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I. INTRODUCCION. 

El hombre está expuesto constantemente a una gran variedad de compueZ

tos químicos, algunos aparentemente inocuos y otros definitivamente t8xicos, 

que se han utilizado cada vez con mayor frecuencia por la sociedad moderna. 

Uno de estos compuestos químicos es el hexaclorofeno, bisfenol clorado, que

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

El hexaclorofeno se encuentra incorporado a una gran variedad de pro- 

ductos comerciales entre los que se encuentra: antiparspirantes, pastas den

tales, jabones, shampoDs, cremes, cosméticas y desodorantes vaginales ( 29); 

en éstos, el agente químico está en contacto con la piel y otras partes del

organismo humano. 

Recientemente se han publicado datos de toxicidad cutánea del hexaclo

rofeno, especialmente en niños, así como alteraciones de tejido nervioso, 

hemólisis de eritrocitos y alteraciones bioquímicas de algunas enzimas y

proteínas ( 18, 19, 33, 50). 

En otros estudios ( 11, 19, 20), se ha propuesto las manifestaciones - 

t6xicas del hexaclorofenc son impedidas por su uni6n a proteínas 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 saturaci5n de

las proteínas, a concentraciones elevadas del compuesto, o bien, debida a

concentraciones bajas de proteínas. 

El presente trabajo ha tenido como prop6sito aportar datos al estu— 

dio de la interaccí6n del hexaclorofeno con las proteínas plasmáticas, de

membranas de eritrocitos y de tejido nervioso, ( se propone que estas es - 
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tructuras poseen una proteína que se une al hexacicrofeno e impide que este

presente manifiestaciones t6xicas). 

La presentací6n del trabajo se ha organizado de la siguiente manera: 

En el capítulo II se examinan diversas propiedades del hexaciorofeno: 

en el siguiente capítulo se presenta la fase experimental ( capítulo III), — 

seguido de los resultados y conclusicnes obtenidos ( capítulo IV). Finalmen— 

te, se hace un resumen ( capítulo V) y se anexa una apéndice ( capítulo VI) — 

con los datos directos del aparato de conteo de radioactividad y la biblic>- 

grafía consultada, enlistada en orden alfabético ( capítulo VII). 

P" 



II. PROPIEDADEDES DEL HEXAGLOROFENO. 

A. Aspectos Físicos Y Químicos. 

El hexaclorofeno es un polvo blanco, prácticamente insoluble en agua; 

soluble en alcohol, acetona, éter, cloroformot propilénglicol, aceite de - 

olivo y soluciones alcalinas diluídas. Forma sales con álcalis y éteres al- 

calinos. Fórmulas: G 13H602cl6' P. M.: 406. 92, punto de fusión: 164- 165 — 

26, 52). 

Químicamente, el hexaclorofeno es un bisfenol clorado, 2, 21 - metilán

bis ( 3, 4, 6- triclorofenol): 

CI OH HO CI

H -- {— CH. —I H

CI CI CI CI

2, 21- metil6n,-bis ( 3, 4, 6- triclorofenol) 

Este compuesto ha sido sintetizado por condensación de dos moléculas

de 2, 4, 5- triclorofenol con formaldehído en presencia de ácido sulfúrico

28), como se muestra a continuación: 

OH OH

C1 CI

C1 CI

CI C1

CI OH HO CI

H

C = 0 H - o— CH

CI el CI

H 2so4
2, 4, 5- triclorofenol formaldehido - 
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B. Aspectos Farmacológicos. 

1.- Eficacia. 

Estudio como agente antibacteríano. 

El hexaclorofeno se ha aplicado sobre la piel de niños recién naci— 

dos como agente profiláctico contra infecciones producidas por StaphylocD-- 

cr-us aureus, desde 1946 en que se empezó a emplear. Farquharson ( 17), — 

Haryment ( 30) y Saffer y col. C48), fueron los primeros en reportar elimi

nación de piaderma al aplicar hexaclorofeno al 30% en toda la piel y el cor

d6n umbilical de los recién nacidos. Posteriormente, Williams y Oliver — 

56) y Gluck y col. ( 27) y describieron experiencias del uso del hexaclaro- 

feno para el cuidado de la piel de niños recién nacidos, en los cuales se- 

demostr6 una incidencia muy baja de infecciones estafiloc6coicas; se obtu- 

vo una reducción máxima de éstas cuando se aplicaron preparaciones de hexa
clorofeno durante las tres primeras semanas de vida, o al aplicar ungüento

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

Todos los reportes publicados sobre hexaclorofeno, en un período — 

aproximado de 15 años, fueron favorables para éste; sin embargo, en 1971 - 

la FDA señala que es inadecuado, irresponsable, innecesario y no se autor¡ 

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

18). 

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

de enfermedades severas producidas por Staphylococcus aureus disminuía y - 

que ésta se debla a la disminución espontanea de las infecciones produci— 

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

que durante un período de 12 años, comprendidos entre 1960 y 1972, la fre— 
cuencia de infecciones producidas por Staphylococcus aureus disminuyó des - 
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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. J/. al 6. 51% durante el mismo período. Además, se encontró que

el baño con hexaclorofeno nunca se empleó en la sala de prematuros, donde

ocurrió una disminución similar de S. aureus tipificado con el fago SO/ Blo

de un promedio de 10. 71/6 a 6. 40/.. La observación de que esta disminución es

un suceso anterior a la introducción del baño con hexaclorofeno y que con- 

tinuá durante cuatro años posteriores a su eliminaci6ny resulta
altamen

te significativo. 

Se concluyó que este decrecimiento no tuvo relación con el empleo — 

del hexaclorofeno en el baño del recién nacido, ya que comenzó antes del - 

uso de éste y continuó cuatro años posteriores a su eliminación ( 38). 

Porfar y col. ( 22), amplificaron los estudios del efecto que tiene - 

el baño diario con hexaclorofeno en ics niños y encontraron que no única— 

mente actuó sobre S. aureus, sino que también modificó la flora Gram- negati

va. Al emplear hexaclorofeno, la frecuencia de enfermedades estafiloc6cci- 

cas disminuyó de 10% a 3%, al mismo tiempo que la incidencia de infeccic>— 

nes producidas por Gram -negativos aumentó significativamente de 0. 9% a 50/.;' 

en contrastel en los hospitales en los que no se empleó hexaclorofeno, la
tasa de colonias tamto de S. aureuso y bacilos Gram -negativos, permaneció

inalterada. Estos datos concuerdan con las observaciones de estudios pre— 

vios ( 36), que demostraron una relación recíproca entre la frecuencia de - 

infecciones producidas por S. aureus y bacilos Gram -negativos, aún cuando

este fenómeno biológico no es exclusivo del hexaclorofeno. 

Finalmente, se puede decir que hay un gran número de variables invo- 

lucradas en la determinación 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. 

Sp- consideró pertinente para este trabajo revisar los siguientes as—- 

pectos de toxicidad del hexaclorofeno. a) Dosis letal media ( LD50 ), — 

b) Efectos en tejido nervioso. c) Absorción a través de la piel y concen- 

traci6n en sangre, d) Estudios en membranas. 

a) Dosis Letal Media ( LD50)« 

Existen numerosas pruebas en animales para determinar la DL50 y do— 

sis tóxica subaguda de hexaclarofeno, encontrándose una gran variabilidad

en los datos; la variabilidad depende de: 

i) la especie y el sexo del animal estudiado. 

ii) el estado físico del hexaclorofeno. 

Así, se tiene que en cuanto a la especie empleada, la DL,5C) es de — 

250 mg/ kg en cuyos, 200 mg/ kg en ratones y 140 mg/ kg en perro ( 10, 21, 32). 

