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Al lector 

En el año de 1964 la Revista C I E N C I A ha alcanzado su vigésimo cuarto año de exis­
tencia, completando su Volumen X X / / / , y con este número da comienzo a su Tomo XXIV, 
en el que proseguirá el ritmo bimestral de publicación que tiene desde hace algunos años. 

La revista sigue siendo editada por un Patronato independiente, cuya presidencia des­
empeñó, durante más de veinte años, el distinguido Ing. Evaristo Araiza, pero el 7 de mayo 
pasado tuvo el sentimiento de ver desaparecer a tan prestigioso mexicano, y a partir de en­
tonces el Lic. Carlos Prieto lo sustituyó; al mismo tiempo pasó a formar parte de la Vice-
presidencia que quedó vacante el Dr. Ignacio Chávez, elemento muy valioso, que siempre ha 
mostrado un gran interés por ¡a vida de C I E N C I A , cuyo Patronato lo forman también el Dr. Ig­
nacio González Guzmán, los Ings. Gustavo P. Serrano, León Salinas y Ricardo Monges López, 
el Dr. Salvador Zubirán y los Sres. Santiago Galas y Emilio Suberbie. 

Es para mi un grato deber el hacer constar en este preámbulo los nombres de las perso­
nas que colaboraron el pasado año para que C I E N C I A haya podido seguir su pttblicación, en­
viando varias de sus aportaciones científicas o trabajos de otros órdenes, que llenaron las 
diversas secciones que integran la Revista. 

En la sección de Ciencia Moderna se han publicado cuatro trabajos de los Dres. Fran­
cisco Giral, de México; W. I. Taylor, de Nueva Jersey (EE. ÜU.); Gilberto G. Villela, de Rio 
de Janeiro {Brasil), y I'rofs. Alfredo Barrera, de México y C. E. Machado-AUison, de Cara­
cas (Venezuela). 

Los autores que remitieron trabajos para la sección de Comunicaciones originales fue­
ron los Dres. Luis Jiménez de Asúa y Antonio Martínez, ambos de Buenos Aires (Argenti­
na); Dr. José Cuatrecasas, de Washington, D. C, Dra. Angeles Alvariño, de La Jolla, Califor­
nia, y los Dres. Henry H. Hildebrand y Henry Compton, de Corpus Christi, Texas (los cuatro 
de EE. VU.); Dr. C. E. Machado-AUison, de Caracas (Venezuela) y los Dres. Graciela Leyton, 
M. T. Meléndez y Emilio Contreras, los tres de Santiago (Chile) y de México, D. F., los 
Dres. A, Oriol Anguera, A. Folch y P¡, Fred A. Kincl, A. Maqueo, L. Herrera Lasso, Alfre­
do Citaron Santisteban, Jorge Rzedowski, Alfredo Gutiérrez López, Armando Nava Rivera, 
Francisco Giral y Cándido Bolívar Pieltain; Ing. Jorge Hendrichs; los Bióls. A. Barrera, Hum­
berto Chávez, A. Solórzano, Y. López, J. Alvarez, T. Cortés; los (¿uims. Consuelo Hidalgo, 
Angela Sotelo y Fidencio J. Nava; los Q. B. P. Federico Fernández Gavarrón, L. Bemol Díaz, 
R. Pérez Herrera, Beatriz A. Alva y Guillermo Romero. 

En la Sección de Ciencia Aplicada del Q. B. P. Xorge Alejandro Domínguez, Fidel Vi­
lla rrc al, Beatriz E. de Alva, Guillermo Romero, Raúl Franco O., Paulino Rojas, Arturo Eli-
zondo, Jorge Valenzucla, Elsa Guajardo, todos ellos de Monterrey, N. L. 

Por último la Sección de Terminología ha publicado tan sólo un trabajo del Prof. Mo­
desto Bargalló. 

Con carácter internacional ha aparecido el primer trabajo de la serie "Miscelánea so­
bre Flora tropical", que dirige el botánico Prof. José Cuatrecasas, de Washington, D. C. 
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Se han publicado en Ciencia una noticia biográfica del Ing. Evaristo Araiza y las in­
tervenciones completas de la Ceremonia de Conmemoración del Segundo Centenario del Na­
talicio del ilttstre Mineralogista Don Andrés Manuel del Rio (1764-1949) en la que toma­
ron parte los Sres. Lic. Carlos Prieto y Dres. Manuel Sandoval Vallarla, Modesto Bargalló y 
Arturo Arnaiz y Freg. 

En 1964 C I E N C I A ha tenido de nuevo el aptryo de diversas entidades entre las que cabe 
señalar en lugar preeminente el Banco de México, que le fue concedida por el Sr. Rodrigo 
Gómez y su Consejo de Administración; la Compañía Fundidora de Fierro y Acero de Mon­
terrey, cuyo consejo de Administración preside el Lic. Carlos Prieto y de cuya Gerencia es­
tuvo encargado el Ing. Evaristo Araiza t; la ayuda de la Universidad Autónoma de México, 
que le fue dada por su Rector Dr. Ignacio Chdvez. La secretaría de Salubridad y Asisten­
cia Pública, por el Secretario Dr. José Alvarez A mezquita, y el Banco Nacional de México, 
por su Director General Señor Agustín Legorreta. También ha tenido la Revista la ayuda 
de varios laboratorios médico-farmacéuticos como Ciba, Productos Roche, Iqfa, Comercial 
Ultramar, Laboratorios Dr. Zapata, así como la de la Librería Internacional. 

La redacción de la Revista ha estado formada por las siguientes personas: Ing. Rafael 
lllescas Frisbie, Dres. José Puche Alvárez, Guillermo Massieu, Alfredo Sánchez Matroquin, 
Manuel Sandoval Vallarla y Antonio García Rojas, a los que se suma el Vicedirector, de 
C I E N C I A , Dr. Francisco Giral. 

Se ha trasladado la Revista al nuevo local de la Academia Hispano Mexicana, situado 
en la calle de Sena núm. 87 (México 1, D. F.), por amable cesión del Director de dicho 
centro, Ing. Lorenzo Alcaráz. 

De nuevo ha colaborado en la redacción y edición de la Revista el personal de secre­
taría y administración. 

Por último, desea expresar el Patronato su agradecimiento a la Editorial Muñoz, S. A., 
que ha seguido encargada de la impresión de la Revista, cooperando a que conserve sus ca­
racterísticas tipográficas. 

C . B O L Í V A R Y P I K I . T A I N 

México, D. F., 10 de junio de 1965. 



J O S E 

In ine i noi i a in 

G I R A L P E R E I R A 

(1879-1962) 

C I E N C I A dedica este volumen como homenaje postumo a D. José Giral Pereira, catedrá­
tico de las Universidades españolas de Salamanca y de Madrid, Rector de la Universidad 
de Madrid, profesor del Instituto Politécnico Nacional de México y de la Universidad Na­
cional Autónoma de México. Nacido en Cuba, ciudadano español, fallecido en México, fue 
un genuino representante de una vida cultural hispanoamericana integral. De vida política 
intensamente activa en el campo del liberalismo y de la democracia, coordinó esa actividad 
con una fecunda labor universitaria y científica como para poder caracterizarlo de huma­
nista científico y de universitario humanista. 

Sus discípulos, mexicanos, españoles y españoles mexicanizados, en las distintas activi­
dades a que irradió su estimulo docente —farmacéuticos, químicos, médicos y naturalistas— 
se asocian con estas contribuciones al recuerdo de D. José Giral Pereira. 
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Biografia de J o s é Girai Pereira 

Nacido en Santiago de Cuba el 22 de <K i l i ­
bre de 1879, cuando Cuba era provincia espa­
ñola, es trasladado muy n i ñ o a Madr id donde 
se cría y educa. 

Bachiller en el Instituto del Cardenal Cis-
ñeros, cursa en la Universidad de Madr id las dos 
carreras de Farmacia y de Ciencias Físico-Quí­
micas, en las Facultades correspondientes, obte­
niendo los respetivos t í tu los de licenciado en 
cada una de las dos carreras (1902) y los de Doc­
tor en Farmacia (1903) y en Ciencias Físico-
Químicas (1904), todos los cuatro con premio 
extraordinario. 

Inició sus actividades docentes como profe­
sor auxiliar en la Facultad de Farmacia de Ma­
dr id y como encargado de prácticas de qu ímica 
en la Facultad de Ciencias Madr i leña ; en 1905 
a lcan/ó por oposición la cátedra de Química 
Orgánica en la Facultad de Ciencias de la U n i ­
versidad de Salamanca. 

Durante casi Mi años desempeña dicha cá­
tedra viviendo intensamente la vida universita­
ria de la más vieja Universidad de habla espa­
ñola y una de las más antiguas del mundo, pre­
cisamente en una cjxHa de gran actividad inte­
lectual española , bajo el rectorado de D . Miguel 
de Unamuno, a quien pronto le liga una estre­
cha amistad superior a la devoción de catedrá­
tico con estrechas afinidades intelectuales como 
liberal y humanista. 

Trasladado a M a d r i d como excedente volun­
tario en 1921 es nombrado director de la sección 
de Química del Instituto Español «le Oceano­
grafía, y en 1927 vuelve a ingresar en el escala­
fón universitario activo al obtener, por nueva 
oposición, la cátedra de Química Biológica en 
la Universidad de Madr id , cá tedra adscrita a la 
Facultad de Farmacia en cuyo doctorado es co­
m ú n a los doctorados de Ciencias (Químicas y 
Naturales) y de Medicina. E n 1931, al procla­
marse la Repúb l i ca en España, es nombrado 
Rector de la Universidad de Madr id . 

Interrumpida su actividad universitaria en 
diversas ocasiones, por ra/ones de orden polí t ico, 
se corla definitivamente en España al t é rmino 
de la guerra en 1939 y, trasladado a México, 
reanuda sus actividades científicas y universita­
rias, primero en el Instituto Poli técnico Nacio­
nal (1939 a 1945), Escuelas de Ciencias Biológi­

cas y de Medicina Rura l , como profesor de Quí­
mica Biológica, para terminar como profesor de 
carrera, categoría A (tiempo completo), en la 
Escuela Nacional de Ciencias Químicas de la 
Universidad Nacional Au tónoma de México 
(1948-1962). E n 1944 fue invitado en la U n i ­
versidad de Nuevo León (Monterrey) para di­
rigir investigaciones y dar un curso especial de 
química de alimentos. 

Durante le etapa de vida española desarrol ló 
una variada actividad profesional, como farma­
céutico y como qu ímico : además de la mencio­
nada actividad como químico oceanógrafico 
(1921-1931), fue q u í m i c o del Laboratorio Cen­
tral de Art i l ler ía (1902), ensayador de metales y 
fiel contraste marcador de oro y plata (1912), 
Presidente del Colegio de Farmacéuticos en Sa­
lamanca (1910) y en Madr id (1927), presiden­
te de la Asociación Española de Químicos (1904), 
q u í m i c o del Laboratorio Munic ipa l (1903) y tu­
vo farmacia abierta en Salamanca y en Madr id 
desde 1910 hasta 1932. 

Entusiasta del entendimiento internacional 
en todos los órdenes, tuvo el honor de llevar la 
representación de España en numerosos Con­
gresos y reuniones internacionales sobre los te­
mas variados de sus actividades profesionales o 
científicas. Delegado de España en la Unión In­
ternacional de Química pura y aplicada, repre­
sentó a España en los Congresos de Bucarest 

(1925), Fiiadelfia (1926), Varsovia (1927), L a 
Haya (1928) y Lieja (1929), habiendo sido uno 
de los organizadores del I X Congreso que tuvo 
lugar en M a d r i d (1934). Delegado de España 
en la Comisión Internacional para la explora­
ción científica del M a r Medi terráneo, con sede 
en Monaco, y delegado en el Consejo para el 
estudio científico internacional del mar, con se­
de en Copenhague, tuvo que acudir en varias 
ocasiones a las reuniones internacionales sobre 
cuestiones oceanógraficas que se verificaron en 
esas sedes o en otras capitales como Praga (1927) 
y Estocolmo (1930). 

En su estancia en América, como consecuen­
cia de sus actividades científicas, fue designado 
Doctor "honoris causa" o profesor extraordina­
rio, en las siguientes Universidades de México: 
Micho.K .in (Morel ia) , Nuevo León (Monte­
rrey) , Guanajuato y Guadalajara, así como en 



estas ouas de países hispanoamericanos: L a Ha­
bana (Cuba), Pueno Rico, Panamá, Central de 
Venezuela (Caracas), Nacional de Colombia 
(Bogotá) y Nat ional Mayor de San Manos (Li ­

ma, P e r ú ) . 
Otro MpectO de sus actividades profesionales 

fue el habci practicado constantemente los aná­
lisis químicos —en laboratorios anejos a las far­
macias— lo mismo clínicos que técnicos, por su 
doble condición de farmacéutico y de químico. 
Entre la variedad de análisis practicados desta­
can sus estudios completos —químico, bioquími­
co, físicoquímico y bacteriológico— de las si­
guientes aguas mineromedicinales de balnearios 
españoles: Valdela/ura (Plasencia, 1910), Mogro-
vejo (León, 1912), Huerta de la Pan i l l a (Ba­
dajoz, 1914), Mol inar de Carranza (Santander, 
1925) y Vallequillas (Madrid, 1926). 

De formación científica netamente española, 
fueron sus maestros más directos D. Eugenio 
Piñerúa en la Facultad de Ciencias y D. José Ro­
dríguez Carracido en la de Farmacia, si bien 
tuvo oportunidad de completar su formación 
con la sola influencia internacional derivada de 
una pensión en París (1905-1906) de la Junta 
para Ampliación de Estudios de Madr id , que le 
permit ió estudiar en la Sorbona con Augusto 
Béhal. Por ello, quedó siempre muy influido 
pul la cultura, francesa en todos los sentidos. 

Cuando, más tarde, se dedica intensamente a 
la Química Biológica, el b ioquímico internacio­
nal con quien mantiene contacto más estrecho 
es otro francés, Gabriel Bertrand, del Instituto 
Pasteur. 

Más que los influjos directos de otros maes­
tros, españoles o franceses, en su actividad pesó, 
sobre todo, su esfuerzo personal, casi como para 
adjudicarle la condición de autodidacto, por lo 
menos en forma preeminente, ello, aunado a las 
exigencias de la vida profesional, le llevaron a 
desplegar actividades científicas y docentes su­
mamente variadas, que se manifiestan en sus pu­
blicaciones. Pero aunque fuese para ocuparse 
de química orgánica, de análisis químico, de 
química inorgánica o de química biológica, un 
tema central le atrae desde el comienzo: la ali­
mentación humana como base de un bienestar 
social. De ahí que se dedique principalmente al 
estudio de los alimentos desde distintos ángulos 
y con diferentes técnicas. 

Su p r imen publicación en forma de libro 
así lo indica, a pesar de que es un joven profe­
sor de Química Orgánica: "Rac ión alimenticia 
desde los puntos de vista higiénico y social" 
(Edit. Adrián Romo. 368 págs. Madr id , 1912), 

obra premiada jx>r la Academia de Medicina. 
Después publica otros libros: "Análisis orgáni­
co funcional (Edit. Victoriano Suárez, 636 págs. 
Madr id , 1914) ; "Tratado de Química Orgánica 
pura y aplicada a las ciencias médicas" (Toledo, 
1926-1928, dos tomos, 356 y 595 págs.; el tercero 
de este tratado fue escrito por el Prof. Obdul io 
Fernández) ; "Fermentos" (Edit. L a Casa de Es­
paña, México, 1940, 239 págs.) a más de diver­
sas traducciones. 

Sus trabajos originales en España se publi­
caron en los Anales de la Sociedad Española de 
Física y Química, en la Revista de la Academia 
Nacional de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales 
y en las Actas de Congresos de la Asociación Es­
pañola para el Progreso de las Ciencias. De esa 
época son también algunos trabajos publicados 
en los Comptes Rendus de l 'Académie des Scien­
ces, de París, en el Bullet in de la Commission 
internationale pour l'exploration scientifique de 
la mer Méditerranée, de París, y en los Rapports 
et Procès Verbaux du Conseil Permanente in­
ternational pour l'exploration de la mer, de Co­
penhague (Dinamarca). De esa época europea 
son los siguientes trabajos sobre química orgá­
nica: sobre la Reacción de Grignard, electro-
combustiones orgánicas. Cloruro de aluminio co­
mo agente de condensación (1908), sobre el car­
bono tetraédrico, Combinaciones organomagne-
sianas mixtas. Síntesis de la forona y de la iono-
na (1909), Consideraciones estereoquímicas 
(1911), Cálculo de isómeros de posición (1913), 
Difenilmetilcarbinol, carbonil - ferrocianuro 
(1915), Nitratos insolubles de bases orgánicas 
(1921, 1924), Acción de la hidroxilamina sobre 

los nitroprusiatos (1923) ; sobre análisis quími­
co: Medio fácil de reconocer el plomo en lato­
nes y bronces (1904), Sobre la reacción Legal de 
las acetonas (1909, 1920), Nuevas reacciones co­
loreadas del gas hidrógeno (1912), Análisis cua­
litativo orgánico con aplicación de magnesio, 
Marchas analíticas sin gas sulfhídrico (1913), 
Acción de los nitroprusiatos sobre los sulfuros, 
Acción de los hidratos alcalinos sobre los nitro­
prusiatos, Nuevas propiedades analít icas de los 
nitroprusiatos (1915) ; sobre química del mar: 
Infonne sobre el crucero del Averrocs en la Ba­
hía de Algeciras (1922), Informe sobre el agua 
normal y sobre la materia orgánica en el agua 
del mar (1924), Informe sobre el crucero del 
Almirante Lobo (1923, 1924), Fosfatos y com­
puestos nitrogenados en el agua del mar (1928, 
1930), Las tablas hidrográficas de Kmídsen, el 
agua normal y los límites de error en los análi­
sis de agua de mar (1923), Empleo de cloruro 
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de sodio como p a i l ó n en la dosificación de ha­
lógenos en el agua de mar (1923), Determina­
ción de su Ha los en aguas de mar (1924) ; sobre 
bioquímica y productos naturales: Cálculo de la 
ración alimenticia media por habitante en Es-
paña (1915), Extracción y estructura de la al-
gina (1928), Estudios sobre algas españolas 
(1929). Los mucígenos (1929). C r i d a de la de­

terminación del índice de yodo en grasas (1930) . 

Sus trabajos de investigación en México apa­
recieron, en su mayor parte, en esta misma re­
vista C I E N C I A de cuyo Consejo de Redacción 
formó parte desde su comienzo, y la mayor parte 
de ellos han sido dedicados al estudio de ali­
mentos mexicanos: Treonina en maíz y deriva­
dos (1941), Nuevas reacciones y cuanteo de ti-
rosina (1949), Sobre la reacción de Carr-Price 
de la vitamina A (1952), Reacciones coloreadas 
de triptofano con aldehidos (1950), Treonina 
en alimentos mexicanos (1949), Tr iptofano y 
uiacina en maíces híbr idos mexicanos (1952) y, 
en una ocasión, realizó un estudio b ioqu ímico 
sobre un alimento sudamericano, el paiche ama­
zónico (1951). De todos modos, su labor más 
intensa no se ha difundido muy ampliamente 
por haber quedado en forma de tesis y no ha­
ber pasado a revistas de mayor difusión a j>esar 
de contener muchas de ellas datos au tén t i camen­
te originales. Por ello, vale la pena clasificar 
cuando menos los temas tratados en las casi 150 
tesis que di r ig ió en México. Excepto las prime­
ras, llevadas a cabo en el Instituto Poli técnico, 
sobre alimentos mexicanos (1941-1944): com­
puestos nitrogenados del maíz, estudio q u í m i c o 
y b ioqu ímico de la patota (Enterolobium (yclo-
carpum) y compuestos hidrocarbonados del 
maíz , la mayor parte fueron realizados en l a 
Universidad (Escuela de Ciencias Q u í m i c a s ) . A 
con t inuac ión se da una relación de los temas 
agí upados por afinidades. 

Sobre alimentos mexicanos: Tr iptofano en 
alimentos mexicanos, Ti ros ina en alimentos me­
xicanos (1948), L a levadura de cerveza como ali­
mento humano (1949) tema que había empeza­
do a tratar durante su breve estancia en la U n i ­
versidad de Monterrey (1944); Treonina en la 
a l imentac ión y su cuanteo; Estudio de aguar­
dientes de la región de Parras (Coahui la) , es­
tudio de inositoles; Lipofanerosis en harinas y 
en levaduras, Estudio b romato lóg ico y social de 
pescados comestibles mexicanos, Ac ido glutámi-
co y derivados (1950), Diferenciación de azúca­
res de mezcla, Asparraguina en legumbres, ob­
tención de Usina y propiedades, Estudio com­

parativo de cenizas de maíces. Estudio compa­
rativo de leche humana y de vaca, índice de 
Crismer en mantequillas, Cuanteo de cistina y 
cisteína, Cuanteos de flúor en bebidas mexica­
nas, Composic ión comparativa del pienso y de 
la leche de vaca, Cuanteo de flúor en alimen­
tos sólidos mexicanos (1951), (ai.unco de co­
bre en alimentos mexicanos, Cuanteo de bromo 
en alimentos, aguas y sangre, Extracción de zeína 
y cuanteo de aminoácidos , Obtenc ión de tirosi­
na y triptofano de caseína, Cuanteo de cobalto 
en alimentos mexicanos, Cuanteos de yodo en 
aguas marinas, sangre y alimentos, Cuanteos de 
magnesio en alimentos mexicanos (1952), estu­
dio b ioqu ímico del huevo de las aves, fosvitina, 
Cuanteos de l i t io en aguas y bebidas mexicanas, 
Cuanteo de boro en alimentos mexicanos (1953), 
Extracción de aminoác idos de escamas de peces 
mexicanos (1955); Separación de azúcares de 
melazas por disolventes, Extracción de grasas 
por nuevos métodos (1957), Esteres olorosos y 
esencias de frutas. Estudio de la dihidroxifenil-
alanina; Vi tamina C en alimentos mexicanos 
(1958), Ob tenc ión de ácido g lu támico a partir 

de residuos industriales. Ácidos grasos con do­
ble enlace. Estudio del residuo del barbasco 
(Dioscorea composita) previamente ex t ra ído 

con alcohol, Aprovechamiento de mieles residua­
les de azúcar y usos del ác ido saca rico (1959). 

Sobre productos naturales: Hormonas tiroi­
deas y prote ínas yodadas (1950), Estructura quí­
mica de la goma de nopal, Ureasa en semillas 
mexicanas, Ti ros ina en cabellos humanos, Ex­
tracción y propiedades de emulsina y beta-glu-
cosidasa (1951), Obtenc ión y estudio de ácido 
g lu támico y de acidol, Formaldeh ído en plan­
tas, O b t e n c i ó n y estudio del ácido g lucurónico . 
Obtenc ión y estudio de glucosamina (1952), A c i ­
do algínico de algas, Obtenc ión de rutina de 
plantas mexicanas (1953), Estudio químico de 
la cera de Campeche, Acido aconítico de las mie­
les azucareras; Cúrcumas y curcuminas mexica­
nas, Extracción y estudio de globulinas de se­
millas mexicanas (1955); Obtención y aplica­
ciones de lactosa y galactosa (1956); Extraccio­
nes de xilosa y arabinosa; Aplicación de citrales 
a la síntesis de vitamina A (1957), Derivados y 
aplicaciones del ácido levulínico (1959). 

Sobre compuestos orgánicos y farmacéuticos 
(en su mayor parle, monografías revisando, com­
probando o mejorando métodos de obtención o 
de aná l i s i s ) : Atofán, ácido canfosulfónico 
(1949), A N T U (1950), anestésicos del ácido p-
aminobenzoico, tiouracilo, h id róx ido de tetra-
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metilamonio, u i r i .mo, y derivados, hl.nl.m 
(1950), dicumarol, doroxona, un detergente al-

cohilsulfónico, dimedona, ninhidrina (1951), 
aldehido sali< ílico, beu /o ína , difenilglioxima, 
CUprón, aluminones, uipagina y ñipa sol, salvar­
se n, ácido fenilacético, formamida, ácidos cloro-
benzoicos, coloides de plata, hromural y análo­
gos a partir del fusel, síntesis de valina a partir 
del fusel, pemaeritritol, lenacetina, guayacol, tri-
tilo, fluoresccína y eosina, ácido a-naftalenacé-
tico, aloxana, magnesones, sacarina y edulcoran­
tes, antipirina, lluoracetato de sodio, ácido gen-
tisfnico, conteben, adalina y veronal (1952), es­
tova í na, sulfato de celulosa, novocaína, hyamina, 
ftalocianinas (195.1), mouobencilhidroquinona, 
mercaptobenzotiazol, nuevos antituberculosos, 
ácido dit iocarbámico, ftalocianinas metálicas, 
dioxano como disolvente, B A L (I955), carbona­
to de etileno como disolvente, ftalocianinas sin 
metal, Nbromosuccinimida, xantona y xanthi-
drol (1956), mercurocromo, hexilresorcinol, dia-

cetilo, A N T A B l ' S (1957), trasentina, ácidos clo-
robenzoicos (1*158). 

Sobre análisis químico, clínico, bioquímico y 
¡armacéutico: papirografía de part ición (1950), 
la .uní im,i y sus aplit aciones analíticas, cuanteos 
de stdfas (1951), calcio y potasio en sangre, ca­
racterización de esteroides y hormonas sexuales, 
cuanteo de glicerofoslatos, diferenciación en san­
gre de sulfas y A P A B - estudio comparativo de ín­
dices de yodo (1952), secuestrantes y sus aplica­
ciones, reactivos de Schiff y aplicaciones, ácido 
selenioso como reactivo en química orgánica, 
cuanteo de fibra cruda, aplicaciones del mé todo 
papirográfico, nuevas aplicaciones de la antrona 
como reactivo (1953), nuevas aplicaciones del 
reactivo sulfoseleníoso, reactivo de Nessler, aná­
lisis completo del agua mineral de Lourdes (San 
Luis Potos í ) , cuanteo de azufre por vía h ú m e d a 
(1955) , estudio crítico del método de Kjeldahl, 
(1956) , sobre el l íquido de Fehling, determina­

ción y el iminación de tiofeno en petróleo (1957). 
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Comunicaciones originales 

R E P E T I C I Ó N D E L A C I D O R I B O N U C L E I C O D E V I R U S * 

por 

S E V E R O O C H O A , 

Departamento de Bioquímica. 
Escuela de Medicina de la Universidad de 

Nueva York, Nueva York. N. Y. 

L a información genética de las células y de 
los virus con A D N está contenida en el A D N y 
se transmite a la progenie |x>r repet ic ión de 
dicho compuesto. E l mensaje del A D N es trans­
ferido a la maquinaria celular que lahrica la 
prote ína ¡x»r medio de un proceso de trans­
cripción, en el cual se produce una cadena de 
A R N complementaria a una de las dos que ori­
ginalmente forman el A D N . L a información 
captada por el A R N mensajero es traducida 
cuando dicho mensajero, previa un ión al ribo-
soma, actuando como un molde, dirige la co­
locación de los aminoác idos por formar una 
cadena de po l ipép t ido según una secuencia de­
terminada. Las tres etapas referidas: re¡xM¡ción, 
t ranscripción y t raducción, se representan es­
quemá t i camen te en la Figura 1. 

