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ANTECEDENTS

El tema que pretenc d'exposar aqui és extraordinariament dilatat, ja
que va des d’aspectes estrictament teorics i adhuc especulatius, fins a deri-
vacions farmacologiques i terapéutiques i, per tant, farmacéutiques.

Per aquest motiu, més que no pas fer referéncia a la seva totalitat, jo
en vull exposar només les bases teoriques, perqué vosaltres mateixos pugueu
deduir com és un tema ple de possibilitats de tot ordre i que dificilment nos-
altres sols podrem abragar en la seva totalitat.

Iin dir fenomens peroxidatius ens referim a tot procés o reaccié meta-
bolica en qué Zoxigen molecular s'uneix a d’altres elements originant algun
tipus de peroxid. I aixi mateix entren en aquest grup les reaccions sub-
segiients a la desaparicié de tot peroxid.

Es convenient, abans que tot, de matisar les diferéncies entre peroxi-
daci6 i oxidacio, car, si bé les oxidacions poden ésser també produides per
l'oxigen, actualment és considerada com a oxidacié tota reaccié en qué
es produeix peérdua de carrega electronica; aixi, el pas del ferro de ferrds
(Fe**) a ferric (Fe***), en qué hi ha pérdua d'un electr, o sia que
augmenta la carrega positiva, és una oxidacié. I I'element que guanya un
electr6é és considerat reduit.

En bioquimica, des dels estudis de WiELAND, hom considera oxidacio
com a sinonim de deshidrogenacid, és a dir, de tota reacci6 en que se cedeixen
o s'alliberen dos atoms d’hidrogen. I, si bé el cos captador d’aquests hidro-
gens pot ésser l'oxigen, també moltes altres molécules compostes els poden
acceptar.

Concretem, doncs: nosaltres ens referim exclusivament als casos en
que intervé directament 'oxigen molecular i formant inicialment un tipus
de peroxid.

El més elemental, alhora que més freqiient, és la formaciéo de peroxid
d’hidrogen quan és l'oxigen el que accepta dos hidrogens en un procés
dehidrogenasic.
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4 P. PUIG I MUSET

Per tal de matisar aquests dos conceptes, P1 1 SUNYER Jr. proposava de
diferenciar les reaccions d’oxidacié de les d’oxigenacié englobant en aquestes
les que acabem d'assenyalar com a peroxidacio. També sén mencionades
com a reaccions d'autooxidaci, perqué en manta ocasié s'originen per si
soles, és a dir, sense altre catalitzador que la preséncia d’oxigen molecular.

Més recentment, alguns autors americans, en referir-se a aquests pro-
cessos — per exemple, en alguna hidroxilacié d’esteroids — diuen «oxida-
cions en l'antic concepte», de pura fixacio d’origen.

I és precisament perqué aquests tipus d'oxidacio foren els primers
estudiats — remuntant-se als descobriments de LEVOISIER — que en les
ultimes décades hom els dedica poca atencio.

FEn aquests moments, pero, hom en redescobreix el transcendental
interés. I d’entre els nombrosos camins que convergeixen en aquest tema,
en destaca un per la seva rabiosa actualitat o la seva importancia: el del
mecanisme d'accid biologica de les radiacions ionitzants.

En efecte: si bé, per 'anomenada acci6 directa de les radiacions Ront-
gen, gamma i d’altres, podem interpretar alguna de les seves accions, per
aquest sol mecanisme no en podem capir o interpretar la totalitat; en espe-
cial, les accions biologiques diferides. Neix, en consequéncia, el concepte
d'acci6 indirecta a través de formacié de peroxids i radicals lliures que
permet d’explicar-se més satisfactoriament la totalitat dels fets coneguts.

Un dels punts-clau d’aquesta nova interpretacié ¢s que la mateixa
irradiacié, en tipus o en intensitat, actua poc o molt segons que es faci
en abséncia o en preséncia d’oxigen i en proporcio directa a la seva quantitat.

Entrat ja en els conceptes actuals, cal tenir en compte que I'oxigen
atmosféric que respirem, per la seva intrinseca propietat d’ésser d’estruc-
tura electronica biradical, es presenta sempre en forma de molécules for-
mades per la unié de dos atoms. I que quan reacciona amb d’altres atoms
o molécules pot originar molts tipus d’unions.

Considerant la possible uni6 més elemental, la que es pot produir amb
I'hidrogen, existeixen les possibilitats que consignem a la taula nam. 1.

D’aquests cossos, fins no fa gaire hom només prenia en consideracio
Paigua: talment hom prescindia de les altres possibilitats, que era formu-

lada correntment de la seglient manera:
H,+ % 0,=H,0

que és un dels absurds quimics més grans. I és que era dificil de prendre
en consideracié els altres cossos assenyalats perqué HO i HO, son d'es-
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PROCESSOS PEROXIDATIUS 5

tructura radical, és a dir, que son electronicament incomplets i, per tant,
d’'una vida real extraordinariament curta, impossible, en les condicions
ambientals, d’aillar i de guardar com qualsevol altre compost quimic d’estruc-
tura material completa. I laltre, el peroxid d’hidrogen, és descompost a
mesura que es forma per una serie de reaccions bioquimiques molt nom-

02

02 +H » 0,H
02H2

02 + 2H e o
20H
OH

02 + 3H > 0H2

02 + 4H » 20H:2

Taula 1

broses, la més especifica i més coneguda de les quals és I'enzimatica mit-
jancant la catalasa.