Además, se reporte 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 DL50

en ratones es de 161 mg/ kg cuando se administra en medio acuosa en propilen

glicol, mientras que en suspensión es de 146 mg/ kg ( 299 53). Al estudiar la

dosis subaguda en ratas, se alimentó a los animales con 36 mg/ kg/ día de

hexaclorofenc ( 500 ppm), observándose que presentaban parálisis de los

miembros posteriores, diarrea, pérdida de peso y, al observar los cerebros
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al microscopio, presentaban' edema cerebral y degeneración esponjosa de la

materia blanca. Cuandc se alimentó a los animales con 28. B mg/ kg/ día — 

400 ppm) y 14, 4 mg/ kg/ día ( 200 ppm) de haxaclorofenop durante un perío

do más prolongado, se observó que, además de los síntomas ya mencionados, 

presentaban cambios patológicos en hígado y riñón ( 10, 43). 

b) Efectos en tejido nervioso. 

Se ha señalado al hexaclorofeno como responsable de producir daño — 

en sistema nervioso central ( 18, 31, 44, 49). Por esta razón, varios inves

tigadores determinaron el grado de toxicidad de tratamientos a base de com

puestos de hexaclorofeno, sobre tejido nervioso. 

AST, PoW811 Y Col- ( 46), estudiaron 69 casos de niños a quienes se - 

les había aplicado hexaclorofeno y que murieron en un período perinatal. - 

En siete de ellos observaron estratos esponjosos de los tractos mieliniza- 

dos, que en estudios microscópicos confirmaron la presencia de amplios es- 

pacios intarlaminares dentro de las vainas de mielina. Observaron una rela

ci6n directa entre la mielinopatía y exposición de hexaclorofeno. Además, - 

consideraron los siguientes factores como contribuyentes al desarrollo de

estas mielinopat as. 

Ninguno de los niños que presentaron estratos esponjosos pasó más de

1. 400 g al nacer; seis de los niños afectados tenían seis o más exposici0- 

nes al hexaclorofeno; en los niños con alteraciones neurol6gicas se obser

varon esccriaciones, heridas y erupciones dérmicas. Estos datos fueron con

firmados por Shuman y col. ( 49). Así, los factores importantes correlaciona

dos a la aparición de las alteraciones citadas son: 

i) pesa bajo al nacer. 

ii) número de exposiciones al hexaclorofeno. 



iii) alteraciones en la piel. 

Larson ( 37), observ6 que al aplicar hexaclorofeno a pacientes quema- 

dos, tanto a niños como a adultos, el compuesto pasaba rápidamente a través

de la herida y, si la concentraci6n en sangre era significativamente eleva

da, podía dar como resultado convulsiones. 

Por otra parte, en el Instituto de Patología 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 habían ingerido la sustan

cia y las cuatro restantes eran niños que presentaron quemaduras tratadas - 

a base de compuestas que contenían hexaclorofeno. Los cerebros de los seis

pacientes presentaban edema severo y degeneraci6n esponjosa de la materia

blanca. Los signos y síntomas de intoxicaci6n, después de la ingesti6n del

compuesto son: nausea, irritabilidad, v6mito, debilidad de extremidades - 

inferiores, deshidrataci6n, diplopiap indiferencia al medio y anorexia. 

Recientemente Gutiérrez ( 59), reporta un estudio de 18 añosp sin al- 

teracíonss en la piel, intoxicados accidentalmente por talco con hexacloro

feno al El%; de los estudiados cuatro murieron, dos presentaron paraplegia

y en los doce restantes se observ6 alteraciones vasculares en el cord6n — 

espinal producidas por edema intermielínico masivo y, en algunos casos con

secuelas permanentes y anormalidades oculares tales como midriasis, paráli

sis sexto par craneal y nistagmus. 

Para detectar los efectos de toxicidad del compuesto, se han realiza

do estudios en animales de experimentaci6n y a este respecto Kimbrough y - 

Gaines ( 34), observaron que al alimentar con 500 ppm de hexaclorofeno a ra

tas de la cepa Sherman, éstas desarrollaron debilidad y posteriormente pará

lisis del cuerpo, dentro de un período de 12 a 19 días y finalmente murie- 



ron. Los cerebros de las ratas que ingirieron hexaclorofeno eran significa

tivamente más duros comparados con los de los animales control; exámenes - 

microsc6picos de estos tejidos mostraron edema extensa y degeneraci6n es— 

ponjosa de la materia blanca. Cuando a los animales se les retorn6 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 monos recién nacidos, a los que bañaron con scluci6r- 

de hexaclorofeno al 31/6 y en los que detectaron lesiones cerebrales que — 

consistían en edema intermielInico y degenraci6n esponjosa de la materia - 

blanca; por esto sugieren la restricci6n de este compuesto en el baño del

recién nacido. 

Adem-Ss de estos reportes de daño cerebral causados por hexaclorofe- 

no, se reportan una serie de alteraciones tales como: disminuci8n de la — 

respuesta pupilar en la oveja ( 55), observándose que el hexaclorofeno indu

ce la vacuolaci6n del nervio bptico; aumento significativo del pesa húmedo

del cerebro ( 33), disminuci6n del crecimiento del animal ( 43) y elevaci6n

de la temperatura corporal en varias especies de animales ( 6). Los signos

y síntomas de intoxicaci6n por hexaclorofenc) en animales fuerDn: debilidad

de extremidades inferiores, los cerebros presentaron edema severo y degene

raci8n esponjosa de la materia blanca, ver el esquema de la página 10. 

La raz6n por la cual el hexaclorofeno produce una acumulaci6n de

fluído intracelular en tejido nervioso posiblemente está relacionada a una

inhibici6n de la formaci6n de ATP, ya que este es requerido para el tren --- 

porte de iones a través de la membrana celular. 

El hexaclorofeno puede también afectar indirectamente tejido nervio - 
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Lámina que muestra la degeneraci6n de la materia blanca

del cord6n cervical de rat6n. 

a. Materia blanca normal del cord6n cervical de un rat6n

normal, parafenilándiamina, X 1000. 

b. Materia blanca edematosa del cord6n cervical de un ra— 

tan, con 14 días de ingesti6n de hexaclorofeno. 

N6tese la separaci6n de láminas de mielina. Parafenilán

diamina X 1000. 
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so alterando la biosíntesis o transporte de nutrientesp sustratos, hormo— 

nas, etc., que se están formando en otra parte del cuerpo y seab transpor- 

tados a tejidos nerviosos. 

El tóxico real puede también ser un metab6lito del hexacloroferio. 

c) Absorción de hexaclorofeno a través de la piel y concentración

en la sangre. 

Debido a que el hexaclorofeno es empleado directamente sobre la - 

superficie de la piel, al aplicarlo como agente germicida, fungicida, etcp

algunos investigadores decidieron estudiar su toxicidad midiendo su concen

traci6n en sangre. 

Así Kimbrough ( 33), realizó un estudio en 50 niños recién nacidos

a quienes se les aplicó hexaclorofeno en su baño diarío; al deterihinar los

niveles del compuesto en sangre, encontró que todas las muestras lo conte- 

nían en mayor o menor concentraci6ng indicando as! que el compuesto se ab - 

sort e a quienes observaron que pequeñas concentraciones de hexaclorofeno - 

radioactivo se absorbían a través de la piel intacta de la rata. 

CurleY y Hawk ( 13), reportan que las muestras de sangre de niños - 

que recibieron baj os con soluciones de hexaclorofeno al -T/., presentaban — 

concentraciones del compuesto semejante a las encontradas en sangre de ra- 

tas, en las que se observaron lesiones cerebrales. 

As1mismo, Taylor y col. ( 51), realizaron estudios de absorción del

compuesta en la piel de cerdos, por encontrar semejanzas con la piel del - 

organismo humano; al detectar la concentración del compuesto en sangre, ob

servaron que existía una relación entre la concentración del compuesto y - 

las lesiones cerebrales observadas en los animales. A este respecto, Alder

y col. ( 1), encontraron que la concentración del fárTnaco en sangre de cer— 

dos después de tratamientos iguales, lo que hace pensar que se absorbe en

proporción a través de la piel de niños, o bien, que la disposición del

fárTnaco sea diferente en niños y en cerdos. 

Por otra parte se puede decir que el hexaclorofeno se absorbe a - 
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través de la piel y de superficies mucosas como la boca y vagina, por lo

que al aplicar el compuesto en jabones, desodorantes vaginales o pastas

dentales, se podría producir intoxicaci6n sistémica o hipersensibilidad

al compuesto. 

d) Estudio en membranas. 

