macos 3 HALDOL y DIAZEPA .
dro, asi como las horas a las cuales erz Ingerido el medi-
camento. El primero de estos fdrmacos es un neuroléptico

mayor, muy potentes el ofro es un sedante. -




‘Caso # 1 - E.D.
 Dla Hora . D.0.

19 05
10 Temd Haldol 1 mg;.,

22330 Tomd “Pacitranm® ‘(mézei:am}': 5 mg.
23 Ouan ,

2 7 007 T e o
Segumu caso t Se t;rata de un 5.niividuo cuyos valores nor- |

mcromoles en 24 horass 36.9

BRI S

rales ya habfan sido determinados. Resulta pues muy interesan-
‘te ver 1a alteracién provocada por l1a ingestifn ds un compri-
rido de '"D;extma‘,ixfatamimu, ‘
Caso # 2 « 4,P.A,
--pis Hora D.0, ‘
i 10 0.05 m;i;;:x;:bles en 213- horas 25

[

1 22 0.08 AT s
1 22105 Tomé una cépsula de “Dextroanfetamina®
2 7 o012 |

c‘ampérando cﬁnel'dato due aﬁaretcfe- en la tabls #»7y se cbsars
va un'aumento de 10 micromoles, aunque el promedio sigue es-
tando dentro de los 1Limites hamales.




- X -
METODO EN SANGRE

Bl métodu del complelc- pié;;eqal_alinqr, va habie sido a‘pli;
‘eado por Shuster 2 la sangre (24%), pero no han sido deter -
minadas las yvalores normales en "san‘gre' humana. Shister dégw
proteiniza la sangre con CCI 14-CO0R &l 10% y Laver y col.(18)
con el mismo dcido 81 5%. Laver lee &l color dssarrollado a
) #20 wildmicras ¥y las cantidades de reactivos que utiliza son -

' 1&5‘ sigulentsse 0.2 ml, de s61, “‘saty de acs plerico ; 0.5 ml,

~de NaOH 2,5 N y 1 ml. de HCL 8N; el exceso de ac.pferico lo
extrae con dos porelones de 10 ml. de eter y una de 10 ml. de
petroieo ligero. ' T

Nos interesabs determinar el )‘&AL en sangre, para seber los
niveles en sapgre y para asepgurarnos de que las varlaciones
‘observadas en la excrecién no eran simplemente debidas a la
, nomentraciiéri de 1& orina. E1 métoa’d anlicade fué &l 'siguien-
" te 3 Se extrae la -sangre de una vena, sin estdsis y nsande
oxalato de sodio como anticoagulante.Se mide 1 ml., exacto y
Sg hemoliza con Y ml. de apua.Se agregan 2 ml, de decido tri~
cloroacético al 10%, lentamente ¥ con agitacién. Se filfra,
se ldva el precipitado con agua destilada y én el filtrado
' s& neutraliza le acidez con NaOH hasta tener un pH entre §

¥ 7 . Se pasa por la columna de resina Dowex-2 para elirinar

&l PBG y ss PYocede conp en—<

&si apliicado el método nos 418 resultadas poco pz'acisos,
ya que las cantidades encontrades se encuentran en el 1imi-
te de deteccidn de nuestro método. La cantidad presente sn
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sangre es segﬁxi nuestros datos, de aprox. 1 mg(? .micromoles)
" por 100 mi. ¥ no hay variacigngs detactables durante el dia.
No hemos incluido los datos porgue no estamos satisfachos del
método ¥ pensgmos que dard mejores resultados, con algunas ,
' modii‘icacioues.
- XIT =
METODD EN HOMOGENADOS DE TEJIDOS
con el obie{;o de ‘pouer’ Tievar & csbo alginos de los expe-
rimentos que se proponen para'_reailzarlos proximamente, He~
mﬁs astado experimentando un método en tejidos. A fin dé- que
£ prasente exposieidn qu_:,gde‘:,,mé‘g_ completa, incluyoc -,aqaii la
descripeidn del método de Urata y Grantek(25) para valorar
AAL en mitocondrias de higado, que es el que he ensayados
“El tejido se homoganiza en un homogﬁnizador de Potter~EL
vehjem.Se toman dos ml. de homogemﬂo ¥ se desproteinizan
¢on 2 pl. de cc:13-cocn 0.3 M, Diez rlhutos despuds, se con« -
trifuga.Se toman 2 ml, de sobrenadante ¥ se neutralizan con’
0.3 pl. de a0 1 My 0.5 ml. de CHy-COONa 0,5M, hasta tener
un pH entrs 5 ¥ 6. Se absorbe el PBG en una columhe de resi-

na Dowex de 1 x 3 ¢m. ¥ Se laya 1la columna con 6 ml, de agug, -

‘Zazblen se pasa por wna columna de "Amberlite -IRO sov a pH
5, de 1 x 7 cm, para absorber la aminoaceton&, iavando con