Tanmateix, el fet que aquests peroxids es formin i malgrat que llur
vida sigui extraordinariament efimera, tant per la propia estructura com
per les defenses biologiques contra ells, implica de poder deduir facilment
que poden donar-se unes circumstancies en qué llur desaparicié no sigui
la normalment previsible. I aqui neix el motiu de les nostres especula-
cions primeres, experimentals després, i els treballs actuals que aqui vull
exposar.

Nosaltres ens interessarem per aquest tema ja fa molts anys: tot just
acabada la passada guerra civil.

En aquells dies que hom podia fer recompte de les miséries de tota
lluita i pentria, a la poblacid de Molins de Rei es diagnosticaren diversos
casos d'una curiosa malaltia denominada «Latirisme», que, segons sem-
blava, podia ésser una afeccié per mancanga, ja que només es donava en
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les persones que s’alimentaven de guixes d'una manera gairebé exclusiva.

Jo, que tenia ganes de fer quelcom d’investigacio, vaig creure que
seria d'interés d’estudiar el contingut de Vitamina E d'aquells llegums,
ja que les noticies que llavors es divulgaven sobre aquest nou factor vita-
minic era que tenia un important paper en els mecanismes neuromusculars.

Vaig aillar I'oli de guixa, i per a poder comparar obtinguérem també
oli de germen de blat, de riquesa certa en aquesta Vitamina.

Els estudis, malauradament, ens conduiren a la conclusio que la Vita-
mina I no tenia cap relacié directa amb la génesi de les lesions latiriques.
Pero jo vaig quedar totalment interessat en les accions biologiques d’aquest
factor vitaminic, 'acci6 més fonamental del qual és lactivitat antioxigen,
¢s a dir, d'actuar de defensa contra una hiperoxigenacié o 'accié patogena
de greixos rancis, o sia peroxidats, ja que una dieta rica en aquesta produeix
ben facilment la simptomatologia d’una avitaminosi L.

També es coneixia la gran toxicitat de les altes concentracions d'oxigen,
capaces d’induir convulsions i la mort en forta contradiccio amb la seva pro-
pietat de gas vital per excelléncia.

Més que mai en aquells moments m’esperonava de poder-me dedicar a
la investigacio profunda d’aquests processos bioquimics. Perd si en tot
moment i en aquest pais és dificil de dedicar-se a la investigacié biologica
pura, encara ho era més en aquells anys.

Per fi, algun consell decisiu em féu adonar que la posada en marxa com
a producte farmacéutic de l'oli de germen de blat, que ja obtenia experi-
mentalment, em podria permetre de treballar conjuntament en la fabri-
cacié i en la investigacid tot mantenint el primer el cost del segon.

FEn marxa en aquest sentit, el segiient tema estudiat fou el d'un altre
antioxigen, les flavones de la llimona, que I'hongarés SzExT-GYORGI aca-
bava d’anunciar com a Vitamina de la permeabilitat.

Els treballs sobre les flavones consistiren a determinar llur potencia
antioxigen i demostrar-nos alhora que el tema era inacabable i prenyat de
sorpreses; al mateix temps, perd, apreciavem que resultava gairehé quixo-
tesc d’encarar-se a determinar les accions d'uns cossos de vida quasi inexistent,
que, com uns molins de vent, només podien existir en una imaginacio
exaltada. Per altra banda, era un tema del qual dificilment es trobaven
estudis sistematics 1 ni tan sols treballs experimentals.

Després de dedicar més de tretze anys a estudis més factibles i d'una
utilitzaci6 farmacologica més immediata, a l'estiu de l'any 19354 vaig re-
prendre un contacte ple amb aquell primitiu tema l'intereés pel qual no m’havia
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totalment abandonat mai. Vaig dedicar integre aquell estiu a recollir i orde-
nar tota la bibliografia possible sobre la constant formacio a la céllula viva
i teixit de compostos peroxidics, tot intentant de relacionar-los amb dife-
rents patogénesis.

Aquest recull bibliografic, publicat en forma de llibre amb el titol:
Los hidrometabolitos y las enfermedades de la ciwilizacién, permeté de fixar
millor les idees i de poder-les intercanviar amb d’altres.

Decidit, doncs, a treballar experimentalment amb el tema, si bé tenia
alguna possibilitat d’esmercar-hi material, aparells, hores i ma dobra, les
possibilitats no eren suficients com per a soHicitar la importacio dels primers
aparells de mesura de paramagnetisme electronic que constitueixen I'inica
forma de poder determinar realment la preséncia i la formacié de radicals
lliures de tipus peroxidatiu.

I aqui tinguérem la feli¢ idea d’atacar el problema per una part més
assequible, o sia, d’atenir-nos exclusivament a una metodica purament farma-
cologica. En efecte: si voliem saber quin paper és possible d’assignar a la
formacié de peroxids, un cami pot ésser de veure la resposta d’un organisme
animal a un producte que indueixi una hiperproduccié d’aquests cossos.

Els peroxids coneguts, comengant per l'aigua oxigenada, no era pos-
sible d’utilitzar-los, sia perqué son descompostos en el mateix moment d’in-
jectar, o perqueé llur toxicitat és tan elevada que ocasionen fenomens no
relacionables amb una hiperformacié més o menys normal.

Després d'una llarga seleccié considerarem un enzim poc conegut: la
lipoxidasa o lipoxigenasa, descrita per primera vegada el 1934 pel frances
ANDRE i el xinés Hu. Enzim que té la propietat d’induir la formacié de
peroxids d’acids grassos poliinsaturats tipus Acid linoleic, linolénic i ara-
quidonic — els peroxids que també poden provocar la simptomatologia de
les avitaminosis E 1 F—.