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

noles clorados relacionados con él, son potentes agentes líticos de eritro- 
4 - 5

citos en concentraciones de 1 X 10 a 1 x 10 M ' y que algunas proteínas

sanguíneas protegen al eritrocito de la acci8n lítica del compuesto. 

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

y que esto probablemente se deba a la uni6n del hexaclarofeno con proteínas
plasmáticas o lipoproteínas sanguineas. 

Ansel Cadwallader ( 2), repartan que algunos agentes antibacteria

nos, entre ellos bisfenales, tienen acci8n lítica sobre las membranas de - 

plantas9 bacterias y eritrocitos, y que dicha acci6n aumenta cuando a estos

agentes se les adiciona átomos de Cloro. 

La lísis de eritrocitos por compuestos bisfen6licas pudiera ocurrir

por dos mecanismos básicos: El primero comprende la uni6n del compuesto — 

con las membranas del eritrocitosi cambiando la estructura celular, el traos

porte i6nico y por consiguiente la permeabilidad osm6tica. 

3.- Eliminaci6n. 
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Se ha reportado ( 57), que una gran parte de! hexaclorofeno marcado - 

con Carb6n- 141 administrando por vía oral, se encuentra en las heces de ra

tas y conejos como glucur6nido conjugado, conjuntamente con dos metaboli— 

tos ácidos que se producen en pequeñas cantidades y que se han identifica- 

da tentativamente como 2, 4, 5- triclarafenol y ácido 3, 4gE>-triclorosalicíli- 

CO. 

Pittman ( 45), al realizar estudios con hexaclorofeno marcado con — 

C- 14, confirm6 que dicha compuesto se elimina como glucur6nido conjugando

en heces de niños afectados por el empleo de hexaclorofeno; muchos dé estas

niños presentaban hiperbilirrubinemia. 

Curly y Hawak ( 13), estudiaron la eliminaci6n en ratas alimentadas - 

con 25 mg/ kg del compuesto durante 55 díasp encontrando una vida media de

19 horas. 

Smole y Poust ( 50), estudiaron la absorci6n y eliminaci6n de hexacla

rofeno en epidermis humana in vivo, empleando técnicas bicelectrométricas

y ensayos espectrafotométricos; encontraron que el 591A del compuesto se elí

mina en seis horas, e infieren que el resto es de lenta eliminaci6n; la vi

da media del compuesto encontrada por ellos fuá aproximadamente de 4. 5 ha - 

ras

4.- Efectos bioquímicos. 

Se ha encontrado que el hexaclorofeno y bisfenDles relacionadcs se - 

unen fuertemente a proteínas y lipoproteínas ( 19). El compuesto se une a - 

las proteínas mediante enlaces de puente de hidr6geno y a los lipidos a — 

través de la interacci6n de enlaces hidrof6bicos. Además, se ha reportado

que el Hexaclorofeno forma complejos con metales pesados ( 24). F-stas pro - 
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piedades sugieren que el hexaclorofeno puede afectar un gran número de sis

temas biol6gicos. 

Cadwell y col. ( 6), encontraron que el hexaclorofeno es un poderoso

inhibidor de la fosforilaci6n oxidativa y que su mayor efecti, es en la mi– 

tacondria hepática. Commer y Mocre (?), observaron que además de actuar en

mitacondría de hígado, también altera la fosforilaci6n oxidativa de mito— 

condría de cerebro. Buffa y col. C4), reportan que el hexaclorofeno se une– 

fuertemente a las proteínas de mitocondria y encontraron una relaci6n en— 

tre la alteraci6n de la fasforilaci6n y la elevaci6n de la temperatura cor

poral. Los inhibidores de la fosforilaci6n oxidativa normalmente producen

aumento de la temperatura corporal, por ejemplo el pentaclorofenol ( 50). – 

Además, se ha encontrado que la actividad inhibidora de la fosforilaci6n – 

muestra incremento con la introducci8n de átomos de cloro a los anillos aro

máticos de bisfenoles ( 43); dicho aumento en la : inhibici6n de la fosforila

ci6n muestra incremento con la introducci6n de átomos de cloro a los ani— 

llos aromáticos de bisfenoles ( 43); dichos aumento en la inhibici6n de la

fosforilaci6n oxidativa parece presentar también relaci6n con el aumento – 

de la actividad antibacteriana, antifungicida y hemolítica de los bisfeno— 

les clorados y la introducci6n de átomos de cloro a su molécula. 

Gandolfi y col. ( 24), encontraron que al incubar microsomas de ratas

con hexaclorofeno se observ6 una disminuci6n de los niveles de citocromos
iibía

P- 450 y b 5 . 
Encontraron también que el UDP glucuronil hepático se in1

por hexaclorofeno pero en menor ext8nsi6n que otros sistemas enzimáticos – 

microsomales. 

Thorsell ( 54), demostr6 un incremento de la ATP– asa y decrecimiento

de la oxidase succiníca y colinestarasa cuando homogeniz6 Fasciola hepátí– 

ca y la incub6 con hexaclorofeno. Wit y col. (
57), observaron que el hexa– 

clorofeno y los bisfenoles clorados también inhiben los sistemas succinasa
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málica, citocrcmo--oxidasa y deshidrogenasa- l&Cticay en bacterias y mamífE>- 

r05. 

Todos estos repartes de alteraciones bioquímicas hacen pensar que — 

existen mecanismos para explicar las respuestas toxicol6gicas del hexacl[>- 

rofeno. 

En resumen, de acuerdo a las observaciones planteadas, especialmente

las que relacionan la toxicidad Chem6lisis de eritrocitosi alteraciones de
tejido nervioso, etc.) del hexacicrofeno con la fracci6n del fármaco libre, 

esto es, aqu1l que no se encuentra unido a fracciones protéicas corporales, 

han originado el presente proyecto en E31 que se plantea que las membranas

de eritroci.Los y de tejido nervioso poseen proteínas a las que se une el - 

hexaclorofeno y que impiden que áste produzca lísis de eritrocitos y alte- 

raciones de tejido nervioso; dichas alteraciones se manifiestan cuando la
concentraci6n de hexaclorofeno en el medio es tan alta que satura la inte- 

racci6n hexaclorofeno proteína, o bien cuando la concentraci6n de la pro— 

teína en el medio es baja; de esta manera el hexacicrofeno libre en el me- 

dio produce los efectos toxicol6gicos ya reportados. 

Se pretende entonces, al estudiar la interacci6n del hexaclorafeno - 

con proteínas plasmáticas de membranas de eritrocitos y de tejido nervioso, 

aportar datos que ayudan a esclarecer esta interacci6n hexaclorofenc>-pro-- 

teína, determinando si esta proteína es común a todas las muestras estudia

das o si difiere para cada una de ellas. 

III. PARTE EXPERIMENTAL. 

A.- Preparaci6n de membrana de eritrocitos humano, conejo y rata, — 

libres de hemoglobina. ( 16). 
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MATERIAL. 

REACTIVOS. 

Soluci6n de fasfato de sodio, monobásico ( NaH 2PO4 ), 0. 156 M.( Merck) 

Soluci6n de fosfato de sido, dibásico ( Na2HPO.), 0. 103 M.( Merck) 

AmmitEguador hipot8nico de fosfato 20 miOsm. pH 8. 0

Amortiguador isot6nico de fosfato 310 miOsm. pH 8. 0

APARATOS. 

Potenci6metro Corning pH meter modelo 7. 

Centrífuga Internacional. 

Ultracentrifuga Mistral modelo 61. 

PROCEDIMIENTO: 

La sangre extraída, por punci6n cardiaca en el caso del conejo y rata, 

y punci6n venosa en el caso de humano, se coloca en una jeringa contenien- 

do heparina. Posteriormente los eritrocitos se separan por centrifugaci6n- 

a 1 000 x g durante 20 minutos. El plasma y los gl6bulos blancos se reti— 

ran por aspiraci6n 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 isot6nico de fosfato, y ésto — 

constituye la suspensi6n de eritrocitos. Posteriormente se procede a la — 

hem6lisis de las células. 

Hem6lisis por choque hipot8nico. 

