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I. INTRODUCCION.

El hombre est& expuesto constantemente a una gran variedad de compues
tos quimicos, algunos aparentemente inocuos y otros definitivamente tbxicos,
que se han utilizado cada vez con mayor frecuencia por la sociedad moderna.
Uno de estos compuestos guimicos es el hexaclorofeno, bisfenol clorado, que

se emplea desde 1945 como germicida, fungicida y antiparasitario (5).

E1l hexaclorofeno se encuentra incorporado a una gran variedad de pro-
ductos comerciales entre los que se encuentra: antiperspirantes, pastas den
tales, jabones, shampoos, cremas, cosméticos y desodorantes vaginales (29);
en éstos, el agente guimico esté en contacto con la piel y otras partes del

organismo humano.

Recientemente se han publicado datos de toxicidad cuténea del hexaclo
rofeno, especialmente en nifios, asi como alteraciones de tejido nervioso, -
hemblisis de eritrocitos y alteraciones bioguimicas de algunas enzimas y —

protefinas (18, 19, 33, 50).

En otros estudios (11, 19, 20), se ha propuesto las manifestaciones -
téxicas del hexaclorofeno son impedidas por su unibn a proteinas en las mem
branas de eritrocitos y de tejido nervioso. La toxicidad se explica en base
a la presencia de hexaclorofeno libre, debida ya sea a una saturacion de —
las proteinas, a concentraciones elevadas del compuesto, o bien, debida a -

concentraciones bajas de proteinas.

El presente trabajo ha tenido como propésito aportar datos al estu—
dio de la interaccitn del hexaclorofeno con las proteinas plasmaticas, de

membranas de eritrocitos y de tejido nervioso, (se propore que estas es—



tructuras poseen una proteina que se une al hexaclorofeno e impide gque este

presente manifiestaciones téxicas).
La presentacién del trabajo se ha organizado de la siguiente manera:

En el capitulo II se examinan diversas propiedades del hexaclorofeno:
en el siguiente capitulo se presenta la fase experimental (capitulo III), -
seguido de los resultados y conclusiones obtenidos (capfitulo IV). Finalmen—
te, se hace un resumen (capfitulo V), se anexa una apéndice (capitulo VI) -
con los datos directos del aparato de conteo de radioactividad y la biblio-

grafia consultada, enlistada en orden alfabético (capitulo VII).



II. PROPIEDADEDES DEL HEXACLOROFENG.

A. Aspectos Fisicos y Quimicos.

E1 hexaclorofeno es un polvo blanco, précticamente insoluble en agua;
soluble en alcohol, acetona, éter, cloroformo, propilénglicol, aceite de -
olivo y soluciones alcalinas diluidas. Forma sales con &lcalis y éteres al-
calinos. Férmulas: C._H.O 016, P.M.: 406.92, punto de fusibén: 164-165 —

13 6 2
(26, 52),

Quimicamente, el hexaclorofeno es un bisfenol clorado, 2,2' —-metilén

bis (3,4,6-triclorofenol):

Cl OH HO Cl
Cl Cl Cl Cl

' 2,2'-metilén-bis (3,4,5—triclorafenol)

Este compuesto ha sido sintetizado por condensacién de dos moléculas
de 2,4,5-triclorofenol con formaldehido en presencia de &cido sulflirico —

(28), como se muestra a continuacidn:

i o Cl OH HO Cl
Cl
H
i +  Se=o :
/ CH
c c :
Cl Cl Cl cl ci Cl
HZSDa
2,4,5-triclorofenol formaldehido —mM > Hexaclorofeno.



B. Aspectos Farmacolégicos.

1l.- Eficacia.
Estudio como agente antibacteriano.

El hexaclorofeno se ha aplicado sobre la piel de nifios recién naci—
dos como agente profiléctico contra infecciones producidas por Staphyloco—
cous aureus, desde 1945 en que se empezb a emplear. Farguharson (17), —
Haryment (30) y saffer y col. (48), fueron los primeros en reportar elimi
nacién de pioderma al aplicar hexaclorofeno al 3% en toda la piel y el cor
dén umbilical de los recién nacidos. Posteriormente, Williams y Oliver —
(56) y Gluck y col. (27), describieron experiencias del uso del hexacloro-
feno para el cuidado de la piel de nifios recién nacidos, en los cuales se-
demoétré una incidencia muy baja de infecciones estafilocbeccicas; se obtu—
vo una reduccibn maxima de éstas cuando se aplicaron preparaciones de hexa
clorofeno durante las tres primeras semanas de vida, o al aplicar ungliento

con neomicina—polimixina en el cordén umbilical (22).

Todos los reportes publicados sobre hexaclorofeno, en un periodo —
aproximado de 15 afios, fueron favorables para éste; sin embargo, en 1971 -
1a FDA sefiala gue es inadecuado, irresponsable, innecesarioc y no se autori

za su empleo, por tener datos de toxicidad, sobre todo en tejido nervioso

(18).

Recientemente, Light y Sutherland (38), observaron gue la frecuencia

de enfermedades severas producidas por Staphylococcus aureus disminuia y =

que ésto se debfa a la disminucibén espontanea de las infecciones produci—

das por Staphylococcus aureus tipificado con el fago 80/81. Encontraron —

que durante un periodo de 12 afos, comprendidos entre 1960 y 1972, la fre—

cuencia de infecciones producidas por Staphylococcus aureus disminuyd des—




de el 17.8% hasta el 6.5% del total de estas infecciones, a la vez que las

producidas por Staphylococcus aureus tipificado con el fago 80/81, disminu

yeron del 15.3% al 6.5% durante el mismo pericdo. Ademés, se encontré que
el baRo con hexaclorofeno nunca se empled en la sala de prematuros, donde
ocurri6 una disminucién similar de S.aureus tipificado con el fago 80/81,
de un promedio de 10.7% a 6.4%. La observacién de gque esta disminucibn es
un suceso anterior a la introduccién del bafio con hexaclorofeno y gue con—
tinué durante cuatro afos posteriores a su eliminacibén, resulta altamen

te significativo.

Se concluybé gue este decrecimiento no tuvo relacibn con el empleoc —
del hexaclorofeno en el bafio del recién nacido, ya gque comenzb antes del —
h

uso de éste y continué cuatro afios posteriores a su eliminacién (38).

Porfar y col. (22), amplificaron los estudios del efecto que tiere -
el bafio diario con hexaclorofenc en los nifios y encontraron gue no Gnica—
mente actub sobre S.aureus, sino que también modificé la flora Gram-negati
va. Al emplear hexaclorofeno, la frecuencia de enfermedades estafilocéeci-
cas disminuy® de 10% a 3%, al mismo tiempo que la incidencia de infeccio—
nes producidas por Gram—-negativos aumentd significativamente de 0.9% a 5%
en contraste, en los hospitales en los que no se emple6 hexaclorofeno, la
tasa de colonias tamto de S._aureus, y bacilos Gram—negativos, permanecid
inalterada. Estos datos concuerdan con las observaciones de estudios pre—
vios (36), que demostraron una relacién reciproca entre la frecuencia de -
infecciones producidas por S. aureus y bacilos Gram-negativos, adn cuando

este fenémeno bioldgico no es exclusivo del hexaclorofeno.

Finalmente, se puede decir gque hay un gran nimero de variables invo-
lucradas en la determinacién de la flora ambiental propia de un hospital y

antes de decidir sobre el control que se va a realizar, deben considerarse
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los efectos indeseables que pueden resultar de las medidas de control em—

pleadas.
2.— Toxicidad.

Se considerd pertinente para este trabajo revisar los siguientes as-
pectos de toxicidad del hexaclorofeno. a) Dosis letal media (LDSO)’
b) Efectos en tejido nervioso. c) Absorcién a través de la piel y concer—

tracibn en sangre, d) Estudios en membranas.

a) Dosis Letal Media (LD50).
Existen numerosas pruebas en animales para determinar la DL50 y do—
sis téxica subaguda de hexaclorofeno, encontréndose una gran variabilidad

en los datos; la variabilidad depende de:

i) la especie y el sexo del animal estudiado.

ii) el estado fisico del hexaclorofeno.

