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Antes de exponer mi tesis, quiero rendir tributo a todos los Maestros que poseen esa
cualidad de motivar, despertar inquietud, curiosidad, para hallar la explicacion de los
fendbmenos naturales, encendiendo la antorcha de la verdad, cultivando el amor a las
ciencias y contribuyendo a la formacion de profesionales con un sentido méas humano y
social.

En el curso de nuestro trabajo hemos tratado de investigar las alteraciones metabdlicas en
animales de experimentacion, tratando de correlacionar el estudio de dos drogas:
Pentaclorofenol, - insecticida altamente toxico que ha ocasionado varias muertes en
nuestro pais -, y la Tiroxina, sustancia sintetizada en el organismo, que produce similares

efectos metabolicos.



CAPITULO |

INTRODUCCION

Antecedentes Historicos

En 1841 Erdmann y Laurent obtuvieron mediante la accién del cloro sobre el fenol,
preparado en presencia de catalizadores Illamandolo Pentaclorofenol (18). En 1906,
Bechold y Erlich experimentando en ratas demostraron que la dosis minima letal de
Pentaclorofenato de sodio era de 56 miligramos por via intravenosa. En 1924 Bayle
observé que una concentracién de 80 miligramos por litro de Pentaclorofenol era capaz
de inhibir la fermentacién de la glucosa cuando era sometida a la influencia de la
levadura de cerveza, este --mismo autor investigd la toxicologia en peces, ranas y
caballos, demostrando que el efecto toxico era muy superior a la del Fenol; en 1938 se
comenzo la difusién de su empleo utilizdndose en la cura de madera, en esta misma
fecha se inician las investigaciones en los Estados Unidos principalmente por Deichman
V., W. Mackle K. O. Titmiller y G. Thomas (12) tratando de hacer estadios en diferentes
animales, especialmente en la rata y estableciendo Deichman que la dosis letal (DL50)
en ratas por via subcutanea, es de 100 miligramos por kilo, por via oral es de 27 a 211 por
kilogramo de peso; para los conejos de 70 a 3G0 miligramos por kilo, la dosis letal por
via intravenosa fue de 22 a 23 miligramos por kilo cuando el material era introducido en
una solucién acuosa salina de sodio. En 1952, Truhaut, L'Bpée et Bousse Mart, estos
investigadores describen los efectos del téxico sobre la piel, mediante la aplicacion de

soluciones.
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Oleosas de manera que la dosis minima mortal de Pentaclorofenato de sodio en solucién
salina era de 250 miligramos por kilo de peso, mientras que por via oral era de 218
miligramos y por via intravenosa de 22 miligramos por kilo de peso (18). En 1959 G.
E. Lynn describe los efectos de toxicidad oral del Pentaclorofenol en las diferentes
especies de animales, principalmente en ratas y conejos. En 1959-1960 se comienza a
emplear el Pentaclorofenol en los Aserraderos de nuestro pais; por esa misma fecha se
describe el primer caso en el Hospital General "San Felipe", atendido por el Dr. Jestfs
Riverah. De 1960 a 1964 se describen una serie de fallecimientos en diferentes lugares
del pais enfocando asi la atencion las autoridades de Salud Publica, acerca del uso del
Pentaclorofenol, en noviembre y diciembre de 1964 los Dres. Alfredo Ledn Gomez,
César L. Caballero, publican sus observaciones clinicas acerca de la intoxicacion con
Pentaclorofenato de sodio, llamando la atencién en este agudo problema para que se
tomen las medidas profilacticas acerca del uso de este insecticida. Han existido
informes de intoxicaciones acaecidas en diferentes paises: en Japon, Francia, Puerto
Rico, Australia (12), Inglaterra. En febrero de 1966, el Dr. Osear Leonel Rivera
publica su trabajo de Tesis titulado "Intoxicacion con Pentaclorofenato de Sodio",
indicando las medidas de proteccion que deben de tomarse (31).
En el campo experimental el estudio del Pentaclorofenol ha despertado gran interés
desde el punto de vista de su mecanismo de accion, permitiendo estudiar en forma mas
objetiva los cambios metabdlicos que suceden en la mitocondria Lester Packer (47), en
un articulé acerca del metabolismo y los estados estructurales de la mitocondria

describe los efectos del Pentaclorofenol sobre



La membrana mitocondrial.

El uso del Pentaclorofenol ha despertado en estos Gltimos afios gran interés en diversos campos,
en el sector industrial su empleo ha venido a sustituir a la creosota, en algunos paises para
combatir los hongos y termes (comején) que a-tacan a la madera dificultando de esta manera su
utilizacion en el aspecto agricola su empleo se ha difundido para atacar a las plantas adventicias
en los campos de gramineas (cultivos de cereales). En el punto de vista de salud publica ha sido
usado por los paises donde existe la esquistosomiasis como un poderoso molusco-sida, ademas
el hecho de ser un téxico altamente poderoso ha constituido su empleo un grave problema puesto
que la capacidad de penetracion por mucosas, piel y tracto respiratorio es alta y su exposicion
aguda o cronica es capas de producir la muerte o un proceso febril metabélico crénico causando
pérdida de peso, debilidad general. Es significativo el hecho de que algunas investigaciones
Deichmann (12) no han informado alteraciones con la ingestion de seis veces por semana

durante quince semanas de un miligramo de Pentaclorofenato de Sodio en animales.

Motivacion del Desarrollo de nuestra Tesis

El motivo principal del desarrollo de nuestro estudio acerca del Pentaclorofenol, ha sido
estimulado por el hecho de que los pacientes que han presentado intoxicacién aguda o crénica
recuerdan a los animales de experimentacion intoxicados con tiroxina y algunas de sus
manifestaciones clinicas como metabolismo basal elevado hiperemia, pérdida de peso,
taquicardia, son similares a la de los enfermos hipertiroideos; y el hecho de que los humanos que

manipulan
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esta sustancia estén expuestos a concentraciones pequefas, atmosféricas, por
contacto, cuando no se toman medidas escrupulosas, accidentales por contami-
naciéon de aguas, plantas, alimentos, por potencializacion con el uso de otros
Insecticidas, es sumamente importante sefalar que las personas deben encon-
trarse en condiciones fisiolégicas normales puesto que un organismo deficiente
en determinados nutrientes o alterado en el funcionamiento de algunos de sus
organos (higado y rifidn), es capaz de responder en forma inadecuada al ponerse
en contacto con el Pentaclorofenol. Cabe preguntarse: 1. Tienen el mismo
efecto sobre el consumo de oxigeno en Pentaclorofenol y la Tiroxina? 2°. Existe
alguna modificacion metabdlica cuando el organismo recibe pequefas dosis de
Pentaclorofenol? y 3. - Es posible correlacionar las manifestaciones clinicas con
las alteraciones metabdlicas en la intoxicacion con Pentaclorofenol? Para
responder a estas preguntas nuestro estudio se ha realizado en ratas,
comprendiendo dos fases: Fase 1. La eliminacion de carbono 14 en ratas
tratadas con Pentaclorofenol y Tiroxina (Tema que no sera expuesto en el
desarrollo de nuestra tesis por dificultades técnicas, pero sera publicado este
afno) y la fase experimental 2, comprende la determinacién del consumo de

oxigeno en higado de rata tratados con PCL y T4,

OH
Caracteres Generales del Pentaclorofenol / cL
|
y la Tiroxina CcL CcL
CL

Pentaclorofenol



Es una sustancia cristalina, insoluble en agua y soluble en solventes orgdnicos como
alcohol, éter, benceno; se descompone a altas temperaturas y se prepara clorinando el
fenol en presencia de catalizadores, su toxicidad es mayor que la del fenol, debiéndose su
reactividad quimica a los atomos de cloro que posee.

Su capacidad de penetracion es alta y difunde por todas las vias administradas (piel,
mucosas, tracto respiratorio, aparato digestivo y sangre). Su via principal de eliminacion
es el rifion, eliminandose practicamente el 96% y un 4% por el tracto digestivo (12), este
dato es sumamente importante, porque debe vigilarse cuidadosamente en funcionamiento
renal en los individuos intoxicados, los estudios han demostrado que el Pentaclorofenol no
sufre modificacion meta-bdlica en los tejidos, por lo tanto los mecanismos de toxicacion
hepatica no contrarrestan los efectos del Pentaclorofenol puesto que se no forman
gluconatos ni sulfatos (40).