Cuando una célula es invadida por el ác ido 
nucleico de origen viral , lo que ocurre a con­
t inuación depende de que dicho ácido nucleico 
sea A D N o A R N . En el primer caso, el A D N vi-

• 1.a presente revisión está basada en una serie de 
trabajos de este laboratorio (ver Bibliografia), en los 
diales pueden encontrarse las referencia! a los trabajos 
de otros laboratorios. Fue presentada primeramente como 
una de las contribuciones a la Sesión Plenaria Final 
sobre "Ácidos Nucleicos, Virus y Genética en relación 
con el Cáncer", durante la Quima Conferencia Nacional 
acerca del Cáncer, celebrada el 19 de septiembre de 190-1 
en Filadelfia, en ocasión del Bicentenario de la F.scuela 
de Medicina de la Universidad de l'emilvania. 

viral es transcrito, posiblemente por medio de la 
nucleotidil t r a n s í a asa del huésped y da origen al 
A R N mensajero vi ra l . Este úl t imo dirige la sín­
tesis de las prote ínas del virus, p.ej. las de la 
cubierta y las en/imas necesarias para la mul­
tiplicación de dicho virus. E n algunas ocasiones 
el A D N del hucs|x*d puede inutilizarse por efec­
to de alguna piote ína producida en las primeras 
fases tle la infección por el virus, con el resul­
tado de que de all í en adelante las piote ínas del 
virus son las únicas sintetizadas por la célula, 
o por lo menos las que se forman predominan­
temente. 

En el caso de los virus constituidos por A R N , 
dicho compuesto integra el material genético y 
contiene la información necesaria para elaborar 
las prote ínas y enzimas virales requeridas para 
la mul t ip l icac ión . Existe evidencia de varias 
fuentes en el sentido de que la repet ic ión del 
A R N viral no requiere la mediación del A D N 
del huésped. Asi . la actinomicina D , la cual in­
hibe la síntesis tle A R N dependiente de A D N , 
evita la mult ipl icación de virus con A D N ; pero 
carece de efecto sobre la de aquéllos que contie­
nen A R N formado ¡x>r un solo hilo, p.ej. los 
virus i lc la polio y del Mengo, el fago MS2 y 
otros. Esto sugiere que, o bien las células del 
huésped contienen enzimas capaces de re|x?tir 
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el A R N , o que bajo la dirección del A R N viral 
(Fig. 1), dichas células sintetizan "de novo" las 
enzimas necesarias para la formación de la ré­
plica del referido A R N vira l . 

En varios laboratorios ha podido demostrar­
se que la infección de células susceptibles con 
virus animales o bacterianos que contienen 
A R N , conduce a la formación de enzimas de 

teriormente Montagnier y Sanders habían des­
crito la formación de dobles cadenas de A R N 
" i n vivo" en células de ascites infectadas con 
virus de la encefalomiocarditis. E n tiempo más 
reciente y en varios laboratorios se ha observado 
el mismo fenómeno siguiendo a la infección de 
células susceptibles con virus bacterianos y ani­
males. 

A M I N O Á C I D O S 

PROTEÍNAS 
P R O T E Í N A S 

VIRALES 

A R N V I R A L C A P S U L A S 
I 

Fig. I .-Diagrama que ilustra el mecanismo de rxpresió 
que contienen ARN (5). R. replica del ADN; T, trans 
ARN mensajero (ARN-m); V, traducción del mensaje d 
la célula. Dicho mecanismo también traduce el mensaj 
otros, los "facsímiles;" para la síntesis de las siibunidadc 
las enzimas v.gr. la ADN sintetasa necesaria para la r 
presentadas jjor el tubo negro inferior. Abreviaturas 
adenosina, guanosina y ritidina; I I I ' . dATP, dGTP. d 

desoxiguanosina 

síntesis del A R N que no existen en la célula 
con anterioridad a la inoculación. E l bacterió­
fago MS2 induce la síntesis de una nueva en­
zima en Escherirhia coli, la sintetasa del A R N , 
la cual puede copiar el A R N de MS2 " in vitro". 

Siguiendo a la incubación de la ARN-sinte-
tasa purificada parcialmente en presencia de los 
trifosfatos de ribonucleósidos marcados con C 1 4 , 
parte de la radiactividad que se incorpora en 
los productos insolubles en ácido es localizada 
en moléculas de A R N de doble hilo. De dichas 
dobles cadenas, la mayoría de las recién sinte­
tizadas y marcadas con C 1 4 , son del mismo tipo 
que las originales del A R N del MS2. Además, 
después de la infección de £ . coli con fago MS2 
marcado con P 3 2 , los hilos de A R N - P 3 - iniciales 
son convertidos en una forma de doble cadena, 
indistinguible del A R N - C 1 4 obtenido en los ex-
perimentos " in vitro" con la A R N sintetasa. An-

V I R U S 

n de la información genética en las células y en los virus 
cripcíón del mensaje del ADN mediante la síntesis del 
el ARN-m por el mecanismo de síntesis de proteínas de 
e del A R N viral (mensajero viral), el cual contiene, entre 
s de la cubierta proteíniea viral (cápsulas), así como de 
(-petición tlel mensajero viral, fritas enzimas están re-
: l l ' l l \ ATP. GTP. CTP, los trifosfatos 5 ' de uridina. 
CTP, los trifosfatos de desoxítimidina, desoxiadenosína, 
y desoxicitidina. 

Propiedades generales de la forma de repeti­
ción del ARN viral. 

En la Tabla I se resumen las propiedades 
generales de la forma de doble h i lo del A R N 

TABLA I 
ALGUNAS DE LAS PROPIEDADES Dr. LA FORMA DE REPETICIÓN 

DEL A R N VIRAL 

A . Resistencia a la hidrólisis por ribonudcasa (50 ug/ml, 
en cloruro de sodio 0.I5M, citrato de sodio 0.015M, 
30 min a 25°). 

B. Transición brusca, reversible, al estado de un solo 
hilo (transición del estado resistente al sensible a la 
ribunucleasa, hipercromia, cambio del comportamien­
to c roma tográf ico). 

C. Densidad de flotación menor que la del ARN viral 
de un solo hilo (paterno) correspondiente. 

D. Capacidad de aparcarse de nuevo específicamente con 
el ARN viral después de la desnaturalización térmica. 

1-t 
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vira l . Estas son: (A)—Resistencia a la hidról is is 
por ribonucleasa. (B)—Transición térmica brus­
ca pero reversible de la forma dúp l i ce a la 
de un solo hi lo , sensible a la ribonucleasa. 
(C)—Densidad de flotación inferior a la del co­

rrespondiente A R N de un hi lo y (CH)—Capa­
cidad de aparearse específicamente con el A R N 
viral después de la desnatural ización por el ca­
lor; es decir, posibil idad de separación de las 
partes de la doble cadena. 

L a ú l t i m a de las propiedades mencionadas 
puede utilizarse para demostrar que uno de los 

comparac ión con un testigo no calentado, debe 
corres|M»n<ler a la cantidad total de hilos mar­
cados del ti|K> paterno presentes inicialmente 
en la forma dual. Es claro que sólo un A R N 
con la misma secuencia de bases que las de las 
cadenas radiactivas desplazadas, puede competir 
con ellas y unirse a sus cadenas complementa­
rias resultando en esta forma el efecto de d i lu­
ción observado (Fig. 2 secciones intermedia y 
derecha). Si la forma de doble cadena no está 
marcada, por medio de la desnatural ización y 
rcapareamicnto podrá introducirse material ra-

NATIVO 

DESNA­
TURALI­
ZADO 

APAREA­
DO 

ADICIO 
NES NINGUNA 

; ; • • 

J 

X 

v 
A 

ARN DEL MS2 

f • 

1 

ARN DEL VMT 

Fig. 2.—Diagrama que ilustra la prueba de dilución especifica para la forma de repetición del ARN del 
fago MS2 constituida por una doble cadena (8). La sección de la izquierda (ninguna adición) representa 
la desnaturalización por el calor y el rcapareamicnto de la forma de repetición. La sección intermedia (adi­
ción del ARN del MS2) muestra cómo los hilos paternos del ARN del MS2 (líneas de rayas con signo -f.) 
compiten con sus semejantes (líneas continuas con signo +), que se encuentran formando parte de la doble 
cadena de la forma de repetición antes de la desnaturalización, y entran a formar parle del dual en el pro­
ceso de rcapareamicnto. La sección de la derecha (adición del ARN del virus del mosaico del tabaco (VMT), 
ilustra como un ARN "extraño" no logra entrar a formar parte del dual después de la rcnaturalización. 

componentes de la doble cadena es del tipo pa­
terno del A R N vira l . Si dicha cadena original 
se marca con C 1 4 ó P 3 2 , a l desnaturalizar la 
forma d ú p l i c e por el calor y j>ermit¡r posterior­
mente el reapareamiento de cadenas en presen­
cia del A R N viral de u n solo hi lo y sin marca 
radiactiva, la radiactividad se d i lu i r ía tal y co­
mo se muestra en la Figura 2 (sección interme­
dia). A concentraciones "infinitamente" altas del 
A R N vi ra l no marcado, la cantidad de material 
radiactivo desplazado del doble hilo, es decir, 
el que se vuelve sensible a la ribonucleasa en 

diactivo en el dual. Con un gran exceso del 
A R N marcado, toda la forma de repetición de­
bería marcarse por este método . T a l procedi­
miento constituye un medio muy sensible y al­
tamente específico para la valoración de la for­
ma dual. L a especificidad del mé todo se de­
muestra en l a T a b l a II. E n el caso del MS2, 
ún icamente el A R N derivado de E. coli infec­
tada formó dobles cadenas con el A R N - P 3 2 del 
MS2 (experimento 1). Por otra parte, sólo el 
A R N - P n 2 del MS2, y no el A R N - P : t 2 normal de 
E. coli, n i el A R N del virus del mosaico ciel ta-
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bato pudo aparearse ton el A R N de prepara­
ciones parcialmente purificadas de la forma dù­
plice (experimento 2). 

Identificación de la forma dual del ARN 
del MS2 "in vivo". 

Si la repetición del A R N viral requiriese 
una forma intermediaria de doble cordón , el 
hilo paterno infectivo deber ía convertirse en un 
complejo de doble cadena al comienzo del ci-

original se hubiese fragmentado y convertido 
luego en otra forma resistente a la ribonut leasa. 

Por lo menos el 25% del A R N original se 
convierte en Ja forma dùplice. T a l magnitud 
de conversión es compatible, en nuestras con­
diciones experimentales, con la idea de que todo 
el A R N infectivo original pasa por un estado 
de doble hi lo poco tiempo después de la infec­
ción. E l hecho de que el A R N paterno, que 
habíase vuelto resistente a la ribonucleasa, POS­

tasela IE 
EsrrCIFICACION MI. MÉTODO DF VALORACIÓN Di LA FORMA DF RIFTTItlÓN »FL ARN »FL FACO MS2 (4)' 

Experimento 
Adiciones 

Radiactividad 
resistente a la 
RNasa i pin 
en demasía 
<lel testigo) 

1. ARN P*-MS2 (4 ug. 11650 cpm) -f ARNMS2 H 00 ug) II 
ARN P*-MS2 + ARN ribosoraal (400 ug) 11 
ARN P»-MS2 + ARN-soluble (400 ug) 11 
ARN P»-MS2 + ARN-VMT (400 ug) 16 
ARN P*-MS2 + ARN de E. coli normal (400 ug) 0 
ARN P " M S 2 4- ARN de E. coli infcctada (400 ug) 1 095 
ARN P" MS2 + forma de repeticion (8H ug) 3006 

2. Forma de repeticion (400 ug) + ARN P"MS2 (IJ 5 450 cpm) 3 455 
Forma de repeticion + ARN P* de E. coti normal (13 ug. 6 600 cpm) 0 
Forma de repeiición + ARN P»-VMT (LI Mg. 410 cpm) 0 

* I .IN muestras fueron desnaturalizadas por calentamiento y renaturali/adas. después de lo 
cual determinóse la radiactividad en la porción resistente a la ribonucleasa (RNasa). Cada 
muestra se comparó con un testigo no calentado. I.a radiactividad resistente a la RNasa de los 
testigos variaba de 36 a 100 cpm (cuentas por min) en el experimento I y de 25 a 300 cpm 
en el experimento 2. excepto en las muestras con ARN del V'FM marcado con I"-' (de baja 
radiactividad específica), en las cuales era insignificante. La forma de repetición empleada 
se purificó parcialmente. 

cío de la infección. Para comprobar esta hipó­
tesis, se inocularon células de E. coli con fago 
MS2 marcado con P 8 " y el A R N radiactivo des-
proteinizado fue examinado en varios tiempos 
después de la infección. L a Figura 9 (curva ti­
tulada " A R N paterno P 3 - en la F R " ) , muestra 
que a los 6 min había un aumento r áp ido de 
la radiactividad de P 3 2 contenido en un com­
puesto resistente a la ribonucleasa, ascenso que 
continuaba hasta los 15 min , tiempo en el cual 
se alean/aba un m á x i m o de radiactividad. Pos­
teriormente, decrecía la radiactividad del pro­
ducto resistente a la ribonucleasa. 

La prueba de d i luc ión especifica descrita 
previamente, demost ró que el componente ra­
diactivo del doble hilo del A R N - P : i a formado 
" in vivo" era el mismo A R N del MS2 paterno, 
porque |x>r desnatural ización y reapareamiento 
con un exceso del A R N del MS2 no marcado, 
pudo quitarse el 92";, de la radiactividad de la 
forma duplice sensible a la RNasa. Por lo tan­
to, se e l iminó la |x>sibilidad de que el A R N 

teriormente se torne sensible de nuevo a dicha 
en/ima, indica que es expulsado del dual en el 
curso de la repet ición, lo que demuestra que 
el proceso en su totalidad es semiconservador. 

A cont inuación surge la pregunta ¿es el 
A R N de doble h i lo que contiene la cadena pa­
terna el ún ico A R N dùpl ice formado en la cé­
lula huésped? Para contestarla, se empleó la téc­
nica de valoración específica de la forma de re­
petición no marcada. Se aislaron muestras de 
A R N de doble hi lo producido en células infec­
tadas con el fago MS2, las cuales fueron some­
tidas a la desnatural ización por el calor y luego 
mezcladas con un exceso de A R N del MS2 mar­
cado con P 3 2 . Después del reapareamiento se 
valoró la cantidad de material marcado con P 3 2 

incorporado en el A R N resistente a la RNasa. 
La Fig. 3 (curva titulada F R total) indica que hay 
una síntesis continua de la forma dual que lleva 
a la acumulación de grandes cantidades de este 
producto hacia el fin del ciclo de infección. 
Aproximadamente el 1,7% del A R N total de la 
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célula estaba constituido por la forma dúp l i ce 
a los 45 min después de la infección (Fig. 3). 
SujM>nicndo que el 20% del A R N sea del t¡|>o 
viral , una proporc ión cercana al 8% de este úl­
timo, sería de doble cadena. 1.a curva de la Fi­
gura Sí "virus", indica la producción de las par­
tículas completas del virus MS2 en las condicio-

específica se ha mult ipl icado 20 veces. Puede 
notarse (columna 5) que el contenido de A R N 
de la preparación por mg de proteína a u m e n t ó 
cerca de $ veces con la purificación. Es es|x> 
cialmente notable el hecho de que la forma de 
repetición del A R N del MS2 aumenta en la mis­
ma propon ion (pie la actividad enzimatica (úl-

ARN-P 3 2 PATERNO 
EN LA FR 

ti i ; ' : » : i : t * 

/ VIRUS 

20 

l 0 £ 
i 
• i 
3 
> 

5 2 

cT 

10 20 30 40 
TIEMPO DESPUÉS DE LA INFECCIÓN (MINUTOS) 

0 J o 

15 I 
' ° 1 

1 
5 3 

Fig. ^.-Elaboración de la forma de repetición "in vivo" después de la infección de E. coli con el fago MS2 
(4). I.a curva continua (ARN P*-' paterno en la FR) muestra la formación y disminución subsecuente de la 
forma de repetición (FR) resistente a la ribonucleasa, la cual contiene hilos paternos de ARN manado con 

I.a línea de rayas (FR total) indica que la forma de repetición continúa aumentando en el curso de la 
infección. l a mayor parte de la forma de repetición se constituye con hilos de ARN de la progenie, igua­
les a los paternos presentes en el MS2. los cuales se han originado en el proceso de réplica de los hilos 
paternos del fago infectivo, la línea de puntos (virus) représenla el curso del tiempo de la producción del 

fago MS2 en unidades fonnadoras de placa (u. f. p.) 

lies experimentales utilizadas. Puede verse que 
la síntesis del virus comienza después que la 
de la forma de repet ic ión. 

ARS'sintetasa. 

La infección de E. coli con el A R N del fago 
MS2 da lugar a la apar ic ión de una nueva en­
zima de síntesis de A R N en las células. Nos­
otros hemos llamado a esta enzima A R N sinte-
tasa. Esta ha sido purificada parcialmente. Como 
se refiere en la Tab l a III, después de tres pa­
sos en el m é t o d o de purificación la actividad 

tima columna). L a enzima tiene un coeficiente 
de sedimentación de alrededor de 10 S y parece, 
por lo tanto, estar asociada .con moléculas o 
part ículas grandes. En presencia de los trifosfa­
tos de r ibonucleósidos marcados con C u , la en­
zima produce A R N marcado con el mismo isó­
topo. Para la síntesis de A R N , es necesario que 
existan los cuatro trifosfatos: de adenosina, de 
uridina, de guanosina, y de ci t idina ( A T P , U T P , 
G T P y C T P ) . La reacción no es inhibida por 
;u i ¡nomiema D y no requiere la adición de A R N 
como principio. Dicha síntesis aparentemente 
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está dirigida por una plantilla endógena, que 
posiblemente sería la forma dual del A R N del 
MS2, la cual como hemos visto, |>ermanece aso­
ciada a la en/ima durante su purificación. De 
aquí en adelante, nos referiremos al A R N sinte­
tizado por la en/ima como el producto de la 
sintetasa. 

y curato de N a 0,015M. En la Figura 4 (cur­
va A) se puede observar que el 56% del pro­
ducto de la sintetasa fue resistente a una con­
centración de 5 ug/ml. y que al aumentar la 
concentración de la en/ima a 50 ug/ml se logró 
una degradación muy pequeña. E n las condicio­
nes de la determinación, el A R N del MS2 de 

o 
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A: Producto de la síntetasa-C14 

1 

O Producto de la sintetasa—C1"4 desnaturalizado 
por el calor 

B: ARN del MS2-P3 2 

M Í . 

0 25 50 75 100 

CONCENTRACIÓN DE RNasa A (pg/ml) 

Fig. 4.-Susceptibilidad del ARN del MS2 y del producto de la sintetasa desnaturalizado por el calor a la 
incubación con diferentes concentraciones de ribonucleasa (8). £1 producto radiactivo de la sintetasa, obte­
nido por la incubación de la ARN sintetasa con los trifosfatos de ribonucleósido marcados con C'\ fue ais­
lado por extracción con fenol seguida de precipitación con ctanol. Para las curvas A y B, se incubó durante 
30 min a 25° una mezcla del producto de la sintetasa marcado con < ' y ARN del MS2 señalado con P a en 
1,0 mi de cloruro de sodio 0,15 M y citrato de sodio 0,015 M a pH 7,0, con las cantidades de ribonucleasa A 
indicada. En los productos que permanecen insolubles en acido después de la digestión con ribonucleasa fue 
determinada simultáneamente la radiactividad del C u y del P* en dos canales diferentes de un contador de 
centelleo Packard- La curva C se obtuvo con un lote distinto del producto de la sintetasa. el cual había sido 
desnaturalizado por calentamiento (10 min a 120a en solución de cloruro de sodio 0.I5M y citrato de sodio 

0.015M a pH 7.0) seguido por enfriamiento rápido a -10". 

ARN de doble cadena en el producto de la 
sin (esasa. 

E l producto radiactivo de la sintetasa mar­
cado con C u , aislado por extracción en fenol 
y precipitación con etanol, se analizó en cuanto 
a su susceptibilidad a la hidrólisis por ribonu­
cleasa pancreática en un medio de NaCl 0,15M 

un solo hilo marcado con P 3 2 , mezclado con el 
material marcado con C " , se degradó comple­
tamente con 5 ug/ml de ribonucleasa (curva B). 
Debe notarse que el producto de la sintetasa 
puede degradarse a fuerzas iónicas muy bajas. 
Por consiguiente, es necesario cierta fuerza ióni­
ca para mantener la resistencia a la ribonu­
cleasa. Si la )><>i (i<>n del producto de la sintetasa 
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que resiste a la A R N a s a fuese una doble espi­
ral de A R N formada por tíos cadenas comple­
mentarias de A R N , al calentar deber ía ocurrir 
el desplome de dicha estructura dentro de un 
p e q u e ñ o margen tle temperatura, tal y como es 
el caso del A D N nativo y otros ácidos nuclei-

por el calor, recuperó 70% de la resistencia ori­
ginal a l calentarlo por debajo del punto de fu­
sión en condiciones adecuadas y dejarlo enfriar 
lentamente. E l A R N dual así formado puede 
tornarse sensible otra ve/ a la ribonucleasa me­
diante desna tura l i /ac ión por el calor. 

ARN RIBOS 

* ARN-s 

-Q ARN VMT 

O 

ARN MS2 

1 1 
0 500 1000 1500 

ARN AÑADIDO (mp moles/rmji mol del PRODUCTO DE LA SINTETASA) 
Fig. 5.-Dcmostración. por medio de la prueba de dilución específica, de que la radiactividad del ARN for­
mado enzimáticamente en la fracción resistente a la ribonucleasa, es decir, en la fracción de doble cadena 
del producto de la sintetasa-C", se encuentra en el hilo del tipo paterno ("más") del dual. (Datos de la 
referencia fi). El producto radiactivo de la sintciasa fue preparado por incubación de la ARN sintetasa con 
UTP, CTP y GTP marcados con C" y ATP no marcado, y aislado, previa extracción con fenol, mediante 
precipitación de la capa acuosa con etanol. El producto fue digerido con ribonucleasa, extraído con fenol, 
y las pruebas efectuadas en alícuotas de la porción resistente a la ribonucleasa (obtenida por eliminación, por 
medio de diálisis, de los productos de la hidrólisis delARN de un solo hilo. Las ordenadas indican el porcen­
taje de radiactividad que queda en el dual al final de la desnaturali/ación por el calor y renaturalización 
en presencia de un ARN determinado (del MS2. ribosomal o soluble de E. coli, del virus del mosaico del ta­

baco (VMT) en las cantidades señaladas en la abscisa como mjimole»/mjimol del producto de la sintetasa. 

eos de dooie cadena. L a t ransición de espiral 
regular a la forma casual debe reflejarse en 
una perdida de la resistencia a la ribonucleasa. 
Sin duda este comportamiento podr ía demos­
trarse calentando el producto de la sintetasa a 
120° y enfriando r á p i d a m e n t e (curva C). Como 
señala la T a b l a IV , el producto de la sintetasa 
que se había vuelto sensible al desnaturalizarse 

Localización de la radiactividad en el pro­
ducto de doble cadena de la sintetasa. 

En vista de los resultados anteriores era in­
teresante determinar si el componente de doble 
cadena del producto de la sintetasa contenía 
A R N paterno radiactivo en una de sus cadenas 
complementarias. La presencia de dichas cade-

19 



C / E N C I A 

a.is en el dual proi xíMiini.m.i una prueba ine- era. Puede verse en la Figura 5 que únicamente 
quivoca de que la ; V R N sintetasa catali/a la re- el A R N del MS2; pero n i el A R N soluble, el 
petición del A R N viral. Mediante la prueba de ribosomal, o el virus del mosaico del tabaco des-
dilución espec ífica pudo demostrarse que así pla/aron la radiactividad del producto de doble 

i MI: \ n i PnuncAoóN MaOMl DI LA ARN De E. coli INFFCTADA CON MS2 (6)-

Forma de repe* 
Actividad ARN (iig.'mg t if ion* (ng/mg 

Etapa Inidades»» específica» Rendimiento proteína) proteína) 

1. Extracto 122 0.05 100 0.6 10 
2. 1er- fracciona a 

miento con 96 0.28 80 0.8 33 
Mg** 

3. 2̂  fracciona­ • 

miento cun 61 OM 49 \2 — 

M r * 
4 (NH,)^). 3A 1.02 23 1.8 192 

• En cada ocasión te emplearon de « a 47 | de bacterias. Ix>* valore, dado, representan el pmmcdio de 
cinco preparaciones separada., excepto por lo que se refiere a los dato, de la ultima columna, los cuales co­
rresponden a un solo experimento. 

•• m U mole, de ITP-C" incorporados min. Valore, recalculadm para M g de material inicial. 
• Unidades mg' de proieína. 1 

t ARN de doble cadena analizado por el método de «aparcamiento con el ARN del fago MS2 marcado 
con P- tal v como se describe en el texto en el capitulo "Propiedades generales de la forma de repetición del 
ARN viraF'. 
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Fig. 6.—Centrifugación en gradiente de densidad con sulfato de cesio. del producto de la sintetasa marcado 
con C". previamente desnaturalizado y vuelto a aparear con ARN del fago MS2 manado con P". Después 
del reapareamiento, se quitó el ARN de una sola cadena hidrolizindolo con ribomuleasa, extrayendo con 
fenol y eliminándolo por diálisis los producto, de la hidrólisis. A la muestra del producto renaturalizado 
y resistente a la ribonucleau se le mezcló con anterioridad a la centrifugación en gradiente de densidad 
con ARN MS2 de un solo hilo, el cual habría de sen ir como marcador de densidad óptica. 1.a radiacti­
vidad debida a C" y V de cada fracción fue medida en dos canales diferentes de un contador de centelleo. 
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Tabla I V 
RlAPARíAMlKMO DFI. PRODUCTO M LA SIMETASA 

DESNATURALIZADO POR EL CALOR (3)* 

Radiactividad resísteme a 
Producto de la la rihomiclcasa tporcenta-
dnfdwi je respeilo al testigo) 

Nativo 51 
Detnaturali/ado por el calor 5 

* 

Kenaturali/ado poi apareamiento 37 
Desnaturalizado por el calor * 

después del apareamiento 7 

* 11 produelo radiactivo de la sintetasa (ue desnatu-
lali/ado por calentamiento a 120a durante 10 inin y en­
friamiento rápido a —10 en un tubo de vidrio cerrado. 
Para la renaiurali/ación se empleo el siguiente proce­
dimiento: una muestra de 0.3 mi del material desnatu­
rali/ado fue déKCftdl pasándole corriente de nitrógeno, 
después de lo cual disolvióse cu 0.015 mi de una solu­
ción que contenía cloruro de sodio 0,375 M y curato 
de «odio 0.0375 M y a continuación fue introducida en 
un capilar cuyos extremos se cerraron. En estas condi­
ciones, calentóse el producto a 9f»° durante 3 horas y 
posteriormente se dejó enfriar lentamente de modo que 
alcanzara la temperatura de 40' en una hora. Parte del 
material así tratado se desnaturalizó nuevamente. La va­

loración de la suHcplibilidad a la ribonucleasa fue efec­
tuada en muestras que contenían una radiactividad total 
de 200 a más cpm. El testigo lo constituyó una mues­
tra del producto de la sintetasa calentado durante 3 ho­
ras a 96°. Este tratamiento no disminuyó aprcciablcmcn-
te la cantidad de material que precipita con ácido. 

cadena de la sintetasa. Los datos cuantitativos 
demostraron que aproximadamente el 85% de 
la radiactividad de la fracción dual del produc­
to de la sintetasa estaba presente en la forma 
de las cadenas paternas (-f- "más") y el resto 
estaba constituido probablemente por cadenas 
de MS2 complementarias (— "menos"). 