Pel fet d’ésser aquesta formacio bastant lenta, i la seva estabilitat satis-
factoria, resulta un meétode adequat per a produir, mitjancant la seva admi-
nistracio a animals, una formacié de peroxids en els propis teixits.

I en aquest ordre d'idees resultava també de bell antuvi evident que
la utilitzacié d’'un enzim que especificament destruis els peroxids que es
formessin podria actuar com un control d’interés. Aquest enzim era sens
dubte la catalasa.

L'obtencio d’aquests dos enzims per a treballar-hi farmacologicament
resulta molt laboriosa. El primer, la lipoxidasa, perque les seves técniques
d’'obtencioé conegudes, o bé eren molt rudimentaries —en el sentit que no
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fornien un producte pur —, o bé la seva obtencio purissima tal com ho
havia fet el suec THEORELL es feia mitjancant I'aparell d’electroforesi
de TriseLius, no adequat per a obtenir quantitats convenients a l'experi-
mentacio farmacologica i terapéutica.

Nosaltres, aprofitant les técniques més recents de la cromatografia amb
columna de proteines — I'absorcié amb cellulosa DEAE —, poguérem esta-
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PROCESSOS PEROXIDATIUS 9

blir una metodica capag d’obtenir I'enzim pur i en quantitat, aixi com noves
fraccions de la proteina de la soja no descrites fins en aquella data. A la fig. 1,
la part superior correspon a lelectroforesi de la lipoxidasa impura, i la
fraccio 2-b és aquesta totalment pura.

Amb l'altre enzim, la catalasa, el problema era diferent. Es coneixien
bones técniques d’obtenci6, no solament pur, sind perfectament cristallitzat,
a desgrat del seu elevat pes molecular de 248.000. Pero ja els primers que
P'obtingueren cristalli, SummMER i DoUNCE, publicaren en dues ocasions que
aquest enzim perdia activitat en el transcurs del temps i que, a diferéncia
de molts altres productes labils, la seva liofilitzacio, en lloc de garantir una
activitat indefinida, en feia perdre més de la meitat en forma immediata en
acabar la liofilitzacid, i la resta, els dies subsegtients.

Un estudi detingut d’aquests fenomens ens féu adonar que era degut
al fet que la fraccié proteica d’aquest enzim conté molécules d’aigua que
formen part de la propia estructura; és a dir, aigua de constitucio. I la sepa-
raci6 d’aquesta implica no solament la inactivacié enzimatica, sind també
la desnaturalitzacio i la insolubilitzacio de la proteina.

El problema aixi plantejat implicava de trobar un procediment mit-
jancant el qual hom pogués treballar amb la técnica de liofilitzacio, pero
solament fins a un determinat punt; o sia, que permetés que les molécules
d’aigua constitutives quedessin en llur lloc a la proteina. Uns, no previsi-
blement, breus assaigs, ens permeteren de trobar que l'addicié d'un disse-
carid a lenzim cristalli, pel seu poder higroscopic, dificultava talment la
liofilitzacié en la seva fase final, que permetia de parar aquesta al moment
precis, ja que ulteriors assaigs determinaren que lactivitat és com la dels
cristalls de punt de partida, i la conservacid, practicament iHimitada.

Aquesta petita troballa fou, aixo no obstant, la pedra de toc que permeté
tota I'experimentacié farmacologica i clinica subsegiient; troballa que, per
altra part, no és altra cosa que aplicar la técnica de conservar fruites dins
una olla a base de confitura, que ja feien les nostres avies, pero adaptat a
I'época actual de liofilitzacions 1 de vials.

Passem ara als primers resultats obtinguts.
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ELs FETS

Al costat d'investigacions in vitro que tingueren per objecte de demos-
trar llur accié enzimatica especifica, portarem a terme diversos estudis d’ordre
toxicologic. Mentre I'hepatocatalasa resulta practicament atoxica, tant a dosi
Ginica com en administracié sostinguda, la lipoxidasa es mostra dotada d’una
toxicitat, variable segons les espécies, pero especialment notable quan era
administrada continuadament. Quan s'injecten rates, de primer s'observa
una fase breu d’excitacié seguida de somnoléncia. Conjuntament amb parésia
de les extremitats i diarrea.

Al cap de poques hores apareix una dispnea que s'accentua progres-
sivament fins a la mort, si la dosi ha estat prou elevada. I I'autopsia demostra
que ha existit una veritable asfixia produida per una exsudacié pleural.

En els animals sotmesos a dosis inferiors i continuades, passats bas-
tants dies —un mes com a minim —, es produeix una caiguda de pél amb
atrofia del follicle pilos.

El mateix fenomen, pero més rapid, es produeix per l'aplicaci6 topica
de la lipoxidasa quan aquesta és aplicada conjuntament amb un substracte
adequat, com és l'acid linoleic. Es a dir, que resulta ben clar que el factor
toxic son els peroxids que l'enzim forma en actuar sobre acids grassos.
No pas la lipoxidasa per se, ja que, aplicada sola, no produeix aquells
efectes.

Es interessant de remarcar que tota aquesta simptomatologia és produida
aixi mateix per les radiacions ionitzants — des de I'alopécia fins a I'alteracio
pulmonar —, pel qual motiu nosaltres publicirem aquests resultats sota
la designacidé d’«accié radiomimeética de la lipoxidasa», 1 ulteriors estudis i
consideracions indiquen que correspon a la realitat.