Los métodos de investigacion del Pentaclorofenol y los tejidos se han podido
demostrar mediante el &cido nitrico fumante con el que desarrolla un color rojo naranja,
con un maximo de absorcion de 5,400 A.mstrong (18)

Para mejores detalles véase esquema comparativo con la T4.

AN AN
HO @ 0 @cn—b -CH - COOH
|
- - NH2

Datos Generales Acerca de la Tiroxina

La Tiroxina fue aislada por Kendall en el afio de 1915; es un producto natural



—12

sintetizado en la glandula tiroides, su forma como compuesto activo es la
L-Tiroxina; tiene caracteres de ser Atalina insoluble en agua, soluble en soluciones
alcalinas; ha sido producida artificialmente, lo que ha permitido su uso en forma
racémica (compuesto menos activo). Setenta y dos a 92 microgramos de T4 son
secretados durante el dia; al ser liberada a la sangre existe en forma unida a las
proteinas plasmaticas (T4 unida al Pre-albumina), T4 unida a la globulinay T,
albumina sérica.

La dosis terapéutica es de 0. 3 mg, existe un periodo de latencia de horas, dias
para que se aprecie su efecto metabdlico, posiblemente existe la conversion a
otros productos y éstos sean la forma verdaderamente activa; los productos
conocidos son la T3 TETRAC, TRIAC (5, 7,9, 27, 51, 54)

La desintegracion metabdlica que sufre la T4 ocurre principalmente en el
higado y su via de excrecion principal es la bilis.

Las conversiones intracelulares que puede sufrir son las siguientes:

1. En la cadena lateral:

a) Deaminacion con conversién a acido Piravico
b) Deaminacidn con conversion a acido Propionico

c) Deaminacion con conversion a acido acético por descarboxilacion
2. En los rupos iédicos
Deionizacién en las diferentes posiciones
3. En el grupo fendlico
Conjugacién con los sulfatos y glucoronatos en el Higado. Las acciones de la T4
son generales, su accion calorigena no explica por si sola todos sus efectos

metabdlicos, por ejemplo su efecto sobre el crecimiento



en el renacuajo, no es producido por el Dinitrofenol que es una sustancia fendlica
que aumenta el metabolismo basal, en forma similar al Pentaclorofenol, teniendo
por lo tanto una accion calorigena grande. (7, 50, 63). Las modificaciones acerca
del consumo de oxigeno no son en toda la economia organica, para el caso, el
consumo de oxigeno a ¢es modificado en el cerebro, testiculo, bazo, utero y
I6bulo anterior de la hipo6fisis. Hay otras acciones metabdlicas, aumenta la
peristalsis intestinal debido al incremento del gradiente metabdlico (lo mismo
ocurre con el Pentaclorofenol), produce aumento de la eliminacidn de creatina, lo
que significa una menor conversién en creatinina. (Todas las otras acciones
metabdlicas no son tratadas en este estudio puede consultarse en las obras
respectivas).

Los individuos que reciben por via intravenosa 10 mg. se sienten bien du-
rante las primeras 12 horas, posteriormente, fiebre, fatiga, temblor, dolor en
los musculos, aumento de la eliminacion de creatina en dos o tres dias desa-
parecen los trastornos, una dosis multiplo de 10 mg. es mortal por colapso
cardiovascular (51).

Para mejor detalle véase en el cuadro siguiente los efectos comparativos entre

laT,y PCL.



CUADRO COMPARATIVO T4 PCL

Caracteres
Nombre T4

Descubridor

Solubilidad Insoluble en agua, soluble

Estado

Peso Molecular Aminoacido fendlico
yodado

Composicioén
235-236°C
en alcalis

Descomposicion:

Desintegracion
metabdlica

Efecto aparece de 7 a 12
horas, maximo 4 a 8
dias, desaparece a las 4 a
8 semanas

Periodo de Accion

Via de eliminacion' Principalmente la bilis

Mecanismo de accién Desacoplador por

hincha-

miento mitocondrial

Glicemia: +

Aumento del metabolismo

basal + + + +

Creatinuria + 4+ + +

Crecimiento

Hipertermia + + + +

Taquicardia + + 4+ +

Kendall (1915)

Cristalino 776,93

A nivel celular

Indispensable

PCL

Erman y Laurent (1842)
Cristalino

266.35

Compuesto fendlico

Insoluble en agua, soluble
solventes organicos

clorinado

309-310°C

No sufre ningin cambio
metabdlico celular

Eliminacion mayor a las 6
horas.

RifA6n (principalmente), y
tracto digestivo

Forma ""compuesto
altamente hidrolizable con
el factor acoplante

+ +



Continuacion Cuadro Comparativo T4 PCL

Nombre Ty PCL
Sudoracion Ta PCL

Pérdida de peso + + + + + + +
Apetito + + + 0+

Hiperperistaltismo
Intestinal + + + + + + +



CAPITULOI

MECANISMO DESACOPLADOR DEL PENTACLOROFENOL Y
LA TIROXINA

La materia es un estado de energia y ésta se define como la capacidad de realizar un trabajo;
para el funcionamiento de la materia viviente, existen mecanismos altamente precisos que
trabajan en forma tal que la energia es debidamente utilizada; las drogas, toxicos, alteran parcial o
totalmente la produccidn, utilizacién y la transformacién de la energia en trabajo.

Es necesario destacar la existencia de una estructura adecuada, mantenida por los sustratos
(alimentos), activados por las enzimas, el producto de estos reactantes es energia quimica que
puede ser: liberada en forma de calor, transformada en trabajo o almacenada en compuestos
altamente energéticos: ATP y el fosfato de creatina. Existen tres sitios en que la energia potencial
calorica de los alimentos es almacenada en forma de ATP: la glicdlisis anaerdbica, ciclo de Krebs
y la cadena respiratoria.

El organismo humano funciona en un equilibrio entre la produccion y la liberacion de energia,
si los sustratos no son metabolizados adecuadamente, tendremos menor aporte calérico, pérdida
de peso, desnutricion; pero si la cantidad de sustratos es grande, el aporte calérico es mayor y
éste o es liberado, o transformado; si no suceden estos fendmenos, la energia puede ser potencial
mente almacenada en compuestos grasos, produciendo aumento de peso y por lo tanto obesidad.
La comprensidn de estas fases es significativa porque las drogas, toxicos, pueden interferir los

procesos anteriormente sefialados.



Esquematizando (53):
Alimentos utilizados + O, + nADP + HsPOs—> CO2 + H20 + nATP

Es interesante sefialar que casi todos estos ciclos metabdlicos se efectdan en las
diferentes estructuras vivientes: bacterias, hongos, protozoarios, parasitos, plantas y
finalmente el hombre (los virus por no poseer sistemas enzimaticos, son incapaces de
reproducirse por si solos y por lo tanto necesitan de la materia viviente).

Los medios de lucha con los cuales el hombre ha combatido los seres que dificultan su
existencia, han sido empleados empiricamente; el conocimiento cada vez mas claro de los
metabolismos celulares y la con prension de las relaciones que existen entre la estructura
y la funcién celular, han enfocado la atencién hacia las sustancias que acttian por
antagonismo metabolico, ya sea inhibiendo las enzimas o formando productos falsos.