I-a r eun ión en pares de las cadenas aisladas 
del producto de la sintetasa marcado con C M y 
desnaturalizado p<>i el calor, en presencia de 
pequeñas cantidades del A R N del MS2 marcado 
con P 3 2 , debe tlar una mezcla de moléculas de 
doble cadena idénticas, algunas con marca de 
C u y otras de P" 3 . I-a Figura 6 hace patente que 
se obtuvo el resultado esperado. Las dos formas 
del producto marcado ten ían la misma densi-

o 
Z 

°" á TEMPERATURA (GRADOS CENTÍGRADOS) 
Fig. 7.—Comparación de las curvas de transición térmica de la susceptibilidad a la ribonucleasa del produc­
to de la fintatati C " y de la forma de repetición del ARN del MS2 (8), Esta ultima se marcó previamente 
con p*> mediante desnaturalización por el calor y reaparcamiento con ARN del MS2 marcado con P"- Las 
muestras fueron mezcladas en 0,15 mi de solución de cloruro de sodio 0.I5M y citrato de sodio 0.0I5M en 
pH 7.0. calentadas a las temperaturas señaladas en las abscisas y enfriadas rápidamente antes de determi­
nar su susceptibilidad a la ribonucleasa. l a radiactividad del C " y del P" midióse simultáneamente en un 
contador de centelleo. El punto medio (Tm) en la transición de la doble cadena (resistente a la ribonu­
cleasa) a cadena sencilla (sensible a la ribonucleasa), es decir, la transición de espiral regular a forma ca­

sual, fue de 104°. 
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dad de ílotación en solución de sulfato de cesio, 
hecho que refuerza su identidad. 

E l producto radiactivo de doble cadena ob­
tenido por incubación de la A R N sintetasa y 
los trifosfatos de nucleósido marcados con G H , 
resultó idéntico a la forma de repetición del 
A R N del MS2 marcados con P 8 2 ; logrado " i n 
vivo" mediante la infección de £ . coli con fago 
MS2 marcado con P 3 2 . Esta conclusión se basa 
en el hecho de que ambos productos tienen cur­
vas y temperaturas de fusión idénticas (Fig. 7), 
así como iguales densidades de flotación en sul­
fato de cesio (Fig. 8), las cuales son inferiores 
a la densidad del A R N del MS2. 

y separación en banda mediante gradiente de 
densidad en sulfato de cesio. AI fraccionar por 
la columna de Sephadex, la forma de repetición 
aparece como un pico constituido por las pri­
meras fracciones. E n preparaciones de E. coli 
no infectadas, sujetas al mismo procedimiento no 
pudo observarse la aparición de dicho pico. Es­
tas preparaciones, cuya pureza es cuando menos 
de un 95%, según el método de apareamiento, 
se sedimentan en la ultracentrífuga analítica con 
un límite bien definido, lo cual indica un alto 
grado de homogeneidad. Sin embargo, el coefi­
ciente de sedimentación obtenido hasta ahora 
S-M,.. == 9»5S parece demasiado bajo para un peso 
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Fig. 8.—Centrifugación en gradiente de densidad con sulfato de cesio del ARN del MS2. la fracción de do­
ble cadena del produelo de la sintetasa (marcado con C") y la forma de repetición del ARN del MS2-P** 
(4). La forma de repetición del ARN del MS2-P" fue aislada de E. coli infectada con fago MS2 marcado con 
P*. El producto de la sintetasa y la furnia de repetición pudieron identificarse en las fracciones con la den­
sidad indicada en las abscisas, gracias a sus marcas respectivas de C " y P", en tanto que el ARN del MS2 

fue localÍ7ado por su absorbencia a 260 mu,. 

Propiedad de la forma de repetición puri- molecular estimado aproximadamente en 2 X 
ficada. 

L a forma de repetición ha sido purificada 
por un procedimiento que incluye la precipita­
ción con M g * \ extracción con fenol, precipi­
tación con etanol, tratamiento con RNasa, frac-

10fl, y es posible que el procedimiento de puri­
ficación dé lugar a cierta degradación. I.as re­
laciones entre las bases, medidas anal í t icamente, 
apoyan la evidencia obtenida en los experimen­
tos de desnaturalización térmica y reaparcamien­
to en cuanto a que el dual de repetición está 

cionamiento en una columna de Sephadex G-200 constituido por hilos complementarios de A R N . 
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I .1 Figura 9 muestra las curvas de desnaturali­
zación térmica de la forma de rej>eiic¡ón así 
como las paternas de un hi lo del A R N del M S 2 , 
en función del cambio de densidad ópt ica . L a 
curva de la forma de repetición es esencialmen­
te idéntica a la curva de desnatura l izac ión tér­
mica medida por la resistencia a la ribonucleasa 
y difiere marcadamente de la del A R N del M S 2 . 
Los estudios de difracción de rayos X demostra­
ron tic modo concluyeme que la forma de re-
petición del A R N del M S 2 tiene una estructu­
ra de doble espiral. Su p a t r ó n de difracción 
(Fjg. 10) es idént ico al del A R N de doble hi lo 

del reovirus. 

y el fago-fr, sino también para virus animales 
incluyendo el de la cnccfalomiotarditis y el de 
la | «dio. 

Si la apar ic ión de la forma duplice de repe­
tición fuese una característica común a todos 
los virus con A R N , debería presentarse también 
en aquéllos que infectan a las plantas. Los tra­
bajos realizados en dos laboratorios (9), han 
demostrado recientemente que esto es lo que 
ocurre con el virus del mosaico del tabaco 
( V M T ) . La forma de repetición del V M T ha 

sido caracterizado por: a) resistencia a concen­
traciones altas de ribonucleasa; b) t ransición 
térmica violenta a un estado sensible a la ribo-

1,0 + 

0 , 9 1 

0,8 + 

0,1 x CSS 

ARN-MS2 

FORMA DE REPETICIÓN 

20 40 60 

TEMPERATURA (°) 
80 

-f— 
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Fig. 9.—Curvas de transición térmica del ARN del MS2 y su forma de repetición, seguidas por su absor­
bencia en el Ultravioleta a la longitud de onda de 280 mu. en un medio constituido por una solución de 
cloruro de sodio 0,015 M y citrato de •odio 0,0015M a pH 7.0 (8). Nótete el valor inferior de T m (M°) ob­
tenido en este caso cuando la fuer/a iónica es menor a la empleada anteriormente (comparar con la Fig. 7). 

Forma de repetición del ARN del VITUS del 
mosaico del tabaco. 

E l trabajo realizado en varios laboratorios 
ha demostrado que la repetición de otros virus 
que contienen A R N de un solo hilo, viene acom­
pañada por la formación del correspondiente 
dual de repet ic ión; es decir, un A R N específico 
del virus con la propiedad de una espiral de 
doble cadena. Esto es verdad no sólo para otros 
virus bacterianos además del MS2, como el R I 7 

nucleasa; r) la capacidad, previa desnaturaliza­
ción, tic aparearse específicamente con el A R N 
del V M T marcado con P 3 - . En cambio, no se 
une a cadenas del A R N del MS2 ó de E. coli, 
y ch) densidad de flotación menor que la del 
A R N del V T ' M constituido por una sola cadena. 

Mecanismo de la repetición del MS2. 

Podemos recapitular los resultados que he 
presentado en la siguiente forma: Las prepara-
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dones purificadas parcialmente de la A R N sin-
tetasa (en/ima inducida en E. poli por la in­
fección con el lago infectivo MS2, el cual con­
tiene A R N ) , sintetizan " ¡n vitro*' el A R N del 
tipo paterno del MS2 sin necesidad de añad i r 
un pr incipio exógeno. I-a A R N sintetasa apa­
rece como una holoenzima cuya coenzima sería 
la forma de repetición constituida por una do­
ble cadena del A R N del MS2, la cual funcio-

de la doble cadena en Ja plant i l la (mecanismo 
semiconscívador de repe t ic ión) . 

Puesto que se sintetizan predominantemen­
te cadenas del tipo paterno, el mecanismo de 
repet ic ión es evidentemente as imétr ico. E l l o está 
de acuerdo con la síntesis "¡n v ivo" de A R N 
por la A R N nucleotidil transferasa, |x>r medio 
de la cual ún icamente es transcrito uno de los 
hilos que integran el dual de A D N . 

Fig. 10.-Pal ron de difracción de layo* X de una fibra (izquierda) de la forma de repetición del ARN del 
MS2 y de otra fibra (dcreclia) del ARN del reovirus (7). 

nar ía como plantil la. Esto se infiere de que en 
la purificación de la enzima, la proteina y la 
forma dùpl ice del A R N presentes en el extrac­
to se concentran s imul t áneamente . Siguiendo a 
la incubación de la enzima con los trifosfatos 
de r ibonm leósido marcados con C M y la extrac­
ción posterior con fenol, la mitad de la radiac­
tividad incorporada en productos insolublcs en 
ácido está presente en el A R N constituido por 
doble cadena. La proporc ión del A R N dual asi 
marcado es relativamente pequeña con respec­
to al total de la forma de re|>etic¡ón en la pre­
paración enzimàtica (aproximadamente 1/50). 
Hasta el H5% de la radiactividad incorporada 
por la A R N sintetasa en el material de doble 
cadena se identifica con la forma paterna, es 
decir, cadenas " m á s " de A R N del MS2. Algu­
nas de dichas cadenas radiactivas "más" forma­
das "de novo" parecen desplazar a sus iguales 

Nuestros resultados indican que la repeti­
ción del A R N del MS2 acontece en dos etapas: 
a). El A R N mensajero induce en las células del 
hués[>cd la formación de una enzima, la cual 
mediante síntesis de cadenas complementarias 
"menos" convierte el A R N original en la forma 
de repetición constituida por dos cadenas; b). La 
misma enzima, o [«rsiblementc una segunda en­
zima también inducida JM>I el mensajero viral , 
cataliza la síntesis asimétrica de la cadenas del 
ti|x> paterno "más" , utilizando como planti l la 
la forma dual de repetición. A l tiempo en que 
se aisla la A R N sintetasa ya ha ocurrido en 
grado considerable la síntesis de la forma de 
repetición " i n vivo" y la enzima se obtiene aso­
ciada con dicha forma. Así el estado de síntesis 
que logramos "¡n vi tro" es pr inc ipa l , si no ex­
clusivamente, el estado (b). Dado que el A R N 
del MS2 tiene un j>eso molecular tic aproxi-
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mudamente 10" correspondiente a unos 3 000 ntt-
cleótidos, lo cual significa que en un código de 
tercetos d a r í a información para la síntesis de 
por lo menos tres clases de subunidades de pro­
teínas, con un peso molecular cada una de al­
rededor de 30 000. U n tipo de subunidad sería 

miconservadora da lugar a la formación de ca­
denas hijas que desplazan a las paternas del 
dual (Fig. 11,3). Las cadenas paternas son fija­
das a los ribosomas y participan de nuevo en 
la formación de pol¡somas; (ch). Las cadenas 
tle la progenie formadas al principio en el ci-

Fig. 11.—Esquema hipotético de la repetición del A R N de un fago (8): a) virus infectivo; b) A R N paterno; 
c) ribosomas; d) capsulas (subunidades de cubierta protcmiía): e) enzima que convierte a la forma de cade­
na sencilla a la de doble cadena mediante la síntesis de cadenas complementarias "menos"; f) encima que usa 
el molde de la doble cadena para la síntesis del A R N del tipo paterno viral (cadenas "más"); g) A R N de 

la progenie. 

la prote ína de la cápsula y las otras dos p o d r í a n 
ser subunidades de enzimas que intervienen en 
la repet ic ión del A R N . 

La información de que disponemos acerca 
de la mul t ip l i cac ión del virus con A R N puede 
incorporarse en un esquema que, por lo menos 
en el caso del fago MS2, explicaría en su mayor 
parte los hechos conocidos (Fig. 11). (a). Des­
pués de penetrar al huésped, el A R N paterno 
viral se combina con los ribosomas de dicho 
huésped para formar un polisoma y son sinte­
tizadas las pro te ínas del virus (Fig. 11,1); (b). A l 
completar la enzima de síntesis del A R N , el 
A R N paterno se convierte en una doble cadena 
(Fig. 11,2) que sirve como molde para la sín­
tesis del A R N de la progenie; (c). U n mecanis­
mo asimétr ico de repet ic ión de naturaleza se­

d o de repet ic ión pasan por el mismo proceso 
que el A R N paterno, produciendo una mult i­
tud de dobles cadenas de A R N . Las cadenas 
formadas jx>steriormcnte ya no se fijan a los 
ribosomas sino a las cápsulas com|x*tidoras que 
ya existen en n ú m e r o abundante, formando las 
par t ícu las tie los virus (Fig. 11,1). 
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REACTIVACIÓN DEL ACIDO DESOXIRRlBONUCLEICO TRANSFORMANTE 

BACTERIANO 

p o r 

EMILIANO CABRKRA-JUÁREZ, 

Departamento de BÍ(H]uíniica y Biofísica, 
l'Miiclii Nacional de Ciencias Biológicas. I. 1\ N . 

México, 1>. F. , 

Los efectos de la luz natural sobre los micror-
ganismos son de dos tipos. Por una parte, la luz 
es utilizada como fuente de energ ía úti l para los 
procesos metaból icos de la célula , y por otra, 
puede constituir un peligro para la organización 
celular debido a reacciones fotoquímicas inde­
seables que se inducen en l a célula. L a acción 
perjudicial de la luz solar sobre algunas bacte­
rias fue observada por primear vez por Downes 
y Blunt en 1877 (8). Hollaender y Emmons en 
1941 (11) informaron acerca del efecto muta-
génico de la luz sobre microrganismos. Es de 
suponer, que los microrganismos, en el transcur­
so de la evoluc ión , hubiesen podido desarrollar 
mecanismos para contrarrestar el efecto de l a 
luz; la naturaleza de dichos procesos es el ob­
jeto de la presente revisión. L a luz que afecta a 
los microrganismos var ía dentro de límites muy 
amplios de longitud de onda que comprenden 
desde la región visible hasta la ultravioleta. Den­
tro de esta ú l t ima , los efectos de la longitud de 
onda de 254 mp han sido más estudiados y a 
ella nos referiremos cuando se hable de luz ul­
travioleta. 

E l ácido desoxi r r ibonuclé ico ( A D N ) es uno 
de los componentes principales del sistema ge­
nético en microrganismos (1), y cualquier modi­
ficación en dicho compuesto da origen a cambios 
letales o mutagénicos en las células que los con­
tienen (28). Además, la evidencia existente se­
ñala a los ácidos nucleicos como los principales 
componentes que absorben la luz. ultravioleta y 
son los responsables de las alteraciones genét icas 
que ésta produce. E l presente trabajo resume 
los métodos descritos para reactivar " i n v i t ro" 
el ácido desoxi r r ibonuclé ico transformante de 
bacterias previamente inactivado por luz ultra­
violeta, t ambién " i n vitro". 

E l empleo del A D N transformante tiene la 
gran ventaja de que es relativamente sencillo 
probar su actividad biológica, después de some­
terlo a la i luminac ión con luz ultravioleta " i n v i ­
tro" en presencia o falta de otros agentes, lo cual 
permite determinar el efecto de diferentes tra­

tamientos sobre su actividad y relacionarlo con 
probables cambios en su estructura. 

Se conocen a la fecha cuatro métodos para 
reactivar al ácido desoxirr ibonucléico transfor­
mante inactivado con luz ultravioleta: dos son 
de tipo biológico; a) Fotorreactivación; b) Reac­
tivación en ausencia de luz; c) El tercer mé todo 
es físico y requiere la acción de la luz, y por 
ú l t imo, d) es un procedimiento qu ímico que 
consiste en una reacción con ácido nitroso. 

Fotorreactivación 

E l fenómeno de fotorreactivación en micror­
ganismos fue descubierto por Albert Kelner en 
1949 (13), a l observar que muestras de conidios 
de Streptomyces griseus tratadas con luz ultra­
violeta presentaban mayor viabil idad cuando 
eran conservadas durante cierto tiempo a la luz 
del día , en comparac ión con otras que se incu­
baban inmediatamente en la oscuridad. 

Ooodgal, Rupert y Herriott en 1957 (10) 
llevaron a cabo el siguiente experimento: mez­
claron un extracto de células de Escherichia cali 
capaces de fotorreactivarse, con A D N transfor­
mante de Haemophilus influenzae que poseía la 
propiedad de conferir resistencia a la estrepto­
micina. Dicho A D N había sido inactivado par­
cialmente por radiac ión con luz ultravioleta de 
254 mu. A con t inuac ión , la mezcla anterior fue 
i luminada con luz visible cuya longitud de onda 
variaba entre 800 a 400 mu y tomáronse mues­
tras de ella a diferentes tiempos de i luminac ión 
mezclándolas con células competentes de H. in­
fluenzae sensibles a la estreptomicina. Después 
de dos horas de incubación sembraron las bac­
terias en medio con estreptomicina y contaron 
el n ú m e r o de colonias resistentes al ant ib ió t ico . 
Dicho número , el cual depende de la actividad 
del A D N , a u m e n t ó al incrementarse el tiempo 
de i luminación con luz vsible. Es decir, el extrac­
to de E. colt en presencia de luz visible recupe­
r ó la actividad del A D N transformante, dismi­
nuida por acción de la luz ultravioleta. I-a in-



formación obtenida en este ex|>erimento por los Rtipert en 1960 (16), encontró resultados si-
autores mencionados fue la primera en el sen- milares utilizando un extracto de levadura, y 
tido de que un carácter genético contenido en el observó que la recuperación del A D N transfor-
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Fig. 1.-Reactivación con ácido nitroso de ADN desnaturalizado irradiado con lu/ ultravioleta. 

A D N , como lo es la resistencia a la esireptomi-
ciña, el cual se pierde " in vi tro" por efecto de 
la luz ultravioleta, era reactivado, también " i n 
vitro", usando un extracio de E. roli en presen­
cia de luz visible. 

mame inactivado con luz ultravioleta depend ía 
del tiempo de i luminac ión con luz visible. 

Tan to en el caso del extracto de levadura 
como en el de £. roli, el aumento de actividad 
transformante ocurre solo cuando el A D N ha 

2 8 



CIENCIA 

sido previamente inactivado con l u / ultravioleta. 
E l f enómeno de fotorreactivación se présenla so­
lamente cuando el extracto celular y e l A D N 
inattivado se mezclan antes de i luminar con luz 
visible; la i luminac ión previa de los componen-

rificar el sistema de E. coli, pero sus trabajos 
fueron infructuosos, debido a la presencia de 
nucleasas en los extractos, esto indujo a Kupert 
a encauzar sus trabajos hacia el estudio del sis­
tema foioi reactivante de levadura (20). 
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Fig. 2.—Efecto de la temperatura sobre la reactivación con ácido nitroso del ('.. ADN desnaturalizado irradia 

do con luz ultravioleta. 

tes antes de mezclarlos no tiene efecto alguno. 
Este fenómeno se presenta ún icamente durante 
la i luminac ión y aumenta con el tiempo de ex­
posición; si por ejemplo, a los 10 min se inte­
rrumpe la luminosidad, la actividad del A D N 
permanece constante, pero vuelve a aumentar 
cuando es i luminada nuevamente. 1.a tempera­
tura de la mezcla extracto ce lu lar -ADN inactiva-
do, durante la i luminac ión , afecta la recupera­
ción de la actividad biológica con un Q u , de 1,4, 
entre 15 y 37° (16, 20). 

Continuando con sus trabajos, Rupert encon­
tró que la actividad del extracto de E. coli de­
pende de dos factores, uno de ellos dializable y 
el otro no, y pudo observar que al añad i r a l 
extracto dializado el factor dializable se recu­
peró la actividad del mismo; el extracto d ia l i ­
zado fue lábi l al calor, en cambio la porc ión 
dializable fue termoestable. Rupert in ten tó pu-

E l agente activo del extracto de levadura no 
es dializable, y además no se consume durante 
la reacción, es lábil al calor y es inactivado por 
tripsina y quimotripsina. E l principio lotorreac-
tivante se puede precipitar con sulfato de amino, 
adsorberlo en gel de fosfato de calcio o de alú­
mina, y después recuperarlo en forma activa. 

La recuperación de la actividad del A D N 
inactivado por luz ultravioleta está en función 
directa de la concentración del material foto-
rreactivante, siempre y cuando la temperatura y 
la i luminac ión con luz visible permanezcan cons­
tantes. 

Todas las propiedades que se han enumera­
do, en relación con el agente fotorreactivante de 
extracto de levadura, son válidas para una p r o 
teína catalí t ica a la que Rupert d e n o m i n ó enzi­
ma fotorreactivante ( l ( i ) . Cuando este autor cen-
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trifugó la enzima fotorreactivante a 100000 g 1 

encon t ró que no sedimenta y que la mayor ac­
tividad se detecta en la parte superior del tubo; 
al centrifugar una mezcla de en/ima fotorrcacti-
vante y A D N no irradiado con luz ultravioleta, 
el primer componente no sedimentó y el segun­
do sí; ¡>ero, si la mezcla que se centrifuga con­
tiene enzima fotorreactivante y A D N irradiado 
con luz ultravioleta y se protege de la luz vi­
sible, los dos componentes sedimentan juntos. 
Evidencia similar obtuvo Rupert filtrando a tra­
vés de Sephadex, encontrando que si bien la 

binada con A D N irradiado con luz ultravioleta, 
es resistente a ciertos agentes químicos o físicos, 
que normalmente la inactivan, así por ejemplo, 
no es inhibida por el parahidroximercuriben-
zoato y lo mismo sucede con el efecto del calor, 
2 minutos a 66° inactivan r á p i d a m e n t e la en­
zima; sin embargo, si ésta se calienta en presen­
cia de A D N tratado con luz ultravioleta, la in­
activación es muy lenta; esta protección ante 
cualquiera de los dos agentes mencionados no se 
presenta si se emplea A D N sin tratarlo con luz 
ultravioleta. 
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Fig. 3 - Acción del pH sobre la reactivación con ácido nitroso del C* A D N desnaturalizado irradiado con 

luz ultravioleta. 

enzima fotorreactivante y A D N no irradiado, se 
separan, en cambio la enzima y A D N tratado 
con luz ultravioleta, filtran juntos. Rupert con­
cluyó que la enzima se combina con el A D N 
irradiado con luz ultravioleta en una forma esta­
ble en ausencia de luz visible (18). 

Cuando la enzima fotorreactivante está com-

'g, en este caso es fuerza de gravedad. 

L a combinación de la enzima fotorreactivan­
te y el A D N irradiado con luz ultravioleta se 
disocia en presencia de luz visible, en tal forma 
que si después de suficiente i luminac ión volve­
mos a tenui lugar, la enzima queda nuevamente 
en la parte superior del tubo y el A D N sedi­
menta solo; en la misma forma se pierde la pro­
tección de la enzima fotorreactivante hacia el 
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calo»" o el parahidroximercuribenzoato. Debido 
a que ú n i c a m e n t e durante la i luminac ión con 
luz visible se verifica la recuperación de activi­
dad del A D N transformante irradiado con luz 
ultravioleta; esta disociación del complejo en­
zima A D N irradiado debe acompaña r a la recu­
peración de actividad biológica, de a q u í que 
Rupert (18), haya propuesto la reacción: 

E + 5 E 5 

*2 
K 3 E + P 

en la cual E representa la enzima fotorreactivan­
te, S el sustrato (cambio producido por la luz 
ultravioleta sobre el A D N ) ; £ 5 , el complejo; P, 

cía con A D N no transformante irradiado con 
luz ultravioleta y se i lumina con luz visible, a l 
añad i r después el A D N transformante irradiado 
con luz ultravioleta se observa que desaparece 
esta inh ib ic ión competiva (17). 

E l A D N transformante inactivado con luz 
ultravioleta no es reactivado en su totalidad por 
la enzima fotorreactivante; entonces obviamente 
dicha luz produce en el A D N dos tipos de cam­
bios, unos fotorreactivables por la enzima y otros 
no (16). 

Marmur y Grossman (15) por una parte, y 
Cabrera-Juárez (7) por otra, encontraron que 
los cambios fotorreactivables en el A D N trans­
formante pueden ser producidos y reactivados 

s 
! 
i 
\ 

B 

1 

**4 

• 

Í00,0 QEQULADOQ 

10,0 

• O HN02, NO LU 

• LU-* H NO, 

é 

/ 

• 4 
V 

1,0 
i 

0.5 1,0 1,5 2,0 

CONCENTRACIÓN DE NaN02(MO¿A/S) 
Fig. 4.—Influencia de la concentración de Na NO, en 

rali/ado irradiado 
la reactivación con ácido nitroso del C¡ 
con luz ultravioleta. 

ADN desnatu-

estructura reactivada del A D N y Kz (1) la cons­
tante de velocidad dependiente de la luz, que 
tiene un valor de cero en la oscuridad; es decir 
el esquema convencional de Michaelis-Menten. 

L a enzima fotorreactivante es inhib ida com-
petivamente por A D N no transformante irra­
diado con luz ultravioleta; si la enzima se mez-

indistintamente sobre el A D N nativo de doble 
cadena, o sobre el de una sola cadena, el cual 
se obtiene por desnatural ización al calentar el 
A D N nativo. 

La naturaleza q u í m i c a de los cambios foto­
rreactivables originados en el A D N por la luz 
ultravioleta es motivo de preocupación en mu-
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dios laboratorios. En la actualidad se piensa que 
se trata de un dí tnero de timina (2, 26) el cual 
se pnxluce al irradiar con luz ultravioleta ti­
mina al estado sólido: 

Beukers y col . (3) y Wacker y col. (24), aisla­
ron este d ímero de hidrolizados ácidos de A D N 
irradiado con luz ultravioleta; cuando al A D N 
tratado con luz ultravioleta se le i luminó con 
luz visible en presencia de un extracto crudo 
de levadura (Wacker, 23) , o en presencia de 
una preparación purificada de la enzima foto­
rreactivante (Wulff y Rupert, 27), la cantidad 
de d ímero que se recuperó después de hidroli-
zar, d i sminuyó a un valor insignificante y no 
se produjo disminución al incubar en la oscuri­
dad con la enzima inactivada por el calor. 