La hem6lisis se realiza al tomar una alícuota de 2 m1 de la suspen--- 

si6n de eritrocitos lavados en un tubo de centrífuga de 40 m1, el cual con
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tiene 28 m1 de amortiguador hipot6nico de fasfato. El contenido se mezcla — 

por agitaci6n y las membranas se sedimentan por Ultracentrifugaci6n a

20 000 x g durante 40 minutos. 

El sobrenadante se aspira cuidadosamente y el sedimento de fantas

mas se suspende en el amortiguador hipot6nico, llevando al volumen original

de 30 ml; se lavan tres veces más, se elimina el sobrenadante y se congela

el sedimento de membranas colocando 1 m1 de muestra en cada tubo de ensayo, 

para posteriormente descongalarlcs a medida que se emplean. 

B. Preparaci6n de protalnas básicas 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. 

Potenr-i8metro Corning pH meter modelo 7

PROCEDIMIENTO. 

Se hDmoganizan 200 g de tejido nervioso central con 19 volúmenes de

cloroformo—metanol. La suspensi6n se agita durante toda la noche y finalmen

te se filtra por vacío a través de papel filtro Whatman No. 1, teniendo cui

dado de que la pastilla no se seque por fuera. El residuo de tejido se re

suspende dos veces en 10 volúmenes de cloroformD—metanol, y luego una vez

más en lo volúmenes de acetona; cada supensi6n se agita durante 15 minutos
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y se filtra como se describe anteriormente. El material s6lido se suspende

completa y uniformemente en cada etapa d-. 1 procedimiento. 

El residuo tratado con acetona finalmente se dispersa en 2D voló—— 

menes de agua; la suspensi6n se agita durante toda la noche y el residuo - 

del tejido nervioso se recupera por filtraci6n a vacío, a través del papel

filtro Whatman No. 541 y se suspende nuevamente en 2. 5 volúmenes de agua. 

Se ajusta la suspensi6n a pH 3. 0 mediante la adici6n lenta y cui— 

dadosa de HC1 1 N. 

La suspensi6n acidificada se centrifuga durante 60 minutos a — 

12 000 X 9, y el sobrenadante se decanta cuidadosamenteg procediendo en— 

tonces a congelar la muestra en diferentes tubos de ensayo para desconge- 

larlos cuando se emplean. 

C. Separaci6n de diferentes tipos de Sinaptosomas, ( 47). 

MATERIAL. 

REACTIVOS. 

Soluci6n de NaCl al 9(Y1.. 

Amortiguador de fosfato 1. 0 mM pH 6. 7, conteniendo CaCl 2 1. 0 ' P M̀O
sacarosa 0. 3 M y 15 mg de " bentone" por cada 100 m1 ( Merck) 

Soluci6n de sacarosa 0. 32 M. ( Merck). 

Soluci6n de sacarosa 1. 4. M ( Merck) 

Soluci6n sacarosa 1. 22 M. conteniendo CaCl 2 1. 7 ( Merck). 

Soluci6n sacarosa 0. 95 M. conteniendo CaCl 2 3. 4
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Saluci6n sacarosa 0. 75 M. conteniendo CaCl 2 3. 4 , AM y 30 mg de " ben - 

tone " por cada 100 ml. 

APARATOS. 

Homogenizador de pistola Potter Elvejem. 

Centrífuga -Internacional, rotor de columpio. 

Centr1fuga. Sorvall. 

PROCEDIMIENTO. 

Se obtienen los cerebros de ocho ratas de 20 días de edad y se elimi

na el tallo cerebral; se lavan en soluci6n salina y el excedente de ésta - 

se elimina sacándolos con papel filtro; se pesan y se desmenuzan perfecta- 

mente en un volumen pequeHo de soluci6n amortiguadora de fosfato; se añada

esta soluci6n para completar ocho volúmenes con respecto al peso del teji- 

do y se homogeniza, con tres o cuatro movimientos del pist6n, en un homoge

nizador se lava aHadiendo cuatro volúmenes de soluci6n de fosfato, se ajuz

ta y se mezcla con el resto del homogeneizado. 

El homogeneizado se transfiere a tubos c6nicos de 50 m1 y se centri- 

fuga a 2 000 X g durante 10 minutos en rotor de columpio, en la centrífuga

Internacional. El sobrenadante se decanta parcialmente para retirar el res

to con pipeta Pasteur. En casos necesarios, las partes más flojas de las - 

pastillas se colectan y junto con el sobrenadante se centrifuga nuevamente

y se colectan en la misma forma. 

El sobrenadante así obtenido se transfiere a tubos c6nicos de 50 m1

y se centrifuga a 12 500 x g durante 15 minutos en la centrífuga Sorvall; 

el sobrenadante se aspira por vacío al máximo evitando retirar parte de — 
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las pastillas; éstas se unen y se suspenden por medio de un nomogenizador

de luz amplia, primero con 12 m1 de sacarosa 0. 32 M y luego se añade más — 

sacarosa hasta obtener 50 m1 de homogeneizado. El homogeneizado se reparte

en tubos c6nicos y se centrifuga a 13 000 x g durante 15 minutos; el sobre

nadante se aspira al máximo con vacíng evitando remover parte de las pasti

llas. 

El precipitado se suspende en sacarosa 0. 32 M, en 19Y. del volumen — 

empleado para homogenizae los cerebros, que equivale aproximadamente a 3 — 

m1 de sacarosa 0. 32 M por cada 1. 5 g. de cerebro. La suspensión se homage— 

niza manualmente con dos movimientos del homogenizados y posteriormente se

transfiere 1. 3 m1 del homogenizado a tubos de 30 ml. 

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

gradientes discontínuos de sacarosa recientemente Preparados, de la siguien

te manera: 

1.— 6 m1 de sacarosa 1. 4M. 

2.— 9 m1 de sacarosa 1. 22 M + CaCl2 1. 7 ,&/ M. 

3.— 8 m1 de sacarosa 0. 95 M + CaCl2 3. 4 ,, kM. 
a— 7 m1 de sacarosa 0.? 5 M + CaCl2 3. 4 ^ 

I. as diferentes bandas que se obtienen se separan por succión al va

cío, y las fracciones se diluyen en sacarosa 0.? 5 M, en la siguiente forma: 

Fracci6n A + 2. 0 volúmenes de sacarosa 0. 075 M. 

Fracci6n 6 + 2. 0 volúmenes de sacarosa 0. 075 M. 

Fracci6n C + 2. 5 volúmenes de sacarosa 0. 075 M. 

Fracci6n D + 2. 5 volúmenes de sacarosa 0. 075 M. 
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Esquemáticamente estas bandas se presentan así: 

Fracci6n A: mielina gradientes. 

Fracci6n B: membranas. 

Fracci6n C. sinaptosomas colinárgicos. 

Fracci6n D: sinaptosomas no--colin6rgicos. 

Eritrocitos. 

D. Medici6n de proteínas con el reactivo de Folín, ( 39) 

MATERIAL. 

REACTIVOS. 

Reartivo A. Na 2CO3, al 21A en BaGH 0. 1 N, ( Merck) 

Reactivo B. CuSO 4 . 5H 20, ( Merck) 

Reactivo C. Soluci6n Cnpricc>-alcalina, preparada mezclando 50 ml. del reac

tivo A con 1 m1 de Reactivo B ( se prepara el mismo día de su empleo) 

Reactivo D. Reactivo de Folín ( Sigma), diluído V/ V con agua destilada. 

Soluci8n estándar de albnmina bovina ( Merck), 1 mg/ ml. 

APARATOS. 

Espectrofot6metro Beckman. 
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PROCEDIMIENTO. 

A una muestra de 0. 1 m1 de membranas de eritrocitos o de tejido ner

vioso, se le adiciona 1 m1 de agua destilada, 5 m1 de Reactivo C y se agi- 

ta inmediatamente después de adicionado el reactivo de Folín; se deja re— 

posar 10 minutos en la oscuridad y se lee a 625 nm en el espectrofot6metro- 

La concentraci6n de proteínas se calcula en base a una curva estándar

con 100, 2009 300y 400 y 500 pg de albCmina bovina. 