Mencionaremos brevemente algunas sustancias que bloguean los fendmenos de
produccion de energia, para el caso el acido monoyodoacético inhibe la glicélisis
anaerobica, el flooracetato, malonato bloquean el ciclo de Krebs, y en la cadena
respiratoria - de la cual hablaremos méas en detalle -, hay drogas que bloquean el
funcionamiento de la cadena respiratoria, las clasificaremos: inhibidoras de la
fosforilizacién oxidativa (desacopladores), bloqueadoras del flujo de electrones de la
cadena respiratoria y blogqueadoras de ambos mecanismos. En pocas lineas explicaré la
cadena respiratoria, enumerando primero los elementos que la forman y a continuacién los
procesos que ocurren en la formacion del agua metabdlica y el fundamento de la

generacién del ATP durante la fosforilizacién oxidativa.
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Esquematicamente expondré la forma como esta constituida dicha cadena
(Ver figuras 6, 7).
Sistema Nombre Relacion estructural

Sistema transportador de Nicotinamida
H vy Electrones

FAD Riboflavina
Citocromos
b
C Hemoporftrinas
al — as
Coenzima Q Vitamina K
Factores acopladores Posiblemente proteica

La cadena respiratoria es un fenédmeno en el cual se verifica el transporte H vy
electrones mediante compuestos oxidables y reducibles; puesto que el transporte
y la fosforilizacién oxidativa se suceden simultaneamente, es légico suponer
gue exista un mecanismo entre la oxidacién y la generacion de ATP (acopla-
miento). (63, 66, 67).

El Acoplamiento de la fosforilacion oxidativa se ha pretendido explicar
mediante intermediarios; se ha postulado la teoria de que existen sustancias

acopladoras que intervienen en la fosforilacion oxidativa, esquematizando:

1. DPNH+ H+ +FAD + X > DPN + FADH + X*

»
»

2. X< X~P

3. X~P+ ADP_+—— ATP
El factor X se acopla por decirlo asi, con la energia de la oxidacion del

DPNH 4- H, la naturaleza de este factor es desconocida, posiblemente se te

de una proteina, sintetizando las reacciones:



1. La oxidacion del DPNH +H no conduce a la liberacién de energia fosforada,
se forma un compuesto intermediario X* o sea, un factor acoplador.

2. El paso de X* conduce a la formacién de una fosforilacion intermedia X P
3. Existe la formacion de ATP mediante transferencia de energia fosfatada.

La existencia de estas reacciones, ha sido estudiada mediante sustancias
bloqueadoras de manera que cuando la fosforilacion oxidativa no se efectda,
producimos un desacoplamientoy las sustancias que lo hacen reciben de
desacopladores; esto generalmente no inhibe el transporte de electrones, lo aceleran
de manera que los potenciales generados no son utilizados debidamente en la
formacion de ATP y la energia es liberada disipandose en forma de calor; estos
desacopladores tienen diferentes estructuras quimicas, por ejemplo los derivados
fendlicos: Dinitrofenol, Pentaclorofenol, la Tiroxina (aminoacido fe-nélico yodado) y
otros como el Calcio, el Dicumarol (antagonista metabdlico de la Vitamina K),
Gramicidina, etc.

Como desacoplan la fosforilizacion oxidativa el Pentaclorofenol y la Tiroxina?
Son mecanismos similares? Brevemente trataré de explicar las teorias actuales que
ilustran acerca del desacoplamiento.

La tiroxina su mecanismo desacoplante se ha postulado (3, 9, 19, 20; 22 24, 26,
46) en base a modificaciones estructurales en la membrana de la mitocondria, se ha
demostrado que el aumento de la concentracidn de la tiroxina arriba de los limites
fisiolégicos produce hinchamiento de la membrana mitocondrial simultdneamente este
fendbmeno es acompafiado de incremento de la oxidacion mitocondrial y del citocromo

C reducido; pero también de disminucion



del cociente P:O que normalmente es de tres moles de ATP por molécula de oxigeno
consumida, el hinchamiento mitocondrial aumenta el area de las crestas y esto conduce
a un incremento de la permeabilidad de sustratos y a una mayor exposicion de sitios
enzimaticos que normalmente eran funcionales por los dobleces de las crestas; por otra
parte se ha demostrado que destruyendo la membrana mitocondrial no se ha producido
desacoplamiento con la tiro-xina, sin embargo sustancias como el ATP y el Magnesio
revierten la accidén de la tiroxina en la mitocondria, se ha creido que la accion
calorigena de la hormona tiroidea sea debido a este fendmeno pero estos estudios no se
han comprobado en condiciones normales; como actualmente se cree que la accion
calorigena pueda ser debida a la incorporacion de aminoécidos en la sintesis proteica
en estado fisiolégico (54).

Se ha postulado que el mecanismo desacoplador del Pentaclorofenol (20, 63) es
formar un compuesto inestable con el factor acoplador dificultdndose de esta manera
la generacion de ATP, se han hecho estudios en los cuales se ha demostrado que es
importante una concentracion adecuada de ADP, es fundamental para mantener la
integridad de la membrana mitocondrial. Las bajas concentraciones de
Pentaclorofenol causan facilmente encogimiento de la mitocondria cuando existen
concentraciones muy bajas de ADP. EIl incremento de la concentracién de
Pentaclorofenol, es capaz de producir hinchamiento de la mitocondria; en presencia de
sustrato con ATP el hinchamiento no aparece. En resumen podemos decir que existen
agentes desacoplantes que actuan inhibiendo, promoviendo o no afectando el

hinchamiento de la membrana mitocondrial.



Efectos del Pentaclorofenol sobre la contraccion muscular

La contraccion muscular es la transformacion de la energia quimica en mecénica,
para que se efectle es necesario que exista una energia disponible, almacenada en
ATP y fosfato de creatina. La chispa que gatilla la contraccion muscular es el influjo
nervioso. Se ha postulado que el AT? en su desdoblamiento enzimatico, se encuentra
inhibido hasta que llega el potencial de accién a la fibra muscular. En este momento el
ATP comenzara a desdoblarse mediante un sistema ATP asa; este factor inhibidor ha
recibido el nombre de factor de relajacidn o factor de Marsh Bendall, que necesita ATP
y magnesio para activarse; su estructura quimica es desconocida y en su presencia la
fibra muscular no se contrae aun afiadiendo ATP, pero en presencia del calcio iénico
es capaz de producir contraccién muscular; por lo tanto el potencial de accion generado
por el estimulo nervioso, libera calcio que penetra en las bandas Z y que este efecto
suprime la influencia inhibidora del factor de relajacion. El sistema ATP asa inhibe el
factor de relajacion, por lo tanto, favoreciendo la hidrolisis de ATP. (21)

Es curioso observar que los individuos expuestos al Pentaclorofenol, presentan
rigidez temprana pre y post mortem , puesto que el PCL «s un desacoplador de la
fosforilacidn oxidativa, la generacion de ATP y el almacén energético de fosfato de
creatina se encuentran profundamente menoscabados, sumado a esto produce un
aumento de la actividad ATP asa, inhibiendo el factor de relajacion. Por otra parte, los
individuos intoxicados presentan eliminacion de grandes cantidades de creatina en la

orina (los individuos hipertiroideos tienen esta misma alteracion metabdlica).



Transporte de Electrones Inhibido en la Cadena Respiratoria

Para que se efectie normalmente los fendmenos de transporte de n y elec-
trones en la cadena respiratoria, es necesario que exista en forma adecuada los
elementos que la forman; mencionaré algunos estudios actuales que demuestran
como el déficit dietético en determinadas sustancias es capaz de producir alte-
raciones metabdlicas en la cadena respiratoria. Estos trabajos bastante inte-
resantes, han permitido demostrar que en higado de rata alimentada en una dieta
deficiente en riboflavina presenta cambios evidentes mitocondriales.

