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ANTECEDENTES

En la comunicacién anterior (Holguin L., Monteoliva M.,
1965) revisamos €l estado actual de los estudios sobre pxrofosfata-
sas y estudia més las caracteristicas enzimdticas de las pirofos-
fatasas de tres pparésitos intestinales : Ascaris lumbricoides, As-
caridia galli y Moniezia expansa. Encontramos que los nemato-
des estudiados presentaban una actividad pirofosfatésica 10 veces
superior al cestode y en ambos casos tenian un pH éptimo de
acciébn de 6,2 en tampébén maleato sédico. Salvo diferencias de
orden cualitativo no se encontraron otras en la pirofosfatasa de
los nematodes y la del cestode. Por otra parte, se confirmb que
en estos parésitos el enzima con actividad pirofosfatdsica tiene
como verdadero sustrato al pirofosfato magnésico y que aparente-
mente hay un solo enzima con esta actividad, ya que sélo se en-
contrd un pH éptimo y en el desarrollo electroforético sblo da una
zona con actividad (Monteoliva M., 1g61).

En la presente mnota estudiamos 1a accién inhibidora que
ejercen sobre este enzima diferentes agentes farmacolégicos del
tipo antihelminticos, antibidticos, etc.

MATERIAL ¥ METODOS

Los parisitos utilizados han sido recogidos del Matadero
Municipal de Granada y tratados como se indicé en la anterior
comunicacién, hasta obtener extractos en solucién salina al o,2

REV. IBER. PARASITOL. Vol 25 (3-4) 1965.



— 200 —

por 100 para Ascaris y Ascaridia y al 2 por 100 para Mongezia,
Con estos extractos se realizaron determinaciones simultineas
de la actividad pirofosfatésica a pH 6,2 en tampén maleato sé-
dico (Colowick y Kaplan, 1955) v a cuatro concentraciones di-
ferentes de sustrato y agente activante :

5-1 = pirofosfato sédico 4,68x104M 4 Cloruro magnésico 9,36 x toM
S5-I = idem 4,68x 16" M —

S-Nl = idem 234x10M 4 Cloruro magnésico p,36 x 104 M
S-IV = idem 2,34x 104 M - —

El agente inhibidor se ensayé con cada sustrato de los ante-
dichos y a dos concentraciones diferentes :

I-A = o78x10 M
I-B = 6,25x10 M

Para la preparacién del agente inhibidor se partié de produc-
tos quimicamente puros, pesados en la cantidad adecuada para
la correspondiente molaridad, disueltos en agua destilada y neu-
tralizados con 4cido clorhidrico o sosa segfin los casos y com-
pletados con més agua destilada hasta el volumen adecuado.

La incubacién se realizé como sigue : En una gradilla se co-
locan el suficiente ntimero de tubos de ensayo para la experien-
cia dispuestos en cuatro series y en cada serie se pone z ml. del
sustrato adecuado y 3 ml. de tampén maleato sédico de pH 6,2
(Holguin L. Monteoliva M., 1965). En el primer tubo correspon-
diente a cada sustrato se pone 1o ml. de agua destilada. En el
segundo tubo se colocan 2 ml. de agua destilada v 8 ml. del
agente inhibidor a la concentracién A. En el tercer tubo, 2 ml.
de agua destilada y 8 ml. del inhibidor a la concentracién B. En
el cuarto se colocan 2 ml. del extracto enzimético y § ml. de
agua destilada. En el quinto tubo se colocan 2 ml. Jel extracto
enzimético y 8 ml de la solucién A del inhibidor. ¥ en el sexto
tubo 2 ml. del extracto y 8 ml. de la solucién B del inhibidor.
Las series para cada sustrato y cada inhibidor se realizaron si-
multineamente, al objeto de emplear en la serie el mismo ex-
tracto de parésito.

Preparados de esta forma la gradilla con los tubos de incu-
bacién se pasaron a la estufa a 37° durante 180 minutos. Trans-
currido este tiempo se llevan a agua helada v una vez enfriados
se agrega a todos los tubos 1 ml. de Acido tricloroacético al 20
por 100 con agitacién. Se deja reposar en agua helada y una vez
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sedimente el precipitado que se forma se toma del sobrena-
dante 1 ml., en el que se determinan los fosfatos por el método
de Briggs, modificado por Fleury (1955).