La estabilidad al calor, ácidos y álcalis de 
los d i meros de timina coincide con la misma re­
sistencia de los cambios fotorreactivables hacia 
estos agentes (19); tales evidencias, así como 
otras indirectas, señalan a la t imina como una 
de las bases que forman parte de los cambios 
fotorreactivables en el A D N . Sin embargo, hay 
que tener presente que en experimentos realiza­
dos |x>r Rupert (19) el ácido poli G C irradia­
do con luz ultravioleta compite por la enzima 
fotorreactivante, lo cual muestra que además de 
la t imina. intervienen otras bases en los cambios 
fotorreactivables. 

Reactivación biológica en ausencia de luz 

En fecha reciente, en un informe preliminar, 
Elder y Beers (9), señalan que los extractos de 
Micrococcus lysodeikticus son capaces de reacti­
var A D N transformante de H. influenzae inac­
tivado con luz ultravioleta; tal recuperación se 
verifica en la oscuridad y no requiere la presen­
cia de luz visible como en el caso de la enzima 
fotorreactivante. 

Reactivación con luz de 2)9 mili mieras 

Simul táneamente al descubrimiento de la for­
mación del d ímero de timina, Beukers y col. 
(3), encontraron que cuando el d ímero en so­

lución es irradiado con la misma luz ultravio­
leta revierte al monómero . Wang (25) demos­
tró que la luz visible empleada en la reactiva­
ción del A D N con la enzima fotorreactivante no 
provocaba la reversión del d ímero al monóme­
ro. 

E n vista de que el d ímero de timina es uno 
de los productos fotoqu únicos que se han im­
plicado durante la inactivación con luz ultra­
violeta del A D N transformante, Setlow y Setlow 
en 1962 (21), pensaron en la posibilidad de 
reactivar el A D N desdoblando el d ímero de ti­
mina a m o n ó m e r o por la acción de luz ultra­
violeta de longitud de onda más corta a la in-
activante. Cuando estos autores irradiaron A D N 
con luz de 280 mu encontraron que disminuye 
la absorbencia de este ácido nucleico, lo cual 
se supone se debía, entre otras causas, a la for­
mación de dímeros de t imina; volvieron a i lu­
minar, pero con ondas de luz de 239 mu, encon­
trando que aumenta la absorbencia del A D N , lo 
que quizá se debía al desdoblamiento de los 
dímeros a monómeros . 

Cuando siguieron la actividad biológica del 
A D N transformante, encontraron que disminu­
ye |>or irradiación a 280 mu y se recupera al 
irradiar nuevamente a 239 mu si bien la recu­
peración no era total, lo cual indicaba que ade­
más de la formación de d ímeros de la timina 
existen otros procesos que también son respon­
sables de la inactivación del A D N . L a cinética 
del aumento de absorbencia del A D N coincide 
con la recuperación de actividad biológica, lo 
que interpretan los autores mencionados como 
evidencia cuantitativa de que el rompimiento 
de los dímeros de timina recupera la actividad 
biológica. 

Reactivación con ácido nitroso 

E n 1963, Cabrera-Juárez (4, 6), describió un 
método qu ímico para la reactivación del A D N 
transformante inactivado con luz ultravioleta; 
al hacer este autor estudios de la posible muta­
ción "in vi tro" del A D N transformante de H. 
influenzae, encontró que al añad i r H Ñ O a , el 
A D N recupera parte de la actividad biológica 
que había perdido por irradiación con luz ul­
travioleta. 

Cuando el A D N desnaturalizado inactivado 
con luz ultravioleta, se t r a tó con H N O y , se tu­
vieron los resultados que se observan en la F i ­
gura 1; la curva L U -» Regulador, representa la 
inactivación del A D N al aplicar diferentes do­
sis de luz ultravioleta; la curva inferior espera­
da, representa el resultado que se suponía tener 
al adicionar al grado de inactivación de la luz 
ultravioleta el del ácido nitroso, sin embargo la 
curva experimental L U -* HNO¡¡ mostró que 
el H N O a recuperó en forma parcial la inactiva­
ción producida |M>r irradiación con luz ultra­
violeta. E l H N 0 2 por sí mismo produce una 
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inact ivación alrededor del 50%; por otra parte, 
L i tman en 1962 (14) y H o r n (12), encontra­
ron tpie d i s m i n u í a considerablemente la fija­
c ión por células competentes del A D N tratado 
con H N O o . Estas dos correcciones sugieren que 

l u / ultravioleta, y no de la formación de nuevos 
marcadores genét icos |>or acción del H N 0 2 . 

La temperatura (Fig. 2) aumenta la reac­
t ivación producida por acido nitroso basta lle­
gar a 36 ' , temperaturas más altas no la incre-
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Fig. 5.—Fotorreactivación y reactivación con ácido nitroso del Cm A D N desnaturalizado irradiado con \m 

ultravioleta. 

la react ivación con ácido nitroso del A D N irra­
diado con l u / ultravioleta, es mayor que la mos­
trada en la curva L U •* l I N O s . Los trabajos 
experimentales evidenciaron que se trata de una 
verdadera react ivación del A D N inactivado con 

menian. Esta react ivación tiene un p H ó p t i m o 
de 4,8 (Fig. 3 ) . 

La r ecupe rac ión aumenta casi linealmente 
(Fig. 4, c u n a L U -* H N 0 2 ) con la concentra­

ción de N a N O a desde 0,15 a 1 M ; por el con-
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trario la acción inactivante del H N 0 2 sin pre­
via i rradiación con luz ultravioleta (curva 
H N 0 2 ) a u m e n t ó hasta 0,25 M , y de ahí hasta 
2,0 M permanec ió constante. 

Como se dijo antes, la reactivación se obtuvo 
sobre A D N desnaturalizado por el calor; cuando 
se p r o b ó en A D N nativo tratado con luz ultra­
violeta, no se observó react ivación alguna. Esta 
diferencia puede interpretarse en dos formas: 
a) los cambios que se producen por l a luz u l ­
travioleta susceptibles de ser reactivados por el 
ácido nitroso son originados en A D N desnatura­
lizado y no en nativo, o bien b) los cambios son 

A l haber encontrado este mé todo de reacti­
vación con ácido nitroso era interesante (5) de­
terminar la posible relación entre esta reactiva­
ción y la reactivación producida por la enzima 
fotorreactivante- E n la Fig. 5 la curva inferior 
L U -+ Regulador -* N a CU representa la 
inactivación del A D N a diferentes dosis de luz 
ultravioleta; la segunda L U •» Regulador 
-* E F R L representa la reactivación producida 
con la enzima fotorreactivante de levadura 
( E F R L ) ; la tercera, la reactivación obtenida 

con ácido nitroso, y la ú l t ima el nivel de reac­
tivación obtenido al tratar primero con ácido 

10.0 

TIEMPO DE ILUMINACIÓN CON LUZ VISIBLE 
( MINUTOS) 

Fig. 6.-Inhibición competiva de la enzima fotorreactivante por ADN reactivado con ácido nitroso. 

también producidos sobre A D N nativo, pero la 
estructura de éste evita que puedan ser reacti­
vados por el ácido nitroso. 

Cuando el A D N nativo irradiado con luz 
ultravioleta se desnatural izó antes de tratarlo 
con ácido nitroso, sí pudo observarse la reacti­
vación de la actividad biológica; en cambio, si 
el A D N desnaturalizado irradiado con luz ul­
travioleta se renaturaliza previamente al trata­
miento con ácido nitroso, no se observa reacti­
vación. E n vista de estos resultados parece ser 
que los grupos capaces de ser reactivados por el 
ácido nitroso pueden obtenerse ya sea del A D N 
nativo o desnaturalizado por irradiación con luz 
ultravioleta, pero cuando se quiere reactivarlos 
por el ácido nitroso, se requiere que el A D N 
esté en la forma desnaturalizada, pues el A D N 
nativo o renaturalizado protege a estos cam­
bios en alguna forma de la acción del ácido ni­
troso. 

nitroso y después con la enzima fotorreactivan­
te. Como puede apreciarse en esta figura, la reac­
tivación producida por la enzima fotorreactivan­
te es menor que la reactivación originada por 
el ácido nitroso; aquellas muestras que se reac­
tivaron por medio de los dos procedimientos 
mostraron la mayor reactivación; en las muestras 
irradiadas con luz ultravioleta durante 300 a 
600 seg la reactivación corresponde aproximada­
mente a la suma de la iotorreact ivación, más la 
reactivación producida por el ácido nitroso. 

E n otro experimento se de t e rminó la inhi­
bición competiva que sobre la enzima fotorreac­
tivante producía el A D N irradiado con luz ul­
travioleta después de tratarse o no, con ácido 
nitroso, pensando que si éste reactiva los mis­
mos cambios que la enzima fotorreactivante, esta 
inhibición debía desaparecer. E n la Fig. 6, la 
curva superior representa la fotorreactivación 
del marcador a la estreptomicina a diferentes 
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tiempos dé i l uminac ión con luz visible, en la 
inferior, los c í rculos claros representan la inh i ­
bición obtenida con otro A D N irradiado con 
luz ultravioleta, los t r i ángu los indican la inhi ­
bición producida |x>r el mismo A D N irradiado 
con luz ultravioleta, pero después de haber sido 
reactivado por el ác ido nitroso; es evidente que 
la inhib ic ión es l a misma. Estos resultados su­
gieren que los cambios producidos por la luz ul­
travioleta sobre A D N transformante y reactiva­
dos por la enzima fotorreactivante o por el áci­
do nitroso son de naturaleza diferente. 

Los estudios de i r radiac ión realizados en pu-
rinas y pir imidinas , nucleósiclos, nucleót idos y 
A D N sugieren, que los cambios producidos por 
la luz ultravioleta sobre el ác ido desoxirribonu-
cléico incluyen (22) : a) a l teración de las bases 
pir imídicas, tal como la adición de agua a la 
timina y fotocambios de la citosina; b) enlaces 
entre las dos cadenas del A D N o dentro de una 
misma cadena, del tipo de dfmero de t imina y 
c) rompimiento transversal de la molécula del 
A D N . 

¿Cuál de estos cambios es revertido por el 
ácido nitroso? Hasta ahora no existe evidencia 
para sugerir en especial uno de ellos; sin embar­
go si se confirma que l a enzima fotorreactivan­
te rompe los d ímeros de t imina, el ácido nitro­
so debe actuar sobre alguno o algunos de los 
otros cambios producidos en el A D N por la luz 
ultravioleta. 

Por los trabajos de L i t m a n (14) se sabe que 
el A D N transformante de neumococo es desami-
nado por el ác ido nitroso, el hecho de que el fe­
nómeno de react ivación con ácido nitroso del 
A D N tratado con luz ultravioleta no dependa 
tanto del p H como lo es la desaminac ión , nos 
hace sospechar que el mecanismo de reactiva­
ción con H N 0 2 no es al t ravés de una reacción 
de desaminación. Debe mencionarse por ú l t i m o 
(5), que de los marcadores genét icos estudiados, 
los que confieren resistencia a catomicina y es­
treptomicina fueron reactivados por el ác ido n i ­
troso, sin embargo el que confiere resistencia a 
eritromicina no lo fue; otras propiedades de las 
muestras de A D N que contienen estos marcado­
res genéticos son iguales, por lo tanto parece 
que esta diferencia es realmente entre las sec­
ciones de la molécu la del A D N , donde se en­
cuentran estos marcadores genéticos. 

CONCLUSIONES 

En el presente trabajo se describen los mé­
todos conocidos para reactivar " i n v i t ro" el áci­
do desoxirribonucleico transformante inactiva-

do con luz ultravioleta " i n vitro". L a recupera­
ción obtenida con la en/ima fotorreactivante 
funciona sin duda como mecanismo de defensa 
" i n v ivo" ; no se puede decir lo mismo en lo 
que respecta a la react ivación con ác ido nitroso, 
ya que es lógico pensar que no existe este meca­
nismo directamente en la bacteria; sin embar­
go, sí se puede aventurar la probable existencia 
" in-vivo" de otros medios de reactivación dife­
rentes al de enzima fotorreactivante que recu­
peren los mismos cambios producidos por la luz 
ultravioleta que son reversibles "in-vi tro" con 
ác ido nitroso. 

Sería muy interesante estudiar la probable 
re lac ión de estos dos sistemas con la reactivación 
obtenida en la oscuridad empleando extractos 
de Ai. lysodcikticus. 

Conocer los cambios producidos en el A D N 
por la luz ultravioleta que son reversibles por 
el ácido nitroso, y establecer el mecanismo de 
tal recuperac ión , quizá sea de gran ayuda para 
establecer la estructura específica de ciertos mar­
cadores genéticos, ya que como hemos dicho dos 
marcadores fueron reactivados y uno no lo fue. 

SUMMARY 

T h e reactivation of ultraviolet-irradiated 
transforming D N A can be verified by four pro­
cedures. T h e photoreactivating enzyme is me­
chanically bound to ultraviolet irradiated D N A 
i n the dark, but not to unirradiated D N A ; in 
the bound condit ion it is stabilized against inac-
tivation by heat and heavy metals, both the me­
chanical biending and stabilization are elimi­
nated by i l luminat ion with visible light. These 
observations are consistent wi th the reaction 
scheme suggested by kinetic studies, in which 
the enzyme combines with the ultraviolet chan­
ges in D N A and the complex absorbs visible 
light, producing repair and subsequent libera­
t ion of the enzyme. T h e second procedure to 
reactivate ultraviolet irradiated D N A is concer­
ned wi th the use of extracts of Micrococcus lyso-
deikticus, this reactivation does not require v i ­
sible light. T h e repair of ultraviolet-irradiated 
D N A by light of 239 mu seems to be due to the 
breakage of thymine dimers to thymine mono­
mers. T h e reactivation of ultraviolet irradiated 
D N A wi th nitrous acid requires the single stran­
ded (denatured) form, but the ultraviolet irra­
diat ion can be applied to either denatured or 
native D N A . Th i s strictly chemical reactivation 
is affected by certain factors, such as: tempera­
ture, p H , nitrous acid concentration, and time 
of incubation. T h e photorreactivation and the 

35 



CIENCIA 

nitrous acid reactivation of ultraviolet-irradia­
ted transforming D N A do not overlap so it may 
be tentatively assumed that the changes in these 
two cases are different. 
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N o es muy arriesgado decir que hasia el a ñ o 
de 1944 los progresos de la Genét ica y de la 
Química Biológica se realizaron por cauces re­
lativamente independientes y que en ese a ñ o 
uniéronse los conocimientos relacionados de las 
dos ciencias para dar lugar a una nueva espe­
cialidad: la Bioqu ímica genética. Este hecho se 
inició con la publ icac ión del trabajo, hoy d ía 
clásico, acerca de la t ransformación de las ca­
racterísticas hereditarias de un grujió de bacte­
rias por acción " i n v i t ro" del ácido desoxirribo-
nucleico purificado (1); s imu l t áneamen te q u e d ó 
demostrada la acción de esta sustancia como 
portadora de las características genét icas de los 
seres vivos. 

Desde la publ icac ión del trabajo menciona­
do hasta el presente, el conocimiento de las fun­
ciones desempeñadas por el A D N ha sido am­
pliado de una manera espectacular (2, 3 ) , y la 
utilización de sistemas de t ransformación gené­
tica ha contribuido en gran parte a ese conoci­
miento (4). 

GENERALIDADES 

El proceso tle t ransformación genética consis­
te en la incorporac ión de ácido desoxirribonu-

" i n vi tro", permite al investigador tratarla en 
muy diversas condiciones experimentales dentro 
del intervalo entre su extracción de un tipo ce­
lular y su in t roducc ión a las células receptoras. 

Se han investigado los mecanismos molecu­
lares que tienen lugar en el proceso de trans­
formación y se han llegado a conocer con de­
talle algunas de las etapas en que se han divi­
d ido para su estudio, no así otras cuya diluci­
dación es actualmente objeto de investigación 
muy activa en varios laboratorios. Las etapas en 
que se ha d iv id ido el proceso son: competencia, 
fijación, pene t rac ión , sinapsis, integración o re­
combinac ión genética, segregación y expresión, 
las cuales se encuentran representadas en la Fi­
gura 1. 

Competencia 

N o todas las células bacterianas pueden ser 
transformadas. Se sabe con certeza que una cé­
lu la incorpora A D N sólo durante un breve pe­
riodo de su existencia, al cual se le ha llamado 
estado de competencia (fi) o sensibilización (7). 
Esta condic ión de competencia es un estado fi­
siológico de las bacterias que se alcanza de ma­
nera distinta en cada especie (8, 9 ) , (Tabla 1). 

TABLA I 
CONDICIONES LN QUI SE ALCANZA EL ESTADO DK COMPETENCIA EN DIFERENTES BACTERIAS 

Condiciones de 
ae reación 

Presencia de 
albúmina 

etapa de 
crecimiento 

medio de 
cultivo 

Diplococeüt según el 
pneumoniae anaerobiosis indispensable inoculo complejo 
Hemophilus aerobiosis- final de fase 
influenzae anaerobiosis inerte logarítmica complejo 
liarillus final de fase 
Mthlilis aerobiosis inhibitoria logarítmica sintético 

l i c i t o proveniente de células ton determinadas 
marcas genéticas, ¡x>r ejemplo: resistencia a los 
antibióticos, carencia de ciertas en/imas, forma­
ción de pol isacár idos capsulares, etc., |x>r células 
que carecen de esas marcas, las que adquieren 
de una manera estable (5). E l hecho de podet 
aislar el A D N como una entidad química pura 

Experimentalmcntc la competencia se pierde 
en el momento en que las moléculas de A D N , 
con o sin marta genética, se fijan a las células 
receptoras (10), aunque también puede perder­
se en ausencia de A D N exógeno (9). E l estado 
de competencia parece asociarse a un estado de 
|)ermeabilidad alterada de las células receptoras 
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en que hay, inclusive, salida de A D N endocclu-
lar (II). Resultados acordes con esta hi |)ótesjs 
han sitio publicados por Spizizen (12) y Ephrus-
si-Taylor (13). T a m b i é n se ha sugerido que el 
estado de competencia depende de la síntesis de 
una p ro t e ína (enzima ?) específica para el pro-

Fijación 

L a facilidad de marcar las moléculas de A D N 
con fósforo radiactivo, ha ¡>crm¡t¡do estudiar l a 
cinét ica de fijación y ¡>enetración de la sustan­
cia por las células competentes. Gootlgal y He-

Transformac/on 

ipe+cnc/a ^ 

(I I I I I I 3J 

• 

Qxpres/ó/> segregación 
Fig. 1.-Representación diagramática del proceso de transformación genética bacteriana. 

ceso, ya que el estado no se alcanza en presencia rriott (18) han publicado datos que demuestran 
de cloramfenicol (14). Los resultados de Pa- que en soluciones diluidas de A D N transforman-
kula (15), Wyss (16) y Tornas/ (17) parecen te (relación: moléculas de A D N / c é l u l a s compe-
apoyar esta hipótesis. tentes: 1) el n ú m e r o de transformaciones es di-
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rectamente proporcional al de moléculas pre­
sentes, resultado que es compatible con la h ipó ­
tesis de que basta una sola molécula para trans­
formar una célula . E l n ú m e r o total de molécu­
las que pueden ser fijadas por una célula, co­
m ú n m e n t e oscila entre 50 y 100 (19, 20, 18, 9) 
y, sin embargo, han sido encontrados valores 
hasta de 72 000 (21). A la luz de los conocimien­
tos actuales y en el caso de bacterias, el concepto 
de molécula no puede ser sostenido totalmente, 

se fije un mayor n ú m e r o de moléculas en forma 
irreversible, parece ser la pérdida misma de la 
competencia, iniciada al fijarse los primeros 
fragmentos de A D N a la célula. Los autores de 
estos trabajos han presentado evidencias que in ­
dican que la fijación reversible es de naturaleza 
iónica y sigue las leyes de la colisión simple en­
tre par t ículas , mientras que la fijación irrever­
sible es un proceso que requiere energía (25, 
26). 

A TRA ZV«5 FOR MA CtON E S 
9 IßREVERSJBLEMENTE FIJADO 
O BE VER S/3 L E MEN TE F NA DO 

10 

IO1 

10' 

L - IO4 

10-2 to-' IO IO' to­ lo* 

MOLÉCULAS A PL /CA DA s/cEL UL A 

% 
I 

\ 
i 

Fig. 2.—Dependencia entre la fijación de moléculas de ADN transformante por Hemophilus influenzae y la 
concentración de ADN P" con marca de resistencia a la estreptomicina. Adaptada de Barhart y Herriott (25). 

ya que se ha demostrado que dentro de las cé­
lulas bacterianas el A D N existe como un fila­
mento circular continuo de 1 000 a 1 500 u de 
per ímetro (22, 23, 24) tjue durante su aislamien­
to y purif icación p roduc i rá tantas "moléculas '* 
(pedazos) cuanto más brusco haya sido el mé­
todo de extracción; sin embargo, para fines prác­
ticos se seguirá uti l izando ese té rmino . 

Gran parte del n ú m e r o total de moléculas 
fijadas por una célula, puede ser eliminado por 
tratamiento con desoxirribonucleasa o con un 
simple lavado con solución salina (fijación re­
versible) y el n ú m e r o de moléculas que no se 
desprenden ele las células en estas condiciones 
(fijación irreversible) tiene un m á x i m o entre 
5 y 10 (9, 25) (Figura 2 ) . L a causa de que no 

Penetración 

L a pene t rac ión de las moléculas fijadas por 
las células competentes hacia el interior de las 
mismas, puede seguirse también empleando 
A D N marcado con fósforo radiactivo. De esta 
manera se ha podido conocer que cuando el 
A D N es hidrolizaclo enz imát icamente , fragmen­
tado con oscilador sónico, o desnaturalizado has­
ta obtener A D N de un filamento, no hay pene­
tración (25, 27, 28) . E n este ú l t imo caso es de 
notarse que si bien el A D N de un filamento y 
portador de una marca genética no penetra a 
la célula, previa renatura l ización con otro fila­
mento de A D N , bien sea portador de la misma 
o de diferente marca o sin marca alguna, ya 

39 
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puede penetrar (28, 29, 69) . La pene t rac ión re­
quiere un m í n i m o en el peso molecular del A D N 
transformante, por lo general considerado alre­
dedor 500 000 (30) ó 1000000 (31) y es muy 
sensible a la degradación molecular del A D N 
(25). Parece, sin embargo, que existe una dife­

rencia en cuanto al mecanismo de pene t rac ión 
en los dos sistemas de t ransformación que más se 
han estudiado. E n el caso de Hemophilus ín-
fluenzae, el A D N que ha penetrado a las célu­
las receptoras puede extraerse de nuevo en for­
ma bio lógicamente activa desde los primeros mi ­
nutos después de su incor|x>rarión (32). N o su­
cede lo mismo en el sistema de neumococos, que 
presentan una fase llamada de eclipse (33), du­
rante la cual el A D N ex t ra ído minutos después 
de su pene t rac ión a la célula receptora, no es 
activo (34), demos t rándose además, que en ese 
momento, la radiactividad del A D N que |>cnetró 
se encontraba, la mitad como una fracción pol i -
meri/.acia y la mitad como soluble en ácido. Este 
hallazgo se ha interpretado como sugerente de 
la presencia de una desoxirribonucleasa, la cual, 
al degradar una de las cadenas del A D N fijado, 
introduce la otra hacia el interior de la célula . 
Sin embargo, los resultados obtenidos en Hemo­
phÜus y neumococos no se han considerado del 
todo comparables entre sí (19). 

ciones por cepas homologas o heteró logas (35), 
sino más bien en el f enómeno que Schaeífer 
(36) ha denominado sinapsis. Este autor supone 
que una ve/ dentro de la célula receptora y pre­
viamente a su integración al cromosoma, hay un 
apareamiento (sinapsis) entre las porciones ale­
laras de la molécula incorporada y el propio 
cromosoma. Esta sinapsis sería el resultado de 
la complementariedad entre las secuencias de 
bases de las dos porciones. Esta hipótesis parece 
estar basada en la demostración de que siempre 
que hay t ransformación genética entre dos tipos 
de células, los respectivos A D N aislados y pm i 
ficados, son capaces de formar moléculas híbr i ­
das al desnaturalizarlos separadamente y rena-
turali/arlos en mezcla (37, 38, 3 ° ) . 

Integración 

Esta etapa se considera equivalente al proce­
so de recombinación genética de otros organis­
mos, en que la marca genét ica introducida a una 
célula receptora, reemplaza a su alelo (21, 5 ) . 
E n la t ransformación genética, la molécula de 
A D N incorporada (exogenote), no lleva todo 
el genotipo de la célula donadora, ya que sólo 
es un fragmento de su cromosoma. Jacob y W o l l -
man (40) han sugerido que a este zigote incom­
pleto se le denomine merozigote. N o se ha acia-

A B 

Fig. 5.—Posible mecanismo de la iccombinación genética.—A, según la hipótesis de la selección de molde 
("copy choice"). B, según la hipótesis del rompimiento y reunión ("breakage and reunion"). Según lacob Y 

Wollman (40). 

Sinapsis 

Es conocido el hecho de que hay moléculas 
capaces de penetrar a las células competentes sin 
transformarlas (10). Paralelamente, se han he­
cho muchos experimentos para lograr transfor­
maciones heteroespecíficas con éxi to muy esca­
so. Sin embargo, parece ser que el impedimento 
no consiste en la pene t rac ión , ya que el A D N 
radiactivo es incorporado en las mismas propor-

rado totalmente el mecanismo por el cual se lle­
va a cabo la in tegración ctel exogenote y el en-
dogenote. Existen actualmente dos hi)>ótesis pa­
ra su expl icación, basadas en datos obtenidos 
mediante el empleo de t ransformación genét ica 
(33, 41, 32, 42), sistemas de conjugación sexual 
en bacterias (43, 40) , cruzamientos de bacterió­
fagos (44, 45) y recientemente la recombinac ión 
entre episomas y cromosomas (46, 47). Es posi-
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ble la comparac ión ele dalos provenientes de 
sistemas diferentes de estudio, puesto que una 
ve/ dentro de la célula, es igual que la par t ícu la 
de A D N gené t i camente marcada, haya penetra­
do por cualquier mecanismo. En otra palabras, 
la etapa de integración es c o m ú n para todos. 
Por tal motivo, Jacob y Wol lman (40) han lla­
mado a dichos sistemas, procesos de meromixis 
UIMJO; : parte y u i | t ; : mezcla). 

1 dos hi¡M>tesis enunciadas para explicar la 
integración o recombinac ión genét ica en las bac­
terias, son la llamada tle la selección de molde 
("copy choice" F ig . SÍI) , y la del rompimiento 

y r e u n i ó n ("breakage and r e u n i ó n " , F ig . 3&j . 
La primera de ellas postula que el cromosoma 
recombinado se forma de novo por un mecanis­
mo tle síntesis de A D N , el cual utiliza como 
molde, parte del exogenote y parte del endoge-
note. Los resultados de varios autores son com­
patibles con esta hijiótesis (48, 49, 50, 51, 52, 
53, 54, 47). L a segunda |x>stula en cambio, que 
el cromosoma recombinado se fonna por frag­
mentac ión de las dos estructuras genét icas pre­
sentes en el mero/igotc y el acoplamiento de los 
fragmentos en condiciones que excluyen la sín­
tesis de A D N (33, 41, 32). Los resultados de 
varios grupos tle investigadores dan apoyo ex­
perimental a esta segunda hi|xWesis (55, 56, 57) . 
Debe mencionarse además, que Mosig (58) ha 
sugerido la posibil idad tle que los dos mecanis­
mos actúen s imu l t áneamen te . 