El consumo de oxigeno era mas bajo que lo normal en presencia de succinato el FAD
se encontraba disminuido en un 25%, la proporcién P: O se encontraba mas bajo que lo
normal, lo que significa que la generacién de ATP estaba disminuida. Podemos, en
base a lo anteriormente mencionado, postular la hipétesis de que los individuos
desnutridos que manipulan Pentaclorofenol, sean méas susceptibles a la accién
desacoplante puesto que tienen un almacén energético disminuido; es de tomar en
consideracion estos puntos sefialados anteriormente, dado que las condiciones de
subdesarrollo en nuestro pais, la incidencia de desnutricion es alta, y los individuos en
tal estado no deben por ningun motivo someterse a exposiciones agudas o crénicas del

Pentaclorofenol. (6).
Existen sustancias que alteran el sistema citocromo oxidasa, por ejemplo, el
cianuro y el monoéxido de carbono produciendo anoxia a nivel celular, estas
sustancias no son de saco piadoras de la fosforilacion oxidativa, puesto que ésta
continla realizandose; las drogas desacopladoras aceleran el transporte de
electrones en la cadena respiratoria por ejemplo: La Tiroxinay el Pentaclorofenol



Colorofenol significado con esto que la formacidén de energia es rapidamente
liberada en forma de calor que no es almacenado en ATP, existe una correlacion
entre la manifestacion clinica llamando a estas sustancias calorigenas, los
individuos intoxicados con Pentaclorofenol presentan hipertemias severas de 40
a 42°C. Los hipertiroideos y los que presentan "crisis hipertiroidea”™ manifiestan
también grandes elevaciones térmicas; el significado de esas alteraciones
clinicas es extraordinario puesto que la hipertemia en este caso es la expresion
de una modificacion profunda en la maquina termoquimica mitocondrial, la
produccién caldrica aumentada tiene que ser eliminada para mantener el
equilibrio térmico, las vias principales de eliminacién en este caso, son la
irradiacion y la sudoracion, esta ultima es profusa de manera que la pérdida de
liquidos y electroliticos es alta en los individuos intoxicados con
Pentaclorofenol; existen otras alteraciones metabdlicas tales como aumento de
creatina, concentraciones de acido lactico, acidosis . Las modificaciones
finales en un individuo es dificil correlacionarlas, puesto que el efecto pri-
mario hipertérmico es capaz de producir cambios variables. (Ver figura 6)
Se ha descrito la existencia de hiperglicemia que puede ser explicada a la
disminuciéon del ATP necesarios para la utilizaciéon de la glucosa. Existen ademas,
trastornos respiratorios que pueden ser explicados por el incremento del
metabolismo basal, la hiperperistalsis intestinal también se ha descrito posiblemente
debida a un aumento del gradiente metabdlico del intestino (los hipertiroideos
presentan periodos diarreicos).
La accion local sobre las mucosas y la piel, se ha descrito en humanos y en

animales, presentando congestion de mucosas Yy grave irritacion de la
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Piel. Nuestro conocimiento desde el punto de vista mitocondrial, es imposible
en nuestro medio  por falta de microscopio electrénico; las alteraciones
histologicas en humanos no han sido descritas en Honduras por dificultades de
practicar la autopsia en las personas fallecidas (31). En los trabajos realizados
en otros paises, el estudio anatomo-patolégico no informa alteraciones
especificas en los diferentes tejidos. Los cambios principales descritos son
dafio extenso en el sistema vascular con edema y proliferacion del
endotelio vascular con dilatacion de las arteriolas y hemorragia (12)

En base a estos conocimientos la relacion entre la estructura y funcién es
importante conocerla puesto que el conocimiento basico de estos fenGmenos
permite llegar a entender lo que esta" sucediendo en los intoxicados con
Pentaclorofenol, y asi tener en cuenta las medidas pertinentes para la

prevencion y tratamiento.



CAPITULO 111

APARATO DE WARBURG

Introduccion

Al revisar los estudios metabdlicos y al obtener conclusiones importantes acerca de los
fendmenos enziméticos ha transcurrido mas de una centuria. Tal estudio es sumamente
interesante puesto que han sido los animales de experimentacion los que han permitido
comprender los fendmenos que suceden en la intimidad celular. Es curioso observar que la
interpretacion de estos fendmenos se ha realizado en base a fragmentaciones de una
unidad estructural altamente organizada como es la materia viviente.

Asi los primitivos estudios fueron disecando al animal completo, ya -sea
estudiando los drganos o tejidos aisladamente, o produciéndoles enfermedades por medio
de drogas, estudiando la perfusion de Organos, la intimidad de sus tejidos, en sintesis, la
célula. En la actualidad el uso del microscopio electronico ha permitido comprender mas
a cabalidad algunos fendmenos que suceden en — las fracciones celulares, mitocondrias,
etc.

Esto nos permite comprender como el hombre ha estudiado en forma -analitica
las diferentes estructuras de la materia viviente, de manera que la comprension de la
unidad bioldgica tiene que estudiarse como una estructura influida por diversos factores
del medio interno (hormonas, sistema nervioso, enzimas, etc.), y que estd también
relacionada con los diversos estimulos del medio externo. En sintesis, podemos expresar
que los fendmenos metabdlicos en tejidos o células aisladas, no significan exactamente lo

que sucede en el organismo, ya --
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que no representan las condiciones fisioldgicas adecuadas en que éstos se efectian, por
lo tanto, podemos decir lo siguiente:

a) Que el mayor aporte al conocimiento de la materia viviente han
sido los animales de experimentacion;

b) Que los resultados obtenidos en el estudio de aquéllos, no son -
aplicables totalmente al hombre, pero si han permitido conocer
mas a fondo los hechos que ocurren en seres humanos;

c) Que el ideal de investigar el funcionamiento del organismo, es
tratar de Ilegar a conocer, en una forma evidente, la estructura, la
funcion y los factores que influyen en el organismo como
unidad bioldgica y social.

Esta breve introduccion nos permite entender la importancia que reviste el

Aparato de Warburg en los fendmenos metabdlicos que suceden en la — respiracion

celular como producciéon de CO2 y consumo de oxigeno en tejidos -aislados, normales y

patoldgicos.

Descripcion del Aparato

El Aparato de Warburg comprende;

El vaso

Manometros
Bafio termorregulador
Sistema agitador

rpoN P

1.- ElVaso: comprende

a) Compartimiento central, que puede usarse con o sin solucién de
KOH (en nuestro caso particular, en el cual determinamos el -
consumo de oxigeno, usamos dicha solucion).

b) Compartimiento principal o lateral, en el cual se introduce el -
homogenizado del tejido que se estudia.

c) Brazo lateral con una tapadera cilindrica, en el cual se puede —
colocar sustrato (succinato), o cualquier otra sustancia que se-
decida estudiar.



2.- Mandmetros:

Los mandmetros estan calibrados con los vasos respectivos, de manera que para
cada vaso existe una constante designada con la sigla kO2. El liquido que contienen los
mandmetros, generalmente es la solucion descrita por Brodie y tiene una gravedad especifica de
1,033, de tal manera que 10, 000 mm. son iguales a una atmosfera. Este liquido esta regulado por

un sistema valvular.

3.- Bano Termorequlado:

El aparato posee un termostato que le permite mantener la temperatura constante

(nuestro experimento se realizo a 38°C).

4. - Sistema Agitador:
Este sistema trabaja para mantener la fase liquida y gaseosa en equilibrio,

mediante oscilaciones en los mandmetros. (Para ilustracion véanse figuras 1y 2)

Método y Manejo del aparato de Warburg

En nuestras experiencias hemos utilizado homogenizados de higado de rata,
preparandolo de la siguiente manera:

1. Se sacrifica el animal con un golpe en la cabeza y se cortan las carotidas para
sangrarlo, inmediatamente se extrae el higado, pesan dolo sobre un papel filtro;
colocandolo en un recipiente se le afiade buffer 0.1 M. K2HPO4 con pH 7,5, de
manera que resulte una dilucion de 1:4 (4 mi. de buffer por un gramo de higado).
Una vez hecha la dilucidn se practica la homogenizacion en un aparato de -—
Waron Blendor. Por ejemplo: si el higado pesara tres gramos, este peso se
multiplica por cuatro, que serian los mi de buffer usados; el total es 12 mi. de
K2HPO4.

De este homogenizado se toma 1 mi. para colocarlo en el compar-
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timiento principal o lateral del vaso y otro mi, se utiliza para determinar el
peso seco de tejido.

2. Puesto que el CO2 producido por el metabolismo del tejido puede interferir en el
consumo de oxigeno, se utiliza 0.1 mi, de una solucion de KOH al 20% y se
coloca en el compartimiento central del vaso. -Inmediatamente después, se
introduce un papel filtro doblado en forma de acordedn, con el objeto de que se
empape del KOH que se ha -colocado anteriormente; de tal forma que el
liqguido no se derrame -en el compartimiento principal aun con cualquier
inclinacién de los mandmetros que se realizara, evitdndose de este modo que
el KOH altere totalmente el consumo de oxigeno que se esta verificando.