Asf, se tierne gue en cuanto a la especie empleada, la DL50 es de ——
250 mg/kg en cuyos, 200 mg/kg en ratones y 140 mg/kg en perro (10, 21, 32).
Ademés, se reporta que para ratas hembra y macho la DL50 oral es de 56 y -

66 mg/ kg, respectivamente (26).

En cuanto al estado del hexaclorofeno, se ha encontrado que la DLSD
en ratones es de 161 mg/kg cuando se administra en medio acuoso en propilen
glicol, mientras que en suspensién es de 146 mg/kg (29, 53). Al estudiar la
dosis subaguda en ratas, se alimentd a los animales con 36 mg/kg/dia de —
hexaclorofeno (500 ppm), observéndose que presentaban pardlisis de los —

miembros posteriores, diarrea, pérdida de peso y, al observar los cerebros
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al microscopio, presentaban edema cerebral y degeneracién esponjosa de la
materia blanca. Cuando se alimentd a los animales con 28.8 mg/kg/dia —
(400 ppm) y 14.4 mg/kg/ dia (200 ppm) de haxaclorofeno, durante un perio
do m&s prolongado, se observ6 que, ademés de los sintomas ya mencionados,

presentaban cambios patolégicos en higado y rifién (10, 43).
b) Efectos en tejido rervioso.

Se ha sefialado al hexaclorofeno como responsable de producir dafo —
en sistema nervioso central (18, 31, 44, 49). Por esta razbén, varios inves
tigadores determinaron el grado de toxicidad de tratamientos a base de com

puestos de hexaclorofeno, sobre tejido nervioso.

Asf, Powell y col. (46), estudiaron 69 casos de nifios a guienes se —
les habfa aplicado hexaclorofeno y que murieron en un periddm perinatal. =
En siete de ellos observaron estratos esponjosos de los tractos mieliniza—
dos, gque en estudios microscopicos confirmaron la presencia de amplios es—
pacios interlaminares dentro de las vainas de mielina. Observaron una rela
cién directa entre la mielinopatfa y exposicidn de hexaclorofeno; Ademés,—
consideraron los siguientes factores como contribuyentes al desarrollo de

estas mielinopatias.

] Ninguno de los nifios que presentaron estratos esponjosos pesb mas de
1.400 g al nacer; seis de los nifies afectados tenian seis o méds exposicio-
neé al hexaclorofeno; en los nifios con alteraciones neurolégicas se obser
varon escoriaciones, heridas y erupciones dérmicas. Estos datos fueron con
firmados por Shuman y col. (49). Asi, los factores importantes correlaciona
dos a la aparicién de las alteraciones citadas son:

i) peso bajo al nacer.

ii) n@mero de exposiciones al hexaclorofeno.
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iii) alteracicres en la piel.

Larson (37), observé gue al aplicar hexaclorofeno a pacientes guema—
dos, tanto a nifios como a adultos, el compuesto pasaba répidamente a través
de la herida y, si la concentracifn en sangre era significativamente eleva

da, podia dar como resultado convulsiones.

Por otra parte, en el Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas-
de los E.U.A. (42), se estudiaron seis pacientes expuestos al hexaclorofe-
no. Dos de ellos eran adultos que accidentamente habfan ingerido la sustan
cia y los cuatro restantes eran nifios gue presentaron quemaduras tratadas-
a base de compuestos que contenfian hexaclorofeno. Los cerebros de los seis
pacientes presentaban edema severo y degeneracifn esponjosa de la materia
blanca. Los signos y sintomas de intoxicacién, después de la ingestién del
compuesto son: nausea, irritabilidad, vémito, debilidad de extremidades —

inferiores, deshidratacién, diplopia, indiferencia al medio y ancrexia.

Recientemente Gutiérrez (59), reporta un estudio de 18 afios, sin al-
teraciones en la piel, intoxicados accidentalmente por talco con hexaclerg
feno al 6k; de los estudiados cuatro murieron, dos presentaron paraplegia
y en los doce restantes se observd alteraciones vasculares en el cordbn —
espinal producidas por edema intermielinico masivo y, en algunos casos con
secuelas permanentes y anormalidades oculares tales como midriasis, paréli

sis sexto par craneal y nistagmus.

Para detectar los efectos de toxicidad del compuesto, se han realiza
do estudios en animales de experimentacifn y a este respecto Kimbrough y -
Gaines (34), observaron que al alimentar con 500 ppm de hexaclorofenc a ra
tas de la cepa Sherman; éstas desarrollaron debilidad y posteriormente paré

lisis del cuerpo, dentro de un perfodo de 12 a 19 dias y finalmente murie—



ron. Los cerebros de las ratas gue ingirieron hexaclorofeno eran significa
tivamente més duros comparados con los de los animales control; exémenes —
microscBpicos de estos tejidos mostraron edema extenso y degeneracibfn es—
ponjosa de la materia blanca. Cuando a los animales se les retornt a su die
ta normal, las alteraciones cerebrales desaparecieron completamente al fi-

nal de la décima semana.

Adler y Montagna (1, 41), reportan estudios acerca de la toxicidad -
del hexaclorofeno en mones recién nacidos, a los que bafiaron con solucién-
de hexaclorofeno al 3% y en los que detectaron lesiones cerebrales gue —
consistfan en edema intermielfnico y degenracién esponjosa de la materia —
blanca; por esto sugieren la restriccibn de este compuesto en el bafio del

recién nacido.

Adem&s de estos reportes de dafio cerebral causados por hexaclorofe-—
no, se reportan una serie de alteraciones tales como: disminucién de la —
respuesta pupilar en la oveja (55), observéndose que el hexaclorofeno indu
ce la vacuolacién del nervio 6ptico; aumento significativo del peso himedo
del cerebro (33), disminucién del crecimiento del animal (43) y elevacién
de la temperatura corporal en varias especies de animales (6). Los signos
y sintomas de intoxicacién por hexaclorofeno en animales fueron: debilidad
de extremidades inferiores, los cerebros presentaron edema severo y degene

racién esponjosa de la materia blanca, ver el esquema de la p&gina 10.

La razén por la cual el hexaclorofeno produce una acumulacién de —
fluido intracelular en tejido nervioso posiblemente esté relacionada a una
inhibicién de la formacién de ATP, ya gue este es requerido para el trans—

porte de iones a través de la membrana celular.

El hexaclorofeno puede también afectar indirectamente tejido nervio-



Lémina gue muestra la degeneracibén de la materia blanca

del cordén cervical de ratén.

a. Materia blanca normal del cordén cervical de un ratén
normal, parafeniléndiamina, X 1000.

b. Materia blanca edematosa del corddén cervical de un ra—
ton, con 14 dias de ingestién de hexaclorofeno.
Nétese la separacidn de léminas de mielina. Parafeniléﬂ

diamina X 1000.
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so alterando la biosintesis o transporte de nutrientes, sustratos, hormo——
nas, etc., gue se estén formando en otra parte del cuerpc y seah transpor-
tados a tejidos nerviosos.

El tbxico real puede también ser un metabblito del hexaclorofeno.

c) Absorcién de hexaclorofenoc a través de la piel y concentracidn
en la sangre.

Debido a que el hexaclorofeno es empleado directamente sobre la -
superficie de la piel, al aplicarlo como agente germicida, fungicida, etc,
algunos investigadores decidieron estudiar su toxicidad midiendo su concen
tracién en sangre.

Asf Kimbrough (33), realizé un estudio en 50 nifios recién racidos
a quienes se les aplict héxaclorofeno en su bafo diario; al determinar los
niveles del compuesto en sangre, encontrd que todas las muestras lo conte—
nian en mayor o menor concentracién, indicando asi gue el compuesto se ab—
sorbé a guienes observaron gue pequefias concentraciones de hexaclorofeno —
radioactivo se absorbfan a través de la piel intacta de la rata.

Curley y Hawk (13), reportan gue las muestras de sangre de nifios —
que recibieron bafios con soluciones de hexaclorofeno al ¥h, presentaban —
concentraciones del compuesto semejante a las encontradas en sangre de ra—
tas, en las que se observaron lesiones cerebrales.