Al marge de distintes citacions fetes d’aquests treballs nostres, vull
mencionar-ne solament una: la del bioquimic del Medical College of
St. Bartholomew’s Hospital, de Londres, el Prof. E. D. WiLLIs, que en
el plantejament i la discussié d'un estudi seu sobre els efectes dels peroxids
d’acids grassos sobre alguns enzims diu que «les relacions entre peroxids i
radiacions s’han establert des de diversos camins d’investigacié: primer,
perqué ha estat demostrat que es formen peroxids en els animals irradiats ;
segon, perqué algunes de les accions toxiques que produeix la injeccio
de peroxids son semblants als efectes de les radiacions; i tercer, perqué
la injeccié de lipoxidasa produeix certs efectes radiomimeéticsy.
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Aixo darrer, segons els nostres estudis; és a dir, que hom considera
aquesta aportacio com un pilar d’argumentacié actual.

Ens trobivem, doncs, en un cami fructifer i prometedor de troballes.
I la catalasa, al contrari de la lipoxidasa, no manifestava cap acci6 toxica
aparent, ni que fos administrada a dosis tan elevades com son les de
50.000 unitats/quilogram.

L’afectacié de l'estat general dels animals tractats amb la lipoxidasa
ens porta a estudiar algun dels compostos urinaris susceptibles d’orien-
tar-nos sobre els processos metaholics afectats per l'accié de I'enzim.

CREATINA CREATINA
mg 40 : ® LIPOXIDASA 150 mg + CATALASA 870 U 2l : S LIPOXIDASA 800 mg.
© CATALASA 470 U.

s : 38

J0 »
25 : »

20 i »

12 3 4 56 78 9 101 12137 15 16 17 Dies 12 3 4 5.6 7 8 5 00 210 KI5 N 1T Dies

Figs. 21 3

Ills nostres primers estudis versaren sobre el comportament de la crea-
tina, l'acid aric i els 17-hidroxicorticoides urinaris de cobais tractats amb
lipoxidasa sola i amb lipoxidasa i hepatocatalasa simultaniament.

Tal com podem veure a la figura ntim. 2, amb una dosi de 150 mgr. de
lipoxidasa no es modifiquen notablement els limits d’excrecié de creatina
en el cobai. Cal arribar a dosis de 250 mgr. perqué les xifres de la crea-
tina urinaria augmentin de 6 a 8 vegades per a tornar a llurs valors
normals al cap de quatre o cinc dies. Ara: quan ensems amb la lipoxidasa
hom administra una dosi de 870 unitats d’hepatocatalasa, s’observa, en
canvi, una lleugera disminucié de l'excrecié de creatina, tal com quan es
déna 'HC sola (fig. 3). Fenomens del mateix ordre s’esdevenen quant a
'excrecié urinaria de I17-hidroxicorticoides i d’acid 1iric.
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POSSIBILITATS TERAPEUTIQUES DE L'HEPATOCATALASA

La manca de toxicitat general d’aquest enzim i la seva indubtable accio
sobre diverses reaccions metaboliques ens feren pensar en la seva possible
utilitzacio terapéutica, quan fou posat en relleu que la seva accié hipouri-
costirica anava acompanyada d’una accié hipouricemiant. A partir d’aquest
moment, 'accié farmacoterapica de 'HC fou estudiada simultaniament sota
els punts de vista experimental 1 clinic. Amb tot, per no allargar-nos,
ens ocuparem solament dels treballs d’ordre experimental.

Tal com hem citat fa un moment, 'administracié d’'HC sola al cobai
produeix una rapida disminucio de l'eliminacio urinaria d’acid 1iric. Ara:
quan en el mateix animal s’administren 1000 u/quilogram d’'HC s’observa
al mateix temps una disminucio dels nivells hematics d’acid uric que es
manifesta ja al cap de 24 hores per a anar-se fent cada vegada més evi-
dent fins que arriba al maxim al cinqueé dia. Resultats semblants han
estat obtinguts en d’altres animals. La disminucié simultania dels nivells
d’acid dric a la sang i a lorina demostra d'una manera ben palesa que
I'accié de I'HC no pot ésser comparada a la dels productes uricosurics habi-
tualment utilitzats en el tractament de la gota. L’acci6 ¢és en aquest cas molt
més complexa, i cal pensar — com veurem més endavant — que ens trobem
en presencia d'un procés biologic induit per 'HC.

Ben aviat aquesta accio de I'HC sobre el metabolisme de I'acid turic fou
utilitzada per BARCELO i SANs SoLA en el tractament de malalts gotosos.
I fou en aquests primers malalts que en el curs dels corresponents estudis
bioquimics hom posa en relleu I'evident accio de I'HC sobre el colesterol.

Si bé son ben conegudes les dificultats amb que hom topa per a deter-
minar les accions experimentals sobre el metabolisme del colesterol i dels
lipids en general, hem pogut comprovar que aquesta accié hipocolesterole-
miant de I'HC pot ésser observada en el cobai. L’administracié de I'enzim
per via intraperitoneal, a la dosi de 2000 u/quilogram, produeix un remar-
cable descens de la colesterolémia, posat que els seus valors inicials siguin
alts. A fi de demostrar aquesta accié de I'HC sobre el metabolisme del
colesterol hem seguit, de més a més, el cami habitual en T'estudi d’aquestes
accions, és a dir: la provocacié d'una hipercolesterolémia per un agent
tensioactiu.