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

paraci6n de proteína, ( 58). 

MATERIAL. 

REACTIVOS. 

Amortiguador para proteínas: fosfato de sodio 0. 01 M, pH 7. 0, dode

cil sulfatc de sodiD ( J. T. Baker Chemical Co.) al lyo y B- mercaptoetanol - 

al ly. (Merck- Shuchardt). 

Amortiguador para gel: fosfato de sodio dibásico con una molécula — 

de 0. 05 M, ( Merck); sulfato de sadio dibásico heptahidratado 0. 15 M, ( merck) 

y dodecil sulfato de sodio 0. 2%. 

Soluci6n de acrilamida ( Merck- Shuchardt) al 109/6 para lo cual, 22. 2 9

de acrilamida y 0;«'6 g de metilénbisacrilamida se disuelve en agua y se lle

van a 100 ml. 

Soluci6n de persulfato de amonio ( Merck) al 1. 5/ o. 
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NI,- tetrametiléndiamina, grado químicc ( Merck). H, NINq' y

Colorante de frente, con: 3 mi de azul de bromofenal ( Merck) el — 

0- 0%-, 5 mi de glicerol, 5 mi de amortiguador de diálisis. 

Amortiguador de diálisis: fosfato de sodio 0. 01 M, dodecil sulfatc - 

de sodio 0. 1% y B- mercaptoetanol al 0. 11/o. 

Soluci6n colorante para gelss, con: 1. 25 g de azul de Coomassie bri- 

llante ( Merck), en una mezcla de 454 mi de metanal al SCY% y 46 mi de ácido

acético glacial. 

Soluci6n decolorante con: 75 mi de ácido acéticoy 50 mi de metanol y

8? 5 mi de agua. 

APARATOS. 

Potenci6metro Corning pH meter modelo 7. 

Aparato de electroforesis construído bajo pedido por el Departamento

de Desarrollo de la Universidad de Gregoñ.- 

Fuente de Poder reguladora modelo NE 400- 1

Agitador magnético. 

PROCEDIMIENTO. 

1.- Preparaci6n de la soluci6n de proteínas. 

Las proteínas se incuban a 371C por dos horas en fosfato de sodio — 

0. 01 M, dodecil sulfato de sodio al 101, 9--mercaptoetanal al ly. y partes — 
iguales de hexaclorofeno radicactivo 1 X 10 -

4
M. La concentraci6n final de

proteínas es de 1 mg/ ml; después de la incubaci6n las proteínas se diali- 

23



zan aproximadamente 12 horas a temperatura ambiente contra 500 mi del amor
tiguador de diálisis. Cuando se omite el diálisis, las proteínas se disuel
ven directamente en el amortiguador de diálisis con partes iguales de hexa

4

ciarofeno radioactiva 1 X 10

2.- Purificación de acrilamida y metilénbisacrilamida. 

Cien g de acrilamida se disuelven en 50 mi de metanol y 150 mi de — 
acetona en baño de agua a 55' C, se filtra a vacío en matraz Kítasato, a — 

través de papel filtra Whatman No. 11 y se guarda en refrigeraci8n para - 

filtrarlo al día siguiente; los cristales obtenidos se colocan en deseca

dos con CaCl2' 
evitando su exposición a la luz. Por otro lado, se disuelven

lo g de metilénbisacrilamida en 300 mi de metanol y go mi de acatona y se - 
sigue el mismo procedimiento de purificación que para acrilamida. 

3.- Preparación de los gelEs- 

Para preparar los doce geles, se elimina el aire a 15 mi de amorti— 

guador para gel y se mezcla con 13. 5 mi de solución de acrilamida. Poste— 
riormente se adicionan 1. 5 mi de persulfato de amonio recientemente prepa- 

rado y 0, 045 mi de N, N, IíINI- tetametilándiamina. Después de la mezcla se - 
llena rada tubo, de 10 cm de largo, con dos mi de solución y antes de que
solidifique el gel se desliza una pequeña gota de agua por la pared del — 

tubo teniendo cuidado de mantener la interfase para evitar que el menisco

se distorsione. 

4.- Preparación de las muestras: 

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

los geles. los dos compartimientos del aparato de electroforesis se llenan
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con el amortiguador para gel diluído V/ V con agua. A cada gel se le aplican

lo jil de colorante de frente y una corriente de 1 ma/ gel para que éste — 

penetre; posteriormente se aplican 100jjl de las muestras como anteriorTnen

te se describi6 y una corriente constante de 8 ma/ gel. 

5.- Tinci6n y decoloraci6n. 

Los geles se colocan en pequeños tubos con soluci6n para teñirlos — 

durante 12 horas; después se decoloran con lavados sucesivos de agua desti

lada y finalmente se colocan en agitaci6n, en tubos de plástico perforado, 
sumergidos en soluci6n de decoloraci6n. 

F. Preparaci6n de muestras para la determinaci6n de Carb6n- 14 en lí- 

quido de centelleo. 

MATERIAL. 

REACTIVOS. 

2, 5--dinitrofenil - oxazol ( PPO) ( PFALTZ and BAUER. INC.) 

Etil6n glicol monoetil eter ( Cellosolve) ( Merck- Shuchardt). 

Tolueno ( Merck) 

Acido percl6rico al 6% ( Merck) 

Per6xido de hidr6geno al 30% ( Merck) 

Material radioactivo. Hexaclorofeno C- 14 de Givaudan Corporation. 

Clifton New Jersey. 

PROCEDIMIENTO. 

Los gelas obtenidos de la electroforesis ( p, 22) se fraccionan respe- 

tando las bandas. Cada fracci6n se deposita dentro de un vial de conteo al

que se le agrega un volumen de 0. 1 m1 de ácido percl6rico y se mezcla con el

ael; posteriormente se adiciona 0, 2 m1 de per6xido de hidr6geno y el cante
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nido se agita nuevamente. 

Los viales se colocan en baño de agua a 700C durante 60 minutos; — 

ocasionalmente los viales se agitan para acelerar el proceso de solubiliza

ci6n. 

Las muestras con los viales se colocan a temperatura ambiente y la — 

preparaci6n de las muestras se completa con la adici6n de una alícuota de

10 m1 de soluci6n que contiene 1. 8 g de 2, 5 dinitrofeniloxazol, 300 m1 de

tolueno y 150 m1 de cellosolve. 

Después de mezcladas las muestras se procede a determinar el contani

du de radioactividad en un Espectr6metro Tri—Carb centelleo líquido. 
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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 encontr6 que al administrar — 

por vía parenteral 10, 15 y 20 mg/ kg del hexaclorofeno, se produjo paráli— 

sis de las patas posteriores durante los primeros 20 minutos, en los anima- 

les a los que se les aplic6 lo y 15 mg/ kg, y muerte del animal después de - 

70 minutos de administrado el compuesta, al que se le aplic6 mayor d6sis. - 

Esto indica que el compuesto actúa sobre sistema nerviosoj en concordancia

con los datos ya reportados ( 31, 34, 37, 43, 46). Además se observ6 hem6li- 

sis de eritrocitos de rata, conejo y humano suspei-,didos en soluci6n salina, 
4

al ser tratados con hexaclorofeno 1 X lo m ' en 100% de los casos, y hem6- 

lisis en el 2% de las muestras cuando se trat6 sangre total con hexacloro— 

feno de la concentraci6n ya mencionada; dichos resultados estuvieron de

acuerdo con lo encontrado por otras investigadores. ( 11, 19, 20). 

En base a estas observaciones se procedi6 a trabajar con proteínas

de tejido nervioso, plasma y eritrocitos como material de uni6n para hexa- 
4

clorofeno C 14y 1 X lo M. Para el estudio se seleccion6 el método radicac

tivo dado que se pueden detectar cantidades pequeaas de esta uni6n. La con

centraci6n final de proteínas utilizadas fue de 1 mg/ ml. La mezcla de prc>- 

teína- hexaclarofeno se someti6 a equilibrio de diálisis para eliminar el - 

hexaclorofeno libre y a la fracci6n protéica con hexaclorofeno marcado sE>- 

le someti6 a electroforesisen gel de poliacrilamida. 