Segregación 
4 

Cuando una pob lac ión bacteriana competen­
te y sensible Incorpora A D N con marca de re­
sistencia a la estreptomicina, es necesario dejar 
transcurrir de 1 a 2 h antes de poner a la po­
blación transformada en presencia del agente se­
lectivo (9). Este hecho se explica como el tiem­
po requerido para la segregación de los núcleos 
no "imitados" (transformados, 5 9 ) , o lo que es 
igual, deben transcurrir dos o tres generaciones 
antes que las células transformadas presenten la 
marca genét ica incorporada en todas sus estruc­
turas cromosóinicas (Fig. 4) . Se han obtenido 
resultados similares estudiando la cinética de 
formación de células transformadas (32, 60). 

Expresión 

E l paso siguiente a la segregación de las es­
tructuras nucleares no transformadas es la ex­
presión de las características genéticas adquiri­
das, y ésta se establece en el momento que la 
bacteria sintetiza la enzima o enzimas que la 

capacitan para crecer en presencia del agente 
selectivo. Por consiguiente, la expresión de di­
chos caracteres es inhibida en presencia de clo­
ra míen i col (14). Por esta razón son interesantes 
los resultados obtenidos cuando se emplea como 
agente de t ransformación el A D N proveniente 
de células que no carecen de ninguna enzima y 

y>o omj 

MUTACIÓN 
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Fig. 4.—Segregación de los núcleos no minados (trans­
formados) en una célula multinucleada. Adaptada de 

Hayes (5). 

como células receptoras a aquellas bacterias que 
no forman alguna de ellas por incapacidad gené­
tica. Lacks y Hotchkiss (61), trabajando con 
mulantes incapaces de utilizar la maltosa para 
su crecimiento por carencia de amilomaltasa, ob­
servaron que una vez que el A D N se había in­
tegrado al cromosoma tle la célula receptora 
bastaban solamente 10 min para tener un sín­
tesis m á x i m a y constante de la enzima. 

CONCLUSIONES 

Las perspectivas de utilización de los siste­
mas de transformación genética bacteriana, para 
el análisis de diversos procesos en la biología 
molecular, no pueden ser mejores. Por ejemplo, 
Spizi/en (63), ha comunicado que en el sistema 
tle transformación de ¡i. subíiíis, la actividad del 
A D N transformante se aumenta en presencia del 
ác ido ribonucleico ( A R N ) de la misma bacte­
ria donadora. Esto ha sugerido la posibilidad de 
producir cambios transitorios no transmisibles 
por herencia, mediante la incorporación del 
A R N mensajero a bacterias competentes. Fricd-
man (62) ha obtenido resultados aparentemente 
posítiyos en células animales, pero sus experi­
mentos son tle difícil ejecución técnica. 

T a m b i é n se han publicado trabajos que indi­
can una relación significativa entre la taxono­
mía, la capacidad de transformación genética y 
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la propiedad de formar moléculas h íb r idas " i n 
vi tro" (64 ( 65). 

Se ha demostrado la t ransformación de bac­
terias por moléculas de A D N portadoras hasta 
de 13 marcas genéticas en serie las cuales cons­
tituyen el operón de genes que regula la biosín-
tesis de enzimas requeridas en la formación de 
aminoácidos aromát icos en B. subtilis (66). 

Finalmente, podemos referirnos a los recien­
tes trabajos de Abel y Trautner (67) y Bayreu-
ther y R o m i g (68), acerca de l a biosíntesis de 
virus animales por B. subtilis transformado con 
A D N viral , que han dado a conocer un sistema 
nuevo y excepcional que servirá seguramente, 
para ahondar aún más en el conocimiento de los 
mecanismos moleculares de la herencia. 

S U M M A R Y 

T h e general characteristics of the process of 
genetic transformation in bacteria are examined 
on the light of recently obtained information. 

T h e newer data has permited to analyze in­
dependently each one of the stages in which the 
process is divided: competence, penetration, si­
napsis, integration or genetic recombination, se­
gregation and expression. T h e molecular me­
chanism of the transformation process is discus­
sed by examining each one of the stages inde­
pendently. 

T h e advantages of u t i l iz ing transformation 
in studies of the hereditary and biochemical pro­
perties of deoxiribonucleic acid are discussed. 
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D E R I V A C I Ó N D E N U E V A S C O N S T A N T E S P A R A L A D E T E R M I N A C I Ó N D E N S I T O M E T R I C A 

D E L A G R A S A C O R P O R A L E N E L H O M B R E 1 

por 

F R A N C I S C O G R A N D E , 

Laboratorio de Higiene Fisiológica, Universidad de 
Minnesota, Minneapolis. Minn. (FF. II'.). 

L a de t e rminac ión del contenido de grasa del 
cuerpo humano puede llevarse a cabo aplicando 
el sistema empleado por Arquímedes , que per­
mite calcular la proporc ión de los dos compo­
nentes de una mezcla, si se conocen sus densida­
des respectivas (que se supone son distintas) y 
la densidad de la mezcla. 

Si m , y wi 2 son proporciones de los dos com­
ponentes en peso, y c/x y d2 sus densidades; la 
masa total de la mezcla será -f- rnz = 1 y los 

i - i , « i m 2 volúmenes de los componentes serán y 

respectivamente. 
La densidad de la mezcla (D) será por tanto 

tn'i -f- 7ii2 

O — i _ y puesto que m, + m . = 1, 

m2 = 1 — mx la ecuación por tanto p o d r á es­
cribirse: 

ffij 1 — rn, 

y resolviendo por mx 

1 d, d 2 d, 
m, — — • — 

I) ( « i - d i ) (da-<*i) 

Esta ci i i .u ii'm ha sido empleada por Keys y 
Brozek (10) para calcular el contenido de grasa 
corporal mediante la de te rminac ión de la den­
sidad del cuerpo humano. 

Para la apl icación de la fórmula se requiere, 
además de la de te rminac ión de la densidad, el 
poseer valores para las densidades tic los dos 
componentes. Tenemos información satisfacto­
ria acerca de la densidad de la grasa del cuer­
po humano (5) pero no ocurre lo mismo con 

'El autor desea expresar su agradecimiento a los Drs. 

Í. T . Anderson y J. Ilro/ek por permitirle el empleo de 
os datos presentados en este trabajo, procedentes de ex­

perimentos realizados con su colaboración en el Labora­
torio de Higiene Fisiológica de la Universidad de Min­
nesota (EE. UU.). 

respecto al otro componente cuya densidad de­
pende, por otra parte, de la forma en que dicho 
componente sea definido. 

E n sus clásicos estudios sobre composición 
corporal, Behukc (1, 2) consideró el cuerpo hu­
mano compuesto de dos partes: Grasa y Masa 
corporal magra (Lean Btxly mass o LBM) a la 
que asignó la densidad de 1,10. Pero la defini­
ción de LBM es imprecisa, porque asigna una 
cierta cantidad de grasa a dicha fracción del 
cuerpo. Por ello, Keys y Brozek (10) han pre­
ferido d iv id i r el cuerpo en dos componentes: 
Grasa y Libre de grasa (Fat free body, t'FB), 
lo que tiene dos ventajas: que toda la grasa apa­
rece en una sola fracción y que la definición de 
la parte no grasa es más precisa. 

U n a de las aplicaciones más importantes de 
los métodos de de te rminac ión de la composición 
corporal, es el estudio de los cambios de conte­
nido de grasa durante la pérdida o ganancia de 
peso. Está perfectamente establecido (4, 7, 8) 
que los cambios de peso corporal asociados con 
cambios del balance calórico no se deben tan 
sólo a cambios en el contenido de grasa. Aparte 
de la pé rd ida o ganancia de grasa se producen 
cambios en el estado de h idra tac ión y en el con­
tenido de prote ínas . Por consiguiente estos sis­
temas simples no se prestan bien para el estudio 
de los cambios de |>eso y es preciso buscar un 
mé todo de validez más general. Con este objeto 
Keys y Brozek (10) introdujeron el concepto de 
"Te j ido de obesidad", con el que designan la 
suma de sustancias, incluida la grasa, que se ga­
nan o pierden cuando el cuerpo humano gana o 
pierde peso. E l sistema propuesto por Keys y 
Brozek supone que el cuerpo de un individuo 
dado puede considerarse como la suma de una 
parte de composición igual a la de un sujetos de 
referencia (R) más o menos una cierta canti­
dad de Te j ido de obesidad ( G ) . Por tanto la 
masa de este sujeto será 

M = R + G 

Conociendo las densidades de R y G y la 
de l sujeto en cuest ión, es posible determinar las 
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proporciones de R y G en su cuerpo» y como las 
cantidades de grasa contenidas en R y C, pueden 
ser establecidas, es posible calcular la cantidad 
total de grasa en el cuerpo que se estudia. Este 
sistema presupone, por tanto, el establecimien­
to de un "Sujeto de referencia*' de densidad y 
contenido de grasa fijos, y el de un "Te j ido de 
obesidad" también de densidad y contenido de 
grasa fijos. Keys y Bro/ek (10) establecieron 
la densidad del Sujeto de referencia midiendo 
jóvenes estudiantes de estado de nut r ic ión "nor­
mar ' cuya densidad corporal, medida por pe­
sada en agua, era de 1,063 y a los que se les atri­
buyó un contenido medio de grasa de 14%. E l 
tejido de obesidad fue establecido en una expe­
riencia en la que una serie de sujetos de densi­
dad y peso conocidos fueron sobrealimentados 
hasta que manifestaron una considerable ganan­
cia de peso. Combinando la medida del peso 
con la de la densidad y la de terminación del vo­
lumen de espacio extracelular fue posible resol­
ver el peso ganado en té rminos de material ce­
lular, grasa y l íqu ido extracelular, y conocer su 
densidad (9). 

Este sistema representa un evidente avance; 
pero su aplicación descansa en el supuesto de 
que el "Tej ido de obesidad" es constante en 
todas las situaciones. E n otro lugar (4, 7, 8) he­
mos presentado datos que demuestran que las 
proporciones de agua, grasa y material proteico 
ganado o perdido varían en distintas condicio­
nes experimentales, lo que hace dudoso que el 
concepto de la constancia del "Te j ido de obesi­
dad" pueda mantenerse, al tiempo que hace 
erróneas las determinaciones de los cambios de 

una mixtificación en la fórmula originalmente 
propuesta ¡x>r Keys y Bro/ek. 

E n el presente trabajo nos propinemos pre­
sentar datos obtenidos en un estudio crítico del 
material existente, que ha sido publicado recien­
temente en extenso (3). Gofl estos datos es po­
sible sustituir el "Sujeto de referencia" por un 
"Cuerpo de referencia" cuyo contenido en grasa 
ha sido determinado por análisis y cuya densi­
dad se ha calculado a partir de los datos de com­
posición qu ímica de una serie de cadáveres hu­
manos. A más de esto hemos examinado las pro­
piedades del tejido de obesidad en distintas con­
diciones experimentales y hemos deducido nue­
vas fórmulas que se aplican a la de te rminac ión 
de la grasa corporal en estas situaciones parti­
culares. 

D E N S I D A D Y C O N T E N I D O D E GRASA D E L " C U E R P O D E 

R E F E R E N C I A " 

L a bibliografía contiene sólo un n ú m e r o 
muy l imitado de datos referentes al análisis quí­
mico completo de cadáveres humanos en térmi­
nos de agua, proteínas, grasa y minerales y no 
conocemos datos de composición qu ímica y den­
sidad en el mismo cadáver. Varios de los cadá­
veres analizados, por otra parte, per tenecían a 
sujetos que antes de morir h a b í a n experimenta­
do cambios en su estado nutri t ivo o estado de 
h idra tac ión , que los hace inút i les para nuestro 
objeto. Por ello, tras cuidadoso análisis de los 
datos de la bibliografía, hemos seleccionado tres 
cadáveres de individuos de sexo masculino, cuya 
composición se resume en la T a b l a I. 

TABLA I 

COMPOSICIÓN QCÍMICA DF TKFS CADÁVFRFS MU MANOS DF. SFXO MASCULINO 

Autor Edad Talla Peso Agua Crasa Proteínas Ceniza Indetermi­
a A os Clll Kg Kg Kg Kg KR nado Kg 

MitchcU 35 183 70.6 47,9 8,8 10.2 3.4 0.3 
(13) 
WiddowNon 25 179 71.8 44,4 10.7 11.9 4.6 0.2 
(14) 
Forbcs 46 168 53.8 30, ü lo.-, 10,1 3.0 0.2 
<6) 
Media 353 177 8 M 40.8 10.0 10,7 3.7 0.2 

grasa corporal mediante fórmulas en las que se 
introduce la densidad y contenido de grasa del 
tejido de obesitlad como constantes. Por otra 
parte algunos de los razonamientos que condu­
jeron a fijar en 14% la cantidad de grasa del 
"Sujeto de referencia" han debido modificarse 
a la vista de nueva información, lo que supone 

La densidad de estos cadáveres ha sido cal­
culada con los datos de análisis y de la densidad 
de los distintos componentes, según ha sido des­
crito en detalle en nuestra publ icación anterior. 
L a comjx>sición media y densidad del "Cuerpo 
de referencia" construido con los datos de estos 
tres cadáveres se presenta en la Tab l a II . 
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E n la T a b l a III presentamos la composición 
y densidades de distintos "compartimientos" del 
cuerpo humano empleados habitualmente en los 
estudios de com|x>sición corporal. 

TABLA II 
PESOS Y VOLCIMFNES DE LOS COMPONENTES DE 1 Kr. DE 
"CUERPO PE REFERENCIA" (MEDIA DE LOS ANÁLISIS DE 3 
CADAVFRFS HUMANOS, TABLA I), SUS DENSIDADFS V LA DES-

SIDAD CALCULADA l'A RA EL "CUERPO DE REEIRFNCIA" 

Componente Peso g Densidad 36 » Volumen 36° 
g/ml mi 

Agua 624,3 0,99371 628,2 
Proteínas 164,4 134 122.7 
Grasa 153,1 0.9007 170,0 
Mineral óseo 47,7 2.982 16,0 
Mineral no-óseo 105 3317 3.2 
Total 1000.0 1.064 940,1 

'Densidad del total calculada de la suma de los pesos 
dividida entre la suma de los volúmenes de los compo­
nentes. 

Nótese que la densidad del "Cuerpo de re­
ferencia" calculada de los datos qu ímicos coin­
cide casi exactamente con la densidad medida 
por Keys y Brozek al establecer su "Sujeto tle re­
ferencia"; pero la cantidad de grasa es ligera­
mente más elevada (15,3% en vez de 14,0%). 

TABLA III 
COMPOSICIÓN EN % v DENSIDADES DEL "CIERPO DE REFEREN­
CIA", "CUERPO SIN CRASA", "CUERPO SIN CRASA V SIN MI* 
NFRAL ÓSEO". "RESIDUO CELULAR" y "SÓLIDOS CELULARFS" 

Componen IC Cuerpo Cuerpo Cuerpo Residuo Sólidos 
de refe­ libre de libre de celular celula­
rencia grasa grasa y 

mineral 
óseo 

res 

Agua 62.4 73.8 78,1 72.7 — 
Proteínas 16.4 19.4 20.6 25.7 94.0 
Grasa 15.3 — — — — 
Mineral óseo 4.8 5.6 — — — 
Mineral no óseo 1.1 t j 13 1.6 6.0 
Densidad 

(a 36°) 1.064 1,100 1.060 1.078 1.389 
Por ciento del 
poso corporal 

total 100,0 84.7 79.9 63,9 17,5 

Hemos de añad i r t ambién que la densidad 
de los minerales del hueso obtenida por cálculo 
de los datos de análisis coincide de modo satis­
factorio con la medida directamente en este L a ­
boratorio (12) y lo mismo puede decirse de la 
densidad del Residuo celular (11). 

La in t roducc ión del "Cuerpo de referencia" 
creemos pues que constituye un progreso en l a 

de te rminac ión densi tométr ica de la coni|>osicÍún 
corporal, aunque es de es|>erar que su ut i l idad 
sea supci.ul.i i t iando dis t ingamos de datos de 
análisis qu ímico y densidad realizados en el mis­
mo cadáver. 

C O M P O S I C I Ó N Y DENSIDAD DE DISTINTOS TIPOS D E 

T E J I D O D E OBESIDAD 

Como hemos mencionado, en su análisis ori­
g inal Keys y Brozek dedujeron las características 
del "Tej ido de obesidad" de un estudio de la 
densidad y ganancia de peso de un grupo de su­
jetos que fueron sobrealimentados (9). E l cálcu­
lo implica la de te rminac ión de la densidad del 
"tejido" ganado (Diferencia de peso, dividida 
entre diferencia de volumen) . Esta ganancia es 
d iv id ida en dos partes, l íqu ido extracelular, d i ­
rectamente medido y "residuo" y éste a su vez, 
conocida su densidad, puede fraccionarse en "Re­
siduo celular" y grasa. Con estos datos, según 
se describió en nuestra anterior publicación (3) 
es posible descomponer el "Tej ido de obesidad" 
en agua extracelular, residuo celular y grasa. 
L a l imitación en este cálculo es que no sabemos 
s i la densidad del "Residuo celular" calculada 
en la Tab l a III se aplica a las células asociadas 
con el tejido de obesidad. Por razone* que hemos 
discutido anteriormente (S) puede aceptarse 
provisionalmente el cálculo realizado, en tanto 
no tengamos información más directa. 

Para las nuevas determinaciones de la com­
posición del Te j ido de obesidad disponemos de 
tres grupos de datos: los procedentes del estu­
dio de sobrea l imentac ión ya mencionado, los 
de un estudio de adelgazamiento recientemente 
efectuado en este Laboratorio y una compara­
ción entre dos grupos de individuos de la mis-

TABLA IV 
CALCULO DE LA «IMPOSICIÓN DEL "TF.IIDO DE OHFSIDAD" EN 

DISTINTAS CONDICIONES DE OBSERVACIÓN. CIFRAS F.N % 

Ganancia 
de peso 

Pérdida 
d i peso 

Diferencia 
entre jóve­
nes obesos 
y delgados 

Número de sujetos 10 10 16 y 21 
Agua extracelular 14 4 7 
Grasa 64 64 73 
Residuo celular 22 32 20 
Densidad determinada 

(g/ml a 3<V) 0.984 0,954 0.938 

ma edad, sexo y talla, pero distinto peso y den­
sidad corporal; es decir un grujió de sujetos del­
gados y otro de obesos. L a composición de los 
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tres tipos tic tejido de Obesidad y su densidad, 
obtenidas por el procedimiento antes indicado 
se resume en la Tabla I V . 

Nótese que la cantidad de grasa es semejan­
te durante la ganancia o pérdida de peso; i>ero 
es más elevada en el "tejido" que diferencia a 
los obesos de los delgados. Por otra parte el "te­
j ido" perdido durante la reducción de ]>eso cor­
poral tiene el más elevado contenido de residuo 
celular y la mín ima proporc ión de agua extra-
celular. 

D E R I V A C I Ó N DE F Ó R M U L A S PARA D E T E R M I N A R L A 

GRASA C O R P O R A L 

Conociendo la densidad y contenido en grasa 
del "Cuerpo de referencia" y los correspondlen­
tes valores del "Te j ido de obesidad'' es posible 
deducir fórmulas para calcular la proporc ión 
de grasa en el cuerpo de un sujeto dado, según 
los métodos indicados al comienzo. 

Las fórmulas derivadas se presentan en la 
Tabla V . 

deuda respecto a su valide/ en un caso parti­
cular. 

Puesto que los cambios de h id ra t a t i ón que 
a c o m p a ñ a n a las variaciones de peso corporal 
son generalmente importantes, parece aconseja­
ble tener información acerca de la magnitud de 
tales cambios. Es posible combinar los datos de 
contenido de agua corporal con los de la densi-
tometr ía para obtener valores que pueden ser 
más reales en una situación dada, pero no debe 
olvidarse que la utilización de oíros datos in­
troduce también nuevas fuentes de error. 

En el momento actual parece que lo más 
úti l es emplear s imu l t áneamen te varios métodos 
basados en distintas medidas y observar el acuer­
do entre los resultados obtenidos. Aunque la 
coincidencia de los resultados no es en si misma 
prueba de la validez de los mismos, puede con­
siderarse como una indicación de su aceptabi­
l idad. 

La aplicación de la densi tometr ía es de evi­
dente ut i l idad en los estudios de composición 
corporal; pero las limitaciones que se han seña-

TABLA V 

FÓRMULAS I-ARA LA DETERMINACIÓN DE I-A CANTIDAD DE "TEJIDO DE OBESIDAD", DE LA CANTIDAD DE CRASA ASOCIADA CON 
EL TEJIDO DE OBESIDAD Y DE LA CANTIDAD DE CRASA TOTAL EN UN CUERPO CUYA DENSIDAD SE CONOCE. 

BASADAS EN UN "CUERPO DE REFERENCIA" DE DENSIDAD 1,064 Y CONTENIDO EN GRASA 15,3% PARA DISTINTAS CLASES DE 
"TEJIDO DE OBESIDAD" 

Clase de 'Tejido de Obesidad" 

Ganancia de peso Perdida de peso 

Diferencia de 
peso (delgados 

y obesos) 

Densidad del Tejido de obesi­
dad 

Contenido en grasa del Tejido 
de obesidad (fracción) 

Cantidad de Tejido de obesi­
dad 

Cantidad de grasa correspon­
diente al Tejido de obesidad 

Grasa corporal total 

O, Densidad corporal. 

0,948 

0.64 

0,954 

0,64 

0.938 

0,73 
8,696 9.228 7.921 
— - 8.172 - 8,673 - 7.444 

D D D 
5.565 5,906 5,782 

- 5,230 — — - 5,551 - 5.434 
D D D 

4,235 4.494 4,570 
- 3,827 - 4,071 — — - 4,142 

D D D 

La principal cuestión que se plantea es la 
de decidir cuál de estas fórmulas lia de usarse 
en un caso dado. En primer lugar del>c señalarse 
que la información existente indica que ningu­
na de ellas puede tener validez general y que 
lo más razonable es emplear aquella que esté 
basada en datos obtenidos en condiciones seme­
jantes a las de la si tuación que se estudia. Pero 
aun así, no es seguro que una fórmula pueda 
aplicarse siempre, sin tener otra fuente de evi-

lado en este trabajo deben ser tenidas en cuenta 
antes de aceptar la validez de los resultados ob­
tenidos. 

R E S U M E N 

Se discute la aplicación de la densi tometr ía 
a la medida del contenido en grasa del cuerpo 
humano "in vivo". 

E l sistema basado en suponer al cuerpo hu-
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mano constituido por una fracción de composi­
ción análoga a la cíe un "Sujeto de referencia" 
más o menos una cierta cantidad de "Tej ido de 
obesidad", se considera como el más acepta bíe 
para estudiar los cambios de composición cor­
poral que a c o m p a ñ a n a los cambios de peso. 

E l "Sujeto de referencia" introducido por 
Keys y Brozek, es sustituido por un "Cuerpo de 
referencia" basado en análisis de cadáveres hu­
manos, cuya cantidad de grasa es conocida y cu­
ya densidad es calculada con los datos del aná­
lisis qu ímico . 

Se discuten tres formas de "Tej ido de obe­
sidad" y se presentan los datos de composic ión 
y densidad de las mismas. 

Por ú l t i m o se presentan fórmulas que per­
miten la eva luac ión del contenido de grasa cor­
poral en tres circunstancias diferentes, mediante 
la apl icación de la dens i tomet r ía y se discuten 
las limitaciones de esta. 
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E S T U D I O S O B R E E L M E C A N I S M O D E A C C I Ó N D E L O S G L U C O C O R T I C O I D E S 

E N E L E M B R I Ó N D E P O L L O * 

por 

JESÚS G U Z M Á N - G A R C Í A y JOSÉ L A G U N A 

I>epartamento de Bioquímica, 
acuitad de Medicina, II.N.A.M. 

México, D. F. 

En numerosos trabajos se ha puesto de ma­
nifiesto el efecto de los glucocorticoides sobre 
diversos sistemas metabólicos a diferentes nive­
les de organización. En el animal íntegro, los 
glucocorticoides afectan la dis tr ibución del agua 
y de los electrólitos, así como el metabolismo de 
los carbohidratos, de los l ípidos y de las proteí­
nas. 

A). Acción sobre el metabolismo de los car­
bohidratos. E n general se observan fallas en la 
utilización de la glucosa, disminución de su to­
lerancia, hiperglucemia y aumento de sus meta-
bolitos en la sangre ( I ) . 

Con el empleo de glucocorticoides sintéticos, 
como la prednisolona, Hennes y col. (2) en­
contraron disminuida la transformación de ace­
tato a C 0 3 en sujetos humanos, lo que puede 
ser un índice del menor funcionamiento del ci­
clo de los ácidos tricarboxílicos. Se observó tam­
bién un aumento en las concentraciones de p¡-
ruvato, más notable con la ingestión s imultánea 
de glucosa, al mismo tiempo que disminuía la 
tolerancia a los carbohidratos. 

E l aumento de piruvato en seres humanos o 
en la rata (3) es, en realidad, una falla en la 
degradación total de la glucosa. 

Los glucocorticoides condicionan, en general, 
una mayor actividad en las enzimas hepáticas 
del proceso de la glucólisis, al mismo tiempo 
que una disminución de los procesos de oxida­
ción intracelular catalizados por deshidrogena-
sas D P N dependientes. 

Se ha encontrado disminuida la actividad 
de fosfoglucomutasa y de fosfoglucoisomerasa 
(4) a consecuencia de la adrenalectomía, así co­
mo de la glucosa-6-fosfatasa (5). la fosforilasa 
(6) y la fructosa-l,6-difosfatasa hepática (7). 

La hidrocortisona disminuyó la actividad ne­
ta de glucólisis anaeróbica a partir de glucosa, 
pero no de fructosa-6-fosfato ni de glucosa-6*fos-

* Abrevia(uras empleada*: ADN — ácido desoxirri-
h- nucleico; AMP = adenosin-monofosfato; ATP = ade-
nosin-trifosfato; ATPasa = adenosin-trifosfatasa; CR — 
cociente respiratorio; 1)1.5» — dosis letal 50%; DPN 
— difosfopiridfn-nucleótido (iiicotinamida-adenina dinu-
c leo t ido); mu, — milimicras; Tris = 2-hidroximetil-2-
amino-piopanediol-1,3-

fato y como la adición de A T P restauró la defi­
ciencia en la glucólisis anaeróbica, se consideró 
(8) que la acción del esteroide puede consistir 

en la estimulación de la hidrólisis de esteres fos­
fóricos lábiles. Sin embargo, no es posible gene­
ralizar acerca de este efecto en los glucocorti­
coides, ya que de acuerdo con datos obtenidos 
por Guzmán-García y col. (9), una serie de es­
feroides con actividad b ioquímica y estructura 
similares a la triamcinolona, no tienen acción 
desacoplante de la fosforilación oxidatíva. 

fí). Acción sobre el metabolismo de las pro­
teínas. Long. Katsin y Fry (10) demostraron que 
la administración de extractos corticales a ratas 
en ayunas causa una mayor excreción de nitró­
geno por la orina y un aumento en el contenido 
de glucocorticoides como la cortisona y la hidro­
cortisona. 