Dotze conills mascles de 1700/1900 gr de pes foren injectats per via
intravenosa amb una solucié al 20 per 100 en serum fisiologic de «Tween
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PROCESSOS PEROXIDATIUS 13

8o», a rad de 2,5 cc per quilogram. Els animals foren aleshores dividits
en dos grups de sis cada un. Mentre els del grup B servien de testimonis
als del grup A, els foren administrades, per via intramuscular, injeccions
de 1000 u/quilogram d'HC, una hora abans de cada una de les extraccions

Colesterol en sang mg. 100 cc.

Grup A i Grup B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 1 12
Abans 38 | 90 | 50 | 36 | 68| 64 | 44 | 54 | 36 | 42 | 42 | 32
1:30 h 70 | 144 | 66 | 62 | 66 | 144 | 126 | 118 | 76 | 112 | 128 | 66
3h 108 | 164 | 90 | 66 | 164 | 160 | 150 | 132 | 90 | 144 | 112 | 122
4:30 h 76 | 134 | 76 | 76 | 152 | 160 | 128 | 126 | 72 | 122 | 12 | 102
6h Y82 | 136 | 60 | 80 | 144 | 150 | 120 | 130 | 66 | 120 | 116 | 108
8h 95 | 135 | 88 | 60 | 124 | 136 | 118 | 134 | 68 | 106 | 68 | 86
Taula 11

Percentatge anterior dels valors de colesterol en sang

Grup A Grup 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12

Abans 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100" | 100
1:30 164 | 160 | 170 | 215 | 126 | 225 | 427 | 218 | 211 | 266 | 304 | 268
3h 264 | 162 | 160 | 226 | 241 | 250 | 340 | 253 | 2500 | 342 | 266 | 381
4:30 h 200 | 148 | 152 | 200 | 223 | 250 | 290 | 242 | 211 | 290 | 266 | 318
6h 215 | 151 | 120 | 210 | 211 | 23¢ | 272 | 250 | 238 | 285 | 276 | 337
8h 250 | 148 | 176 | 215 | 162 | 212 | 268 | 265 | 244 | 252 | 209 | 261

Taula 111

de sang practicades successivament a tots els animals. Els resultats obtinguts
han estat recollits a les taules I1-1II i a la fig. 4. Podem veure que en
el grup control —animals tractats només amb «Tween 80» — l'augment
maxim de la colesterolémia es produi al cap de 3 hores i atenyé el 205 per 100.
En canvi, en el mateix moment en el grup d’animals tractats amb «Tween
80» i HC l'augment era només del 127 per 100. Tal com podem veure a
la taula 1V, les diferéncies observades entre les dues mitjanes aritmeétiques
eren sempre significatives.
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Hem assajat també I'accié de 'HC sobre la hipercolesterolémia, encara
més marcada i de més durada aconseguida mitjancant I'administracio sastin-
guda de «Tween Qo0», tal com demostren ja els estudis de KELLNER i col.
Efectivament: per aquest procediment hem observat increments mitjans de
la colesterolemia en el conill de l'ordre de set i vuit vegades els valors
inicials. Tal com podem veure a la fig. 5, en un altre lot de conills sotmesos
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Fig. 4

al mateix ritme d’administracié del detergent perd tractats al mateix temps
amb una injeccié intramuscular diaria de 2000 w/quilogram d’HC, la hiper-
colesterolémia fou remarcablement més petita. Les diferéncies entre tots
dos grups resulten encara més notables quan només hom pren en consi-
deraci6 els animals mascles que integraven cada un dels dos grups a rad,
aproximadament, del 50 per 100.

Encara més evident resulta I'accié de I'HC sobre la hipercolesterolémia
induida per I'administracié continuada de colesterol ensems amb la dieta.
A la fig. 6 podem veure representats graficament els valors mitjans de
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] P
1:30 h 2,83 0,02 > P>0,01
3h 2,72 0.02 >P>0.01
4:30 h 3,27 0,01 > P>0,001
§h 3,70 0,01 > P>0,001
8h 3,01 0,02 > P>0,01 ..
Taula IV

dos grups de conills que reberen la mateixa dieta. Un dels grups era tractat
amb HC (1000 u,diaries per via intramuscular), mentre que l'altre servia
de control.

A més, tal com podem veure a la fig. 7, el contingut en colesterol
de diversos teixits (aorta, pell, cor i fetge), que, en especial els dos grups
en comparacié al dels animals normals, s'incrementa molt marcadament
en els animals sotmesos a la sobrecarrega amb colesterol, s’apropa molt
més a les xifres normals en els conills que han estat tractats amb HC.
Per altra banda, és notable, com podem veure a la mateixa figura, que
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aquesta tendeéncia a la normalitzacié no s'observa tan marcada en el fetge.