10 BL, 08 &guss—Si-Asl~en-un volumen aprox. de 20 ml, se de~

_ termina en 12 forma usual,



- XIII =~
EX‘PERIEENTOS QUE SB SUGYEREN

a) Discusidn de los. Asnectps anatfticos
Los valores mrmales obtenidos eon npestro metodo -gstan,
én buen acuerdo con log citados nor otros mébodos.Asi p.e.
Hauzexail y Granick dan comd> va:l.or arome&io- 2.5 mg, ¥ E~
1L :101: obtiene el wismo valor, pero mientras Que desconoce=
mos la dispersidn de sus datos, nosotros hemos considera -
do immortante fijar &stos, para normar un criterio que ner~
» mita distinenlr un casd normal de une oatnl&gico. Heiios en~
contrads valores “normales" desde 10 hasta 2% micromoles 3
- 18 desvﬁcié;z tivo sin embaago, es sdlo de 0.17 micromoles.
En easos da norfiria se “encuentran 290-360 micromolas 'y afn |
" mis, d&’ modo que 1a diferencia con los valores norrales,
atin dentro de su gran varlabilidad, es indudsble. .
Bl método de valorar el AL sirve pvues como un métado de |
.&iagnﬁstico de slgunos. transtomos, ¥y en ¢l caso de la wors
firia, puede hacerse el disgndéstico mds preciso midiendo la
actividad de la sintetasa, para lo cusl se requiere naturale
ménte; valorar el dcido que forma-dssnuds ds ineubacidn,
Respecto & las condiciones del wmétodo, podemos afirmar que

1las variaciones normales de temperatura no arectan ivse—=—
sultados,Bl pH debe conservarse entre 5 y 7, verc dentro de
ase rango sus oscilaciones no afectan.Es muy immortante en
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camblo, para obtsher resultedos réproduci*bies, mantener log.
tiempos entre la adieidn de £leall y da égida ¥ el tiempo al
 cusl se efectua 1a lecturs, asf como la dilucién final gue |
.ge haga—.v Und vexn ;aﬁadido' el dcido, el color dgﬁae 8 ung Ve
lociaaa constante, paeTo Auestra experisncia inddca gue una
diferencia de utios dos minutos en el tlempo de levtursg; no
afecta noborizsmente los resultados. No sucede igual con: el
 tiempo entre la sdicién de dieaii 3 1= de feldo, que debe
cont:éa;'.arse ‘eop una tolevancia de diex ;egundos como méxdmo.
| La interferencia debida & la amincacetona aungue es real
no tiens mayor influencia porque las cénjbidades de aminoa~
‘cetona presentes on la orina normaliz;ente son desnreciables,
A 12 interferencla de la creatinina podemos atrdibuir las
dAifersnciss que se observan cuanda se afade mds 4lcali o
cuando no se EBce con 1os tiempos seﬁalados. Ia interferan-
cla de cetoacidos © acetona, s8lo se presenta en- CE305 Pl
toldgicos y entonces, invalida el método, slendo mds fdcil
y conveniente aplicar el método del reactivo de Ehrlich ,
b) Discusifn de la parte expsrimental
Las variaclones observadas en la excrecidén durante el dfa
-pusdé. stribwirse & variaciones en la cantidad de orina,de-
bidas a las comidas, bebidas, ajercic:lu, ete., sin embargo
~ Tesult& HOLOrio