Clarck y Pesch (II) demostraron que el efec­
to principal es ant ianaból ico, más que catabò­
lico, sin que pueda eliminarse por completo la 
posibilidad de un menor efectoN sobre la (legra-
dación de las proteínas, ya que se ha encontrado 
(12) un aumento de actividad de la Icucil-ami-
no-peptidasa muscular en ratas tratadas con hi­
drocortisona y de acuerdo con Pina y col. (13) 
hay mayor actividad de la glicilglicina-dipepti-
dasa muscular " i n vitro". 

A u n cuando el efecto global de los glucocor­
ticoides sobre el animal íntegro es el de un ba­
lance nitrogenado negativo, existen diferencias 
entre los diversos tejidos, ya que hay una baja 
de la cantidad de prote ínas en el músculo y 
otros tejidos de sostén, al mismo ticm¡>o que 
un aumento de la proteína hepática, lo que ha 
sido demostrado por diversos atttores. 

Otro hecho que señala la acción ant ianabó­
lica (catabòlica) proteínica «le los glucocorticoi­
des en los tejidos periféricos, es la disminución 
en la incorporación de aminoácidos en las pro­
teínas, como por ejemplo en los reticulocitos 
(14) y en diafragmas incubados " i n vitro" (15). 

Los efectos de los glucocorticoides sobre el 
metabolismo nitrogenado y sobre el metabolis­
mo de los carbohidratos tienen un punto común, 
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que es la intensificación de la gluconeogénesis 
hepática. 

Junto con el mayor deposite* de glucógeno 
en el h ígado, hay aumento de actividad tle di­
versas transaminasas hepát icas , cuyo papel en 
los mecanismos de transporte del grupo amino 
de los aminoác idos es bien conocido. 

C) . Efecto sobre el metabolismo de los lípi-
dos. Los giucocorticoides inducen esteatosis he­
pática en algunas especies (16) y es difícil lo­
grar la p roducc ión de h ígado grasoso en anima­
les adrenalectomizados (17). D e l mismo modo, 
existe d i sminuc ión de l ípidos sanguíneos en pa­
cientes tratados con cortisona, prednisolona y 
H A C T (18). 

D) . Efecto sobre ¡a distribución del agua y 
los electrólitos. E l efecto de los giucocorticoides, 
en general, es la re tención de agua, de Na* y 
de C L y la mayor excreción de K+, N H 4

+ e H * 
(19). Sin embargo, el efecto de la acción mincra-
locorticoide es la resultante de diversas influen­
cias sobre la función renal, como una acción si­
milar a la de la aldosterona, con aumento de la 
reabsorción tubular de agua y Na*, incremento 
de la velocidad de fi l tración glomerular con ma­
yor excreción tle agua, N a 4 y demás electróli tos, 
y por f in , d i sminuc ión indirecta de la secreción 
de aldosterona. 

E) . Efecto de los giucocorticoides en la inte­
gración inetabólica. E l efecto an t i anabó l i co (o 
tatabólico) p ro te ín ico en tejidos periféricos, así 
como la acción gluconeogénica y sobre la u t i l i ­
zación de la glucosa de los giucocorticoides son 
indudables. Es posible, en condiciones determi­
nadas, disociar unos de otros; así se ha observa­
do que la admin i s t rac ión tle 2-desoxipiridoxina 
a embriones de pollo inhibe la gluconeogénesis 
hepática y el aumento en la p roducc ión de áci­
do úrico condicionados por los giucocorticoides, 
pero no altera la acumulac ión de glucosa en los 
l íquidos embrionarios. 

Por otro lado, Goodlad y M u n r o (20) indi ­
can que la acción an t i anabó l i ca (catabólica) so­
bre el múscu lo en la rata, es independiente del 
contenido de p ro t e ína en la dieta, mientras que 
la acción anaból ica sobre el h ígado tiene una 
relación con el aporte energét ico dietario. P ina 
(21) hizo ver que la respuesta gluconeogénica 

es menor cuando disminuye crónicamente la in­
gestión de p ro t e ína . 

Estos datos señalan la posibil idad de una 
cierta independencia entre el efecto an t i anabó ­
lico (catabólico) p ro te ín ico y el efecto anabó­
lico o g luconeogénico en el h ígado. 

Este ó r g a n o puede ser el sitio de acción pri­
maria de los giucocorticoides; hay un aumento 
de actividad, " i n v i t ro" o " i n vivo", tle numero­
sas enzimas hepát icas relacionadas con el meta­
bolismo nitrogenado, como las transaminasas ala-
nina a-cetoglutárica (22) la tirosina a-cetoglutá-
rica (23) y otras. Asimismo, puede demostrarse 
aumentos de actividad en enzimas del camino 
glucol í t ico, como son la glucosa fi-fosfa tasa y la 
fructosa- 1,6-difosfatasa (24) y otras. 

E l aumento de la actividad de transaminasa 
glutámico-pirúvica, de acuerdo con Rosen cons­
tituye una respuesta específica a los giucocorti­
coides. 

En algunos casos, los aumentos de actividad 
enzimát ica condicionados por los giucocorticoi­
des son debidos a un incremento de síntesis de la 
apoen/ima, fenómeno denominado inducción 
por analogía a lo observado en microrganismos. 

Feigelson y col. (25) demostraron que los 
giucocorticoides aumentan la incorporación de 
P : |-' y g l i c ina -C 1 4 " i n v ivo" en el A R N de todas 
Jas par t ículas subceluiares. L a posibilidad que 
la síntesis de A R N mensajero esté relacionada 
con los giucocorticoides se sugiere por los datos 
de Greengard y su grupo (26) quienes demos­
traron que la actinomicina bloquea el aumento 
de la transaminasa tirosina a-cetoglutárica y de 
la triptofano pirrolasa inducidas por la corti-
sona. 

Por otro lado, t a m b i é n se ha demostrado au­
mento en la a c t M d a d de las enzimas activado-
ras tle aminoác idos e incremento en la incorpo­
ración tle éstos a ribosomas bajo la administra­
ción de giucocorticoides (27). 

Como puede verse, con los datos actuales es 
difícil sostener una hipótesis única sobre el me­
canismo de acción de los giucocorticoides. Es in­
dudable la " i nducc ión" de algunas enzimas, así 
como la al teración de la permeabilidad de las 
membranas biológicas, pero no puede asegurarse 
que éstos sean los únicos efectos del esteroitle. 
Por tanto, conviene mejor considerar que los 
efectos de la hormona son múl t ip les y la acción 
directa sobre algunos sistemas celulares pueden 
ser el factor desencadenante tle una serie de 
reacciones que modifiquen diversos niveles fun­
cionales del organismo. 

Es conveniente señalar que se conoce la ac­
ción tle los giucocorticoides sobre diversos as­
pectos metabolicos en mamíferos adultos; sin 
embargo, en el caso de sujetos embrionarios, l i ­
bres de la influencia directa tlel organismo ma­
terno, como los embriones de aves, só lo existen 
datos escasos y fragmentarios en la bibl iografía 
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científica. N o obstante, están consignadas algu­
nas alteraciones producidas por la cortisona en 
el embr ión de pollo (29). 

La sensibilidad del embr ión de pollo a la 
acción mineralocorticoide de la cortisona fue 
puesta de manifiesto por Danowsky y col. (30), 
quienes demostraron el aumento del contenido 
de Na* y la disminución del K* en el l íqu ido 
alantoideo de los embriones tratados con el es-
teroide y además señalaron incrementos en la 
concentración de glucosa en el l íqu ido alantoi­
deo de embriones tratados con cortisona, y au­
mento en el contenido de glucógeno hepát ico. 

L a cantidad de cortisona utilizada habitual-
mente, en general, fue de 1 000 ug por embr ión 
de 8 a 12 días de edad. 

Se decidió estudiar por lo tanto, en este sis­
tema, algunos esteroides de síntesis como lo son 
dos esteroides sintéticos, l a triamcinolona y el 
acetato de la 2-metil-fluoro-prednisolona, más 
potentes en su acción glucogénica que la cortiso­
na y la hidrocortisona, en algunos aspectos del 
metabolismo nitrogenado y de los carbohidratos 
y en la dis t r ibución de agua en el embr ión de 
pollo, con un doble objetivo: a) conocer la sen­
sibilidad del sujeto hacia dichos esteroides, y b) 
establecer si la acción de estos glucocorticoides 
en el embr ión de pollo tienen el mismo pa t rón 
que en los mamíferos adidtos o si existen varia­
ciones cualitativas que puedan deberse a dife­
rencias de especie o de grado de desarrollo. 

M A l MI! AL V M ¿TODOS 

En todos los experimentos se emplearon huevos fe­
cundados Leghorn con 9 dfas de intubación, que fueron 
inyectados a los 10 días de edad, con los diversos esteroi­
des: triamcinolona (9 a-fluoro-ll 0, 16 a y 17 a. 21-
tetrahidroxi-l,4-pregnadicndiona-3, 10) y/o la fluorome-
til-prednisolona (21-acctalo de 9 a-fluoro-ll ,1. 17 a. 21 \\ 
trihidroxi-21 metil 1,4 prcgnadien-diona-3. 20). 

I-os esteroides estudiados se suspendieron en solución 
estéril de NaCl, con la ayuda de un homogeneizador de 
Potter-F.lvehjem de vidrio, agitando fuertemente la sus­
pensión antes de inyectarla. 

I . i inyección de los esteroides, —0.2 mi de suspensión— 
se hizo en condiciones asepticas, por vía corioalantoidea. 
I.os testigos fueron embriones inyectados en las mismas 
condiciones con solución salina. 

Sólo se analizaron los embriones sobrevividos al tra­
tamiento con el esteroide, para obtener los datos de: 

Peso húmedo y peso seco. 
Nitrógeno total (Kjeldahl). 
Acido desoxirribonucleico. Procedimiento de Schmidt 

y Thannhauser (31). 
Sodio y potasio (flamometría). 
Glucógeno (digestión con KOH e hidrólisis del po-

lisacárido). 
I.a determinación de glucosa se realizó por el método 

de Nelson Somogyi (32). 

Acido úrico (método de Huchanan. Block y Christman 
(33). 

Xantina-oxidasa. 1.a actividad de esta enzima fue pre­
cisada por una adaptación desarrollada para este trabajo, 
al método de I.itwack y col. (34). 

Fosforilasa hepática. Determinación de la actividad to­
tal, en presencia de AMP. por el método de Suthcrland 
<35). 

Transaminata glutamico-pirúvica (alanina-a-cetoglutá-
rica) hepática. Método de Rcitman y Frankel (36). 

Transaminasa glutámita oxalacetica (aspártico-a ce-
toglutárica) hepática. I actividad de esta enzima fue 
valorada con la modificación de Kun (37) al procedi­
miento de Camaratta y Cohén. 

Glucosa y fosfatos inorgánicos. Se determinaron con 
los procedimientos de Nelson-Somogyi y Fiske y SubaRow 
(38) respectivamente. 

Obtención de las mitocondrias del hígado, Estas partí­
culas subcelularcs se separaron de acuerdo con el método 
de Schneidcr y Hogehoom (39) por centrifugación dife­
rencial a 2° en solución 0,25 M de sacarosa. 

Actividad de ATPasa mitocondrial. 
Número de experimentos y tratamiento estadístico. 
Todos los experimentos, con excepción de la valora­

ción de la actividad de xantina-oxidasa, se repitieron por 
lo menos dos veces. Cada resultado representa el prome­
dio de 5 a 15 determinaciones en diferentes muestras. 

El significado estadístico de las diferencias entre pro­
medios señalado en cada tabla, lo calculamos con la prue­
ba t de Student. de acuerdo con Croxton (40). 

RESULTADOS 

a) . Mortalidad. Los primeros experimentos 
indicaron una toxicidad elevada; bastaban 0,3 
ug de cualquiera de los dos glucocorticoides para 
evitar el nacimiento de los pollos. E n el caso de 
la triamcinolona, 0,075 ug por embr ión i nerón 
suficientes para producir la muerte antes de los 
21 dfas de incubación (Fig. 1). 

b) . Crecimiento. A dosis no mortales, ambos 
esteroides mostraron un marcado efecto inhibi­
dor sobre el crecimiento. La d isminución de 
peso resultó estadíst icamente significativa. 

E l crecimiento de los embriones testigo, y de 
los tratados con 3,0 ug de los glucocorticoides, 
es exponencial (Fig. 2). 

c) . Retención de agua. E l tratamiento con 
fluoromeiil-prednisolona (hasta 100 |ig ¡>or em­
brión) no produjo cambios significativos a las 
48 h (Fig. 3) ni a las 72 h. Esto indica que la 
disminución de peso es real. E l contenido total 
de n i t rógeno de los embriones sigue un pat rón 
similar a los cambios en el peso h ú m e d o y n i el 
A D N , expresado por gramo de embr ión , ni la 
relación N / A D N se alteraron significativamente 
(Tabla I ) . Cuando el tiempo de observación es 
de 144 h, existe un efecto de retención de agua, 
notable desde la dosis de 0,3 ug. 

E n el caso tle la triamcinolona, es constante 
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una marcada re tención de agua (Fig. 3 ) . A las 
144 h la re tención de agua puede observarse con 
dosis del esteroide tliez veces menores. 

ch). Cambios en la distribución en electróli­
tos. En los dos reservorios l íquidos del e m b r i ó n , 
o sea el l í q u i d o amniotico y el alantoitleo, am­
bos esteroides produjeron cambios claramente 
significativos (Tabla 11). Vuelve a notarse la 

aumento claro en todas las combinaciones dosis-
tiempo de acción estudiadas. 

L a adminis t rac ión de 1,000 ug de hidrocor-
tisona, 10 ug de prednisolona ó 1 ug de dexa-
metasona elevó el contenido de glucógeno hepá­
tico, a las 72 h , de una manera semejante a co­
mo lo hace l a triamcinolona o la fluorometil-
prednisolona. 

10<H 

T 
0,3 1 3 

yg/ EMBRIÓN 
Fig. 1.—Mortalidad de los embriones 9fi h después de la inyección de triamcinolona. 

mayor actividad de la triamcinolona con este su­
jeto experimental, como sucedió con el peso hú­
medo y el contenido de materia seca. 

E n el l í q u i d o alantoitleo los cambios son 
francos: el sodio d i sminuyó de manera notable 
y el potasio a lcanzó un valor hasta más de 3 ve­
ces el de los controles. 

d). Glucógeno liepático. Como puede verse 
en la Tab l a 111, ambos esteroides producen u n 

e). Acido úrico. L a formación de ácido úr ico 
está aumentada en función de la intensificación 
al proceso g luconeogénico (Tabla I V ) . Cua l ­
quiera de los dos esteroides ocasiona aumentos 
importantes, a ú n a las 48 h de la inyección de 
sólo 0,3 ug. 

/). Xantina-oxidasa. E l aumento en la pro­
ducción de ác ido úr ico condicionado por los di­
versos esteroides estudiados puede relacionarse 
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con la actividad de las cu/imas encargadas cíe 
so formación, como la xantina-oxidasa. Sin em­
bargo, no pudo medirse ninguna actividad de 
ella en el hígado, n i se demostró " inducción" de 
la actividad de la enzima |«>r la inyección de 
10 ug de xantina con o sin 0,025, 0,050 y 0,300 
ug de triamcinolona, en per íodo de acción de 
I a 8 días. 

alteración 72 h después de la inyección de 1,0 
ug de triamcinolona. 

h) . Trarisatnmasa glutámico-pirúvica. A l de­
terminar esta en/ima por el procedimiento co-
lorimétrico tic Reliman y Frankel, (pie implica 
la valoración del piruvato formado a partir de 
una me/cla de alanina y a-cetoglutarato, nótase 
un aumento estadísticamente significativo 72 h 

24 4,1 72 * 1 U 

H O R A S 
Fig. 2.—Crecimiento de los embriones (esligo (X) o tratados con 3.0 itg de triam­
cinolona (O) O fluorometil prednisolona (A). I-as diferencias entre los testigos y 

los tratados son estadísticamente significativas desde las 24 h. 

Explorando otros tejidos del embrión, la ac­
tividad de la xantina-oxidasa se locali/ó en el 
mesonefros, que, en un solo experimento 72 h 
después de la administración de 1 ug de triam­
cinolona, a u m e n t ó de 5,40 umoles/g/h en los 
testigos a 8,97 en los tratados. 

g ) . Fosforilasa. E n 4 diferentes experimentos 
con 8 a 10 muestras para cada grupo no hubo 

después de la administración de I ug de triam­
cinolona o lluorometil-prednisolona. Además la 
administración de 1,000 [tg tle hidrocortisona, 
30 ug de prednisolona ó 1 ug de dexametasona 
no aumentan la actividad de transaminasa glu-
támico pirúvica; es más, en los úl t imos dos casos 
la disminuyen. Hay que hacer constar que estos 
últ imos esteroides, en las mismas condiciones ex-
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periuientalcs, elevan el g lucógeno hepá t i co y la 
producción de ác ido úr ico (Tabla I V ) . 

AI emplear otro procedimiento (valoración 
cromatogràfica del glutamato producido a par­
tir de alanina-a-cetoglutarato) no fue |>osible de­
mostrar, en cuatro experimentos realizados, los 

vos a las 72 h de su adminis t rac ión . £1 conteni­
do de glucosa en el l í q u i d o amnió t ico de los em­
briones testigos es muy bajo y prác t icamente no 
determinable con el métcxlo empleado, lo cual 
significa que la acción de los esteroides es muy 
marcada (Tabla V I ) . 

TABLA I 

NITRÓGENO TOTAL (MC N / G EMBRIÓN), A D N (MG/C. EMBRIÓN) Y RELACIÓN N / A D N EN LOS EMBRIONES TRATADOS CON 
FLl'OROMETIL-PREDMSOLONA, 48 V 72 HORAS DESPUÉS DE L A INVECCIÓN 

Testigos N total 
48 horas 

AUN N/ADN 

• 71.9 ± 2.0» 1.691 ± 0.107 7.4 ¡fe 0,5 
0.3 ug 59,7 ± 2.1 1.823 ± 0.170 72 =t 0.4 
1.0 M8 55.7 ± 13 1.H31 ± 0.070 6,9 ± 0,3 
3.0 ug 50.5 ± 1,9 1.476 ± 0.084 8.3 ± 0.2 

72 horas • 

Testigos 
91.9 ± 52 1.379 ± 0.107 8,9 ± 1.2 

o.» Ug 76,9 ± 3.0 1,493 ± 0,087 8,6 ± 0.6 
LO Ug 762 ± 4.4 1,472 ± 0,075 92 ± 0.7 
3.0 ug 662 =fc 2.7 1.460 ± 0,110 6.9 ± 0.8 

•Error tipo 

aumentos de actividad producidos por la triam­
cinolona y la fluorometil-prednisolona. 

L a Tab l a V resume los cambios de actividad 
de la transaminasa glutámico-pi rúvica , medida 
por los dos mé todos , y el aumento en la produc­
ción de ácido úrico o el depós i to de g lucógeno 
hepát ico. Puede verse que no hay re lac ión entre 

E n el l í qu ido alantoideo el aumento de la 
glucosa aparece más precozmente (Tabla V I ) . 

E l aumento en la concentración de glucosa 
en los l í qu idos embrionarios es concomitante con 
la elevación del contenido de fosfatos inorgáni­
cos en el l í q u i d o amnió t i co , |>ero el l í qu ido alan­
toideo no acusa ninguna tendencia definida. 

TABLA II 

CONCENTRACIÓN DE IONES DE SODIO Y DE POTASIO EN LOS LÍQUIDOS EMBRIONARIOS (M EQ/LITRO ± ERROR TIPO) 72 
HORAS DESPUÉS DE LA INYECCIÓN DE TRIAMCINOLONA (TR) O FLUOROMETIL-PREDNISOLONA ( F M P ) . 

S O D I O ' O T A S I O 
Alantoideo Amniótico Alantoideo Amniótico 

Testigos 
TR 1 ug 
Testigos 
F M P 1 ug 
F M P 3 ug 
F M P 10 ||g 
F M P 100 ug 

120 
60 

108 
96 
84 
61 
jo 

2,6* 
7.7++* 
9,1* 
5.3 
9.1 + 
52** 
3.5++* 

129 ± 2.0 
132 ± 2,2 

25 -fc 2.0 
130 ± 13,0+*+ 

89 
114 
137 
110 
100 

7.2 
7.1 + 
2.2*+ 
3.7+ 
3.3 

16 ± 
28 ± 
39 ± 
37 ± 
51 ± 

0.7 
2.6* 
2,8*+ 
1,0**+ 
2.7+*+ 

52 
18 

22 
29 
14 
19 
13 

2.0 
6,0+< 
4.4 
2.7 
1.7+ 
3.6 
1,7+ 

* Los datos para cada esteroide son de diferentes experimentos 
p <0.05 ** p < 0,01 * p < 0,001 

el aumento de la actividad de la enzima y la ele­
vación del g lucógeno o los uratos. 

i). Glucosa y fosfatos inorgánicos en tos lí­
quidos embrionarios. I*a T a b l a V I indica que 
la concent rac ión de glucosa en el l í qu ido amnió­
tico aumenta marcadamente desde las 48 h de 
la inyección de triamcinolona. Para la fluoro­
metil-prednisolona, los resultados son significati-

j). Estimulación de la ATPasa latente, de las 
mitocondrias hepáticas. L a d i sminuc ión de acti­
vidad de las enzimas D P N dependientes en mito­
condrias íntegras de h ígado de rata, por acción 
de la hidrocortisona, junto con el hallazgo de 
que la triamcinolona desacopla la fosforilación 
oxidativa " in v i t ro" en la misma preparac ión 
biológica (41) p l a n t e ó el interés de conocer la 
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acción ile ambos esteroides en las mitocondrias 
hepáticas del embr ión . 

La escasa cantidad de mitocondrias que pue­
de obtenerse del h ígado de los embriones impi­
dió estudiar directamente en ellas la fosforila-

lo mismo sucedió con el dinitrofenol, clásico des­
acoplante de la fosforilación oxidativa. 

Por otro lado, la actividad ATPásica de las 
mitocondrias hepáticas de los embriones tratados 
con 1 ug de triamcinolona fue la misma que la 

1 1 T 

jig/EMBRIÓN 

Fig. 9.—Retención de agua en los embriones. 48 h después de la ¡lección de 
triamcinolona (O) o fluorometil prednisolona (X). Se consideró como retención 
de agua a la disminución porcentual de materia seca, tomando a los controles 

romo 100%. 
Las diferencias entre los embriones control y los tratados con triamcinolona 
fueron estadísticamente significativas desde 3.0 ug (p 0.02 a 0,001). Las diferencias 
para los embriones tratados con fluorometil prednisolona no resultaron significa­

tivas. 

ción oxidativa, permitiendo en cambio investi­
gar una de sus reacciones parciales; la actividad 
de A l ' P a s a latente. L a hidrocortisona no tuvo 
n ingún efecto, pero la triamcinolona est imuló 
notablemente " i n vitro*' la actividad de ATPasa 

de los testigos, lo que indica que el efecto des­
acoplante no se manifiesta " i n vivo", en condi­
ciones en que las diferentes acciones bioquímicas 
de la triamcinolona se presentan intensamente 
en el embr ión . 
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D I S C U S I Ó N 

Las curvas de crecimiento de los embriones 
testigo (no inyectado con glucocorticoides) co-
rres|x>nden, en general, a las consignadas en la 
bibliografía (42); lo mismo puede decirse del 
contenido de materia seca. 

£11 los experimentos de mortalidad, la 1)L-1(I 

men del líquido alantoideo de los embriones tra­
tados con los esteroides fluoratlos era mucho me­
nor que el de los testigos, y si consideramos al 
líquido alantoideo equivalente a la orina de los 
mamíferos, la acción de los esteroides en el em­
brión de |M)llo sería la inversa del efecto diuré­
tico señalado para los mamíferos (44). El Na* 
disminuye en el líquido alantoitleo y sube en el 

TABLA III 

GLUCÓGENO HEPÁTICO (PORCENTAJE, BASE HÚMEDA jfc ERROR TITO) EN COS EMBRIONES TRATADOS CON TRIAMCINOLONA 
( T R ) O FLL'OROMFTIL-I'REDNISOLONA ( F M P ) 

t Testigos TR 0,3 ug TR 1,0 ug 

4« 1.14 ± 0,20 4,86 ± 0,60* — 

72 1.38 ± 0.52 10,66 ± 1,34* 18.80 ± 1,86* 
96 3,75 ± 0,67 12,16 ± 0,96* 17,83 ± 130+ 

192 11.80 ± 0,36 20,34 ± 1,11+ # 
& Testigos F M P 0,3 ug F M P 1.0 ug F M P 10.0 ug 

48 0.79 ± 0.10 2.46 ± 0,15+ 2.12 ± 0,30* 2,14 ± 0,10* 

f Horas después de la inyección del esteroide 

para la triamcinolona fue de 3,0 ug (Fig. 1) 
que contrasta con la D L 3 0 de 2 000 ug consigna­
da por Karnofsky y col. (29) para el acetato de 
hidrocortisona inyectado a embriones de 12 días 
de edad. La mayor sensibilidad de este sujeto 
al esteroide fluorado se manifiesta también en 
la inhibición del crecimiento y en la retención 
de agua producidos por la triamcinolona o la 
fluorometil-prednisolona; así, observóse una dis­
minución de peso aproximadamente de 50% a 

TABLA I V 

GLUCÓGENO HEPÁTICO V ACIDO ÚRICO EN LOS EMBRIONES 72 
HORAS DESPUÉS DE LA INVECCIÓN DE DIVERSOS (¿LLICOCORTI-

COIDFS 

Glucógeno hepático Acido úrico 
(% base húmeda) (mg/g embrión) 

Glucocorticoide • 

Testigos* 1.08 0.17+ 2.24 ± 0.08 
Hidrocortisona 2.18 -f- 0,25** 3.85 3t 0.12-* 

1.000 ug 
Testigos* 0.70 ± 0,10 2.47 ± 0,16 
l'rcdnisolona 10 u.g 2.70 0.32** 4.99 ± 0,S2'* 
Dexa me (asona 1 ug 2.85 0.29*+ 5.90 ± 0,23 •* 

• Lój dalos son de diferentes experimentos 
* Error tipo 

*• p < 0,01 
* 

los 4 ó 6 días de la administración de 0,8 ug 
de cualquiera de los dos glucocorticoides, mien­
tras que Evans (43) obtuvo resultados similares 
6 días después de la inyección de 1 000 ug de 
cortisona. 

En nuestro trabajo observamos que el volu-

# 100% de mortalidad * P < 0,001 

amniótico; el K + aumenta en el alantoideo y ba­
ja en el amniótico. Disminuye así, la elimina­
ción del sodio y se favorece la del potasio. Esta 
acción puede considerarse opuesta al efecto na­
triuretic© conocida para la triamcinolona y para 
la fluorometil-prednisolona. 