Asimismo, Taylor y col. (51), realizaron estudios de abSOrcién del
compuesto en la piel de cerdos, por encontrar semejanzas con la piel del —
organismo humano; al detectar la concentracidn del compuesto en sangre, ob
servaron que existfa una relacién entre la concentracién del compuesto y —
las lesiones cerebrales observadas en los animales. A este respecto, Alder
y col. (1),encontraron que la concentracién del féarmaco en sangre de cer—
dos después de tratamientos iguales, lo que hace pensar que se absorbe en
proporcién a través de la ﬁiel de nifios, o bien, que la disposicién del —

farmaco sea diferente en nifios y en cerdos.
Por otra parte se puede decir gue el hexaclorofeno se absorbe a -
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través de la piel y de superficies mucosas como la boca y vagina, por lo -
gue al aplicar el compuesto en jabores, desodorantes vaginales o pastas —

dentales, se podria producir intoxicacidbn sistémica o hipersensibilidad -

al compuesto.

d) Estudic en membranas.

Flores y Buhler (19, 20), encontraron que el hexaclorofeno y bisfe—

noles clorados relacicnados con &1, son potentes agentes liticos de eritro-
-4 -5

citos en concentraciones de 1 X 10 alx10 M, y que algunas proteinas

sanguineas protegen al eritrocito de la accibn litica del compuesto.

Corner (11), supone que el plasma protege contra la 1lisis celular,

y que esto probablemente se deba a la unidn del hexaclorofeno con proteinas

plasmiticas o lipoproteinas sanguineas.

Ansel Cadwallader (2), reportan que algunos agentes antibacteria—
nos, entre ellos bisfencles, tienen acci6bn litica sobre las membranas de —
plantas, bacterias y eritrocitos, y que dicha accién aumenta cuando a estos

agentes se les adiciona &tomos de Cloro.

La 14sis de eritrocitos por compuestos bisfen6licos pudiera ocurrir
por dos mecanismos basicos: E1 primero comprende la unién del compuesto —
con las membranas del eritrocitos, cambiando la estructura celular, el traos

porte i6nico y por consiguiente la permeabilidad osmbtica.

3,— Eliminacién.
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Se ha reportado (5’7), gue una gran parte del hexaclorofenoc marcado —
con Carbdr-14, administrando por via oral, se encuentra en las heces de ra
tas y conejos como glucurénido conjugado, conjuntamente con dos metaboli—
tos Acidos que se producen en peguefias cantidades y gue se han identifica—
do tentativamente como 2,4,5-triclorofenol y é&cido 3,4,6~triclorosalicili-

CO.

pittman (45), al realizar estudios con hexaclorofeno marcado con —
C-14, confirmé que dicho compuesto se elimina como glucurénido conjugando
en heces de nifios afectados por el empleo de hexaclorofeno; muchos de estos

nifios presentaban hiperbilirrubinemia.

Curly y Hawak (13), estudiaron la eliminacién en ratas alimentadas -
con 25 mg/kg del compuesto durante 55 dias, encontrando una vida media de

19 horas.

Smole y Poust (50], estudiaron la absorcidn y eliminacién de hexaclo
rofeno en epidermis humana in vivo, empleando técnicas bioelectrométricas
y ensayos espectrofotométricos; encontraron que el 55% del compuesto se eli
mina en seis horas, e infieren que el resto es de lenta eliminacién; la vi
da media del compuesto encontrada por ellos fué aproximadamente de 4.5 ho—

ras.
4.,- Efectos bioquimicos.

Se ha encontrado que el hexaclorofeno y bisfenoles relaciocnados se -
unen fuertemente a proteinas y lipoproteinas (19). E1l compuesto se une a -
las proteinas mediante enlaces de puente de hidrégeno y a los lipidos a —
través de la interaccién de enlaces hidrofébicos. Ademés, se ha reportado

que el hexaclorofeno forma complejos con metales pesados (24). Estas pro—
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piedades sugieren gue el hexaclorofeno puede afectar un gran nameroc de sis

temas biol6gicos.

Cadwell y col. (6), encontraron gue el hexaclorofeno es un poderoso
inhibidor de la fosforilacién oxidativa y gue su mayor efecto es en la mi-—
tocondria hepética. Commer y Moore (7), observaron que ademés de actuar en
mitocondria de hfgado, también altera la fosforilacibn oxidativa de mito—
condria de cerebro. Buffa y col. (4), reportan gue el hexaclorofenoc se une—
fuertemente a las proteinas de mitocondria y encontraron una relacibn en—
tre la alteracién de la fosforilacibn y la elevacibn de la temperatura cor
poral. Los inhibidores de la fosforilacibn oxidativa normalmente producen
aumento de la temperatura corporal, por ejemplo el pentaclorofenol (50). -
Ademds, se ha encontrado gue la actividad inhibidora de la fosforilacién —
muestra incremento con la introducciéon de &4tomos de cloro a los anillos arg
méticos de bisfenoles (43); dicho aumento en la inhibicién de la fosforila
cién muestra incremento con la introduccitn de 4tomos de cloro a los ani—
11os aromaticos de bisfenoles (43); dichos aumento en la inhibicién de la
fosforilacibn oxidativa parece presentar también relacién con el aumento —
de la actividad antibacteriana, antifungicida y hemolitica de los bisfeno—

les clorados y la introduccién de 4tomos de cloro a su molécula.

BGandolfi y col. (24), encontraron gue al incubar microsomas de ratas
con hexaclorofeno se observé una disminucitn de los niveles de citocromos
P-450 y bS' Encontraron también gue el UDP glucuronil hepético se inhibia
por hexaclorofeno pero en menor extensibn gue otros sistemas enzimlticos -

microsomales.

Thorsell (54), demostrf un incremento de la ATP-asa y decrecimiento
de la oxidasa succinica y colinesterasa cuando homogenizé Fasciola hepati~
ca y la incubd con hexaclorofeno. Wit y col. (57), observaron que el hexa—

clorofeno y los bisfenoles clorados también inhiben los sistemas succinasa
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mé&lica, citocromo-oxidasa y deshidrogenasa—1&ctica, en bacterias y mami fe-

TrOS.

Todos estos reportes de alteraciones bioguimicas hacen pensar que —

existen mecanismos para explicar las respuestas toxicolbégicas del hexaclo-

rofeno.

En resumen, de acuerdo a las observaciones planteadas, especialmente
las que relacionan la toxicidad (hemélisis de eritrocitos, alteraciones de
tejido nervioso, etc.) del hexaclorofeno con la fraccibn del farmaco libre,
esto es, aquél gque no se encuentra unido a fracciones protéicas corporales,
han originado el presente proyecto en el gue se plantea gue las membranas
de eritrocitos y de tejido nervioso poseen proteinas a las que se une el -
hexaclorofeno y gue impiden gue gste produzca lisis de eritrocitos y alte—
raciones de tejido nervioso; dichas alteraciones se manifiestan cuando la
concentracién de hexaclorofeno en el medio es tan alta gue satura la inte-—
raccién hexaclorofeno proteina, o bien cuando la concentracibn de la pro—
teina en el medio es baja; de esta manera el hexaclorofeno libre en el me—

dio produce los efectos toxicolégicos ya reportados. P

Se pretende entonces, al estudiar la interaccién del hexaclorofeno —
con proteinas plasméticas de membranas de eritrocitos y de tejido nervioso,
aportar datos que ayuden a esclarecer esta interaccién hexaclorofeno-pro—
teina, determinando si esta proteina es comin a todas las muestras estudia

das o si difiere para cada una de ellas.

III. PARTE EXPERIMENTAL.

A.~ Preparacién de membrana de eritrocitos humano, conejo y rata, —

1ibres de hemoglobina. (16).
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MATERIAL .
REACTIVOS.

Solucibn de fosfato de sodio, monobésico (NaH2P04), 0.156 M. (Merck)
Solucibn de fosfato de sido, dib&sico (NaZHPD4), 0.103 M. (Merck)
Amertiguador hipoténico de fosfato 20 miOsm. pH 8.0

Amortiguador isot6nico de fosfato 310 miOsm. pH 8.0

APARATOS.

Potenciémetro Corning pH meter modelo 7.
Centrifuga Internacional.