3. El sustrato utilizado en nuestra experiencia, es el succinato, el -cual esta en
una proporcion de 0.1 mM en 0.5 mi del mismo buffer pH 7.5 (podria Usarse
cualquier otro sustrato con la misma proporcién). La cantidad utilizada de
succinato es de 0,5 mi y es colocado en el brazo lateral del vaso.

4. En vista de que es necesario tener un volumen fluido (Vf) de 2 mi
es necesario agregar 0.4 mi del mismo buffer.

5. Resumen de las cantidades:

1.0 mi. de homogenizado

0.5 mi. del sustrato (succinato)
0.4 mi, del bufferpH 7.5

0.1 mi. de KOHal20%

2.0 mi. de volumen fluido total (V)

Una vez listos los vasos, se ajustan a los manometros en forma respectiva y se
colocan en el bafio termoregulado del aparato de Warburg, a una temperatura de
38°C; observando cuidadosamente que la llave superior se encuentre abierta. El
paso siguiente es colocar la rama derecha a un nivel de 250 mm. y se ponen los
barémetros en movimiento durante 5 a 10 minutos, para permitir que se calibren
(esto se realiza mediante un sistema de agitacion con oscilaciones generalmente de
60 por minuto. Una vez pasados los 10 minutos, se calibra la rama derecha a 250
mm. y se lee la rama izquierda habiendo cerrado previamente la Ilave superior de
todos los manometros, inclusive el termo-barometro (éste no lleva
homogeniza-do, pero debe tener el mismo volumen fluido total, registra los
-cambios barométricos en relacion con la temperatura). La lectura de la rama
izquierda sera la lectura 0, o inicial; obtenido el dato se pone inmediatamente a
trabajar el sistema de agitacion para poner los manémetros en movimiento.



7. A los diez minutos (no se abra la llave superior), se para el sistema de agitacion, se
lleva la lectura de la rama derecha a 250 mm. y se lee la rama izquierda.
Practicadas todas las lecturas, inclusive la del termo-baro
metro, se pone nuevamente el aparato en movimiento. A los 20 y 30 minutos se
tomardn las lecturas exactamente en la misma forma descrita para
los diez minutos. Parando cada vez el aparato sin abrir la llave superior.

8. Adicidn de sustrato (succinato). Realizadas las lecturas a los treinta minutos, se
abre la llave superior y se sacan cada uno de los manémetros
y con una leve inclinacion de los mismos se vacian del succinato que se encuentra en
el brazo lateral, vertiéndose éste a la cAmara principal en donde se encuentra el
homogenizado. (Es importante recordar que debe tener_ se sumo cuidado en que el
compartimiento del vaso central que contiene -KOH no se derrame sobre el
compartimiento principal). Practicada la adicion de succinato, se vuelven a
colocar los mandmetros con la llave superior abierta y se lleva la lectura a 250 mm
en la rama derecha, poniéndose el aparato en movimiento durante cinco a diez
minutos para permitir que se calibren los manometros. Ya calibrados los
mandmetros, se pone la rama lateral derecha exactamente a 250 mm, se cierra la
Ilave superior y se toman los datos en la rama izquierda; ésta area la lectura O, 0
sea la inicial. Para hacer la lectura siguiente, se hara en la forma indicada con
anterioridad. Existen por lo tanto, dos fases de treinta minutos cada una en nuestra
experiencia; la fase 1 sin sustrato (basal) y la fase 2 con sustrato. La duracién total
del experimento es de sesenta minutos, con intervalos de diez minutos.

9. Es necesario que la tapadera cilindrica del brazo lateral del vaso de Warburg, esté
cerrada cuando se trabaje; esto se obtiene colocandola de tal
manera que el orificio de ésta y del brazo lateral, estén hacia lados o-
puestos uno del otro. Una vez finalizado el experimento, se sacan los
manometros cerciorandose previamente que la llave superior de los
mismos esté abierta, puesto que de lo contrario el liquido de Brodie, puede caer
intempestivamente dentro de los vasos.

Calculo del Consumo de Oxigeno

Es necesario para determinar el consumo de oxigeno, comprender cOmo se registran
las variaciones de presion, por lo tanto, vamos a considerar dos procedimientos:

determinacion de las variaciones de presion y determinacion del consumo de oxigeno.



Procedimiento para determinar las variaciones de presién: Las variaciones de presion
registradas en el aparato, se realizan en una hora vy a intervalos de diez minutos, tabulandose
en una grafica especial (Véase Fig. No. 3), que contiene el tiempo en las ordenadas y las
variaciones de presién en las abcisas. Para mejor comprension vamos a dar un ejemplo:
suponiendo que tenemos una lectura inicial de 251 a los diez minutos se obtienen 252, la
diferencia es un aumento de 1 mm (el cual se representa como 4- 1), estas dos lecturas que
estamos tomando son las del termo-barometro sefialado como TB, (es importante recordar
que este vaso no tiene homogenizado). El mismo procedimiento se sigue para obtener las
variaciones de presion que se observan en los otros vasos que sf contienen homogenizado.
Los procedimientos se han hecho de tal manera que sean simultaneos. En nuestro experimento
se ha trabajado con tres animales, uno sefialado con la letra "N" que significa "normal™ (es
decir que no ha recibido ninguna droga). T4 que equivale a la rata que ha recibido tiroxinay
PCL que representa al animal que ha recibido Pentaclorofenol. Como los experimentos son
simultaneos, realizamos al mismo tiempo 2 N, 2 T4,y 2 PCL, con el objeto de que si existiera
alguna falla en uno de ellos nos queda el otro homogenizado.

Para la lectura inicial de uno de los vasos que contienen homogenizado, fue de 249, a los
diez minutos, la lectura nos dio 222, existe por lo tanto una disminucidon de presion en mm de
-27; a esta cantidad se le resta algebraicamente la variacion del TB (termo-barémetro), -27

- (4-1) es igual a -28, esto es la lectura para diez minutos, para veinte minutos seria:



252 mm. termo-barémetro, lectura anterior para diez minutos
252 mm. termo-bar6émetro, lectura presente para veinte minutos

0
Como en este caso no existid variacion en el termo-barémetro, la diferencia
es de 0.

222 lectura anterior para diez minutos
201 lectura presente para veinte minutos
21

Ladiferencia es de -21, en este caso no restamos algebraicamente el termo-barémetro,
porque la diferencia entre dos lecturas fue de 0. Se sigue este procedimiento hasta
completar los treinta minutos iniciales, terminando asi la fase 1 (sin sustrato). A partir
de este momento, se agrega el sustrato y se registran las variaciones de presion en la
forma anteriormente indicada, completdndose asi la fase 2 (con sustrato).

La suma de las variaciones de presién, registradas se designan con el nombre de h
neto; existen por lo tanto dos h neto, el de la fase 1y el de la fase 2. (Véase la

Figura No. 4).

Procedimiento para determinar el consumo de oxigeno: Una vez determinado el h neto,
en los célculos, tenemos que tomar la constante de los vasos, previamente establecida
(29). La constante se indica como kOg. EI producto del h neto y la constante, representa
el consumo de oxigeno (X02). Para poder expresar el consumo de oxigeno en microlitros

por hora y por miligramo de peso seco, se explica por la siguiente formula:

Qo = X0, x60x 1

t peso seco



Qo2 es igual a microlitros de oxigeno consumidos por hora y por miligramo de peso
seco; Xo0z es el producto del h neto y la constante kO2. Sesenta es el tiempo en minutos
(tiempo total que dura el experimento) y t es el tiempo en intervalos. El peso seco se
expresa en miligramos y se determina poniendo a desecar 1 ml. de homogenizado.

(\Véase figura No. 4).



APARATO DE WARBURG

Mandmetro, Vaso y Bulbo Lateral del APARATO DE

WARBURG



Fecha.

Temperat

ura

DETERMINACION DE Q%2

Nuestra Experimentador

Frecuencia. Gas

Manometros, Noe

Tiempo

TB N

N T4 T4 PCL

PCL

10

30

40

60

h neto

Ko,

:XOZ

Peso Himedo, mg.