La diferencia entre el tubo cuarto y primero corresponde a
la actividad enzimAtica del extracto en ausencia de inhibidor.
La diferencia entre el tubo quinto y el segundo corresponde a la
actividad enzimética en presencia del inhibidor a la concentra-
cibn A, y la diferencia entre el sexto y el tercero corresponde
a la actividad del extracto cuando el inhibidor esti a la concentra-
ciébn B. Las diferencias entre los valores de actividad encontra-
dos para el extracto en ausencia del inhibidor y para el mismo
extracto en presencia del inhibidor se refieren después a porcen-
tajes de inhibicién dando valor 100 a la actividad del extracto en
ausencia del inhibidor.

REsvuLTADOS

TABLA 1
Porcentaje de inhibicién de los diversos farmacos ensayados frente a extractos de ascaris
lumbricoides
S-1 S-11 S-1II S-1v
INHIBIDOR
I-A I-B I-A I-B I-A I-B I-A I-B
Piperazina. . . . . ., . . 12,3 46,9 4,3 22,4 —3,3. 22,2 —g4,8 10,7
Yoduro de ditiazanina . . . . 3,2 19,6 6,5 37,5 55 24,1 13,0 44,4
Pamoato de pirvinium . . . 5.4 39,9 15,8 46,5 12,4 181 —8,0 30,4
Dietilcarbamacina . . . . 9,3 80,0 27,5 76,5 6,6 40,4 6,3 75,2
Hidroxinaftoato de bephenium 5,2 22,9 3,2 44,8 0,8 12,7 0,3 64,9
Diyodohidrogiguinoleina . . 7,8 21,6 5.3 46,2 1,7 9,5 4,2 42,2
Brombidrato de arecolina . . 55 27,3 2,6 40,4 5,1 23,7 4,8 42,4
Ditiocarbo-bis-etilendiamina . —5,6 156 —2,5 —190 —i18,0 —450 2,3 —I17,0
Bencilpenicilina . . . . . 6,7 24,2 4H4 4141 0,7 5,6 1,6 44,7
Sulfato de estreptomicina . . 5,1 27,9 A 44,2 8,8 31,4 2,0 45,9
Demetilclorotetraciclina . . 2,1 38,5 4,1 4,7 2,1 20,1 —@,3 13,9
Clorhidrato de aureomicina , 84 —1.5 —28 0,0 7,1 281 —1,8 1,6
Oxitetraciclina . . . . . . 8,6 47,3 13,2 50,6 6,7 58 18 45,4
Cloranfenicol . . . . . . 0,2 23,3 3,5 45,9 — 3,1 14,7 11,0 38,3
Estearato de eritromicina . . 0,2 27,5 6,1 358 —3,53 —46,0 6,9 44,9
Clorhidrato de tetraciclina, . 0,4 37T =Tl —6,5 o,r 48,4 —330 —g2,0
Metansulfonato de colistina . 3,2 —0,§ 5,9 40,7 3,5 16,1 —132,0 6,0
Suolfisoxazol . . . . . . . 3,4 41 6,7 44,6 2,3 4,2 9,3 43,6
Sulfametoxipiridazina . . . 47 26,0 30,5 55,5 —18,0 21,1 12,4 43,8
Clorambucil . . . . . . . 0,7 16,7 —5,6 15,4 —I,7 3,5 —inLo 2,0
Busulfan . . . . ., . . . 13,1 23,9 0,4 36,5 13,6 38,4 4,8 37,8




TABLA 2
Porcentajes de inhibicién de la actividad pirofosfatasica de exfractos de Ascaridia galli