Aquest fet paradoxal posa en relleu que amb I'HC no portem a cap un

tractament merament substitutiu. Es a dir: no és pas que I'alteracié meta-
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bolica a que pugui donar lloc la sobrecarrega colesterolica comporti un déficit
d’hepatocatalasa ni que amb I'administracié d’aquest enzim corregim aquest
déficit. En realitat, aprofitem de 'HC una accié verament farmacologica

— relacionada segurament, com veurem més endavant, amb la seva capa-

citat peroxidativa

de la mateixa manera que com tantes vegades utilitzem

en Terapéutica determinades hormones o vitamines, no pas per a corregir

un estat carencial, ans per a aprofitar-ne accions que a les dosis fisiologiques

habituals no es posen en relleu.
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IEn una altra serie d’estudis experimentals. hem investigat l'accio de
I'HC sobre el colagen. En efecte: en diversos treballs hom ha relacionat
Ja influéncia exercida pels peroxids sobre la formacio del granuloma expe-

COLESTEROL

Pell Cor Fetge

Fig. 7

rimental. Nosaltres hem estudiat aquest fenomen en la rata, a la qual, per
provocar el granuloma, hem empeltat fragments d’esponja de polivinil («Mol-
topren Bayer»), seguint la técnica descrita per Buckc i NoBLE. Els resultats
obtinguts fins ara ens indiquen que la formacié de colagen disminueix per
'HC. Per mitja de l'estudi histologic de les preparacions podem veure,
de més a més, que en els granulomes dels animals controls es troben
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els fibroblasts carregats amb molt de material lipoidic, mentre que en les
rates tractades amb HC amb prou feines hi ha lipoides.

En els mateixos conills sotmesos a una sobrecirrega colesterolica als
quals abans ens hem referit, hom observa que, en els tractats amb HC,
ultra les diferéncies quant al contingut en colesterol, hi ha una disminucio
en la quantitat de colagen acumulada en determinats teixits com son l'aorta
i la pell. En d’altres —com el cor, el fetge i el pulmd— les diferéncies
no son remarcables.

També ens podriem estendre en la relaci6 de les dades que en terapéutica
clinica ens confirmen en forma reiterada els resultats experimentals que
acabo de referir; pero jo vull defugir una exposicio de propietats tera-
péutiques.

Solament en honor a la veritat haig de mostrar que en alguns fets
importants l'observacié clinica ha anat més rapida que no pas I'experimen-
tacio animal.

Aixi, el cas de I'observacié d'una accié hipocolesterolemiant fou apreciat
en ¢l curs del tractament de malalts gotosos pels doctors Barcelo i Sans
Sola, que d’'una manera sistematica feien determinar aquesta xifra ensems
amb la de la uricémia.

['a Paris, a I'Institut d’Investigacions sobre Arteriosclerosi de I'Hopi-
tal Saint-Antoine, el Prof. Lemaire, ensems amb els doctors Cottet i
Cloarec, amb les tecniques per ells establertes per a determinar les alteracions
lipidiques en els malalts amb arteriosclerosi, estableix per primera vegada
I'activitat de I'hepatocatalasa en la normalitzacié dels cenapses lipidoproteics
per a extraccid mitjangant triclorotilé, aixi com de les lipoproteines per
electroforesi i dels lipids totals i reaccions de Kunkel i de Burstein.

Aixi mateix, aqui a Barcelona, a I'Escola Cardiologica del professor
Gibert Queralto, els doctors Balaguer Vintrd, Torner i Caselles demostren
que, a més d’una accié sobre els components lipidics augmentats, es mani-
festa una accié sobre els factors de la coagulacié sanguinia de no menys
d’interés.

Dades que cal consignar en aquesta comunicacid, ja que realment son
observacions primeres o experimentals en el tema.

Passem ara a I'Gltima part, o sia a lintent d’interpretacio dels fets
trobats, és a dir: a assenyalar les possibilitats de:
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[.A HIPERPEROXIDACIO COM A FACTOR PATOGENETIC

Amb aquest sentit el raonament inicial és ben simple. Si la incremen-
tacio de formacio de peroxids, obtinguda mitjangant la lipoxidasa, produeix
uns dismetabolismes que I'administracié d’hepatocatalasa inhibeix en gran
part, en les altres accions que, experimentalment o clinicament, s’obtenen
amb aquest enzim, logicament ha d’existir una hiperformacié de peroxids.

Per altra part, fins a la data no ha estat descrita cap accié bioquimica
de la catalasa que estigui deslligada de la formaciéo o de la destruccié de
peroxids.

Passem, doncs, a raonar breument aquesta deduccié prévia.

En el metabolisme de I'acid tric en I'home, des de fa molts anys és
tema de discussio si existeix o no una uricolisi. Alguns estudis han demos-
trat que aixo é€s cert, pero d’altres, basant-se principalment en el fet que
no ha estat mai possible de detectar I'enzim uricas, que facilment es troba
en molts animals, han negat l'existéncia de la tal uricolisi, o intenten de
donar poc valor a les determinacions que en aquest sentit s’han fet mitjan-
cant la precisa técnica dels isotops radioactius.

Per altra part, pero, estudis purament bioquimics i witro de diferents
escoles coincideixen a determinar que alguns enzims peroxidatius son capa-
cos de produir la degradacio molecular de l'acid tric. D’aquests, els més
interessants son els de Canellakis, que, comparant 'acci6 de diversos enzims
(citocrom oxidasa, uricasa, peroxidasa, lactoperoxidasa i catalasa), observen
que actuant en preséncia de peroxid d’etil, la catalasa és I'enzim que produeix
una transformacio més intensa de l'acid tric, ja que a partir d’ell es formen
els segiients: alantoina, acid oxonic, acid ciantric, acid paravanic, acid oxa-
laric, carbonil-diurea, oxalil-diurea i urea.

Realment, aquests antecedents ja poden semblar prou interessants per
a capir l'accié in 2ivo que nosaltres observem per a la injecci6é de catalasa.
Perd encara hi ha més.