Peso Seco,

mg.

Qo;

Q0, - X02 x _"0
[peso seco

1 (X022 =* hneto 3C ko,)




Fecha 7-1\V-66

Temperatura 38C

DETERMINACION DE Q°2
Muestra: _ Higado

Frecuencia:

60

Mandmetros No. 7

Experimentador: Almendares

Gas:  Atmosférico

Tiempo | TB N N T4 PCL PCL
0 250 250 250 250 252 252 249
10 252 221 221 224 228 219 215
20 253 196 196 200 212 205 197
30 253 180 177 178 200 194 188
40 251 250 250 251 252 252 248
249 209 201 177 180 190 186
242 163 150 103 115 126 122
50
245 119 101 37 51 66 67
60
h neto 73 76 75 61 64
125 143 198 195 180 175
ko, 1.44 1.42 1.46 1.38 1.39 1.55 1.42
X0, 103.66 | 111.49 106.5 76,78 88,08 91.20
17750 | 208.78 276.90 272.22 259.92 249.37
Peso himedo, mg.
Peso seco, mg 90 95 89
2.30 2477 2.24 1.61 1.97 2.04
Q°2 3.94 4.65. 5.82 5.73 5.06
Q%2 = X02 x 60 | (Xo2= hneto x ko2)
t Peso seco

Fig. No. 4,




Fecha: 20-V-66

DETERMINACION DE Q°2

Muestra: Higado

Experimentador; Almendares

Temperatura; 38°C Frecuencia:__60 Gas: _ Atmosferico
Manometros No. 7
Tiempo | TB N N T4 PCL PCL
Ta
o |251 |249 250 250 255 254 251
10 | 251 | 223 221 226 227 222 220
20 | 250 | 197 193 203 202 194 192
30 | 249 172 168 190 187 168 109
251 | 250 250 250 254 253 252
40 | 249 | 203 201 188 190 186 169
50 | 249 | 158 153 132 132 126 130
60 | 250 117 108 89 85 77 83
h neto ” 84 62 70 88 180 84
134 143 172 177 170
Ko2 [1.44 |1.42 1.46 1.38 1.39 1.55 1.42
112.1 | 123.32 88.04 97.72 127.07 117.7
-X02 244.24" ]
190.2 | 209.78 251.28 i55.58 242,25
Poso humedo, mg.
Peso seco, mg« 80 65.5 85
Qo; 2,93 2.98 7.72 6.01 2.8J-
4.53 4,99 3 5.7
7.72
Q°2 = Xo2x ( Xa2=hreox ka2)
t Peso seco

Fig.No,5
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VARIACIONES DE PRESION

EFECTO COMPARATIVO EN LAS VARIACIONES

DE CONSUMO DE OXIGENO (VARIACIONES DE

PRESION) POR HIGADC DE RATA NORMAL Y-

TRATADA CON Ty (DOSIS 2 MG DIARIOS POR -
6 DIAS)
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VARIACIONES DE PRESION

EFECTO COMPARATIVO EN LAS VARIACIONES

DE CONSUMO DE OXIGENO (VARIACIONES DE-

PRESION) POR HIGADO DE RATA NORMAL Y -~

TRATADA CON PCL (DOSIS 0.7 MG DIARIOS -~
POR SEIS DIAS)
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CAPITULO IV

EXPOSICION DETALLADA DE LOSEXPERIMENTOS

Se utilizaron ratas albinas, sexo masculino con un peso entre 150-200 gramos, puestas
en las mismas condiciones ambientales y sometidas a una misma alimentacion; las ratas se
marcaron con la letra N la normal, T4 la rata que recibi6 Tiroxina y PCL la rata que
recibié Pentaclorofenol; la alimentacion utilizada en este caso consistié en lo siguiente:
agua de las llaves publicas y alimentos obtenidos de la Fabrica Nacional de Alimentos
Concentrados, 3. A. Tegucigalpa, D.C., Honduras, C.A. Los ingredientes que
contienen: Maiz Amarillo, Afrecho de Trigo, Salvado de Trigo, Harina de Algododn,
Harina de Alfalfa Deshidratada, Harina de Pescado, Harina de Carne, Harina de Soya,
Harina de Ostion, Harina de Hueso, Sal Comun, Melaza, Vitamina A, Vitamina D3,
Vitamina E, Vitamina 83» Vitamina B2, Acido Nicotinico, Acido Pantotémico, Colina,
Cloruro, Manganeso, Zinc, Hierro, Cobre, Cobalto, Penicilina, Procaina, Acido
Arseniliico.

El Pentaclorofenol utilizado en la experiencia se prepard de un producto comercial
fabricado por Chapman Chemical Company, Menphis 3, Tennesse, U.S. A., que tiene

como ingredientes activos:

Inaredientes:

Activos:
Borax 62. 0
Pentacl 25. 3
Sal

el 4,5



Inertes:
Preventivos para eliminar
el esparcimiento del polvo 3.0%
Otro - 4.2%

Equivalente de 35% Pentaclorofenato de sodio técnico.

Conociendo comercial mente con el nombre de Permatox 10-S. En la obtencién del
Pentaclorofenol se coloc6d determinada cantidad de Permatox-10 S en un embudo de
separacién y se extrajo con éter, luego se evapord en un aparato especial extrayéndose el
residuo con una espéatula y luego guardandose. Se tomaron 5 mg de Pentaclorofenato de
Sodio y se diluyeron a 5 ml. de K2HPG4 a 0. 1 M. Ph9 y se inyectaron a las ratas 0. 7 mm.
que contiene 0. 7 rngs. diarios, durante 6 dias, al dia siguiente se sacrifica el animal y se
determina el consumo de oxigeno en los homogenizados de higado. La via utilizada en la
administracion del Pentaclorofenol fue intraperitoneal.

La Tiroxina que usamos fue L-THYROXINE SODIUM PENTAHIDRATE M. A. de la
Casa Mann Research Laboratories Inc., New York 6 N. Y. Se pesaron 10 mg. para diluirlos
a5 ml. de K2HPO4 0. 1M. Se inyectaron 1 ml. por via intraperitoneal diarios durante 0
dias (que equivalen a una dosis de 2 mg. diarios).

Nuestra investigacion comprende de un estudio comparativo utilizando cantidades
diferentes: 6 experimentos normales (que no recibieron ninguna droga); 6 experimentos en
los cuales se utilizaron 2 mgs. Diarios de TAy finalmente 6 en los cuales se utilizaron 0.
7 mgs. diarios de PCL. Realizdndose en las mismas condiciones ambientales y
fisioldgicas. Con el objeto de estudiar los efectos en dosis iguales se realizaron
experiencias en las cuales se administraron 2 mgs. diarios de T4y 2 mgs. diarios de PCL

en las mismas condiciones anteriores.



Se practicé estudio anatomo-patolégico de los animales sacrificados, no en-
contrandose alteraciones especificas (examinandose principalmente rifién, corazoén,
cerebro, diafragma; en este ultimo se encontraron algunos cambios inflamatorios
que fueron atribuidos a artefacto).

3e estudiaron las modificaciones de peso en rata, exponiéndose a
continuacion los cuadros respectivos:

Ratas que Recibieron (0.7Mqg. dePCL v 2Mg. T4

Experimento Peso inicial PesoFinal Diferencia
A (T4) 150 gramos 130gramos - 20
A (PCL) 152 " 149 -3
3 (T4) 150 " 140 " - 10
B (PCL) 150 " 151 " +1
C (Ta) 180 148 " - 32
C (PCL) 26 " 192 " - 8
D (T4) 169 " 139 " - 30
D (PCL) 200 " 190 " - 10
E (T, 175 " 138 " - 37
E (PCL) 15C 150 0

F (Ta) 165 " 150 " - 15

F (PCL) 178 " 159 " - 19




Ratas que recibieron 2 Mqg. de PCLy2 Mqg.de T, x 6
Dias Rata Normal

Experiment Peso inicial Peso Final Diferencia
G (Ta)

170 gramos 132 gramos - 38
G (PCL) 151 " 140 " -1
G (N) 170 " 180 + 10
H (T4) 160 132 - 28
H (PCL) 170 " 157 - 13
H (N) 150 7 162 + 12
1 (Ty) 153 " 144 ° -9
I (PCL) % " 160 " -6
L (N) % " 13 " + 33
1 (Ty) 14 " 16 " -38
I (PCh) m s .32
J(N) m o 0 +19
K (To) 7 " 1% " 41
K (PCL) 553 " 156 " +3
K-(N) 6 " m +14
L (Ts) 160 " " -39
L (PCL) 5 u " 1

L (N) 15 160 " +10




Como puede observarse, en el cuadro primero de dosis diferentes, existe una pérdida
de peso mayor para la tiroxina, con un promedio de 24 gramos, para el PCL una pérdida menor
de 6,83 gramos.