'Ultracentrifuga Mistral modelo 61.

PROCEDIMIENTO:

La sangre extraida, por puncién cardiaca en el caso del conejo y rata,
y puncién venesa en el caso de humano, se coloca en una jeringa contenien—
do heparina. Posteriormente los eritrocitocs se separan por centrifugacibn—
a 1 000 x g durante 20 minutos. E1 plasma y los glébulos blancos se reti-—
ran por aspiracién y el plasma obtenido se congela para realizar electrofo
resis posteriormente. Las células se lavan cinco veces y finalmente se sus
penden en un volumen igual de amortiguador isoténico de fosfato, y ésto —
constituye la suspensién de eritrocitos. Posteriormente se procede a la —

hemblisis de las células.
Hemélisis por chogque hipot6nico.

La hemflisis se realiza al tomar una alicuota de 2 ml de la suspen—

sibn de eritrocitos lavados en un tubo de centrifuga de 40 ml, el cual con
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tiene 28 ml de amortiguador hipoténico de fosfato. E1 contenido se mezcla =

por agitacibn y las membranas se sedimentan por Ultracentrifugacibn a

20 000 x g durante 40 minutos.

E1l sobrenadante se aspira cuidadosamente y el sedimento de fantas—
mas se suspende en el amortiguador hipoténico, llevando al volumen original
de 30 ml; se lavan tres veces més, se elimina el sobrenadante y se congela
el sedimento de membranas colocando 1 ml de muestra en cada tubo de ensayo,

para posteriormente descongelarlos a medida gue se emplean.

B. Preparaci6n de protefnas bésicas de mielina de tejido nervioso —

central, (15).

MATERIAL.

Cloroformo-metanol 2:1 (V/V), (Sigma)
Acido clorhidrico 1 N, (Sigma)

Acetona, (Sigma)

APARATOS ¢

Homogenizador de pistola.
Potenciémetro Corning pH meter modelo 7

PROCEDIMIENTO.

Se homogenizan 200 g de tejido nervioso central con 19 vollmenes de
cloroformo-metanol. La suspensi6n se agita durante toda la noche y finalmen
te se filtra por vacio a través de papel filtro Whatman No. 1, teniendo cui
dado de gue la pastilla no se seque por fuera. E1 residuo de tejido se re—
suspende dos veces en 10 volimenes de cloroformo-metanol, y luego una vez —

mas en 10 vollmenes de acetona; cada supensién se agita durante 15 minutos
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y se filtra como se describe anteriormente. El material sélido se suspende

completa y uniformemente en cada etapa d:l procedimiento.

El residuo tratado con acetona finalmente se dispersa en 20 voli—
menes de agua; la suspensién se agita durante toda la noche y el residuo -
del tejido nervioso se recupera por filtracién a vacfo, a través del papel

filtro Whatman No. 54, y se suspende nuevamente en 2.5 volimenes de agua.

Se ajusta la suspensién a pH 3.0 mediante la adicién lenta y cui—

dadosa de HC1 1 N.

La suspensi6n acidificada se centrifuga durante 60 minutos a ——
12 000 X g, y el sobrenadante se decanta cuidadosamente, procediendo en—
tonces a congelar la muestra en diferentes tubos de ensayo para desconge—

larlos cuando se emplean.

C. Separacién de diferentes tipos de Sinaptosomas, (47).
MATERIAL .
REACTIVOS.

Solucién de NaCl al 90%.

Amortiguador de fosfato 1.0 mM pH 6.7, conteniendo Ca012 1.0 MM,
sacarosa 0.3 M y 15 mg de "bentone" por cada 100 ml (Merck)
Solucién de sacarosa 0.32 M. (Merck).

Solucibn de sacarosa 1.4.M (Merck)

Solucibn sacarosa 1.22 M. conteniendo Ca012 1.7 mM (Merck).

Solucibn sacarosa 0.95 M. conteniendo CaCl2 3.4 MM,
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Solucibn sacarosa 0.75 M. conteniendo CaCl_ 3.4 MM y 30 mg de "ber—

2
_tone " por cada 100 ml.

APARATOS.

Homogenizador de pistola Potter Elvejem.
Centrifuga: Internacional, rotor de columpio.

Centrffuga Sorvall.

PROCEDIMIENTO.

Se obtienen los cerebros de ocho ratas de 20 dias de edad y se elimi
na el tallo cerebral; se lavan en solucién salina y el excedente de ésta -
se elimina sacéndolos con papel filtro; se pesan y se desmenuzan perfecta—
mente en un volumen peguefio de solucién amortiguadora de fosfato; se anade
esta solucibn para completar ocho vollmenes con respecto al peso del teji-
do y se homogeniza,‘con tres o cuatro movimientos del pist6n, en un homoge
nizador se lava afadiendo cuatro volémenes de solucién de fosfato, se ajus

ta y se mezcla con el resto del homogeneizado.

El homogeneizado se transfiere a tubos cénicos de 50 ml y se centri-
fuga a 2 000 X g durante 10 minutos en rotor de columpio, en la centrifuga
Internacional. E1 sobrenadante se decanta parcialmente para retirar el res
to con pipeta Pasteur. En casos necesarios, las partes més flojas de las —
pastillas se colectan y junto con el sobrenadante se centrifuga nuevamente

y se colectan en la misma forma.

E1l sobrenadante asi obtenido se transfiere a tubos cbnicos de 50 ml
y se centrifuga a 12 500 x g durante 15 minutos en la centrifuga Sorvall;

el sobrenadante se aspira por vacfo al méximo evitando retirar parte de —
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las pastillas; éstas se unen y se suspenden por medio de un homogenizador

de luz amplia, primero con 12 ml de sacarosa 0.32 M y luego se ahade més —

. sacarosa hasta obtener 50 ml de homogeneizado. E1 homogeneizado se reparte

en tubos cbnicos y se centrifuga a 13 000 x g durante 15 minutos; el sobre

nadante se aspira al méxim

llas.

o con vacio, evitando remover parte de las pasti

El precipitado se suspende en sacarosa 0.32 M, en 15% del volumen —

empleado para homogenizae los cerebros,

que equivale aproximadamente a 3 -

ml de sacarosa 0.32 M por cada 1.5 g. de cerebro. La suspensién se homoge—

niza manualmente con dos movimientos del homogenizados y posteriormente se

transfiere 1.3 ml del homogenizado a tubos de 30 ml.

E1l homogenizado se coloca con cuidado en la parte superior de los —

gradientes discontinuos de sacarosa recientemente preparados, de la

te manera:

l.- 6 ml de
2.— 9 ml de
3.~ 8 ml de
4.,- 7 ml de

sacarosa l.4M.

sacarosa 1.22 M + CaCl2 1.7 M.

sacarosa 0,95 M + CaCl2 3.4 M.

sacarosa 0.75 M + CaCl2 3.4 'yM.

siguien

! as diferentes bandas gue se obtienen se separan por succibn al va—

cio, y las fracciones se diluyen en sacarosa 0.75 M,

Fraccién A + 2.0 volimenes de

Fraccién B + 2.0 volimenes de

Fraccién C + 2.5 vollmenes de

Fraccién D + 2.5 volimenes de

sacarosa 0.075 M.
sacarosa 0.075 M.
sacarosa 0.075 M.

sacarosa 0.075 M.

20
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Esqueméticamente estas bandas se presentan asi:

Fraccifbn A: mielina gradientes.

Fraccibn B: membranas.

Fraccibn C: sinaptosomas colinérgicos.

YA

Fraccién D: sinaptosomas no-colinérgicos.

Eritrocitos.

|

///

=

D. Medicién de proteinas con el reactivo de Folfn, (39)
MATERIAL.

REACTIVOS.
Reactivo A. NaZCDB, al @ en BaOH 0.1 N, (Merck)

Reactivo B. CuS0,. SH0, (Merck)

2
Reactivo C. Solucién Clprico—alcalina, preparada mezclando 50 ml. del reac
tivo A con 1 ml de Reactivo B (se prepara el mismo dia de su empleo)
Reactivo D. Reactivo de Folin (Sigma), diluido V/V con agua destilada.