1 de mayor

—3E— Ui;xnww.&-l&_gi g Sk {: 1

volumen, sea casi siempre la mds rica en &AL . La {nice ma-
nera de poder asegurar gue €sto se debe a una modificacién
metabdlica y no es un artificic consiste en determimar si-



multsneamsnte en orina y en sangre y relacionar las varia~
_clones con las horas en que se ingleren alimentos, bebidas
ete. Se réquieré para 93;310, perfgc'cnmar temblen el r'ré‘f;-b:i‘o
en sangre, disminuyendo la diiucmn, para hacerio mds sen-
; sib'le. : '
En cuanta a los &ns sujetos gue hab:f.an. :lngerido férmacos
; sélo tna apréciacidn cualitativa cabe por ahora. Hay wun -
“fecto neto de elevacién de 1a tasa de excrecién, en log 2
~easos; el primero se sale de los 1mites normales, en tb'--w-
das las ocasiones en que se le dﬁéﬁémi}a&, ‘Es difieil por
‘ el momento, relazicnar ';_Log resultadog ¢on las observacio=
nes &1linicas que se han hecho con el AUP, En el caso de
porfirias experimentales, el AKP disminuye la excrecién
de AAL. En el caso de esquizofrénicos, el AP provoca una
‘dsaaparicidn - o disminueién - de los sin{:omas psicbtia
cos, la sceidn del ANP ha de alterar-el metabolismo del
&AL paro no en una forma simple; ya dus hay diversas hipd-
tesis plausibles, asi p.e. Bromn {3) considera que 1a Te-
gulacidn de la cantidad excretada de AAL depende del ci~
¢lo de Ki-ke“bs,; Burphanm ¥ I.ascslles 5 con base en sus obser«
vaclones en "Rhodopseudomonsas spheroides” ("Biohhem,J.*
87:462 ; 1963) suponsn que la regulacién puede hacerse
por un mecanismo de retroceso, que de maners simple serfa

el sigufente vei- _hem ddsminuirfa la actividad

de 1a AAL ~ sintetasa. Otra hipdtesis £ija W



regulador a nivel de 1a trensaminasa que - en mrosencia
de ac. pirﬁv-‘ico como aceptdr - trapsforma el AAL en semi-
aldehido 2--oxl-gintdrico, el cual directamente va a ceder
| un ¢ para la formacidn de AMP.

Como algupas enzimas del ciclo del AAL esbhban sn la fase
' “aanosa de la célulsm, 65 de suponer que ol AAL, ‘despuéa de )
sintetlzarse on 1as’mitocondrms hepdticas, atraviesa la
doble membrapga de #ste organelo; fuera de le mitocondria
pasa hasta coprovorfirindgenc, el cual regresa al inte -
#ior de la mitocondria y allf pasa a hem. Sano y Granick
consideran por ello que alteraciones de la permeabilidad
de la membrans mitocondrial pueden regular la sintesis de

- porfirinas y por consigulente, el consumo de AAL ,

Comd puede apreciarse, nuestra tesis contribuye en muy
poco al esclare¢imiento de estas cuestiones, Las siguien-
tes experiencias en priyecto, necesariag para ir esclare-
cieﬁdoléé, no pudieron ser incluidas en la tesis por 7a =
zones de tiempo. ' . v

¢). Experimentos que se proyectan

El primer proyecto consiste en determinar la tasa de sx«
crécidn de AAL en orina en un grupo testigo, constituido
vor individuos de apbos sexos, recluidos en hospitales,

_perc no enfermos mentales, Este gropo testigo se comparsrd

-s,ien&a tratados con medicamentos y otro grupo formedop por

enfermos tratados con determinadas drogas (p.s. AWP)o wé ~
todos, Bl escoger como testigo un grupo de hospitalizados
~~ttand 1oz nosibles errores debidos a diferencias alimane



*‘bi‘ci‘aﬁ, ambientales, ebe. Este grupo testigo debe ser lo s
RUmETDSO positie pare qua 1a diferencis -zl la hé\l}“i"sea,iﬁﬁ:,' )
significativa. o

P.o:g :otr;a, 'rarﬁe.(,_. ubilizande ratones mantenidos en jaulas
metabblicas, podedn hacerse detersinacionss en orima para
:estableéer 1os valores normales ds excrseifn y luego los
valores de excrecidn de AAL en fra_t:anés sametidos a fdrma =
cos como 1s anfetamina, Clorpromazina, LSD , ete.
- Correlacionar 1los niveles hemfticos con los urinarios y
con los encontrades en homogenados de higado o cereﬁrd; es
 otra fuente de interasantes datos, gue'puedﬁen xdbi;enexse en
'animales de experimentacién. ' »

Es muy importante tambien, perfeccionar el metodo de vae
loracidn en sangra gome g8 indich anteriormente, para come.
probar el significado de las variaciones en la excmcién
durante el dfa. e

Queda en fin, como en todos los dmbitos de la cilencia ,
un ingenso campo ablerto para quienes tienen la fortuna de'
poder dedicar todo su tiempo a 1la investigacidn.
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