Es difícil explicar la razón por la cual la 
respuesta a la triamcinolona o a la fluorometil-
prednisolona en la distribución de electrólitos, 
sea opuesta en el embrión de pollo y en los ma­
míferos. Sin embargo, tomando en cuenta la re­
tención de agua, podríamos suponer que bajara 
la concentración de Na* en el líquido extrace-
lular. Esto estimularía la producción de aldos-
terona, cuya acción sería la reabsorción de Na+ 

intercambiándolo por el K +. El efecto no alcan­
zaría a neutralizarse por el aumento de la filtra­
ción glomerular que produce la triamcinolona 
(45). El resultado neto sería disminuir la eli­

minación de sodio, con un aumento más pro­
nunciado en la excreción de potasio, que es lo 
observado en el líquido alantoideo. 

En relación con el aumento del contenido 
de glucógeno hepático, los datos de la Tabla IV 

' son compatibles con el aumento del glucógeno 
por gluconeogénesis. Puede verse una elevación 
clara de la producción de ácido úrico por los 
embriones en todas las combinaciones de dosis 
y de tiempo estudiadas, mismas en las que el 
contenido de glucógeno hepático también se 
incrementó. 

El aumento en la actividad de xantina-oxi-
dasa producido por la triamcinolona, también 
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tavorcce la ¡dea de la intensificarión del proce­
so gluconeogénico. 

I..i actividad de iransaminasa gIutámi<o-pi-
rúvica hepática aumentó en los embriones tra­
tados y está de acuerdo con los resultados del 

manifiesto n ingún aumento de actividad, aun 
cuando esas combinaciones de dosis y tiempo 
produjeron un aumento de glucógeno. 

La falta de relación entre la actividad de 
transaminasa glutámico-pirúvica y el depósito de 

T A H A V 

ACTIVIDAD M TRANSAMINASA oUffAMIOO PIRÚVICA ( T O ' ) \ DFPÓSITO DF ptUOftCBMO IIIPÁIKO O PRODCCCIÓN DF. ACIDO 
ÚRICO EN LOS I M BRIOS ES 

diluiscilo 
Tratamiento hepático "piruvato"* "glutamaio"** Acido úrico 

1.0 ug IR o FMP Aumenta No w slters i LUI Auincnia 
aines de 72 li 

03 ug TR o FMP Aumenta No se altera Aumenta 
72 horas 

1.0 ug IR o FMP Aumenta Amnenia No «* altera Aumenta 
72 horas • 

1.000 M HC Auiuenia No M altrra No «• altera Aumenta 
72 horas 

1.0 jiR Dexameiasona Aumenta DÍMiiinuye — — — Aumenta 
72 horas 

DÍMiiinuye 
-

lo.o ug i»red-OH Alimenta Disminuye — — Aumenta 
72 horas 

Disminuye 

* medida por la producción ile piiuvato (Rcitman y Frankel, 1957). 
H medida por la formación de glutamato (Awapara y Sea le. 1952). 
TR — triamciiMilona FMI* s fluorometil-prednisolona HC = hidrocortisona Pred-OH = prednisolona 

grupo de Rosen en mamíferos. Sin embargo, los 
datos de la misma Tabla VI hacen ver que a las 
48 h de la inyección de 0*8, 1,0 ó 3,0 ug de triam-
cinolona o de fluorometil-prednisolona, o a las 
72 h de administrar 0,3 pg, no pudo ponerse de 

TABLA V I 
(.CUCHA EN LOS lint II»» LMBRIONARIOS (MC. lOOML ± 
IRROR TITO) DFSPl ' ÍS DF LA INYFCCIÓN DF TRIAMCINOLONA 

(TR) o FLUOROMETIL-PREDNISOLONA (FMP) 

Horas Testigos TR 0.3 ug TR 3,0 ug 

Liquido alantoideo 
24 (¡0,2 i 12.1 U7.6 ± 7.2*** 164,0 ± 14.8*** 
48 24.8 ± 7.0 101A ±. 6.9*** 168.4 ± 17.1 
72 13.9 + 4.3 6H.I ± 92"' • 

Horas Testigos FMP 1.0 ug FMP 3.0 ug 
24 31.0 ± 5 Í 109.0 ± 20.0»+* 121,0 ± 183~* 
48 42.4 ± 13.6 99.8 ± 5.8*** 140.0 ± 16.0*** 
72 12.8 ± 3.1 120,0 ± 14.0»*+ 115.0 ± 18,8*** 

Líquido amniotico 
Horas Testigos TR 0,3 ng TR 3.0 ug 

24 2,0 + 0.9 *3 ± 1.0 15.9 ± 43* 
48 1.4 ± 13 21.0 ± 6,4* 603 ± I4>** 
72 15 ± 03 141,1 ± 9.2*** 128,8 ± 135*»* 

Horas Testigos FMP IX) ug FMP 3.0 ug 
24 5.5 ± 1.8 15,0 ± 3.2 7.3 ± 2,1 

• p < 0.05; ** p < 0.01; «** p < 0.001 
• No se pudo colectar el líquido alantoideo. 

glucógeno en el hígado no significa una disocia­
ción entre la elevación del glucógeno hepático 
y la gluconeogenesis. E l aumento de la desami-
nación de los aminoácidos en el embrión de 
pollo puede lograrse por otros sistemas en/imá­
ticos. Otros datos, como la acumulación de fos­
fatos en el l íquido amniót ico parecen sugerir 
una disminución en la utilización de la glucosa. 

La comparación de los efectos producidos por 
la (i i, 1111 < 111 o 11111, i , la fluorometil-prednisolona 
y la cortisona en el embrión de pollo indican 
que la mortalidad (DL& 0)> la inhibición del creci­
miento, la retención de agua, las alteraciones de 
distr ibución de Na* y K* y el depósi to de glu­
cógeno en el hígado producidos por 0,3 ug de 
los esteroides fluorados o por 1,000 ug de corti­
sona son equiparables. Aunque no es posible lle­
var a cabo una valoración estadística, podemos 
decir que la triamcinolona o la fluorometil-pred­
nisolona, son aproximadamente 3,000 veces más 
activas que la cortisona en el embrión de pollo. 
N o hay en la bibliografía revisada datos que 
indiquen una diferencia de actividad tan grande 
para los mamíferos, entre la cortisona y cual­
quier otro glucfxortiroidc, natural o sintético. 

La relación entre actividad metabólica y to­
xicidad, esta última ju/gada por la I>LB,„ es más 
favorable a los esteroides fluorados, que a la 
cortisona. La actividad metabólica de 0,3 ug de 
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los primeros equ iva ldr ía a la de 1,000 pg de la 
segunda y en cambio el cociente de las DL.%,, se­
ría 3/2,000. Ksto p o d r í i ser una manifestación 
de la menor pro|x>rción de efectos metaból icos 
ajenos a la actividad glucocorticoidc observada 
en los mamíferos con esteroides (Inorados. 

La persistencia de los efectos meiabólicos (in­
hibición del crecimiento, retención de agua, acu­
mulación de glucosa y de glucógeno, etc.), des­
pués de una sola inyección de triamcinolona o 
de fluorometil-prednisolona indican una acción 
sostenida durante un |>eríodo largo, pudiendo 
señalar una baja efectividad en la inactividad 
de los esteroides. Esto hace ¡jensar en |>oca ac­
tividad de la ti-hidroxilasa cstcroidal, ya que se­
gún F lor in i (40), el ún ico producto de inactiva­
ción de la triamcinolona es el derivado (i-hidro-
xilado, en contraste con las numerosas sustancias 
relacionadas ca tabó l icamente con la hidrocorti-
son a. 

C O N C L U S I O N E S 

Los restildatos que obtuvimos indican que el 
embrión de pol lo a los 10 días de edatl es ex­
traordinariamente sensible a la acción de la 
triamcinolona y de la fluorometil-prednisolona 
pues bastaron sólo 0,3 ug por e m b r i ó n para pro­
ducir alteraciones importantes en diversos pará­
metros b ioquímicos . 

La respuesta del sujeto ex|>crimental a los 
dos esteroides fluorados corresponde al p a t r ó n 
general de la actividad b ioquímica de los gluco­
corticoides. E l efecto an t i anabó l i co o cataból ico 
sobre el metabolismo pro te ín ico tiene como ma­
nifestación una inh ib ic ión considerable del cre­
cimiento, que se asocia claramente a la acción 
gluconeogénica, a través de una mayor excreción 
de ácido úrico, metabolito final del catabolis­
mo nitrogenado, y del aumento de actividad de 
la xantina-oxidasa, enzima encargada del ú l t i m o 
paso en la formación del ácido úrico. Sin em­
bargo, no hay concordancia entre la mayor acti­
vidad de transaminasa glutámico-pi rúvica y la 
elevación del g lucógeno hepá t i co o de la produc­
ción de uratos; esto sugiere que, a diferencia de 
los mamíferos adultos, el embr ión de pol lo lo­
gra la mayor desanimación de los aminoácidos , 
condicionada por los glucocorticoides, por el au­
mento de otras actividades en / imát icas diferentes 
de la t r ansaminac ión entre la alanina y el a-ce-
toglutarato. 

L a notable acumulac ión de glucosa en los 
l íquidos embrionarios, asociada a alia concentra­
ción de fosfatos inorgánicos puede indicar la fal­

ta de uti l ización tie la glucosa, efecto t ípico de 
los glucocorticoides. 

La acción mineralocorticoide de la triamcino­
lona y la fluorometil-prednisolona se presenta 
intensamente en el embr ión en forma de altera­
ciones en la d i s t r ibuc ión de electrólitos en los 
l íquidos embrionarios, opuestas estas últ imas a 
las consignadas para la orina de los mamíferos. 

Es interesante que, a ]>esar de las diferencias 
de especie y del grado de desarrollo, el pa t rón de 
respuesta del embr ión de JM>1IO a los glucocorti­
coides es similar al de los mamíferos, lo que 
jwxlría considerarse como otro ejemplo de la 
"unidad b ioqu ímica" de los organismos vivos. 

StíMMARV 

Chicken embryo is a very sensitive exjjeri-
mental subject for the study of the mechanisms 
of action of natural and synthetic steroids: 
triamcinolone and fhiormethyl prednisolone det­
ermined imj>ortant biochemical changes when 
injected at a .03 ug dose per embryo. T h e ad­
ministration of these steroids provoked a clear-
cut antianabolic or catabolic effect, manifested 
by and inhibi t ion of growth rate, an increase 
in the excretion of uric acid and in the acti­
vity of xantine-oxidase. N o parallel increase in 
the activity of glutamic-piruvic transaminase 
and the elevation of liver glycogen or uric acid 
production could be observed; so the sugges­
tion is put forward that glucocorticoid action 
is mediated through other enzymatic activities 
not directly related to transaminase mechanisms. 

It could be shown in this system that steroid 
administration caused an elevation of glucose 
in embryonic fluids accompanied by increase 
¡n inorganic phosphate concentration; both 
facts points towards a lack of utilization of glu­
cose produced by the steroitls. 

Fluorinated steroids provoked a water re­
tention in the chick embryo, a diminut ion of 
sodium concentration and an increase in potas­
s ium concentration in alantoid fluid, changes 
which represent an opposite situation to that 
observed in mammals when glucocorticoids are 
given. Nevertheless most of the effects produced 
by these steroitls in the chick embryo are simi­
lar to those observed in other species and, ac­
cordingly, this can be considered as an exam­
ple of "biochemical unity" in l iving organisms. 
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L a capacidad para establecer el origen de 
las enzimas del suero const i tu i r ía un medio diag­
nóstico valioso y sería t a m b i é n ú t i l al seguir 
la evolución de ciertas enfermedades. Se cree 
que las enzimas alcanzan el compartimiento vas­
cular como resultado de procesos secretorios o 
como consecuencia de la destrucción de las cé­
lulas que las producen y las contienen. 

Se designan como isozimas a moléculas pro­
teicas diferentes estructuralmente, con la pro­
piedad de catalizar la misma reacción q u í m i c a 
(Plagemann, Gregory y Wroblewski , 1960). Se 
han d i señado gran n ú m e r o de procedimientos 
físicoquímicos en su separación e identif icación. 
Así, entre otras, se han identificado 2 deshidro-
genasas lácticas (Nisselbaum y Bodansky, 1961), 
varias deshidrogenasas mál icas (Vessel y Bearn, 
1958) y 2 glucosa-6-fosfato deshidrogenasas 
(Marks, Szeinberg y Bancks> 1961). Se ha demos­
trado t a m b i é n que la d is t r ibución de una iso-
zima var ía en diferentes ó rganos (Kaplan , C io -
tti, Halmosky y Bieber, 1960). 

L a actividad de fosfatasa alcalina presente 
en suero es determinada por la existencia de va­
rias isozimas. T a l actividad enzimát ica existe en 
las regiones a l , a2 y p obtenidas por la elec-
troforesis del suero humano (Roseñberg , 1959; 
Korner, 1962; Boyer, 1963; Nordentoft-Jensen, 
1964). L a existencia de isozimas ha sido tam­
bién demostrada por el empleo de cromatogra­
fía de intercambio iónico (Landau y Schlamo-
witz, 1961), técnicas i n m u n o q u í m i c a s (Schlamo-
witz y Bodansky, 1959), inhibidores y activado­
res (Bodansky. 1937; Madson y Tuba , 1952) y 
por otros criterios cinéticos en diferentes condi­
ciones experimentales (Bodansky, 1949). La ac­
tividad de fosfatasa alcalina medida en suero se 
eleva en ciertas condiciones patológicas (Gut-
man, 1959). E l tejido óseo, h ígado, r iñon , mu­
cosa intestinal y leucocitos son ricos en fosfata­
sa alcalina (Nisselbaum, Schlamowitz y Bodans­
ky, 1961); estas estructuras probablemente cons­
tituyen las fuentes principales de la actividad 
enzimática presente en suero. 

Esta comunicación describe el empleo de es­
tudios cinét icos para distinguir las isozimas de 
la fosfatasa alcalina del suero humano. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se obtuvo suero sanguíneo de 30 personas normales 
que satisfacían los requerimientos para donadores de 
sangre establecidos en el Instituto Nacional de la Nutri­
ción. 

La actividad dc fosfatasa alcalina del suero se cuan-
tificó por dos diferentes procedimientos. F.l primero, des­
crito por Hesscy. Lowry y Brock (1946). se bata en la 
determinación del p-nitrofcnol liberado por la eiuima 
cuando se usa p-nitrofcnil fosfato como sustrato. La con­
centración del amortiguador usado se aumentó a 66 u.M 
en el sistema de incubación, ya que a concentraciones 
inferiores no fue posible mantener el pH durante el 
curso dc la reacción. También se hizo necesario aumen­
tar la concentración dc la solución de NaOH usada para 
finalizar la reacción dc 0.05 M a 0,2 M , ya que la pri­
mera fue insuficiente. El segundo procedimiento usado 
fue el publicado por Bodansky (1933); se mide colorí-
métricamente el fosfato inorgánico liberado cuando p-
glicerofosfato se usa como sustrato. 

En los experimentos donde el pH se varió, se usa­
ron los siguientes sistemas amortiguadores: fosfato de 
potasio. TRIS, alanina-NaOH, glicilglicina-NaOH y gli-
cina-NaOH. El efecto de pH en el rango de 8 a II se 
exploró con intervalos de 0.1 a 0,2 unidades de pH entre 
los pumos experimentales. 

Se estudió también el efecto de la adición de dife­
rentes iones. F.l período de incubación, que varió de 
acuerdo con los resultados de experimentos preliminares 
sobre estabilidad enzimática, fue siempre el mínimo ne­
cesario para estar dentro dc los límites dc sensibilidad 
del procedimiento, y varió entre 2 y 30 min. 1.a enzima 
es rápidamente desnaturalizada a valores de pH supe­
riores a 10. por lo tanto, la curva de progreso se aplana 
rápidamente, y por consiguiente fue necesario efectuar 
las correcciones apropiadas a las determinaciones bechas 
a estos p l l dc manera dc referirlas a velocidades iniciales. 

La actividad enzimática se expresa como actividad es­
pecífica: esto es, el número de milimicromoles del pro­
ducto liberado en una hora por miligramo de proteína. 

R E S U L T A D O S 

E l efecto del p H sobre la actividad de enzi­
mas se ilustra en la Figura 1. Dos tipos diferen-

Gl 
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tes de curvas se observaron. En la primera que 
apareció en el 80% de los casos, el pH óptimo 
se encontró cercano a 9, mientras cpie en la se­
gunda el pH más adecuado fue alrededor de 
10; el análisis estadístico demostró que el pri-

/ 

i 1 1 i r 

I I I I I L l 
8.5 0.0 » , 5 10.0 lO.SpH 

Fig. 1—Efecto del pll sobre la actividad de fusfatasa al 
calina en sujetos normales. 2(X) uM de amortiguador de 
glicina y 3,8 o 15,2 uM de /Miitrofenil fosfato (debajo 
y por encima de pH 10.1) réspedi\amenté) se incubaron 
en un volumen de 3.0 mi el tiempo de incubación 
y la cantidad de suero \ariarun en cada punto experi­
mental de manera de obtener la velocidad inicial (ver 
texto). I,as curvas ilustran los comportamientos más 

usuales A. 80%; O. 20% de los casos (ver texto). 

mer pH óptimo ocurrió a un pH de 8,86 ± 
0,08 (error estándar tlel promedio) y el segun­
do correspondió a 10,10 ±. 0,03. Es necesario in­
sistir que aunque podría parecer en la Figura 
1 que el pH óptimo inferior se indica solamente 
p0r un punto experimental» la diferencia entre 
determinaciones consecutivas es de 0,1 a 0,2 uni­
dades de pH y las determinaciones |»r dupli­
cado, que siempre fueron hechas, coincidieron 
prácticamente. 

La Figura 2 demuestra el efecto de la varia­
ción del pH y tle la dilución del suero sobre la 
estabilidad de la en/ima. Se puede ver que una 
dilución 1:50 no altera la actividad cuando la 
determinación se hace a pH 9 o inferior; sin em­
bargo, ésta disminuye considerablemente cuantío 
la reacción se efectúa a valores tle pH supriores 
a 10. Por lo tanto, la dilución del suero es Im­
portante en relación a la estabilidad de en/ima. 
Esto se demuestra también en la Figura 3 donde 
se observa qué a pH de 10,25 la en/ima es más 
estable a una dilución 1:25 del suero original 
que a diluciones de 1:5, 1:10 ó 1:50. 

El efecto tle la variación en la concentración 
de dos diferentes sustratos, p-glicerofosfato y p-
nitrolenil fosfato, sobre la actividad en/imática 
a 5 diferentes pH se ilustra en las Figuras 4, 5 
y 6. En la Figura 4, se observa tpie citando 

1 1 

Y • 

• 

• 

Su 
8.5 tfí 10.0 pH 

Fig. 2.—Efecto de la dilución del suero sobre la activi­
dad de fusfatasa alcalina a diferentes pH. 600 (O) ó 60 
(A) microlitros de suero se inculuron durante 15 min. 

Otras condiciones como se indica en la Figura 1. 

(Vglieerofosfato se usa la velocidad máxima au­
menta al mismo tiempo que el pH se eleva; con 
/Miitrofcnil fosfato la velocidad máxima se al­
canza a 9,95 y entonces disminuye. Con p-glice-
rofosfato se presentó inhibición por sustrato a 
pH de 8,35. En la gráfica de doble recíproca el 
com¡>ortamiento esperado se observa ton p-ni-
trofenil fosfato; sin embargo, en el caso de p-gli-
cerofosfato hay dos pendientes en las líneas que 
corresponden a valores tle pH de 9,95 y 10,65, 
una para altas y otra para bajas concentraciones 

Fig. 3.—Efecto de la dilución del suero sobre la estabi­
lidad de la actividad de la fosfatasa alcalina. 000 (Q) 
300 (A). 120 (O) ó 60 (•) microlitros de suero se Incu­
baron a diferentes tiempos, a pll 10.25 en las mismas 

condiciones que se indican en las figuras anteriores. 

de sustrato. Esta peculiaridad ha sido previamen­
te señalada (Moss, Campbell, Anagnostou-Kaka-
ras y Ring, 1961). Un experimento similar se 
ilustra en la Figura 5 pero los datos se pasan a 
una gráfica de una manera diferente; El pH óp-

file:///ariarun
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limo de la losfatasa alcalina parece cambiar a 
valoren más elevados cuando la contcntrat ion del 
sustrato se aumenta; en otras palabras cuanto 
más bajo el pH, menor la concentración del sus­
trato necesario para saturar la cn/ima. 

Es interesante observar el efetto de pH so­
bre la constante de tMichacllis tic la en/ima con 

de activación es aproximadamente dos veces su­
perior al pH de 8.35 y 8,98 que a pH de 9,50, 
10,0 y 10,95. Variaciones en la tem|>eratura en 
el rango de 41° a 51° no tienen efecto sobre la 
velocidad de la reacción cuando ésta se corre a 
pH más alcalinos; esta falta de cambio se obser­
va también en un intervalo de tem¡>eraiura más 

r 
i 

* mi 

Bf*o o—o—o—» 
' 0£ !£ 

-O-r-O— O 
l.y > 2,0mM 

30 

20 

10 

JO.30 

Ho.is 

4 6 8 10 l/S 

Fig. 4.—Fícelo <lr la concentración de sustrato sobre la actividad de la fosfalasa alcalina del suero. I n A y 
í\ se usó como sustrato fi-glicerofosfato, en H y I) /'-uitrofcnil fosfato. 600 micromoles de suero. Otras condi­
ciones del procedimiento como se describieron, p l l de incubación 8.35 (O), 8.0H (A). 9.5 (Q). 9iW (•) y 

10.65 (A) 

los dos sustratos empleados (Fig. fi). I .os valores 
obtenidos con />-nitrofenil fosfato son aproxima­
damente 10 veces inferiores a los conseguidos 
con p-gliccrofosfato; el pH afecta la Km de una 
manera diferente con los tíos sustratos emplea­
dos. En el caso de p-nitrofcnil fosfato los resul­
tados obtenidos son similares a los señalados por 
Mi ni «ni (1957) para las fosfatasas alcalinas in­
testinal y de la leche y los de Folley y Kay 
(1935) en las en/imas de la leche de cabra; es­
tos autores usaron fenil-fosfato como sustrato. 
Con p-glicerofosfato, la tendencia es completa­
mente diferente, pues como ya se indicó a pH 
superiores a 9,5 hay dos diferentes valores tle 
Km para concentraciones altas y bajas de este 
sustrato. 

El electo de la temperatura sobre la actividad 
y desnaturalización de la fosfatasa alcalina del 
suero a diferentes pH se demuestra en la Figura 
7. Los datos se presentan de acuerdo con la 
ecuación tle Arrhenius. En la parte A la energía 

estrecho para valores tle pH inferiores. La parte 
B de la Figura 7 demuestra el efecto de la pre-
incubación de la en/ima a diferentes temperatu­
ras, la actividad residual se determinó a tres di­
ferentes pH. El valor de la energía de conver­
sión de en/ima nativa a desnaturalizada es com­
pletamente similar para las tres curvas (Ta­
bla I). Debe quedar claro que la pendiente ini­
cial positiva representada en la parte sti|>erior 
de la Figura 7 tiene un significado diferente tlel 
observado en la parte inferior de la misma figu­
ra, ya que en la primera el experimento se rea­
lizó incubando simultáneamente la enzima y su 
sustrato a diferente pH y a distintas tempera-
unas, mientras que en la segunda, la enzima fue 
prcincubada sin sustrato a diferente temperatu­
ra, a un pH de 7,5 antes del ensayo de la acti­
vidad residual. De este modo la pendiente po­
sitiva de la parte superior de la Figura 7 de­
muestra el efecto simultáneo de la temperatura 
y del pH sobre la desnaturalización de la enzi-
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nía en presencia de su sustrato. El valor de la 
"energía de conversión" obtenido de este modo 
es de 12 980, 9 (iíiO, 16 700, 22 400 y 34 200 cal 

< 

o 
u 

e.s 9.0 9.5 10.0 10.5 pH 

Fig. 5..—Efecto del pH sobre la concentración del p-ni-
tmfenil fosfato requerido para saturar enzimas, 95 (O), 
190 (A), 475 <•). 760 (•). 950 1520 <fg), 2 650 
(O y 3 800 (0) micromoles de p-nitrofenil fosfato. Otras 

condiciones tal como lian sido descritas. 

por mol para los pH de 8,35, 8,98, 9,5, 10,0, y 
10,65 respectivamente. Estos valores son inferio­
res a los obtenidos para la energía de conver­
sión de en/ima activa e inactiva efectuada a pH 
de 7,5. 

pKm 

2.5 L 

10.0 10.5 pH 

Fig. 6.—F.fccto del pH sobre el pKm. p-nitroíenil fosfato 
(A). 0-glicerofosfato (O). Para este sustrato dos valores 
de Km se obtuvieron a pH de 10.0 y 10,65. la Hnea 
interrumpida indica aquellos eme corresponden a concen­
traciones bajas de sustrato, mientras que la línea conti­
nua se refiere a aquéllos de concentraciones altas de sus­

trato. Véase (Fig. 3). 

El efecto del magnesio se manifiesta de una 
manera opuesta sobre las actividades medidas a 

pH inferiores o superiores a 9,5. En el primer 
caso produce una activación más notable a me­
dida cjue el pH disminuye; sin embargo, en el 
segundo caso inhibe. El efecto del magnesio no 
se debe a presencia del anión acompañante, ya 
que no se observa diferencia usando sulfato de 
magnesio o cloruro de magnesio. Tampoco es 
el efecto la consecuencia de las modificaciones 
en la fuerza iónica, pues la adición de cloruro 
de sodio para dar una fuerza iónica igual a la 
obtenida con la adición de cloruro de magnesio 
produce un efecto similar aunque de diferente 
magnitud. 

315 l I0S 4-
Fig, 7.—Efecto de la temperatura sobre la actividad en-
zimática de la fosfatasa alcalina del suero. En parte A, 
se incubaion 430 microlitros de suero a las temperatu­
ras indicadas durante 15 min con 3,8 micromoles de 
p-nitrofenil fosfato a pH de 8,35 (O). 9,0 (A) y 9,5 ( f j 
y con 15.2 micromoles del mismo sustrato a pH de 10,0 
(•) y 10,65 (4). En parte B, se preincubaron 200 micro-
litros de suero a las temperaturas indicadas durante 
15 min y después se enfriaron. Después de alcanzado el 
equilibrio térmico se determinó la actividad a 37* y pH 
de 8,6 (O), 9.4 (A) y 10,25 (fj). Las concentraciones de 
p-nitrofenil fosfato fueron las correspondientes a parte 

A. Otras condiciones como han sido descritas. 

DISCUSIÓN 

Para analizar los datos presentados, tres po­
sibilidades deben considerarse: a) el suero hu­
mano contiene por lo menos dos diferentes pro­
teínas con actividad de fosfatasa alcalina ma-
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nifcstadas en el rango de pH de 8,0 a 10,65; 
b) se atusan dos centros activos, pero no se pue­
de eliminar la posibilidad de que ellos estén si­
tuados en la misma proteína, c) hay únicamente 
un centro activo en una sola proteína. 