Solucibn esténdar de albfmina bovina (Merck), 1 mg/ml.
APARATOS .

Espectrofotémetro Beckman.
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PROCEDIMIENTO.

A una muestra de 0.1 ml de membranas de eritrocitos o de tejido ner
vioso, se le adiciona 1 ml de agua destilada, 5 ml de Reactivo C y se agi-
ta inmediatamente después de adicionado el reactivo de Folin; se deja re—

posar 10 minutos en ia oscuridad y se lee a 625 nm en el espectrofotbémetro.

La concentracién de protefnas se calcula en base a una curva esténdar

con 100, 200, 300, 400 y 500 ng de alblmina bovina.

E. Electroforesis en gel de Poliacrilamida-Dodecil Sulfato para se—

paracién de proteina, (58).
MATERIAL .
REACTIVOS.

Amortiguador para proteinas: fosfato de sodio 0.01 M, pH 7.0, dode—
cil sulfato de sodio (J.T. Baker Chemical Co.) al 1% y B-mercaptoetanol -

al 1% (Merck-Shuchardt).

Amortiguador para gel: fosfato de sodio dibdsico con una molécula —
de 0.05 M, (Merck); sulfato de sodio dibésico heptahidratado 0.15 M, (merck)

y dodecil sulfato de sodio 0.2%.

Solucién de acrilamida (Merck-Shuchardt) al 10% para lo cual, 22.2 g
de acrilamida y 0.6 g de metilénbisacrilamida se disuelve en agua y se lle

van a 100 ml.
Solucibn de persulfato de amonio (Merck) al 1.5%.
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N,N,N}N}-te trametiléndiamina, grado guimico (Merck).

Colorante de frente, con: 3 ml de azul de bromofenol (Merck) al —

0.05%, 5 ml de glicerol, 5 ml de amortiguador de diélisis.

Amortiguador de di&lisis: fosfato de sodio 0.01 M, dodecil sulfato -

de sodio 0.1% y B-mercaptoetanol al 0.1%.

Solucifn colorante para geles, con: 1.25 g de azul de Coomassie bri-
llante (Merck), en una mezcla de 454 ml de metanol al 50% y 46 ml de &cido

acético glacial.

Solucién decolorante con: 75 ml de &cido acético, 50 ml de metanol y

875 ml de agua.

APARATOS .

pPotencibmetro Corning pH meter modelo i

Aparato de electroforesis construido bajo pedido por el Departamento

de Desarrollo de la Universidad de Oregon. .

Fuente de Poder reguladora modelo NE 400-1

Agitador magnético.

PROCEDIMIENTO,
1.— Preparacién de la solucién de proteinas.

Las proteinas se incuban a 37°C por dos horas en fosfato de sodio —

0.01 M, dodecil sulfato de sodio al 1%, B-mercaptoetanol al 1% y partes —
-4

iguales de hexaclorofeno radioactivo 1 X 10 M. La concentracién final de

proteinas es de 1 mg/ml; después de la incubacién las proteinas se diali——
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zan aproximadamente 12 horas a temperatura ambiente contra 500 ml del amor
tiguador de di&lisis. Cuando se omite el didlisis, las proteinas se disuel
ven directamente en el amortiguador de didlisis con partes iguales de hexa

=4
clorofeno radiocactivo 1 X 10 .

2.— Purificacién de acrilamida y metilénbisacrilamida.

Cien g de acrilamida se disuelven en 50 ml de metanol y 150 ml de —
acetona en bafo de agué a 55°C, se filtra a vacio en matraz Kitasato, a —
través de papel filtro Whatman No. 1, y se guarda en refrigeracibn para -
filtrarlo al dfa siguiente; los cristales obtenidos se colocan en deseca—
dos con CaClZ, evitando su exposicién a la luz. Por otro lado, se disuelven
10 g de metilénbisacrilamida en 300 ml de metanol y 90 ml de acetona y se-

sigue el mismo procedimiento de purificacidn que para acrilamida.

3.— Preparacién de los geles.

Paré preparar los doce geles, se elimina el aire a 15 ml de amorti—
guador para gel y se mezcla con 13.5 ml de solucibn de acrilamida.‘Poste-—
riormente se adicionan 1.5 ml de persulfato de amonio recientemente prepe—
rado y 0.045 ml de N,N,Ngn;atetametiléndiamina. Después de la mezcla se =
1llena cada tubo, de 10 cm de largo, con dos ml de solucién y antes de que
solidifique el gel se desliza una peguefia gota de agua por la pared del —
tubo teniendo cuidado de manterer la interfase para evitar gue el menisco

se distorsione.

4.— Preparacién de las muestras:

Con el amortiguador para gel, diluido V/V con agua, se llena perfec
tamente la pared superior e inferior de los tubos de vidrio gue contienen

los geles. Los dos compartimientos del aparato de electroforesis se llenan
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con el amortiguador para gel dilufdo V/V con agua. A cada gel se le aplican
10 w1 de colorante de frente y una corriente de 1 ma/gel para que éste —
penetre; posteriormente se aplican 100 y1 de las muestras como anteriormen

te se describif y una corriente constante de 8 ma/gel.
5.,— Tinci6n y decoloracién.

Los geles se colocan en pequefios tubos con solucién para tefiirlos —
durante 12 horas; después se decoloran con lavados sucesivos de agua desti
lada y finalmente se colocan en agitacién, en tubos de pléstico perforado,

sumergidos en solucién de decoloracién.

F. Preparacién de muestras para la determinacién de Carbén-14 en 1li-

guido de centelleo.

MATERIAL .

REACTIVOS.

2,5-dinitrofenil - oxazol (PPO) (PFALTZ and BAUER. INC.)
Etilén glicol monoetil eter (Cellosolve) (Merck~Shuchardt).
Tolueno (Merck)

Acido perclérico al 60% (Merck)

pertxido de hidrégeno al 30% (Merck)

Material radicactivo. Hexaclorofeno C-14 de Givaudan Corporation.

Clifton New Jersey.

PROCEDIMIENTO.

Los geles obtenidos de la electroforesis (p.22) se fraccionan respe--
tando las bandas. Cada fraccién se deposita dentro de un vial de conteo al
gque se le agrega un volumen de 0.1 ml de &cido perclérico y se mezcla cone€l

gel; posteriormente se adiciona 0.2 ml de perbxido de hidrégeno y el conte
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nido se agita nuevamente.

Los viales se colocan en bafo de agua a 70°C durante 60 minutos; —
ocasionalmente los viales se agitan para acelerar el proceso de solubiliza

cibn.

Las muestras con los viales se colocan a temperatura ambiente y la -
preparacién de las muestras se completa con la adicibn de una alicuota de
10 ml de solucidén gue contiene 1.8 g de 2,5 dinitrofeniloxazol, 300 ml de

tolueno y 150 ml de cellosolve.

Después de mezcladas las muestras se procede a determinar el conteni

do de radioactividad en un Espectrémetro Tri-Carb centelleo liguido.
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IV RESULTADOS Y CONCLUSIONES.

Se realizaron experimentos preliminares en ratas con un rango de —
peso comprendido entre 0.270 a 0.320 Kg y se encontrd que al administrar —
por via parenteral 10, 15 y 20 mg/kg del hexaclorofeno, se produjo parili—
sis de las patas posteriores durante los primeros 20 minutos, en los anima—
les a los que se les aplictd 10 y 15 mg/kg, y muerte del animal después de —
70 minutos de administrado el compuesto, al gque se le aplict mayor désis. —
Esto indica que el compuesto actfia sobre sistema nervioso, en concordancia
con los datos ya reportados (31, 34, 37, 43, 46). Ademas se observé hem§li-
sis de eritrocitos de rata, conejo y humano susperdidos en solucién salina,
al ser tratados con hexaclorofeno 1 X 10—4M, en 100% de los casos, y hemb-
lisis en el & de las muestras cuando se traté sangre total con hexacloro—
feno de la concentracién ya mencionada; dichos resultados estuvieron de —

acuerdo con lo encontrado por otros investigadores. (a2, 19, 20).