Inicialmente se trabaj6 con proteínas plasmáticas. En el Cuadrb 19

se puede observar los resultados obtenidos al realizar electroforesis en - 

gel de poliacrilamida, del hexaclarofeno C- 14, 1 X 10 -
4

M, unido a proteí— 

nas plasmáticas de diverso origen, esto es, plasma de recién nacido ( gel A) 

plasma de adulto ( gel E3), plasma de rata ( gel C) y testigo ( gel 0). En ca - 
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da uno de los geles se observaron una variedad de bandas con diferentes por

centajes de radioactividad. En todos los geles se observ6 una banda conte- 

niendo una cantidad mucho mayor de radioactividad en relaci6n con las ban- 

das restantes; se determín6 la distancia de dicha banda al origen y se co—- 

rrigi6 por la distancia al frente. 

En todos los geles estudiados se corrieron 100 jil de la suspensi6n

de proteínas plasm¿ticas preparadas como se describe en la p. 24, y el mis

mo volumen de agua destilada para el gel testigo, con 100 jil de hexaclo—- 

rofeno radicactivo. Las bandas obtenidas se revelaron con azul de Ccomassie

brillante. 

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

Gel A: Se observ6 una banda de color azul más intenso y de mayor exten— 

si6n conteniendo el 67% de radioactividad, a una distancia del ori

gen de O. B. 

Gel. B: Se observ6 una banda de color azul más intenso y de mayor exter->— 

si6n con el 910/6 de radioactividad, a una distancia del origen de - 

0. 82. 

Gel C: Se encontr6 una banda de mayor magnitud y coloraci6n conteniendo el

81% de la radioactividad, a una distancia del origen de 0. 8. 

Gel D: Se observ6 que el 980/6 de la radioactividad se encontraba en el fren

te del gel, a 11 cm del origen lo cual indica que no hay uni6n con

proteínas. 

En los gelas A, B y C se advierte una banda protéica conteniendo una

gran proporci6n de hexaclarofeno radicactivo ( B?%, 91% y E31%, respectiva

mente) y que se encuentra aproximadamente a la misma distancia del origen

D. By 0. 62 y 0. 8 respectivamente). Estas observaciones hacen suponer que - 

dicha fracci6n protéica sea común a todas las muestras de proteínas plas- 
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máticas. Y, por extrapolaci6n con una banda de albúmina que captur6 el 815/6

de radioactividad y corri8 aproximadamente la misma distancia, se podría - 

suponer que se trata de la misma proteína. 

En el Cuadro No. 2 se pueden observar los resultados obtenidos al — 

realizar electroforesis en el gel de pcliacrilamida, de hexaclorofeno C- 14, 

lo X lo -
4

M, unido a proteínas de eritrocitos de diferentes especies, esto

es, membranas de eritrocitos humanos ( gel A), membranas de eritrocitos de - 

conejo ( gel B), membranas de eritrocitos de rata ( gel C), membrana de e- i- 

trocitos de rata despues de diálisis ( tec- P. 24) j ( gel o). Se utilizaron

proteínas de membrana a una concentraci6n final de 1 mg/ ml. 

Una vez mas, en cada una de los geles se observ6 una variedad de ban

das conteniendo una cantidad mayor de radioactividad en relaci6n ccn las - 

bandas restantes. Se determin6 la distancia de la banda de mayor porcenta- 

je de radioactividad al origeng corregida por la distancia al frente. 

En rodos los geles estudiados se corrieron 100 ) jl de la suspensi8n

dp proteínas membranales a la concentraci6n ya mencionada, con hexaclorofe

no radioactivo. Al revelar las bandas obtenidas con azul de Coomassie bri- 

llante se obtuvieron los resultados siguientes: 

Gel A: Se observ6 una banda de color azul más intenso y de mayor ext8r>-- 

si6n que contenla el ? 6. EP/6 de radioactividad, a una distancia del

origen de O. BO. 

Gel B: Se observ6 una banda de color azul más intensa y de mayor exten— 

si6n que contenía el 901% de radioactividad, a una distancia del

origen de 0. 79. 
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Gel C: Se observ6 una banda de color azul más intenso y de mayor P-xt-.r-- 

si6n con el 72. 3% de radioactividad, a una distancia del crig n - 

de 0. 61. 

Gel D; Se observ6 una banda de mayor extensi6n de color azul más intF- 80

con el 87. W. de radioactividad, a una distancia del origen de — 
0. 82. 

As:£, en todos los geles A, B, C y D se advierte una banda protéica - 

conteniendo una gran proporci6n del hexaclorofeno radioactivo ( 76. wo, 9(Y/np
72. 3% y 670A, respectivamente) y que se encuentra aproximadamente a la m2s­- 

me distancia del origen ( 0. 80, 0» 79, 0. 81 y O. B2). Estas observaciones -- 

nuevamente hacen suponer que dicha fracci6n protéica sea comnn a las cue- 

tro muestras de protéíca. 

Se advierte que en los geles C y D, con las muestras de membranas Js

eritrocitos antes y después de la diálisis respectivamente, presentan poza
diferencia, por lo que piensa que en las condiciones de estudio la elect -M
foresis no afecta la interacci6n proteína- hexaclorofeno, y ésta es una — 
uni6n relativamente fuerte. 
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En el Cuadro No. 3, observamos los resultados obtenidos al realizar
4

electroforssis en gel de poliacrilamida, del nexaclorofeno C- 14, 1 X 10 M, 

unido a proteínas de tejido nervioso, distribuídas 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 S), membranas de células

nerviosas, técnica p. 21 ( gel C); sinaptosomas colinárgicos técnicas p. 21

Gel D), sinaptosomas no- colinérgicos, técnica p. 21, ( Gel E). Las proteí- 

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

Nuevamente en cada uno de los geles se observó una variedad de ban— 

das con diferentes porcentajes de radioactividad. En todos los gelos se — 

observó una banda conteniendo una cantidad mucho mayor de radioactividad - 

en relación con las bandas restantes. Se determin6 la distancia de dicha - 

banda al origen, corregida por la distancia al frente. 

En todos los goles estudiados se corrieron 100 yl de proteínas de - 
tejido nervioso a la concentración ya mencionada, con hexaclorofeno radioac

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 observó una banda de color azul más intenso y de mayor exten- 

si6n conteniendo 65. 5% de radioactividad, a una distancia del

origen de 0. 87. 

Gel B: Se observó una banda de color más intenso y de mayor extensión, 

con el 94. 80/6 de radioactividad, a una distancia del origen de — 

0. 86. 

Gel C: Se encontró una banda de mayor magnitud y coloración conteniendo

84. 9% de radioactividad, a una distancia del origen de 0. 85. 
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Gel D: Se observ6 una barda de color azul más intenso y de mayor exter— 

si6n, con el 91.% de radioactividad, a una distancia de 0. 80. 

Gel E: Se observ6 una banda de m yor magnitud y coloraci8n, con el 93. e 
de radioactividad, a una distancia de 0.? 9. 

En resumen, en los geles A, B y C se advierte una banda protéíca

conteniendo una gran proporci6n de hexaclorofeno
radioactivo ( 85. 8%, l -9/- 

y 84. 91%, respectivamente) y que se encuentra a la misma distancia del ori- 

gen aproximadamente ( O. B?, 0. 66 y 0. 135, respectivamente). 
Estas observacio

nes hacen suponer que dicha fracci6n protéica sea común a las tres prime
ras muestras. estudiadas. Para los geles D y E se advierte una banda protéi
ca conteniendo mayor proporcion de hexaclorofeno

radioactivo ( 91. 80% y 93. Q/o

respectivamente) con relaci6n a los geles anteriores, a una distancia de - 

0. 80 y 0. 79. 