541 §-11 S-111 s-1¥
INHIBIDOR =

I-A 1-B T-A 1-B I-A 1-B I[-A 1-%
—
Piperazina . . . . . . 159 41,7 —25 240 —82 301 —86 89
Yoduro de ditiazamina . . . —0,2 (L 111 447 45 o1 —L5 —log
Pamoato de pirvipium . . . 08 18,6 7.9 40,3 42 =19 2,2 296
Dietilcarbamacina. . . . 24,8 g, 20,6 69,6 5,6 48,2 24,7 414
Hidroxinaftoate de bephenium 2,0 154 —1,0 3806 o8 L5 34,0 Tag
Diyodohidroxiquinoleina . . 3 3,4 3HE 44,5 L5 46 22 420
Brombhidrato de arecolina . . 3,4 22,4 2,2 40,5 29 15,3 L9 391
Ditiocarbo-bis-etilendiamina —22,0 24 —66 —230 —20,0 —3550 —&71 =74
Bcncil-penicilina . e 2o 0,8 18,7 —20 325 —55 —%0 2,6 24,6
Sulfato de estreptomicina . . 57 26,4 2,7 434 —I,1 22,8 L9 353
Demetilclorotetraciclina . . 0,7 38,2 —2z0 55 —nLl —0§ —§2 223
Clorhidrato de aureomicina —40 359 —In,5 —Iop ws o §Le —22 53
Oxzitetraciclina . . . . . . 6;9 48,8 11,3 46,1 6,1 23,4 79 328
Cloranfenicol . . . . . . o'g 16,8 38 35,3 c.9 2 —0,7 3
Estearato de eritromicina . . 73 308 —o3 34,9 —84 —s0,0 29 319
Clorhidrato de tetraciclina, . 86 62,7 —4,7 19,8 9,4 575 4,5 290
Metansulionato de colimicina —0,4 9,4 2,2 40,7 L5 20,4 43 33.3
Sulfisoxazol . . . . . . . 41 —Ba 6,1 42,5 —0,0 =1,5 856 433
Sulfametoxipiridazina . , . 2,1 20,0 31,0 45,7 —a3,0 3,1 3,2 a9,
Clorambueil . , . . . . 1,0 122 —,4 15,5 2,1 89 =—g,2 21
Busolfan . . . < « « + . 1,8 22;1 04 356 —o,6 21,6 —14,0 283

TABLA 3
Porcentajes de inhibicién de 1a actividad pirofosfatasica de extractos de Moniezia expansas
(NHIBLDOR S-1 s-1 S-111 S-1v

I-A  [-B 1-A i-B 1-A 1-B 1-A  I-B

-Pi_plera-zina- B EEEE 4,9 17,7 —1,0 8,4 0,2 208 —7,3 —3
Yodure de ditiazanina |, 5 —4,0 1,0 —875 —a0 2,7 5.4 —13,0 —69
Pamoato de pirvinium . 4 (9 26,6 7,6 50,0 —B6 14,8 —110 31y
Dietilcarbamacina . . - 27,8 9z, 13,% 12,9 16,7 78,6 Ly 568
Hi‘drqxinaftoa.to de bephenium —4;0 4,3 0,9 19,5 —2z,8 0,4 32 log
p%sfbd.cihidroxi_quinoleina’ o —0,9 o;1 L, 18,4 2,8 20,9 2,5 a8
}Bromhlqﬂto de arecolina . . 2,7 21,5, 1,5 26,5 —2,6 iy LT nS,z
Ditiocarbo-bis-etilendiamina . 73 Al —a220 —27,0 —160 —34,0 —10,0 —li,u
Begc‘ﬁ-pehic‘ilina . 5 5 % 0,0 16,2 Ly 207 0,7 31 =72 16,3
Sgll’ato_ de cstrept'or{:iifina, P 58 158 5,3 44,4 2,2 zo',6 13,2 344
Dg-r_ne_ta!c{o_rote t-raczcln.':a P 0,7 44 —33 81 —a,2 22,6 —44 (TA]
Clorhidrato de aureomicina —47 208 a7 7,2 L8 369 0,5 30
O;itetraci;CIinn et e e e 2,3 3485 —2;5 —2,7 —338 —.1:.':,0 8:3 4
Cloranfenicol N o7 194 —04 484 06 138 a8 3
gftea-fato dg entmm{cu}a . . —3,6 26,7 4,0 3716 —i140 —ga20 2,1 35,6
e I R B B
St o g icina. 6,8 40,1. 4,6_ 4::,,0‘ 6,0 42,4 1,4 240
uilisoxazol . . . - e —26 —50 —o6 19;6 05 2,0 —85 e
Sulfametoxipiridazina , . 40 136 —1,6 =—2,3 7,4 47,6 t,r 247
Clorambucil a ¥ ' :
RO T 6,4 1,9 —13 0,2 —2,3 G0  —1,9 02
E,usu]fan - e e e e 40 10,2 2,7 33,4 o7  ar,3 38 16,

Otros:

TABLA 4
Media de los porcentajes de inhibicion de los tres parasitos estudiados y por grupos de
medicamentos
) §-1 S-11 S-111 S-1Vv
INHIBIDOR I-A 1-B 1-4 1-B 1-A 1-B 1-a 1-B
i E—
Con azufre reducido:
Yoduro de ditiazanina , . —0,3 12,5 —L9 12,7 42 58 - 0§ 9%
Ditiocarbo-bis-etilendiamina ., —6,7 1] —10,3 —23,0 —21,0 —a4,6 —34 —138
Bencil-penicilinpa . . . , . 2.5 19,7 1.t 31,4 —L,3 2,2 —1,0 28,5
Media . . . . —I,§ Ig6 —37 7.0 —60o —iod —31 7.9
Con azufre oxidado:
Cloranfenicol, . . . . . 0,6 1938 2,3 43,2 —95 9,9 43 358
Sulfisoxazol . - . . . . . 1,6 —Z2a 3,7 35,5 06 —1,0 3,0 26,6
Sulfametoxipiridazina . 3,6 21,5 19,9 32,9 —11,2 27,2 58 33,8
Busulfan , . « - . + « = 9,6 18,7 1,1 34,8 5,2 a7, —L,8 27,4
Media . . . . 3.8 I44 6,7 36,6 =1 53 2,7 314
Grupo tetraciclinas:
Demetilclorotetraciclina . . ;1 39,3 —Dy4 63 —04 140 —63 1886
Clorhidrato de aureomicina | - —0,1 164 —p5§ —09 54 38,8 —1,1 3,3
Oxitetraciclina , . . . . . 59 434 T3 31,3 33 5,1 93 352
Clorhidrato de tetraciclina . 4,9 47,7 =31 52 3.8 496 —155 —31,0
Media . . . . 20 36,7 o6 Iod 20 27,0 —34 9,0
Antibidticos azncarados:
Sulfato de estreptrmicina . . 55 233 50 44,0 33 249 53 387
Estearato de eritromicina . . 1,3 28,3 3,2 36,0 —8,5 —49.3 3,9 394
Media , . . . 34 258 4o J00 —206 —122 40 300
Antibiétices polipeptidicos;
Metansulfonato de colimicina, 342 16,3 4,2 49,4 3,6 26,3 —3t 22,7
Media . . . . 3,2 163 42 404 36 263 —21 227
Piperazina . . . . . . 1,0 374 —I7 182 —3,1 24,3 =—6/9 4,9
Dietilcarbamacina . . . . . 206 B1,9 20,5 53,0 96 557 15,2 57,8
Pamoato de pirvinium . . 60 35t 10,4 18,2 2,6 24,3 =506 49
Hidroxinaftoato de bephniem 1,0 14,2 1,7 3hi  —O 4 8,2 8,3 495
Diyodohidroxiquinoleina .. . 2,7 8,3 35 36,3 4,0 11,6 2,9 37,4
Brombidrato de arecolina .. . 8 237 2,1 358 L8 169 a8 359
Clorambucil . » &« « « +« « 27 136 —67 13,3 —0,6 6,1 —0,3 144
Media e 68  abr 42 Zp8 46 210 £y 204

DiscUsION DE LOS RESULTADOS

En general, un agente antinetabélico puede actuar sobre un
proceso metabblico normal, catalizado por un enzima, por dife-
rentes vias : Una de ellas reaccionando quimicamente con el en-
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zima y anulande su actividad, proceso que puede ser reversible
o irreversible segfin la naturaleza de la reaccién quimica que se
produzca entre enzima e inhibidor. Perc el proceso se complica si
se tiene en cuenta que en la reaccién enzimética interviene tam-
bién el sustrato, el cual para poderse transformar ha de reaccic-
nar con el enzima. Esta reaccién enzima-sustrato es reversible
y esta reversibilidad estd condicionada por la presencia del inhi-
bidor. El cual puede actuar impidiendo la formacién del com-
plejo enzima-sustrato, bhien a través del sustrato, bien a través
del enzima. MAis complicado es el proceso si se tiene en cuenta
que, como en nuestro caso, interviene un cuarto factor : el acti-
vador. Fn este caso el inhibidor puede bloquear la reaccién en-
zi_mética, bien a través del sustrato, bien a través del enzima, o
bien a través del activador. Asi, si queremos averiguar ¢l mudo
de accibn del formaco inhibidor han de multiplicarse los ensayos
variando las concentraciones de los elementos que entran en
juego.