En base a estas cbservaciones Se procedié a trabajar con proteinas
de tejido nervioso, plasma y eritrocitos como material de unién para hexa—
clorofeno C-14, 1 X 10_4 M. Para el estudio se selecciond el método radiocac
tivo dado gque se pueden detectar cantidades pequefias de esta unidn. La con
centracién final de proteinas utilizadas fue de 1 mg/ml. La mezcla de pro—
tefna—hexaclorofeno se sometif a equilibrio de di&lisis para eliminar el -
hexaclorofeno libre y a la fraccién protéica con hexaclorofeno marcado se—

le sometié a electroforesisen gel de poliacrilamida.

Inicialmente se trabajé con proteinas plasméticas. En el Cuadrp AL
se puede observar los resultados obtenidos al realizar electroforesis en —
gel de poliacrilamida, del hexaclorofeno c-14, 1 X 10_4M, unido a protei—
nas plasméticas de diverso origen, esto es, plasma de recién nacido (gel A)

plasma de adulto (gel B), plasma de rata (gel C) y testigo (gel D). En ce-
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da unc de los geles se observaron una variedad de bandas con diferentes por
centajes de radioactividad. En todos los geles se observé una banda conte-—
niendo una cantidad mucho mayor de radicactividad en relacién con las barn—
das restantes; se determiné la distancia de dicha banda al origen y se co-

rrigi6 por la distancia al frente.

En todos los geles estudiados se corrieron 100 w1 de la suspensifn
de proteinas plasméticas preparadas como se describe en la p.24, y el mis
mo volumen de agua destilada para el gel testigo, con 100 w1 de hexaclo—
rofeno radiocactivo. Las bandas obtenidas se revelaron con azul de Coomassie

brillante,

Asf, los resultados para cada uno de los geles fueron:

Gel A: Se observé una banda de color azul més intenso y de mayor exten—
sibn conteniendo el 87% de radiocactividad, a una distancia del ori
gen de 0.8.

Gel.B: Se observé una banda de color azul més intenso y de mayor exten—
sifn con el 91% de radioactividad, a una distancia del origen de —
0.82.

Gel C: Se encontrd una banda de mayor magnitud y coloracién conteniendo el
81% de la radiocactividad, a una distancia del origen de 0.8.

Gel D: Se observd que el 98% de la radioactividad se encontraba en el fren
te del gel, a 11 cm del origen lo cual indica gue no hay unibdn con

protefnas.

En los geles A, B y C se advierte una banda protéica conteniendo una
gran proporcién de hexaclorofeno radioactivo (87%, 91% y 81%, respectiva—
mente) y que se encuentra aproximadamente a la misma distancia del origen
(0.8, 0.82 y 0.8 respectivamente). Estas observaciones hacen suponer gue —

dicha . fraccibn protéica sea comin a todas las muestras de proteinas plas—
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maticas. Y, por extrapolacién con una banda de albimira que capturd el 81%
de radioactividad y corrid aproximadamente la misma distancia, se podria -

suponer que se trata de la misma proteina.

En el Cuadro No. 2 se pueden observar los resultados obtenidos al —
realizar electroforesis en el gel de poliacrilamida, de hexaclorofeno C-14,
10 X lCl-4 M, unido a proteinas de eritrocitos de diferentes especies, esto
es, membranas de eritrocitos humanos (gel A), membranas de eritrocitos de-
conejo (gel B), membranmas de eritrocitos de rata (gel c), membrana de eri-
trocitos de rata despues de didlisis (tec. p. 24), (gel D). Se utilizaron

protefinas de membrana a una concentracién final de 1 mg/ml.

Una vez mas, en cada uno de los geles se observé una variedad de ban
das conteniendo una cantidad mayor de radioactividad en relacién ccn las —
bandas restantes. Se determin6 la distancia de la banda de mayor porcente-

je de radicactividad al origen, corregida por la distancia al frente.

En todos los geles estudiados se corrieron 100 _yl de la suspensién
de protefnas membranales a la concentracién ya mencionada, con hexaclorofe
fo rediocactivo. Al revelar las bandas obtenidas con azul de Coomassie bri-

llante se obtuvieron los resultados siguientes:

Gel A: Se observb una banda de color azul més intenso y de mayor exten—

sién que contenia el 76.8% de radiocactividad, a uma distancia del

origen de 0.80.

Gel B: Se observé una banda de color azul més intenso y de mayor exten—

sitn que contenia el ©% de radicactividad, a una distancia del ~

origen de 0.79.



Gel C: Se observé una banda de color azul mas intensc y de mayor extin—
sién con el 72.3% de radioactividad, a una distancia del origsn =

de 0.81.

Gel D: Se observd una banda de mayor extensi6n de color azul més intenso
con el 87.3% de radioactividad, a una distancia del origen de —

0.82.

Asf, en todos los geles A, B, C y D se advierte una banda protéici -
conteniendo una gran proporcibn del hexaclorofeno radioactivo (76.8%, STy
72.3%h y 87%, respectivamente) y que se encuentra aproximadamente a la mzs—
ma distancia del origen (0.80, 0.79, 0.8l y 0.82). Estas observaciones -—
nuevgmente hacen suponer que dicha fraccibn protéica sea comén a las cua—

tro muestras de protéica.

- ge advierte gue en los geles C y D, con las muestras de membranas de
eritrocitos antes y después de la didlisis respectivamente, presentan poa
diferencia, por lo que piensa que en las condiciones de estudio la electro. |
foresis no afecta la interaccién proteina-hexaclorofeno, vy gsta es una —.

unién relativamente fuerte.
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En el Cuadro No. 3, observamos los resultados obtenidos al reallzar
electroforesis en gel de poliacrilamida, del hexaclorofeno C-14, 1 X 10 M,
unido a proteinas de tejido nervioso, distribuidas en esta tabla de la si-
guiente manera: mielina soluble, técnica p. 17 (gel A), mielina gradientes
obtenida por la técnica de gradientes p. 18, (gel B), membranas de células
nerviosas, técnica p. 21 (gel C); sinaptosomas colinérgicos técnicas p.2l
(cel D), sinaptosomas no-colinérgicos, técnica p. 21, (Gel E). Las protei-

nas se llevaron a una concentracién final de 1 mg/ml.

Nuevamente en cada uno de los geles se observé una variedad de ban—
das con diferentes porcentajes de radioactividad. En todos los geles se —
observé una banda conteniendo una cantidad mucho mayor de radioactividad -
en relacién con las bandas restantes. Se determind la distancia de dicha —

banda al origen, corregida por la distancia al frente.

En todos los geles estudiados se corrieron 100 1 de proteinas de —
tejido nervioso a la concentracién ya mencionada, con hexaclorofeno radiocac
tivo como se describe en la p. 24 al revelar las bandas obtenidas con azul

de Coomassie brillante. Se obtuvieron los resultados siguientes:

Gel A: Se observd una banda de color azul més intenso y de mayor exten—
siébn conteniendo 85.5% de radioactividad, a una distancia del —
origen de 0.87.

Gel B: Se ochservd una banda de color més intenso y de mayor extensién,
con el 84.8% de radiocactividad, a una distancia del origen de —
0.86.

Gel C: Se encontré una banda de mayor magnitud y coloracién conteniendo

84.%% de radiocactividad, a una distancia del origen de 0.85.
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Gel D: Se observé una barda de color azul mas intenso y de mayor exten—
sién, con el 91.68% de radioactividad, a una distancia de 0.80.
Gel E: Se observb una banda de m yor magnitud y coloracién, con el 93.6h

de radioactividad, a una distancia de 0.79.

En resumen, en los geles A, B y C se advierte una banda protéica —
conteniendo una gran proporci6n de hexaclorofeno radicactivo (85.8%, 81.%
y 84.%%, respectivamente) y que se encuentra a la misma distancia del ori-
gen aproximadamente (0.87, 0.86 ¥y 0,85, respectivamente). Estas observacio
nes hacen suponer que dicha fraccibn protéica sea comdn a las tres prime—
ras muestras estudiadas. Para los geles D y E se advierte una banda protéi
ca conteniendo mayor proporcién de hexaclorofeno radioactivo (91.8% y 93.6%
respectivamente) con relacién a los geles anteriores, a una distancia de -

0.80 y 0.79.