En la biosintesi de les purines, és a dir, dels precursors obligats de
l'dcid dric, existeix una primera fase estretament dependent d'un procés
peroxidatiu. Ens referim a I'existéncia de I'anomenat «metabolisme a un
carboni», en el qual el carboni de I'acid formic passa a formar part de tres
carbonis de les purines, dos d’ells en els carbonis 8 i 2 directament, i l'altre
en el carboni 5, prévia formacié de glicina. Doncs bé: 'existéncia en major
o menor quantitat d’acid formic o «formate», segons estesa terminologia
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anglosaxona, és funcio directa de I'accié conjunta d'un peroxid 1 de la cata-
lasa el fet que sigui o no degradat fins a anhidrid carbonic, en una accio
tipica de peroxidacié segons assenyalaren ja fa anys NAkapA i WEINHOUSE,
i, més endavant, RAppAPORT, i recentment confirmat per 'AEBi 1 molts
d’altres.

La presencia, doncs, de catalasa pot evitar una hiperformacio de puri-
nes i de tants altres cossos disminuint la preséncia de formiat, pedra
fonamental de la seva biosintesi.

Decidir per quin d’aquests dos mecanismes actua la catalasa quan,
injectada a un animal, produeix una hipouricémia és molt arriscat. D’antuvi
nosaltres creguérem que solament es produia uricolisi; tot seguit, pero,
acceptarem que a favor de la segona hipotesi hi ha el fet que l'accio de la
catalasa, tant en l'experimentacié animal com en la clinica, no és mai imme-
diata; la qual cosa pot explicar-se per una inhibicio de la seva sintesi.

Tanmateix, sigui quina sigui la seva interpretacié precisa, el fet és
que el metabolisme de l'acid tric ens apareix en tots els aspectes lligat a
processos peroxidatius. I és precisament aquest punt el que nosaltres volem
subratllar, ja que considerem que té fins i tot més valor que la mateixa
accio terapéutica que li serveix de base, com molt encertadament féu res-
saltar el professor america TaLBot, en el recent Congrés de Reumatologia
de Roma, en glossar la comunicacié que hi llegi el doctor BARCELO.

I per acabar volem ara referir-nos als fets que advoquen a favor d'un
dismetabolisme peroxidatiu en la génesi de les alteracions que condueixen
a l'ateromatosi.

[ateroma, com és ben conegut, no ¢és facilment atribuible a una sola
alteracié metabolica. L’existéncia en l'ateroma de colesterol, lipids, lipo-
peroxids i calci, aixi com destruccié de mucopolisacarids de la paret arterial,
augment de colagen en aquesta, de fibrinogen, etc., ha fet que apareguessin
una infinitat de teories d’allo més enginyoses o apassionades, per a demos-
trar de totes aquestes alteracions quina és la causal, en el sentit de primaria,
i de la qual les altres serien purament fets secundaris o correlatius.

I la polémica continua. Nosaltres, sense creure que puguem aportar
una solucid a un tal problema, volem ressaltar en forma esquematica, des del
punt de vista d'unes possibles accions peroxidatives, els fets seglients:

En la biosintesi del colesterol hi ha dues etapes ben delimitades: la
primera, des de l'acetat fins a 'esqualé, que es produeix en un medi estricta-
ment anaerobi, és a dir, sense preséncia d’oxigen molecular; i1 la segona,
des de la ciclitzacié de l'esqualé fins al colesterol, i d’aquest cap als acids
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biliars o esteroids hormonals que necessariament han de produir-se en pre-
séncia d’oxigen atmosféric o molecular.

El mecanisme de ciclitzacio de l'esquale, establert fa pocs anys per
I'escola americana de Konrad Brocu i 'anglesa de Porjac, i confirmada
per molts d’altres, és un exemple magnific de com un radical peroxidatiu,
I'hidroxil (com a radical i no com a i0), pot determinar, com una vareta
magica, la formacié de l'estructura fenantrénica que de bell antuvi té 'apa-
renca d’'una estructura capriciosa i complicada. L’aproximacio del radical
OH per la seva clectrofilia determina que l'electré6 que ressona entre el
doble enllag primer de l'esqualé es desplaci per unir-se a I'hidroxil; aixo
implica que lelectr6 del doble enllag seglient sigui també desplagat cap
a la part que ha quedat electrofilica, i aixi es produeixi el tancament de la
primera anella. T subsegtientment, com en un castell de cartes, es van tan-
cant les altres fins a arribar en un cos anomenat euphol, el qual, després
d’un rearranjament de carregues electroniques, origina el lanosterol i, d’aquest,
el colesterol 1 altres derivats polihidroxilats.

[En resum: per tal que es formi colesterol han de donar-se dues circums-
tancies alhora: preséncia d'un metabolisme fins a l'esqualé i preséncia d'un
«petity peroxid. Si falta un d’ells —encara que aquest ultim sigui d’apa-
renca i de volum tan minims —, el colesterol no s’origina. I sobre aquest
punt els treballs confirmatius se succeeixen ininterrompudament aquests
dies.

Ja tenim, doncs, una possibilitat per a comprendre l'actuacio catalasica
que consistiria a evitar una hiperpreséncia del radical peroxidatiu. I amb
aquest mateix raonament hom fa ressaltar que metabolisme de colesterol i
metabolisme peroxidatiu poden anar plegats.

Prosseguim ara cap als altres constituents de l'ateroma.

Els lipoperoxids, la preséncia dels quals fa temps fou indicada per Dawm
en aquestes lesions, 1 recentment relacionada en llur genesi per NisHITA i
KumMERov, ja per definicié propia son lipids poliinstaurats en els quals s’ha
fixat un peroxid a llur molécula. Per tant, no cal insistir en el fet que
llur origen és dependent d’una peroxidacio.