Por ello se monté una marcha sistemética, en la que utili-
zando siempre la misma concentracién de enzima, se variaron
las concentraciones de pirofosfato, de magnesio y de inhibidor,
respetando las demds circunstancias 6ptimas, es decir incuba-
cién a pH 6,2, en tampén maleato, a 37" y durante 180 mi-
nutos.

Se tiene de esta forma cuatro sustratos diferentes. El S-1,
en el cual la relacién molar entre pirofosfato y magnesio es la
6pt3ma para la accién del enzima ¥ €s precisamente ;1'1 el que se
obtienen mayores actividades en ausencia del inhibidor. Un sus-
trato S5-I, en el que sblo existe pirofosfato a la misma concen-
tracién que el S-I y ausente el magnesio. Un sustrato S-III. en
gl qu la molaridad del pirofosfato es mitad de las anteriores ,db-n
jando el magmesio a la molaridad de S-I, con lo que la rela’cic’;n
de molaridad 6éptima estd desequilibrada a favor del activador.
Y un sustrat;o S-IV. en el que estd ausente el activador v el pi-
rofosfato estd a mitad de molaridad en relacién al S-I y S-I1.

Yz_l en ausencia cel inhibidor, las actividades de los extractos
son diferentes segfin el sustrato. Si se hace 1a actividad del S-I
1gual a 100, la correspondiente a los restantes es como sigue :

S-1I = 100
5-1I _ 45
S-1II = 57

S'IV = 42

Se ensayaron 21 firmacos de composicidn quimica diferente,
entre los cuales hay 8 antiparasitarios, g antibibticos, 2 quimio-
terApicos y 2 citostdticos. Los resultados obtenidos, con expre-
sibn de los porcentajes de inhibicién en los tres parasitos estu-
diados, se exponen en las tablas n.® 1. 2 y 3.

Como puede observarse en estas tablas, junto a resultados.
positivos de inhibicién (hasta el 92,7 por 100 en el caso de la
dietilearbamacina) se encuentran resultados negativos, lo que in-
dica que en determinadas circunstancias se produce una activa-
cibn de la reaccién enzimética. La mayor frecuencia de los casos.
de activacién se producen en los sustratos S-I, S-IIT y S-1V a
la concentracién més baja. En general, se puede explicar este
fenémeno suponiendo que el inhibidor a baja concentracién ac-
tha restableciendo en parte el equilibrio éptimo entre el pirofas--
fato y magnesio, aumentando por consiguiente la actividad del
extracto.

Al objeto de acumular datos, y puesto que no se han encon-
trado diferencias de orden cualitativo entre las pirofosfatasas de
los tres pparésitos estudiados, sino de orden cuantitativo, com-

nsadas en la preparacién de los extractos, se ha obtenido la
media de los porcentajes de cada parésito, media que se expre-
sa en la tabla n.° 4. En esta tabla, ademds, se han ordenado los.
fairmacos inhibidores de acuerdo con lo que a priori, podria su-
ponerse fuesen sus grupos funcionales condicionantes de su ac-
tividad.

Se obtiene asi un primer grupo que presenta en su molécula
azufre al estado reducido, en el que el porcentaje de 1-esultadc_:s
de activacién (inhibicién negativa) es del 75 por oo para haja
concentracién del inhibidor y del 25 por 100 para concentracién
elevada del inhibidor. Estos resultados sonm justificables si se
tiene en cuenta que las pirofosfatasas son enzimas con grupo ac-
tivo -SH necesario para su actividad. Los firmacos de este pri-
mer grupo actuarfan sobre el enzima estabilizando este grupo
funcional. Este proceso es muy claro con ditiocarbobis-etilen-
diamina.

En el segundo grupo se han incluido aquellas sustancias que
presentan en su molécula el azufre al estado oxidado (-SO.). Se'
incluye también el cloranfenicol asimilando el NO. al SO.. Aqui
los resultados de inhibicién negativa son menos que en el grupo
anterior y puede observarse que en general la inhibicién en sus-
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tratos con sélo pirofosfato es doble que cuando existe magnesio,
Puede explicarse por una accibén competitiva entre el pirofosfato
(P-0) y el SO. hacia la zona de unién con el enzima y que no
“estd contrarrestada por el magnesio, gque esti ausente.