Dado gue el porciento de unién de hexaclorofeno-proteina es mayor —
para las fracciones de sinaptosomas, en relacién a las de las fracciones —
restantes, se podria suponer gue la banda de mayor radiocactividad es una =
fraccifn com(n para los geles D y E y quiza diferente a la de los geles A,

B y C.
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Con 1los resultados obtenidos de la electroforesis del hexaclorofeno
C-14, unido a proteinas plasméticas, proteinas de membranas de eritrocitos
y de tejido nervioso, como se vé en los Cuadros 1, 2 y 3 respectivamente,—
se procedid a determinar el peso molecular aproximado de las bandas de ma—
yor porcentaje de radioactividad mediante el método de Weber y Osborn (s8).
Dicho método utiliza la movilidad electroforética de proteinas de peso mo-—
lecular conocido, utilizando dichos valores (en una gréfica de peso molecu
cular vs movilidad en escala log—log) como referencia para calcular el peso

molecular de la fraccién problema, en base a la movilidad electroferética —

oghservada.

La movilidad electroforética se determiné mediante la siguiente for—

mula:

Movilidad _ distancia de migracidn de la proteina

X
longitud después de la decoloracibn

Longitud antes de la decoloracidn

DISTANCIA DE MIGRACION DEL COLORANTE.

Los cédlculos de movilidad incluyen la longitud del gel antes y des—

pués de la decoloracién, asi como también la movilidad de la proteina y —

del colorante de frente.

Para determinar el peso molecular de 1a fraccibn protéica de mayor —
porcentaje de radioactividad, se utilizé como referencia dos proteinas (13
sozima y albfmina) con peso molecular conocido de 14 300 y 68 000, respec—
tivamente. Al graficar el logaritmo del peso molecular contra el logaritmo
de la movilidad obtenida experimentalmente, en las condiciones ya menciona
das, se obtuvieron los resultados mostrados en la Fig No. 1. Por extrapola

cién de la movilidad promedio de las fracciones protéicas estudiadas, se —
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encontré que el P.M. de las bandas conteniendo el mayor porcentaje de ra—

dioactividad quedaba dentro de los rangos de 16 500 a 19 00G.

Los P.M. obtenidos para las fracciones de mayor porcentaje de radioac

tividad se muestra en la Tabla 1.
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P.M. CALCULO
FRACCION PROTEICA MOVILIDAD
CON APROXIMACION
MEMBRANA DE ERITROCITOS 0. 7588 17, 000
MIELINA  GRADIENTES 0. 7816 16, 500
MIELINA SOLUBLE 0. 7905 16, 500
SINAPTOSOMAS
: 0. 7275 18, 000
COLINERGICOS
SINAPTOSOMAS
0. 6725 19, 000
NO-COLINERGICOS
TABLA |: CALCULO DEL PESO MOLECULAR DE LAS BANDAS PROTEICAS

DE MAYOR CONTENIDO DE HEXACLOROFENO RADIOACTIVO.




Con el objeto de obtener més datos acerca de la interaccién fé&rmaco —

proteina, se procedié a realizar otros estudios con las muestras de tejido
nervioso. Asf, ademis de realizar electroforesis de las muestras de tejido
nervioso, se efectuaron otros experimentos en los que 250, 500, 750 y 100 -
Mg de proteina de mielina gradientes, mielina soluble, membranas, sinaptoso
mas colinérgicos y sinaptosomas no-colinérgicos, en contacto con 1l ml de he
xaclorofeno C-14, 1 X 10—4 M, fueron sometidos a equilibrio de di&dlisis —
para eliminar el hexaclorofeno libre. Se procedié a contar la radicactivi—
dad del complejo proteina—hexaclorofeno para determinar la variacibn de la

interaccién a diferentes cantidades de proteinas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II. Al construir la
gréafica con dichos datos, cuentas por minutos versus _eantidaedes de protei
nas, como se muestra en la Fig. 2, se obtuvo un juego de lineas rectas in-
dicando gue la unién hexaclorofeno-proteina es proporcional a la cantidad
de prote ras utilizadas. Se observa una unifn hexaclorofenc-proteina rela—

tivamente estable en las condiciones de didlisis utilizadas.



CANTIDAD PROTEINAS yg)
PROTEINAS
250 500 750 I 000
MIELINA SOLUBLE 653 813 920 | 108
MIELINA  GRADIENTES 840 961 —_ | 194
MEMBRANAS 756 967 - 1172
SINAPTOSOMAS
987 1 804 2 107 2 893
COLINERGICOS
SINAPTOSOMAS 89! | 206 _ 2 276
NO-COLINERGICOS
TABLA Il : RADIOACTIVIDAD EN MUESTRAS DE PROTEINAS DE

TEJIDO NERVIOSO-HEXACLOROFENO C-14, DESPUES
DE LA DIALISIS.
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Posteriormente, se transformaron los resultados de cuentas por minuto
a n moles de hexaclorofeno por mg de protefna, con el objeto de terer datos
més concretos de esta unién, dado que las unidades de cuentas/minuto no in=
dican directamente cuanto hexaclorofeno se unid a la proteina. Para efectuar
esta transformacién se tombé en cuenta gue 1 ml de hexaclorofeno 1 X.lD—aM da

cuentas por minuto.
Los datos obtenidos se muestran en la Tabla III.

Al construir la gréfica con dichos datos, como se muestra en la Fig.
No. 3, se obtuvieron lineas rectas como era de esperarse. Los datos experi-
mentales se ajustaron a la mejor 1linea recta, de ecuacibn y=mx+b, mediante
el método de minimos cuadrados y se encontraron los siguientes parémetros —
para cada juegos de observaciones: pendiente (m), coeficiente de determina—

2
cién (r°), intercepto (b). Tales datos se muestran en la Tabla IV.

Se puede observar gue las pendientes de las rectas correspondientes —
a la interaccién hexaclorofenc con mielina soluble, mielina gradientes y —
membranas (0.049, 0.039 y 0.045, respectivamente) son muy similares y de 3
a 5 veces menores que las pendientes encontradas para la interaccién con —
los sinaptosomas colinérgicos y no—-colinérgicos, que 'en si pueden consti—

tuir otro grupo (0.202 y 0.157, respectivamente).

Las diferencias en dichas per@dientes reflejan diferentes proporciones
de unién del hexaclorofeno con las fracciones protéicas en estudi®; lo cual-
podria indicar un nimero de sitios receptores mayor en las fracciones de —

mielina y membranas.

Esta observacién se refuerza por los datos que se tienen del porcien—
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CANTIDAD DE PROTEINAS (ug)
PROTEINAS
250 500 750 | 000
MIELINA SOLUBLE 5.44 6.78 7.66 9.23
MIELINA GRADIENTES 7.0 8.0 _— 9.95
MEMBRANAS 6.3 8.06 —_— 9.78
SINAPTOSOMAS
7.32 15.02 17.56 23.33
COLINERGICOS
SINAPTOS0MAS T42 10.02 — 18.96
NO- COLINERGICOS
N |

TABLA Ill : HEXACLOROFENO UNIDO POR mg DE PROTEINA DESPUES
DE LA DIALISIS DE DIVERSAS MUESTRAS DE TEJIDO-
NERVIOSO EN CONTACTO CON | ml DE HEXACLOROFENO
c-14, 1x10°* M. (EN NANOMOLES)
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PARAMETROS
PROTEINAS
m b re
MIELINA SOLUBLE 0.049 4.215 0.9895
MIELINA GRADIENTES 0.039 6.025 0.9999
MEMBRANAS 0.045 5.440 0.9618
SINAPTOSOMAS
0.202 3.165 0.9664
COLINERGICOS
SINAPTOSO MAS
0.157 2.965 0.9870
NO-COLINERGICOS

TABLA IV: PARAMETROS DE LA ECUACION DE LINEA RECTA y=mx+b,
OBTENIDOS AL AJUSTAR LOS DATOS DE HEXACLOROFENO -
UNIDO POR mg DE PROTEINA CONTRA mcg DE PROTEI-
NAS, POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS.
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to de unién en electroforesis del tejido nervioso (p.37), en donde se en—

cuentra que para el caso de mielina soluble, mielina gradientes y membra-—

nas, el porciento unido (84.9%, 82% y 81.9%, respectivamente), es menor que
el porciento de unién para el caso de sinaptosoma colinérgicos y no—coliné{
gico (91.8% y 93.6%, respectivamente); la distancia recorrida por la protei
na, corregida por la distancia al frente, en esta misma electroforesis, mie
lina gradientes y membranas (0.87, 0.88 y 0.88, respectivamente), y para —
sinaptosomas colinérgicos y no—-colinérgicos la distancia recorrida fué lige
ramente menor (0.82 y 0.83, respectivamente) aungue aproximadamente la mis—
ma. Por estos datos podemos proponer gue para el caso de tejido nervioso —
podrian ser dos proteinas diferentes las gue se unen al hexaclorofeno, sien
do la de sinaptosomas la de mayor afinidad. Esto podria relacionarse a la —
causa del dafio toxicolbgico en este tejido, al guedar hexaclorofeno libre —

en el organismo.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS.