De la hiperformacié de colagen a la zona subendotial, és possible de
parlar-ne hores i més hores...; aqui, perd, només farem ressaltar el fet
seglient: l'aminoacid més caracteristic de la molécula de colagen és Ila
hidroxiprolina, la qual, ensems amb la prolina i la glicina, constitueix gairebé
la meitat dels seus aminoacids i li dona la seva peculiar estructura macro-
molecular ben coneguda.
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Doncs bé: la formacioé d’aquesta estructura només es produeix al precis
moment que part de la prolina passa a hidroxiprolina, i la lisina, a hidro-
xilisina. Bs a dir: son unes hidroxilacions les que condicionen la colageno-
genesi. Per tant, aqui resulten igualment valids els raonaments que acabem
de fer en els dos punts anteriors.

Existeixen proves experimentals molt demostratives d'aquesta inter-
relacié peroxids-colagen, tant pels estudis in wvitro de KaLiankar i de
Marasas, que per l'accio de peroxid I'hidrogen s'origina hidroxiprolina a
partir de prolina, hidroxilisina a partir de lisina, i glicina a partir de beta-
alanina, com pels estudis de WorsTEIN i d'altres en qué la hiperformacio
de colagen en el granuloma experimental va paralelament lligada a una
hiperactivitat dels enzims de peroxidacié (catalasa i peroxidasa); punt,
aquest darrer, que es relaciona directament amb les nostres experiéncies
sobre el granuloma que hem esmentat al principi.

Passem ara, per abreujar, a I'dltim component a qué volem referir-nos :
el calci. Es cosa ben coneguda que aquest element es troba augmentat amb
moltes afeccions, especialment en l'ateromatosi. Perd és relativament poc
sabut que es troba sempre en la forma d’hidroxilapatita, segons els estudis
realitzats recentment mitjangant l'examen rontgenografic. En dir que
«semprey» es troba en aquest estat ens referim al fet que aixo no solament
és valid per la seva preséncia en els ossos i els cartilags, sind també en tota
calcificacio histica per patogena o passatgera que sigui. Només hi ha una
excepcio: en Ja dent la seva estructura correspon a fluorapatita.

I aqui ve el punt a remarcar: aixi com en referir-nos a l'estructura
mineral de la dent hom no deixa mai de mencionar que és constituit per
calci, fosfats i fluor, és a dir, la fluorapatita, dificilment hom presta atencio
al fet que el paper tan caracteristic i important d’aquest halogen en les altres
estructures calciques és simplement substituit pel grup hidroxil, al qual
correspon, naturalment, d’assignar la mateixa importancia que hom no rega-
teja al fluor i1 del qual electronicament és isoster.

En la representacio cristallografica d’aquestes estructures, els suecs
lEngsTrROM 1 CARLSON, aixi com l'america Grimcuer i d’altres, destaquen
com sén precisament 'hidroxil o el fluor els components que determinen
o imposen la disposicio de la totalitat de les altres molécules en la forma
cristallina de l'apatita.

Tenim, doncs, altra vegada uns hidroxils com a condicionadors d'un
important component de I'ateroma. Ara: aixi com en els altres casos és
facil de trobar experiéncies que demostren complidament el significat-clau

68



PROCESSOS PEROXIDATIUS 23

de I'hidroxil — bioquimicament i fisiologicament — respecte a I'hidroxil de
les apatites, els estudis antics son gairebé tots de tipus purament quimic,
i entre els recents tampoc no sén abundants els que relacionen la preséncia
dels hidroxils com a conseqiiéncia d’'unes possibles hidroxilacions a tenir
en compte en la patogénia de les discalcémies.

Per tal de resumir tot aixo que acabem d’exposar presentem I'adjunt
esquema, en el qual hom pot apreciar que en els tan importants components

ATEROMA
Colesterol Lipoperoxids 1 Colagen Calel
pigment ceroid (Hidroxil-apatita)
4 * 'y
Hidroxiprolina

Esquale Lipids Prolina PO;™» Ca**

+ . + . + .

‘OH OH OH OH
Fig. 8

de Tateroma, com son colesterol, lipoperoxids, colagen i calci, en tots ells
pot existir un factor d’hiperperoxidacié que origini o condoni les hidroxi-
lacions necessaries per a la seva génesi (fig. 8).

Aquest factor com no desdiu en cap manera de tot el que es refereix
a T'aspecte clinic, ja que amb bases bioquimiques o sense elles els clinics ja
fa molts anys que consideren tots aquests cossos com lligats per un nexe
comu.

Per altra banda, les interrelacions entre augment d’acid tric i colesterol
que havien estat objecte d’atencio medica, sota el concepte ja abandonat
d’artritisme, actualment prenen nova forga de resultes de les dades apor-
tades per diversos investigadors en el sentit que és molt més freqiient Ilur
increment comt. DREYFUS i altres diuen taxativament que mitjancant
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I'estudi estadistic s'assenyala com a més important en I'infart de miocardi
la hiperuricémia que no pas la hipercolesterolémia, i aixi, tants d’altres.

Repetim, doncs, que dels nostres estudis, si bé llur aspecte farmacologic
i terapeutic té sens dubte interés, encara en té més el motiu de llur origen,
o sia les possibilitats cap a unes noves concepcions de patogenesi bioquimica
basades en trastorns de l'activitat metabolica en uns processos peroxidatius
que fins ara havien rebut molt poca atencio.

Si he assolit d’interessar algti en aquests nous camins, em consideraré
totalment satisfet.
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