Dado que el porciento de uni6n de hexaciarofeno- proteína es mayor — 

para las fracciones de sinaptosomas, en relaci6n a las de las fracciones - 
restantes, se podría suponer que la banda de mayor radioactividad es una - 

fracci6n común para los geles D y E y quizá diferente a la de los geles A, 

B y C. 
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Con los resultados obtenidos de la electroforesis del hexaclorofeno

C- 14, unido a proteínas plasmáticas, proteínas de membranas de eritrocitos

y de tejido nervioso, como se vé en los Cuadros 1, 2 y 3 respectivamente, - 

se procedi6 a determinar el peso molecular aproximado de las bandas de ma- 
yor porcentaje de radioactividad mediante el método de Weber y Os1born ( 58). 
Dicho método utiliza la movilidad electroforática de proteínas de peso mo- 
lecular conocido, utilizando dichos valores ( en una gráfica de paso mOlecu

cular vs movilidad en escala 109- 109) como referencia para calcular el peso
molecular de la fracci6n problema, en base a la movilidad electroforética - 

observada. 

La movilidad electroforática se determin6 mediante la siguiente f6r- 
mula: 

Movilidad distancia de migraci6n de la proteína X
longitud después de la decoloraci6n

Longitud antes de la decoloración

DISTANCIA DE MIGRACION DEL COLORANTE. 

Los cálculos de movilidad incluyen la longitud del gel antes y des

pués de la decoloraci6n, así como también la movilidad de la proteína y
del colorante de frente. 

Para determinar el peso molecular de la fracci8n protéica de mayor - 
porcentaje de radioactividad, se utiliz6 como referencia dos proteínas ( li

sozima y albnmina) 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

ción de la movilidad promedio de las fracciones protlicas estudiadas, se - 
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encontr6 que el P. M. de las bandas conteniendo el mayor porcentaje de, ra

dioactividad quedaba dentro de los rangos de 16 500 a 19 000. 

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

tividad se muestra en la Tabla 1. 
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TABLA 1 : CALCULO DEL PESO MOLECULAR DE LAS BANDAS PROTEICAS

DE MAYOR CONTENIDO DE HEXACLOROFENO RADIOACTIVO. 

3P

P. M. CALCULO

FRACCION PROTEICA MOVILIDAD
CON APROXIMACION

MEMBRANA DE ERITROCITOS 0. 7588 17, 000

MIELINA GRADIENT ES 0. 7816 16, 500

MIELINA SOLUBLE 0. 7905 16, 500

SINAPTOSOMAS
0. 7275 18, 000

COLINE RGICOS

SINAPTOSOMAS
0. 6725 19, 000

NO- COLINERGICOS

TABLA 1 : CALCULO DEL PESO MOLECULAR DE LAS BANDAS PROTEICAS

DE MAYOR CONTENIDO DE HEXACLOROFENO RADIOACTIVO. 
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Con el objeto de obtener más datos acerca de la interacción fármaco — 

proteína, se procedió a realizar otros estudios con las muestras de tejido

nervioso. Así, además de realizar electroforesis de las muestras de tejido

nervioso, se efectuaron otros experimentos en los que 250, 500, 750 y 100 - 

jig de proteína de mielina gradientes, mielina soluble¡ membranas, sinaptoso

mas colinérgicos y sinaptasornas no--colinérgicos, en contacto con 1 m1 de he

xaclorofeno C- 14, 1 X 10 -
4

M, fueron sometidos a equilibrio de diálisis — 

para eliminar el hexaclorofeno libre. Se procedió a contar la radioactivi— 

dad del complejo proteína- hexaclorofeno para determinar la variación de la

interacci6n a diferentes cantidades de proteínas. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II. Al construir la

gráfica con dichos datos, cuentas por minutos versus -- cantidades de proteí

nas, como se muestra en la Fig. 2, se obtuvo un juego de líneas rectas in- 

dicando que la unión hexaclorofeno- proteína es proporcional a la cantidad

de pro- E'- ias utilizadas. Se observa una unión hexaclorofeno- proteína rela- 

tivameni.e estable en las condiciones de diálisís utilizadas. 
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TABLA 11 : RADIOACTIVIDAD EN MUESTRAS DE PROTEINAS DE

TEJIDO NERVIOSO- HEXACLO ROFENO C- 14, DESPUES

DE LA DIALISIS. ( CUENTAS POR MINUTO) 

m

CANTIDAD DE PROTEINAS M9) 
PROTEINAS

250 500 750 1 000

MIELINA SOLUBLE 653 813 920 1 los

MIELINA GRADIENTES 840 961 1 194

MEMBRANAS1 756 967 i 172

SINAPTOSOMAS
987 1 504 2 107 2 ( 399

COL IN ERG ICOS

SI NAPTOSOMAS
891 1 206 2 276

NO- COLINERGICOS 1 1 1

TABLA 11 : RADIOACTIVIDAD EN MUESTRAS DE PROTEINAS DE

TEJIDO NERVIOSO- HEXACLO ROFENO C- 14, DESPUES

DE LA DIALISIS. ( CUENTAS POR MINUTO) 

m
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Posteriormente, se transformaron los resultados de cuentas por minuto

a n moles de hexaclorofeno por mg de proteína, con el objeto de tener datos
más concretos de esta uni6n, dado que las unidades de cuentas/ minuto no in- 

dican directamente cuanto hexaclorafeno se uni6 a la proteína. Para efectuar
4

esta transformaci6n se tom6 en cuenta que 1 m1 de hexaclorofeno 1 X 10 M da

cuentas por minuto. 

Los datos obtenidos se muestran en la Tabla III. 

Al construir la gráfica con dichos datos, como se muestra en la Fig. 

No. 3, se obtuvieron líneas rectas como era de esperarse. Los datos experi- 

mentales se ajustaron a la mejor línea recta, de ecuaci6n y=mx+ b, mediante

el método de mínimos cuadrados y se encontraron los siguientes parámetros - 

para cada juegos de observaciones: pendiente ( m), 
coeficiente de determina- 

ci6n ( r
2 ), 

intercepto ( b). Tales datos se muestran en la Tabla IV. 

Se puede observar que las pendientes de las rectas correspondientes

a la interacci6 n hexaclorofeno 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 interacci6n con — 

los sinaptasomas colinárgicos y no- colinérgicos, que' en sí pueden consti— 

tuir otro grupo ( 0. 2D2 y 0. 157, respectivamente). 

Las diferencias en dichas per -dientes reflejan diferentes proporciones

de uni6n del hexaclorofeno con las fracciones protáicas en estudio, lo cual - 
podría indicar un número de sitios receptores mayor en las fracciones de

mielina y membranas. 

Esta observaci6n se refuerza por los datos que se tienen del parcien- 
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TABLA 111 : HEXACLOROFENO UNIDO POR mg DE PROTEINA DESPUES

DE LA DIALISIS DE DIVERSAS MUESTRAS DE TEJIDO - 

NERVIOSO EN CONTACTO CON 1 mi DE HEXACLOROFENO

C- 14, 1 x ló- 4 M - ( EN NANOMOLES) 

1 a

CANTIDAD DE PROTEINAS ( 

PROTEINAS
250 500 750 1 000

MIELINA SOLUBLE 5. 44 6. 78 766 9. 23

1

MIELINA GRADIENT ES 7.0 B. o 9. 95 1
MEMBRANAS 6. 3 8.06 9. 78

SINAPTOSOMAS
7.32 15. 02 17. 56 23. 33

COLINERGICOS

SINAPTOSOMAS
Z42 10. 02 18. 96

NO- COLINERGICOS

TABLA 111 : HEXACLOROFENO UNIDO POR mg DE PROTEINA DESPUES

DE LA DIALISIS DE DIVERSAS MUESTRAS DE TEJIDO - 

NERVIOSO EN CONTACTO CON 1 mi DE HEXACLOROFENO

C- 14, 1 x ló- 4 M - ( EN NANOMOLES) 

1 a
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TABLA IV ; PARAMETROS DE LA ECUACION DE LINEA RECTA y= mx+ b

OBTENIDOS AL AJUSTAR LOS DATOS DE HEXACLOROFENO — 

UNIDO POR m9 DE PROTEINA CONTRA mc9 DE PROTEI- 
NAS, POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS 