E1 hexaclorofeno es un compuesto ampliamente usado como agente anti—
bacteriano, del gue recientemente se han reportado efectos de toxicidad, —
(1, 12, 14, 20, 26, 32, 37,etc.); aungue esta accidn téxica ha sido extensa
mente estudiada aCin a la fecha se sabe poco acerca de los efectos en los hu

manosSe.

Si bien el hexaclorofeno y otros bisfenoles clorados no son hemoliti—
cos in vivo, aln cuando se administren a la dosis letal, la incubacién de -
estos compuestos con eritrocitos nucleados y no nucleados in vitro produce
hemélisis. Se ha postulado gque el plasma total o soluciones de suero humano
y bovino, alb@mina, hemoglobina, otras proteinas y lipoproteinas, protegen

al eritrocito contra hemdlisis inducida por bisfenoles clorados, (1T, 19).

En base a estos datos se planted la siguiente Hipbtesis: Las membra—
nas de eritrocitos y de tejido nervioso poseen proteinas que se unen al he—
xaclorofeno, que impiden que este produzca lisis de eritrocitos y alteracio
nes de tejido nervioso; dichas alteraciones se manifiestan cuando la concen
tracién de hexaclorofeno es alta o bien cuando la concentracibn de proteinas
en el medio es baja de esta manera el hexaclorofeno libre en el medio produ

ce los efectos toxicolégicos ya reportados.

La hipbtesis de trabajo planteada se estudié determinando la unién —
hexaclorofeno-proteina por medio de incubacién de eritrocitos y plasma de —
diferentes especies de animales de laboratorio y sinaptosomas, membranas y
mielina de tejido rervioso de rata con hexaclorofeno C-14, 1 X 10—4 M. Se
dializaron las muestras para eliminar el hexaclorofeno libre y finalmente —
se realizé electroforesis de la interaccién hexaclorofeno-proteina en gel —

de poliacrilamida, con el objeto de determinar una cantidad protéica comdn
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a todas las muestras“estudiadas y gue capturara la mayor cantidad de hexaclo

rofeno.

Se encontrdé que en todas las muestras estudiadas aparecia una frac——
cién protéica con una cantidad elevada y muy similar de radiocactividad (81
a 91%) y a una distancia del origen (corregida por la distancia al frente,—
en cm) aproximadamente igual (0.80 a 0.88); sin embargo, se puede suponer -
que para el caso de sinaptosomas de tejido nervioso la proteina tiene mayor
afinidad por el compuesto, ya que la cantidad unida es de 2 a 3 veces mayor
y la migracién de la proteina en el campo electroforetico es ligeramente me
nor. En base a tales observaciones se podria suponer que las fracciones pro
téicas gue capturan la mayor cantidad del compuesto son de proteinas dife—
rentes, una para membranas de eritrocitos y de tejido nerviosc y otra para
sinaptosomas; en cuanto a las protefnas plasméticas, se propone gque la pro-
tefina que captura la mayor cantidad de hexaclorofenc es albdmina, ya gue al
correr una control de albimina con hexaclorofeno marcado se encontrd un por
centaje de unién de 81.0%, muy similar al encontrado para la banda de mayor

porcentaje de radioactividad de proteinas plasméticas.

Se estudié la interaccidén fé&rmaco-proteina sometiendo a didlisis mues
tras de proteinas de tejido nerviosc en contacto con hexaclorofeno radiocao—
tivo. Comparando los resultados obtenidos de éstos estudios con los obteni-
dos al aplicar electroforesis, se observé esencialmente lo mismo, concluyen
do entonces que la interaccién hexaclorofenoc proteina es estable, por lo —
menos en las condiciones de los experimentos. Se encontrd una relacibn de —
proporcionalidad directa entre n moles de hexaclorofeno unido por mg de pro
teina con la cantidad de protefna estudiada, en el rango de 250, 500, 750 y
1000 »g de proteina para muestras de mielina soluble, mielina gradientes,-—

membranas, sinaptosomas colinérgicos y sinaptosomas no-colinérgicos. Los —
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datos experimentales se ajustaron a la mejor linea recta por el método de -
mfnimos cuadrados, obteniéndose coeficientes de determinacién, r2, altamern—
te satisfactorios (de 0.9618 a 0.9999). Al analizar las pendientes obteni—
das para tal:ies rectas fivé posible discernir dos tendencias, (Tabla Iv), una
de las cuales incluia a las pendientes obtenidas para la interaccién hexa——
clorefeno con proteinas de sinaptosomas colinérgicos y no-colinérgicos, que
resultan de tres a cinco veces mayores que las pendientes del otro grupo, -
que incluyé a la interaccién hexaclorofeno con proteinas de mielina soluble,
mielina gradientes y membranas. Esto "parece indicar un némero mayor de si-
tios receptores en las proteinas provenientes de sinaptosomas gue el nimero
de sitios receptores en las proteinas provenientes de mielina y membrana".

Considerando estos resultados, nuevaménte se podria proponer que se tratan

de proteinas diferentes gue se unen al hexaclorofeno con diferente afinie——
ded, una para membranas de eritrocitos y de tejido nervioso ya que podemos

decir que tienen aproximadamente el mismo peso molecular (Tabla 1v), y otra
para sinaptosomas gue tienen un peso molecular diferente de los anteriores

y que ademds presentan mucho mayor capacidad de unién al hexaclorofeno, en

las condiciones estudiadas. "Considerando esta observacién y el hecho de —
que algunas propiedades del hexaclorofeno se refieren al tejido nerviose, -
quizé pudiera existir alguna relacibén entre dicha interaccién farmaco pro—

tefna de sinaptosomas y los efectos téxicos ya mencionados".

VI, CONCLUSIONES.

La hipbtesis inicialmente planteada, podria ser modificada parcialmen
te proponiendo que quizé la interaccién hexaclorofeno-proteina plasmética,—
de membranas de eritrocitos y de tejido nervioso secuestran al farmaco pro-—
tegiendo el organismo de sus manifestaciones téxicas, mientras gue la inte-
raccibn hexaclorofenoc—-proteina de sinaptosomas (proteina de mayor peso mole

cular y mayor afinidad aparente) pudiera guizé ser correlacionada a la toxi
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cidad del farmaco en tejido nervioso.

Existen muchas preguntas aln por resolver, entre ellas cuél es la -~
concentracién del férmaco que satura la interaccién hexaclorofeno—-proteina;
esto podrfa elucidarse variando la concentracién de hexaclorofenoc en contag
to con uma cantidad fija de protefna, para asi poder determinar la Veloci—
dad Mé&xima (Vmés) y la constante de Michaelis (Km) de dicha interaccién; de
esta manera se obtendrian medidas de la afinidad y capacidad de unién con -
el hexaclorofeno. Con estos datos, extrapolados a la concentracibén de pro—
teinas en el cuerpo humano, se podria determinar la concentracién del com—

puesto que produce manifestaciones tbéxicas.

Ademds, mereceria estudios posteriores- la interaccién hexaclorofeno

proteina de sinaptosomas y su relacién con la toxicidad en tejido nervioso.
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VI. APENDICE,
Datos del espectrémetro Tri-Carb centelleo liguido.
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