El tercer grupo es bastante homogéneo quimicamente, puesto
que son de la serie de las tetraciclinas. Los resultados son rela-
tivamente homogéneos y puede observarse en la tabla que la in-
hibicién es mayor en los sustratos donde hay magnesio. Puede
Justificarse, pues, la accién de estos inhibidores por bloguear el
agente activante con disminucién consiguiente de la actividad
-enzimética.

En el grupo de los antibibticos azucarados se manifiesta el
mismo fenémeno que en el segundo grupe, es decir, la inhibi-
c1én es mayor en ausencia de magnesio, pero aqui es dificil dar
una explicacién del proceso.

En el grupo de antibiéticos polipeptidicos el proceso es se-
‘mejante al anterior ¥ sin que tampoco pueda darse una explica-
«ci6n de su forma de accién.

El grupo restante estd constituido por una serie heterogénea
-de sustancias orginicas, cuyo finico elemento comfn es el ni-
trégeno, pero que puede estar como nitrégeno aminico o aromi-
tico, por lo gque los resultados son bastante heterogéneos. En
-este grupo destaca la dietilearbamacina, que presenta una inhibi-
cién elevada en todos los sustratos e incluso a baja concentra-
cién del inhibidor. Esto parece indicar que este firmaco actfia
dirctamente sobre el enzima por blogueo directo de sus grupos
activos.

Bl orden de mayor a menor inhibicién, teniendo en cuenta
solamente el sustrato S-I, en el que se encuentran equilibrados
el pirofosfato y el magnesio y que da una actividad éptima para
el enzima, es como sigue : (sblo se tiene en cuenta la concentra-
cibn 6,25 x 10~ del inhibidor).

TABLA 5
Porcentaje de inhibicidén de las pirofosfatasas de los parasitos intestinales por diver--
sos firmacos para una concentracion molar de pirofosiato = 4,68 x 10-4
magnesioc =9,36x 104
inhibido = 6,25x254

Ném. labibidor s
1 Dietilcarbamacina . . . . ., . , ., 879
2 Clorhidrato de tetraciclina . , . . . . 41,7
3  Oxitetraciclina. . . . . . . . . . . 434
4 Dometilclorotetraciclina . . . . . . . 393
§ Piperazina . . . . . . . . . . . . 378
6 Pamoatodepirvinium. . . . . . . . 351
7 Estearato de eritromicina. . . . . . . 283
8 Bromhidrato de arecolina. . . . . . . 23,
9 Sulfato de estreptomicina, . . . . . . 233
10 Sulfametoxipiridazina . . . . . . . . 21,5°
11 Cloranfenicol . . ., . . . . . . . . 198
12 Bencil-penicilina, . . . . . . . . . 199
13 Busulfan, . . .. . . ... . . 187
14 Clorhidrato de aureamicina. . . . . . 16,4
15  Metansulfonato de colimicina . . . . . 16,3
16  Hidroxinaftoato de bephenium., . . . . 14,2
17 Clorambuoeil. ., . . . . . . « . . . 136
18 Yoduro de ditiazanina , . . . . . . . 125
19 Ditiocarbo-bis-etilendiamina . , . . . 11,7
20 Diyodohidroxiquinoleina. ., . . . . . 8,3
21 Sulfisoxazol. . . . . . . . .. .. 24

RESUMEN V¥V CONCLUSIONES

Se ha estudiado la accién inhibidora que sobre las pirofosfatasas de
los pardsitos intestinales ejercen diferentes fdrmacos utilizados como anti-
helininticos, antibidticos, quimioteripicos, ete. Los que sobrepasan el 30
por 100 dle inhibicién son dietilearbamacina, clorhidrato de tetraciclina,
oxitetraciclina, demetilclorotetraciclina, piperazina y pamoato de pirvi-
nium. Hay otros, como ditiocarbobisetilendiamina, que aparentemente ac-
tha mds bien como activador que como inhibidor.
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SUMMARY

A study has been made of the inhibiting action with different drugs
ssuch antihelmintics, antibiotics, chemotherapics, etc. have on intestinal
-parasite pyrophosphatases.

Those which exceed 30 !/, inhibition are diethylcarbomacine, hydroxy-
tetracycline, oxytetracycline, demethylchlorotetracycline, piperazine and
pyrvininm pamoate, Apparently dithiocarbo-bis-ethylenediamine acts more
as an activator than as an inhibitor.
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