En el segundo cuadro, con dosis equivalentes para la tiroxina un promedio de 32 gm y para
PCL una pérdida de 10 gm., notandose que existe un aumento e-vidente de peso para las ratas
normales de 16.3 gramos.

En el Capitulo I11 de este trabajo, se explica en forma mas detallada el manejo del aparato
de Warburg y el método de los experimentos; para tener un concepto mas claro, acerca de las

variaciones de consumo de oxigeno, véase las graficas respectivas.



Analisis Estadistico de los Resultados de la Investigacion

Expongo a continuacion los resultados obtenidos durante el trabajo de
investigacion. Los ensayos experimentales se realizaron en dos fases, en la
primera fase se usaron dosis diferentes (T4 2mgrs. y PCL 0. 7mgrs. diarios por
seis dias) y en la segunda fase se usaron dosis equivalentes de dos miligramos
respectivamente. La variacion se realiza con el fin de demostrar que dosis
menores de 1 mgrs. producen alteraciones en el metabolismo hepatico (in-
vestigaciones realizadas por algunos autores informan que dosis de | mgrs. diario
seis veces por semana durante tres meses, en animales de experimentacién, no se
observan cambios de toxicidad cronica.) (12y 18). EIl empleo de dosis iguales es
con el objeto de demostrar si el efecto es similar en el consumo de oxigeno.

Resultados de experimentos con dosis no equivalentes (primera fase)

Generales:
Basales.
Normal Tiroxina Pentaclorofenol
2.37 2.97 1.69 DLso = 24,5magrs.
1.85 1.52 2.63 Dosis= 0.1225 mgrs.
2.11 1.87 1.74 (0.5% de DLxp)
2.39 3.00 2.42
2.93 1.82 2.19
2.47 2.24 2J34
14.12 13.42 12.71
Promedio X T 235 213 2.11

Con Sustrato

5.664 7.92 7.09
3.760 4,60 3.28
3.940 5.64 3.81
5.170 7.43 6.31
4.560 7.27 5.86
4.650 >.82 5.06 27,74

Promedio - X = 462 38.68 ... 3141 523



Resultados de experimentos con dosis equivalentes (segunda fase)

Especiales Bésales

2.22 3.02 2.26 DLso ~ 24. 5 mgrs
243 1.97 2.30 Dosis = 0,35 mgrs
2,10 2.57 1.43% deDL
212 (1.43% 50)
3.00 2.98
2.93 2.84 241
2.80 2.89 234
2.30
14.30 15.82 14.86
Promedio X = 2.46 2.63 2.47

Con Sustrato

5.42 7.15 6.5G
5.05 5.81 5.52
4.69 8.42 5.86
4,99 7.72 0.01
4.86 961 6.97
4.85 7.83 6.95
29,779 46.54 37.81
Promedio X = 4.96 7.75 6.30

Cuadro de promedios combinados de experimentos con dosis equivalentes y

no equivalentes.

Basa les Sustrato
Generales Especiales Generales Especiales
Normal 2, 35 2.46 4.62 496
T4 2. 13 2.63 6.44 775
PCL 2,11 2.47 5 23 6.30

Prueba de la Significacién de los promedios (Examen estadistico de lo Casual y no Casual)

El objeto de esta prueba es determinar si las diferencias del consumo de
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Oxigeno entre una rata normal y las otras tratadas con drogas, son estadisticamente
significantes. Las dos distribuciones son necesarias que provengan de un mismo universo
y como los experimentos son realizados en ratas de una misma cepa las dos colecciones
se ajustan a esta condicién.

El procedimiento seguido para dicho célculo es el siguiente: supongamos un
tanteo (x), como su promedio X y su dispersién S y con extension N (nimero de ensayos).

- Laférmula siguiente

t = S grado de libertad n -

t nos da la desviacién y n la extension mediante los cuales buscamos la probabilidad P en

las tablas de cualquier libro de estadistica

a b (a-h) (a-b)

S1 5.664 7.09 -1,426 2.0230
S2 3.760 3.28 +0.480 0.2300
S3 3.940 3.81 -0.130 0.0169
S4 5.170 6.31 -1.140 1,2996
Ss 4.56 5.86 -1.300 1.6900
Se 4.65 5,06 -0.410 0.1681
S(x) 4400 SK) 54176

N numero de experimentos
a ® Consumo de oxigeno de higado normal
b = Consumo de oxigeno de higado tratado con PCL

— 4.4
X =76 -0.733
Dispersion S° = 1 (S¥%) - X (%)
N-I
(SZ) = 1 5.4175-0.733 (SX)
6 -1
S = 0.2 (5.4175-3.225)
$* = 02 (21925) = 0.43850



Desviacion Estandard S = 0.668

Desviacion tipo del promedio S = 0.668 0.314

*2.44

Grado de libertad- n =6-1= 5

t . _ X = 0733 2.334
Sx 0.314

Este resultado nos da un limite de seguridad de 95%, cuando A ~ 2 ES el promedio es un 9S% del
valor real.

Con estos valores se busca en una tabla t (se encuentra en cualquier libro de estadistica) y se
encuentra que la probabilidad P corresponde o se encuentra entre los valores 0.05 y 01.02.

Si P es inferior a 0.05 vemos la diferencia como significativa. Si P es supe-
rior a 0.05, los resultados pueden tratarse de una verdadera casualidad.

En este caso se ha probado que el aumento de consumo de oxigeno en una ra-
ta tratada con PCL en comparacion con una rata normal, se debe a la accién real
de la droga y no a la casualidad.

Esta comparacion no podria haberse realizado si las ratas proviniesen de
diferentes cepas pues una de las condiciones para esta comparacion es que sean
en un mismo tipo de cepa para que nos de una aproximacién con un ligero error
de como si se tratase de una misma rata, en la cual se han hecho las dos determi-
naciones de consumo de oxigeno en forma normal y cuando se trata con las dro-
gas ya mencionadas.

Con este mismo procedimiento se compara el consumo de oxigeno del tratado
con tiroxina y la normal dandonos un P situado entre los valores 0.01 y 0.001

indicativo



de que las diferencias son significantes.

En la parte especial se usdé el mismo procedimiento, obteniéndose los resultados
siguientes, para el T4 se obtuvo un P situado entre 0,01 y 0.001 que corresponde
exactamente al obtenido en la fase general (esto tiene que ser asi pues se utiliza la misma
dosis). Parael PCL (cuya dosis es igual al de la tiroxina), dio un P situado entre 0/ 0.01
y 0.001. Estos datos demuestran ser mucho mas significativos que los obtenidos en la
fase general y ademads puede observarse que estos valores son iguales al de la tiroxina o
diciéndolo mejor: que sus P se encuentran entre los mismos limites.