1 FI

PARA ME T ROS

PROTEINAS
b

MIELINA SOLUBLE 0. 049 4. 215 0. 9895

MIELINA GR A Di ENT ES 0. 039 6. 025 0. 9999

MEMBRANAS 0. 045 5. 440 0. 9618

SINAPTOSOMAS

0. 202 3. 165 0. 9664

COLINERGICOS

SINAPTOSOMAS
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 m9 DE PROTEINA CONTRA mc9 DE PROTEI- 
NAS, POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS 

1 FI



to de uni6n en electroforesis del teJido nerviosa ( p. 37), en donde se en— 

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

nas, el porciento unido ( 84. 9%, 821/6 y 81. 9%, respectivamente), es menor que

el porciento de uni6n para el caso de sinaptosoma colinárgicos y no- colinér

gico ( 91. 80A y 93. 6%, respectivamente); la distancia recorrida por la proteí

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 — 

sinaptosornas colinérgicas y no- colinárgicos la distancia recorrida fuá liga

ramente menor ( 0. 82 y 0. 83, respectivamente) aunque aproximadamente la mis -- 

ma. Por estos datos podemos proponer que para el caso de tedido nervioso — 

podrían ser dos proteínas diferentes las que se unen al hexaclorofeno, sien

do la de sinaptosomas la de mayor afinidad. Esto podría relacionarse a la - 

causa del daño toxicol6gico en este tejido, al quedar hexaclarofeno libre - 

en el organismo. 
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V. DISCUSION DE RESULTADOS. 

El hexaclorofeno es un compuesto ampliamente usado como agente anti— 

bacterianoj del que recientemente se han reportado efectos de toxicidad, — 

1, l2y 14, 209 26y 32, 37, etc.); aunque esta acci6n t6xica ha sido extensa

mente estudiada aún a la fecha se sabe poca acerca de los efectos en los hu, 

manos. 

Si bien el hexaclorofeno y otros bisfenoles clorados no son hemolíti- 

cos in vivo, aún cuando se administren a la dosis letal, la incubaci6n de - 

estos compuestos con eritrocitos nucleados y no nucleados in vitro produce

hemólisis. Se ha postulado que el plasma total o soluciones de suero humano

y bovino, albúmina, hemoglobina, otras proteínas y lipoproteínas, protegen

al eritrocito contra hem6lisis inducida por bisfenoles clorados, ( 11, 19). 

En base a estos datos se plante6 la siguiente Hip6tesis: Las membra, 

nas de eritrocitos y de tejido nervioso poseen proteínas 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

traci6n de hexaclorofeno es alta a bien cuando la concentraci6n de proteínas

en el medio es baja de esta manera el hexaclarofeno libre en el medio produ

ce los efectos toxir-016gic0s ya reportados. 

La hip6tesis de trabajo planteada se estudi6 determinando la uni8n — 

hexaclorofenc>-proteína por medio de incubaci6n de eritracitos y plasma de - 

diferentes especies da animales de laboratorio y sinaptosomas, membranas y
a

mielina de tejido nervioso de rata con hexaclorofeno C - 14y 1 X 10 M. Se

dialízaron las muestras para eliminar el hexaclorofeno libre y finalmente - 

se realiz6 electroforesis de la interacción hexaclorofeno- proteína en gel - 

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

rofeno. 

Se encontró que en todas las muestras estudiadas aparecía una frac— 

ci6n protéica con una cantidad elevada y muy similar de radioactividad ( 81

a 911/6) y a una distancia del origen ( corregida por la distancia al frente, - 

en cm) aproximadamente igual ( 0. 80 a O. B8); sin embargo, se puede suponer - 

que para el caso de sinaptosomas de tejido nervioso la proteína tiene mayor

afinidad por el compuesto, ya que la cantidad unida es de 2 a 3 veces mayor

y la migración de la proteína en el campo electroforetico es ligeramente me

nor. En base a tales observaciones se podría suponer que las fracciones pro

téicas que capturan la mayor cantidad del compuesto son de proteínas dife

rentas, una para membranas de eritracitos y de tejido nervioso y otra para

sinaptosomas; en cuanto a las proteínas plasmáticas, se propone que la pro- 

teIna que captura la mayor cantidad de hexaclorofeno es albúmina, ya que al

correr una control de albúmina con hexaclarcfeno marcado se encontró un por

centaje de unión de 81. 00A, muy similar al encontrado para la banda de mayor

porcentaje de radioactividad de proteínas plasmáticas. 

Se estudió la interacci6n fármacc>-proteina sometiendo a diálisis mues

tras de proteínas de tejido nervioso en contacto con hexaclorofeno radioac,- 

tivo. Comparando los resultados obtenidos de éstos estudios con los obteni- 

dos al aplicar electroforesis, se observó esencialmente lo mismo, concluyen

do entonces que la interacci6n hexaclorofeno proteína es estable, por lo

menos en las condiciones de los experimentos. Se encontró una relación de

proporcionalidad directa entre n moles de hexaclorofeno unido por mg de pro

teína con la cantidad de protefna estudiada, en el rango de 2501 5001 750 y

1000jig de proteína para muestras de mielina soluble, mielina gradientes, - 

membranas, sinaptosomas colinárgicos y sinaptosomas no- colinárgicos. Los — 
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datos experimentales se ajustaron a la mejor línea recta por el método de - 
mínimos cuadrados, obteniéndose coeficientes de determinaci6n, r

2 
altamen- 

te satisfactorios ( de 0. 9618 a 0. 9999). Al analizar las pendientes obteni— 

das Fiara tal -,es rectas fué posible discernir dos tendencias, ( Tabla IV), una

de las cuales incluía a las pendientes obtenidas para la interacción hexa

clorofeno con proteínas de sinaptosamas colinérgicos y no- colinérgicos, que

resultan de tres a cinco veces mayores que las pendientes del otro grupo, - 

que incluy6 a la interacci6n hexaclarofeno con proteínas de mielina soluble, 

mielina gradientes y membranas. Esto " parece indicar un número mayor de si- 
tios receptores en las proteínas provenientes de sinaptosomas que el número

de sitios receptores en las proteínas provenientes de mielina y membrana". 

Considerando estos resultados, 
nuevamente se podría proponer que se tratan

de proteínas diferentes que se unen al hexaclorafeno con diferente afini-— 

dad, una para membranas de eritrocitos y de tejido nervioso ya que podemos

decir que tienen aproximadamente el mismo peso molecular ( Tabla IV), y otra

para sinaptosornas que tienen un. peso molecular diferente de los anteriores

y que además presentan mucho mayor capacidad de uni6n al hexaclorofeno, en
las condiciones estudiadas. " Considerando esta observaci6n y el hecho de

que algunas propiedades del hexaclorofeno se refieren al tejido nerviosa, 

quizá pudiera existir alguna relaci6n entre dicha interacción fármaco pr0-- 

teína de sinaptosomas y los efectos t6xicos ya mencionados". 

vI, CONCLUSIONES. 

La hip6tesis inicialmente planteada, podría ser modificada parcialMen

te proponiendo que quizá la interacci6n hexaclorofeno- proteína plasmática,- 

de membranas de eritrocitos y de tejido nervioso secuestran al fármaco pro--- 

tegiendo el organismo de sus manifestaciones t6xicas, mientras que la inte- 

racci6n hexaclorofeno- proteína de sinaptosomas ( proteína de mayor peso mole

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

Existen muchas preguntas aún por resolver, entre ellas cuál es la – 

concentraci6n del fármaco que satura la interacci6n hexaclorafenc>-prvteína; 

esto podr-la elucidarse vardando la concentración de hexaclorofeno en contac

to con una cantidad fija de proteIna, para así poder determinar la Veloci— 

dad Máxima ( V
más ) 

y la constante de Michaelis ( Km) de dicha interacci6n; de
esta manera se obtendrían medidas de la afinidad y capacidad de unión con – 

el hexaclorofeno. Con estos datos, extrapolados a la concentración de pro— 
teínas en el cuerpo humano, se podría determinar la concentración del com— 

puesta que produce manifestaciones tóxicas. 

Además, merecería estudios posteriores la interacción hexaclorofeno

proteína de sinaptosornas y su relación con la toxicidad en tejido nervioso. 
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VI. APENDICE. 

Datos del espectr6matro Tri-.Carb centelleo líquido. 
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