Una vez probado que el aumento del consumo del oxigeno es significativo o sea que la
diferencia observada es debida a la accion de las drogas utilizadas en cada fase
experimental, necesitamos ahora comparar el aumento del consumo entre las dos drogas
usadas; usaremos para esto el mismo procedimiento anterior con el objeto de comprobar
que las diferencias entre los dos es casual o se aproxima a le casual o es poco
significativa, en cuyo caso esto indicara que ambas drogas tienen una actividad en iguales
dosis m&s o menos semejante en aumentar el metabolismo que se representa por el

consumo de oxigeno. En el caso de que fuera significativo

2

a b a-b (a-b)
S1 7.15 6. 50 -0.65 0.4225
S, 3.81 5.52 ---0.39 0.1521
S 3/42 5.86 -2.56 6.5536
S, 7.72 6. 01 -1.71 2.9241
Ss 9.61 6.97 -2.64 5.9096
Se 7.d3 8. 95 -0.68 2 0.7744

S(x) 883  S(x)16.8163



N numero de experimentos
a consumo de oxigeno en rata tratada con tiroxina

b consumo de oxigeno en rata tratada con PCL

X = 1471
Dispersion S ! (S - X (S)
N-I
§? = 1 (16. 8163 - 1.471 (8.83)
6-1
Sz = 0.765
S* = 0.874
Desviacion tipo del promedio Sx = _ 0.874
2.44
Sx = 0.358
t = 1471 = 4.10
0.385

P se encuentra entre los valores 0.01 y 0.001.

En este caso que la diferencia es significativa, interesa saber ahora a cuanto equivale
en actividad de tiroxina 2 mgrs. De PCL y utilizaré para ello la comparacion con un
coeficiente de regresion tipo.

El calculo de la concentracion relativa a la sustancia activa en el incognito (se llamara
asi al PCL) y en el Patron (se llamara asi a la tiroxina), se realiza suponiendo que los
valores medios de los efectos de ambas sustancias estan situadas en una misma linea recta
cuya inclinacion b tiene el valor encontrado experimentalmente.

La cantidad de sustancia activa di contenida en la dosis del incognito X1 sera:



-53
d2 = di + (my2 - myl)/b
X2 = 7.75= my2 T4

X = 6.30= my1 = PCL

d2 = 2.00 mgrs. Ta

b = 141 =775 - 6.30
di = Cantidad de Sustancias x

200 = x+7.75-6.3 /1.45
X =1
La explicacion grafica de la comparacidn con un coeficiente de regresidn Sea la ecuacion
delarectay = a+ bx, donde x ey representan las dos variables aes la ordenada al origen
b la pendiente o incremento de y por incremento unitario de x es evidente que X2 - Xl es
igual a la distancia my1 -A, la cual es a suvez my2 - my1 (2)
y = a +bx
7.75 =6.30 + 1.45x
7.75 - 6.30 = 1.45x
1.45 = 1.45%X
x =1
El resultado indica que 2 mgs de T4 hacen cuatro de Pentaclorofenol, las dosis
equivalentes para un aumento del metabolismo, representado para el consumo seria 4mg
de PCL y 2 mg. de T4, este resultado estd basado en los calculos estadisticos, falta
comprobar si estos valores corresponden en forma biolégica. Queda esta incognita para

futuras investigaciones.



CAPITULO V

RESUMEN GENERAL. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Pentaclorofenol, un dato curioso es que el Pentaclorofenol fue aislado en 1842 y la
Tiroxina en 1915; han transcurrido hasta la fecha actual mé&s de un siglo del
descubrimiento del Pentaclorofenol y cincuenta afios del aislamiento de la Tiroxina, lo

que nos indica que a pesar del tiempo no se tiene un conocimiento de la accion intima

Se han revisado cuidadosamente los distintos trabajos cientificos acerca del

de estas dos sustancias.

1. Resumen

Se describen los detalles historicos acerca del Pentaclorofenol

Se dan las consideraciones generales acerca de la estructura quimica
propiedades fisicas, vias de absorcidén, mecanismo de accion, efectos
metabdlicos y manifestaciones clinicas estableciéndose comparaciones
entreel T,y PCL

Se explica la accion desacopladora en la fosforilizacion oxidativa y
los cambios mitocondriales que suceden cuando se ha administrado
Pentaclorofenol y Tiroxina

Los animales de experimentacion fueron ratas machos con promedio
de 150-200 gramos

Se describe detalladamente el manejo y funcionamiento del Aparato
de Warburg, ddndose una explicacion detallada del procedimiento
y de los célculos del consumo de oxigeno

Se explican detalladamente los experimentos efectuados, trabajandose
siempre con la misma dieta y en las mismas condiciones ambientales,
Comprendiendo el trabajo dos fases experimentales: seis experiencias



en las cuales se trabajan a dosis diferentes PCL 0. 7 mg. y T4 2mg.; fase 2; en
la cual se establece comparacion con dosis de 2 mg. respectivamente de T4y
PCL.

g) Se practica estudio ana tomo patoldgico de los animales sacrificados, no
encontrandose alteraciones especificas

h)  Se realizan comparaciones estadisticas tabulandose los resultados y
obteniéndose las conclusiones generales

i) Se revisa la bibliografia sefialandose algunas conclusiones importantes
que discrepan con los trabajos de algunos autores.

Conclusiones

a) Primero se observoé franca pérdida de peso en los animales tratados con
Tiroxina, lo mismo ocurrié con los que recibieron Pentaclorofenol, en
un grado menor, pero significativo; las ratas normales aumentaron de
peso

b) Promedio de los experimentos Generales (0.7 mg. PCL, 2mg. T4 diarios
por seis dias)

Basal
Normal T4 PCL
2.35 2.13 2.11

Con Sustrato
4.62 6.44 5.23

c¢) Promedio de los experimentos Especiales (2 mg. T4 y PCL respectiva-
mente)

Basal
Normal T4 PCL

z

2.46 2.03 2.47



Con sustrato -56

Normal Ty PCL
4.96 7.75 6.30

d) Como puede observarse en los cuadros, el consumo de oxigeno en los animales
tiroxinizados, fue ligeramente mas alto que los que recibieron Pentaclorofenol; y
sumamente incrementado en comparacidn con los normales,

e) Se determina la actividad biolégica de manera que 2 mg. de T. corresponden a 4
mg. de Pentaclorofenol, desde el punto de vista del consumo de (Método Estadistico)

f) Se demuestra que existen cambios significativos con una dosis de G. 7 mg.
dato que esta en contra de los informes publicados por algunos autores en que
dosis de 1 mg. durante 15 semanas no producen cambios meta-télicos

g) Porimposibilidad de microscopio electronico tio se lograron poder estudiar los
cambios en la membrana mitocondrial producidos por la T4 vy
cotejarlos con el PCL.

h) Por imposibilidades técnicas, no fue posible publicar en esta fecha nuestro trabajo

sobre la eliminacion de carbono 14 en ratas tratadas con PCL y T4 (estudio que
saldra a publicacion en este afio)

Recomendaciones

a) Que los individuos sometidos a la exposicion, ya sea aguda o crénica por
circunstancias profesionales, tienen que ser estudiados previamente mediante
un examen metabodlico y clinico, sobre todo de rifion, higado y tiroides. Es
sumamente importante que no presenten deficiencias nutritivas (principalmente
en Riboflavina) y alteraciones en los Organos anteriormente sefialados

b) Que los individuos que manipulan el Pentaclorofenol deben de tener todas
las condiciones de proteccion de acuerdo con las recomendaciones que indican
las casas productoras y que se sefialan en los diferentes trabajos publicados (12,
18, 31), evitandose el contacto directo mediante ropas especiales, mascaras,
guantes, etc.

c) Desde el punto de vista de investigacion, es necesario que se llegue a un
estudio metabdlico del Pentaclorofenol para dar una explicacion mas sa-
tisfactoria aceres de su accion intima en la vida de los diferentes agentes que
atacan la madera, sobre su cualidad moluscocida, fungicida, etc.



Despertar la inquietud para que se realicen trabajos de experimentacion
acerca de los cuidados que deben tenerse sobre la madera, ya que ésta
representa una gran riqueza forestal en nuestro pais, sugiriendo la posibilidad
de preparar en el futuro un compuesto altamente potente como
fungicida, pero que constituya un menor peligro para la salud publica

e) El estudio del Pentaclorofenol revela un campo amplio en los mecanismos

bioquimicos que se verifican en la mitocondria  celular, y es posible que
realizando trabajos mas avanzados se llegue a entender algunos aspectos de la
accion de la Tiroxina, antibioticos y toxicos que son usados en la lucha contra
las diferentes especies biologicas que agreden al hombre.
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