Con base en la disociación sucesiva de gru­
pos funcionales diferentes que ocurre en condi-

Fig. 8. l f 'rii<> de la concent i ación ilc magnesio y de la 
fucr/a iónica sobre la actividad de fosfatasa alcalina. El 
sistema de incubación como ha sido previamente descri­
to (O); la adición de 25 micromoles de cloruro de mag­

nesio (A) ó 75 micromoles de cloruro de sodio (Q). 

ciones de concentración decreciente de iones hi­
drógeno, la presencia de dos pH óptimos sugie­
re mucho la existencia de dos centros activos. 
Esto es, el primer pico de la gráfica (8,85) co­
rrespondería a la actividad máxima cuando los 
grupos funcionales del sitio activo ofrecen el 
mejor arreglo para asociación con el sustrato y 
para la disociación tlel producto; un aumento 
ulterior en pH determinaría la disociación de 
otros grupos funcionales y este nuevo estado se­
ría menos favorable para la unión del sustrato 
y su conversión a producto, por lo tanto la ac­
tividad disminuye. El segundo pH óptimo se 
observa a pH 10, en virtud de la disociación de 
otros grupos funcionales, lo que permitiría la 
asociación del sustrato con la enzima, así como 
también su transformación a producto. Más allá 
de este pH la disminución tle la actividad no es 
solamente tlebida a que continúa la disociación 
de gruj>os funcionales en el segundo centro ac­
tivo, puesto que, como se ilustró en las Figuras 
2 y 3, hay un efecto im|>ortanic de la concen­
tración baja de iones hidrógeno sobre la estabi­
lidad de la enzima. 

El hecho de que la actividad enzimática se 
afectó de una manera diferente a pH superiores 
0 inferiores a 9,5 por la dilución del suero y por 
cambios en la fuerza iónica del sistema, jni­

dria sugerir, aunque no necesariamente, la pre­
sencia de dos diferentes moléculas proteínicas. 
No todas las proteínas se afectan por cambios en 
la fuerza iónica, pero cuando tal es el caso, ellas 
en general son menos estables en soluciones de 
valores extremos de fuerza iónica, y por lo tanto 
más resistentes a concentraciones intermedias 
como ocurrió con la actividatl enzimática estu­
diada a pH 10,25. 

Los cambios en la concentración de los sus­
tratos p-glicerofosfato y p-nitrofenil fosfato a 5 
diferentes valores de pH condujo a observar que 
la velocidad máxima aumenta al elevarse el pH. 
Moss y col. (1961) y Motzok y Bramón (1961) 
señalan que en el caso de la fosfatasa alcalina 

TABI-A I 

AlXUNAS CONSTANT»S TERMODINÁMICAS DE I A FOSFATASA 
ALCALINA DM. M i no 

pH del Energía de 
procedimiento activación AHCI» A H C I " 

8.35 23 00« — 12 980 
8.6 — 45 800 — 

8,98 23 000 — 9 660 
9,4 — 49.500 — 

9.5 12,650 — 16 700 
9,98 11250 — 22 400 
025 — 46 000 — 

0.65 10 too — 34 200 

IAM valores 
datos de la 

se expresan cu 
figura 7. 

cal/mol; se calcularon de los 

* Cambio de energía en la conversión de enzima nativa 
a desnaturalizada obtenida por calentamiento de la 
proteína a pH 7.5. 

• • (.lambío de energía en la conversión de enzima nativa 
a desnaturalizada obtenida por calentamiento de la 
proleína al pH del ensayo y en presencia del sustrato. 

el pH óptimo depende de la concentración del 
sustrato. Motzok (1959) había indicado antes 
que, las velocidades y concentración del sustra­
to a catla pH óptimo deberían ser usadas para 
calcular los valores de la Km por el método de 
doble recíproca. Dicho autor encontró que la 
curva no tiene una pendiente única, sino que se 
dobla bruscamente para dar una segunda línea 
correspondiente a concentraciones altas del sus­
trato. Aunque nosotros no tenemos suficientes 
puntos experimentales para dibujar la gráfica 
como el mencionado autor lo ha sugerido, la 
tendencia descrita parece existir en el caso del 
p-glicerofosfato. La línea obtenida con la grá­
fica de dobles reciprocas (Fig. 4) tiene sólo una 
pendiente en el caso de p-nitrofenil fosfato, pero 
con (5-glicerofosfato el cambio en pendiente se 
observa cuando el procedimiento se efectúa a 
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valores de pH de 9,98 y 10,65. Esto puede ser 
interpretado como la apertura de un segundo 
punto sobre la superficie en/imática con valores 
de velocidad máxima y Km mayores que el pri­
mer sitio. Adler y Kistiakowsky (1961) han se­
ñalado un hallazgo similar en relación a este-
rasa de hígado de cerdo. 

La variación del pH óptimo a concentracio­
nes elevadas de sustrato (Fig. 6) se puede ex­
plicar por la disociación que el aumento en 
pH causa en algunos grupos funcionales en el 
centro activo de la enzima, modificando por lo 
tanto la velocidad y las constantes de afinidad 
de su reacción con los sustratos. Consecuente­
mente, una concentración de sustrato suficiente 
para saturar la enzima a pH 8,5 no es suficiente 
para hacerlo a pH 9,5; por lo tanto la Km se 
hace mayor con la elevación del pH. Además de 
su efecto sobre la Km, el pH aumenta la cons­
tante de velocidad (A3) del complejo enzima-
sustrato a productos, ya que la velocidad máxi­
ma es concomitantemente aumentada. 

El cambio en la Km como función del pH 
es bien aparente en la Figura 6. El análisis de 
los datos y la aplicación de las reglas postuladas 
por Dixon (1953) sugieren que hay un grupo 
funcional en el complejo enzima-p-nitrofcnil fos­
fato que se disocia con un valor de pH de 9,20 
a 9,35. El decaimiento del complejo enzima-p-
nitrofenil fosfato produce algunas especies que 
tienen un cambio en carga de uno, en un rango 
de pH entre 9,5 y 10,5. El complejo enzima-(3-
glicerofosfato demuestra la misma propiedad 
pero a un intervalo más estrecho de pH, 9,5 a 
10 (valores de Km logrados a concentración alta 
de sustrato). La distancia obtenida entre la cur­
va en su punto de inflexión y la intersección de 
la parte recta de las líneas (0,3 unidades en la 
ordenada) sugieren disociación sólo de un grupo 
funcional de la enzima y no de varios grupos. 
Usando concentraciones bajas de sustrato el com-
plejo-p-glicerofosfato tiene un grupo funcional 
con pH de 9,5; entre este valor y 10,65, el com-
plejo-enzima-Pglicerofosfato tiene un grupo fun­
cional con pH de 10. 

Al estudiar el efecto de la temperatura sobre 
la actividad enzimática (Fig. 7 y Tabla 1) se 
puede ver que la energía de activación a pH de 
8,35 a 8,98 es unas dos veces mayor que la me­
dida a pH de 9,5 o superiores. Esto no necesa­
riamente indica la existencia de dos isozimas di­
ferentes ya que el efecto del pH sobre la ener­

gía de activación podría explicarlo. Es intere­
sante notar que el pH de disociación del grupo 
t amino de lisina es alrededor de 10 (9,4 
a 10,6) (Benesch y Benesch, 1955) y que el efec­
to del pH sobre la Km sugiere la disociación 
de tal grupo funcional de la en/ima; más aún, 
la energía de disociación del grupo p ami­
no es alrededor de 10 000 a 12 000 calorías por 
mol (Benesch y Benesch, 1955), el cual es apro­
ximadamente la diferencia entre ambas energías 
de activación. 

A este respecto debe mencionarse que Mor­
lón (1951) pensó que la disociación de un gru­
po hidroxi-íenólico era el responsable de la an-
gulación en la curva obtenida al hacer la grá­
fica de pKm vs. pH y también que existe evi­
dencia indicadora de que el fosfato del sustrato 
se une a un residuo de serina en el centro activo 
(Dayan y Wilson, 1963; Milstein, 1963). 

En virtud de que la energía de desnaturali­
zación en el proceso de la conversión de enzima 
nativa a desnaturalizada es aproximadamente la 
misma a valores de pH de 8,6, 9,4 y 10,25, se 
podría pensar en la existencia de solamente una 
protefna a menos de que las isozimas participan­
tes tuviesen estabilidad similar a la temperatu­
ra. Esta afirmación sin embargo no sería del todo 
cierta en el caso de una mezcla de isozimas tales 
como el suero, ya que podría muy bien suceder 
que un componente exista a concentración mu­
cho más elevada que los otros. 

Los resultados obtenidos con estudios inmu-
noquímicos demuestran que el 80% de la acti­
vidad de fosfatasa alcalina del suero deriva del 
tejido óseo. La energía de conversión de enzima 
nativa, a desnaturalizada, añadiendo al efecto 
del calentamiento la incubación a diferentes pH 
en presencia del sustrato, fue menor que la ob­
tenida por calentamiento de enzima a los mis­
mos pH en ausencia de sustrato. A este respecto, 
Grisolia y Joyce (1960) han demostrado que al­
gunas enzimas son más resistentes al calentamien­
to en presencia de sus sustratos, mientras que 
otras, por el contrario, son más susceptibles ba­
jo condiciones similares. 

El ion magnesio eleva la actividad en/imáti­
ca a pH inferiores a 9,5 y la inhibe por enzima 
de este valor. Aunque el efecto puede deberse 
parcialmente a la variación en la fuerza iónica, 
no se explica del todo de esta manera. Las di­
ferencias observadas en la actividad enzimática 
explorada por debajo y por encima del pH de 
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9,5 sugiere mucho la existencia de dos centros 
activos, pero no es |x>siblc asegurar la presencia 
de dos prote ínas . Sin embargo, ya que las isozi­
mas de íosfatasa alcal ina han sido aisladas por 
otros medios y a ú n purificadas, se piensa que 
algunos de los pa ráme t ros estudiados y en par­
ticular el efecto del magnesio podr ían ser explo­
rados ulteriormente y servir como un indicador 
de la fuente de la enzima del suero. 

R E S U M E N 

1. —Con objeto de estudiar la posibilidad de 
distinguir las isozimas de la íosfatasa alcalina 
del suero humano, se efectuaron estudios cinc-
ticos que incluyeron el efecto del p H sobre la 
velocidad m á x i m a y la K m usando dos diferen­
tes sustratos, el efecto de la temperatura sobre 
la actividad y la estabilidad, por ú l t imo el efecto 
del magnesio y la fuerza iónica sobre la activi­
dad enzimát ica . 

2. —Los estudios de p H sugirieron la existen­
cia de dos diferentes centros activos con activi­
dades óp t imas a p H de 8,85 y 10,0 respectiva­
mente. 

3. —Cuando se e m p l e ó p-glicerofosfato con va­
lores de p H de 9,98 y 10,65 se observó un cam­
bio en la |>endiente de la curva obtenida por la 
gráfica de doble recíproca. Esto sugiere que la 
disminución de la concent rac ión de iones h i ­
drógeno determina la apertura de un segundo 
centro activo manifestado a concentraciones al­
tas del sustrato con K m y velocidades m á x i m a s 
mayores. 

4. —Existe indicación de la disociación de un 
grupo funcional correspondiente al complejo en­
zima-sustrato que p o d r í a corresponder a un 
E amino de la enzima. 

5. —E l magnesio y la fuerza iónica incremen­
tan la actividad enzimát ica a p H inferiores a 9,5 
pero ellos inhiben a valores de p H superiores. 

6. —Se sugir ió que el ú l t imo criterio podr ía 
ser útil en la d is t inc ión de dos diferentes isozi­
mas de la íosfatasa alcalina del suero. 

S U M M A R Y 

Using two different substrates, the effect of 
p H on maximal velocity and K m , the effect of 
temperatura on the activity and stability, and 
the effect of ionic strength and M g " conecntra-
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tion on enzyme activity were determined on 
human serum alkaline phosphatase. It is sugges­
ted that the Mg-* effect might be useful to dis­
tinguish the contributing isozymes. Evidence 
was found suggesting the opening of a second 
active center by the action of low H * concentra­
t ion when B-glycerophosphate was the substrate. 
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ALGUNAS PROPIEDADES HIDRODINÁMICAS DE LA PROTEINASA MEXICAINA 

p o r 

Y o i . O X O C H I T I . B U S T A M A N T E DÍEZ, M A L U I S A 

O R T E G A D E U G A D O y M . C A S T A Ñ E D A - A G U L L Ó 

Lal>oratorio de Biofísica, 
Escueta Nacional de Ciencias Biológicas, i , p. N. , 

México, I>. F. 

I N T R O D U C C I Ó N 

E l conocer el comportamiento h i d r o d i n á m i -
co de una p ro t e ína permite hacer un cálculo de 
su t a m a ñ o y forma molecular, basándose en las 
teorías que para e l lo se han desarrollado. Dichas 
teorías consideran el comportamiento h i d r o d i n á ­
mico de moléculas de varios t amaños y formas 
simétricas o con diversos tipos de as imetr ía . Sche-
raga y Mandelkern (11), autores de una de di­
chas teorías, parten de l a suposición de que las 
par t ículas pro te ín icas pueden tener la forma de 
elipsoides de revolución r ígidos, alargados o 
achatados. U n elipsoide alargado resulta de l a 
rotación de una elipse sobre su eje mayor. U n o 
achatado se produce cuando el giro se efectúa 
sobre el eje menor. 

E n la apl icac ión de las teorías h i d r o d i n á m i ­
cas quedan involucrados dos pa rámet ros : t a m a ñ o 
y forma molecular. E l volumen (Ve = 4/3 jt 
ab'¿) y la relación axial (p = a¡b), ser ían las 
variables correspondientes en los elipsoides h i ­
d rod inámicos efectivos. A l semieje de revoluc ión 
se le denomina a y al radio ecuatorial b. 

Puesto que se requiere conocer por lo menos 
dos p a r á m e t r o s para determinar la forma y el 
t amaño de la molécula prote ín ica , es necesario 
combinar los datos de dos cantidades h id rod iná ­
micas, por ejemplo la constante de difusión y la 
viscosidad in t r ínseca . En este trabajo prel iminar 
acerca del comportamiento h i d r o d i n á m i c o de la 
mexicaína se estudian la constante de difusión y 
la viscosidad intr ínseca. 

MATERÍALES Y MÉTODOS 

Mexicaína.—Enzima proteolítica presente en el látex 
de Piteus mexicánus (3). fue purificada según el método 
de Castañeda-Agulló y Del Castillo (4). cristalizándola 
dos veces. 

Otras sustancias.— Todas las sustancias químicas em­
pleadas fueron productos con calidad de reactivo ana­
lítico. 

Determinación de la constante de difusión 

Difusión libre.—En todas las determinaciones de difu­
sión libre se emplearon las microccldas de cuarzo fabri­

cadas por Boskamp Gcrate-Bau K C , para el aparato de 
electroforesis y difusión de la misma marca. Dicha celda 
está construida según el modelo de Antweiler (2), y la 
forman cuatro secciones las cuales pueden unirse en dos 
posiciones: la de llenar y la de medida. En la primera, 
la situación de los canales no permite el contacto entre 
las soluciones de diferente concentración de protefna. 

Una vez llena la celda, se transfiere a la mesa óptica 
del aparato, por la cual circula una corriente de agua 
con el fin de regular la temperatura. Cuando se alcanza 
el equilibrio a la temperatura indicada, pueden empezarse 
las determinaciones. Al deslizar la sección superior de 
la celda sobre la intermedia, se logra que coincidan los 
canales que contienen las soluciones de diferente con­
centración; esta es la llamada posición de medida.. -

Determinación de la constante de difusión.—Después 
de un lapso variable, que depende del tamaño de las par­
tículas, en el canal de medida queda establecido el 
gradiente de concentración; éste se desplaza continuamen­
te hasta que se igualan las concentraciones. 

El tiempo de difusión máxima debe elegirse de tal 
manera que en los 5 mm superiores e inferiores del ca­
nal de medida no se presenten variaciones con respecto 
a la concentración original. El aparato de microclectro-
foresis de Antweiler, empleado en este estudio para 
medir la difusión, cuenta con un sistema interferométrico 
del tipo Jamin, que permite seguir los cambios en el ín­
dice de refracción, relacionados directamente con la con­
centración. La posición de las bandas de interferencia 
se desplaza al variar el índice de refracción. Un disposi­
tivo formado por una placa de vidrio y un tornillo mi-
crométrico hace posible compensar y medir el corrimien­
to de las bandas. 

En el cálculo de la constante de difusión interviene 
el tiempo. Se denomina tiempo cero (tc) aquél que mar­
que un reloj, puesto en funcionamiento momentos an­
tes, cuando las soluciones de protefna quedan en con­
tacto. El tiempo que dicho reloj marque cuando se ini­
cien y finalicen las observaciones de los cambios de con­
centración son considerados respectivamente t, y I*. La 
siguienic ecuación permite calcular el tiempo medio (I) 
correspondiente a cada determinación individual. 

U + t» 
t = I - , 0 (I) 

Para cada determinación hay un tiempo calculado /, 
y dos series de valores de x y n. Los puntos de x corres­
ponden a las diferentes alturas de observación a lo largo 
del canal de medida, las cuales se logran gracias a una 
manivela especial del aparato. Cada cambio de paso de 
dicha manivela equivale a un desplazamiento vertical 
de 0,1 mm. Las observaciones pueden hacerse a interva-



los de 0,2 a 0.4 rum. Los cambios relativos de índice de 
refracción (n) son obtenidos de la ecuación: 

Tm - (Td 6 To) 

en donde: 
Tm = Lectura del tornillo micromètrico del interfe­

ròmetro del aparato para cada punto sobre el canal de 
medida. 

Td -s Lectura del tornillo micromètrico del interfe­
ròmetro del aparato para la solución proteínica de ma­
yor concentración fuera del gradiente, es decir, la zona 
inferior del canal de medida. 

To — Lectura del tornillo micromètrico del inter­
feròmetro del aparato para la solución proteínica de me­
nor concentración fuera del gradiente, es decir, para la 
zona superior del canal de medida. 

Las curvas de ri contra x presentan la forma típica de 
campana de las curvas de* distribución de Gauss. En ellas 
es necesario interpolar los valores correspondientes a la 
zona de contacto, los cuales no pueden observarse por 
la interferencia que causa la unión de las dos secciones 
de la microcelda. La Figura 1 representa el tipo general 
de semicurvas obtenidas en la parte ascendente del canal. 

2 3 4 S 6 mm 
M 

Fig. 1—Semicurvas obtenidas en diferentes tiempos de 
difusión libre. 

El coeficiente de difusión se calcula en la siguiente 
forma: 

n = — — (3) 
i 

siendo: D, el coeficiente de difusión en cm'/seg o en 
cm'/día. 

t el tiempo calculado para la determinación, en se­
gundos o días. 

x la distancia máxima en centímetros dentro del canal 
de medida, hasta la cual se observó variación en el ín­
dice de refracción, o lo que es lo mismo, longitud de 

avance del gradiente. Este valor se lee en el eje de las 
abscisas de la gráfica correspondiente, contando a par­
tir del centro de la zona de contacto hasta el punto 
donde la curva se vuelve asintótica con respecto a dicho 
eje. 

La difusión libre depende de la diferencia de concen­
traciones de las dos soluciones participantes. En vista 
de ello llevamos a cabo las determinaciones de difusión 
de la mexicaina utilizando diferencias variables de con­
centración, dentro de los límites que permite el método. 
Cuando la diferencia de concentraciones es muy pequeña 
(AC = 0,01%), los índices de refracción de las solucio­
nes son tan parecidas que no pueden observarse los 
cambios qué en ellos se produzcan. Por el contrario, cuan­
do la diferencia de concentraciones es relativamente gran­
de (\C =1,0%), los índices de rchación son perfectamente 
diferenciables. pero la difusión se acelera tanto que es 
imposible igualar la velocidad de manipulación con lu 
de los cambios. Como consecuencia de estas observacio­
nes, los límites escogidos fueron 0.01 y 0,9%. 

Difusión en equilibrio a través de un diafragma po­
roso, según el método de Northrop y Anson (9).—En las 
determinaciones en equilibrio hicimos uso de las celdas 
fabricadas según el modelo descrito por Northrop y An­
son. Son dispositivos de vidrio en forma de campana en 
cuya parle inferior va soldado un disco poroso. En la 
superior presentan un tubo de salida con llave de paso. 

Estas celdas pueden llenarse sumergiéndolas en la so­
lución con que se va a trabajar y aplicando succión a 
través del tubo con la llave abierta. Una vez introducido 
el volumen necesario y cerrada la llave de paso, la mem­
brana debe enjuagarse perfectamente con agua para eli­
minar de su superficie cualquier resto de la solución 
proteínica adherida a ella. En estas condiciones, la celda 
se sujeta por su tallo a un soporte que mantenga sumer­
gido el disco poroso en una cantidad medida de disol­
vente puro, colocado en un recipiente adecuado. El disco 
poroso debe quedar perfectamente horizontal, para lo 
cual se comprueba su posición mediante un nivel de 
burbuja. Este conjunto, a su vez, es colocado dentro de 
un baño conteniendo agua a la temperatura del experi­
mento. A causa de que las determinaciones con proteí­
nas requieren tiempos hasta de varios días, es preferible 
que la temperatura sea baja. Por consiguiente, es me­
jor mantener refrigerado el dispositivo de difusión (5a). 

El tiempo en las determinaciones se cuenta a partir 
del momento de la inmersión de la celda en el disolven­
te. A intervalos adecuados, el disolvente es reemplazado 
por una nueva porción de él. En el líquido retirado ne 
analiza el soluto difundido por el método más adecuado 
en cada caso. La operación debe repetirse hasta obtener 
el equilibrio, esto es, hasta que la cantidad de soluto que 
atraviesa la membrana en la unidad de tiempo perma­
nezca constante. El valor obtenido en las condiciones de 
equilibrio es el utilizado para los cálculos. 

Calibración de las celdas. La primera operación ne­
cesaria en este tipo de experimentos es la calibración de 
la celda, para lo cual debemos tomar en cuenta las si­
guientes consideraciones. 

El valor de la constante de la celda es calculado a 
partir de la ecuación básica de difusión (8), conocida 
como primera ley de Fick. 

dt> 
D = (4) 

de 
A dt —— 

dx 
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cu ella, ü representa el coeficiente de difusión, d(¿ Ja 
cantidad de soluto que difunde a través del área A y el 
tiempo di, bajo un gradiente de concentración dcldx. 

Podemos considerar dos soluciones de concentraciones 
¿i y ca, separadas por una membrana porosa. Si los vo-
lúmenes son suficientemente grandes y la difusión ocu­
rre en tiempos suficientemente cortos, puede suponerse 
que las concentraciones permanecen constantes. El área 
y la distancia efectiva a través de las cuales difunde el 
soluto son A y h respectivamente. El gradiente de con­
centración será entonces (r, — ca)/h y la ecuación 4 se 
convierte en (9): 

h 
D = — (5) 

Al (r, - c¿ 

Si el experimento se dispone de tal manera que la so­
lución diluida sea el disolvente puro, ct = 0 y, por conse­
cuencia: 

ti = 
A l c, 

(6) 

Ca puede expresarse como unidades de soluto por uni­
dad de volumen Q . y la cantidad de soluto que di­
funde í¿, en función del volumen correspondiente de la 
solución original (Qtnl). 

Q h Oml h 
(7) D = 

l (¿, A t A 

En esta úlitma ecuación (¿mi es el número de milili­
tros de solución concentrada equivalente a la cantidad 
de soluto que ha difundido. 

Loi valores de A y h no pueden medirse directamen­
te en las membranas porosas. Sin embargo, la relación 
hfA = A' es una constante para cada membrana y pue­
de determinarse experimciitalmcnic utilizando una sus­
tancia cuyo coeficiente de difusión sea conocido. 

O mi K 
D = <8) 

I 
D t 

K = 
Qml 

(9) 

Con este objeto, empleamos primeramente HCI 0,1 N 
en la calibración de las celdas. Fxteriormente poníamos 
20 mi de agua bidestilada. 1.a cantidad de ácido que pa­
saba al exterior fue determinada a intervalos de 30 
mili, por titulación con NaOH 0,2 N, en presencia de 
anaranjado de metilo como indicador. 

En virtud de que el coeficiente de difusión del ácido 
varia considerablemente con la concentración, Anson y 
Northrop (7) recomiendan el NaCI que da valores más 
constantes. En esta segunda calibración empleóse NaCI 
2M en el interior de la celda y 20 mi de agua bidestilada 
en el exterior. La cantidad de soluto que salió en inter-
\alos de 30 y fiX) min fue precisada por valoración con 
AgNO,. en presencia de dicromato de potasio como in­
dicador. Igual que en el caso anterior la temperatura 
de la determinación fue de 5°. 

Los valores de los coeficientes de difusión de HCI 
(l> = 1,59 cm'/día) y del NaCI (D — 0,72 cm»/dia), fue 
ron los que emplean Anson y Northrop (1), que a su 
vez son promedios de los obtenidos por otros autores. 

1 a* constantes obtenidas para cuatro celdas Pyrex de 
poro fino, de aproximadamente 20 mi de capacidad em­
pleadas por nosotros, se encuentran en las Tablas I y II. 

Siguiendo una técnica similar determinamos el coe­
ficiente de difusión de la mexicaína. Para el cálculo se 
utilizó la ecuación 8. en la cual K fue sustituida por el 
valor correspondiente a catla celda. La cantidad de pro-

TARLA I 
VALORES DE LA CONSTANTE K TARA LAS CELDAS DI DIFUSIÓN 

EN EQUILIBRIO A TRAVÍS DE UNA MEMBRANA POROSA, 
OBTENIDOS POR CALIBRACIÓN CON H C L . 

Determi- mi de NaOH 0,2N empleados en la titulación 
nación celda 18 celda 20 celda 28 celda 29 

I 0.45 0.42 0,38 0.42 
2 0,42 0,40 0.33 0,33 
3 0.45 0,42 037 0,40 
4 0.44 0.42 037 0,40 
5 0.44 0,43 0.42 0.44 
a 0.45 0.43 038 0.41 
7 0.45 0.44 038 0.42 
8 • 038 0.40 

Promedio 0,447 0.423 0.374 0.402 
Equivalencia 
en HCI 0.1 N 0,0947 0.0897 0,0779 0,0853 

K. 0,407 0,428 0,493 0,451 

teína difundida se evaluó por lectura espectrofotométrica 
a 280 mu, e interpolando la concentración en las curvas 
tipo, realizadas previamente para dicha proteína, con 
soluciones de concentración conocida. 

Determinación de la viscosidad 

Utilizamos el método del flujo capilar según la des­
cripción de Druckcr (5), Se requieren viscosímetros de 
Upo Ostwald de 80 a 100 seg de escurrimiento. Las prue­
bas efectuáronse en baños de agua a temperatura cons­
tante (25°) y las soluciones no contenían partículas oin 
disolver. El tiempo Í de caída de una solución a través 
de un tubo capilar de radio a y de longitud t, bajo una 
presión P permite calcular la viscosidad de la solución 
mediante la ley de Poiseuille. que relaciona el volumen 
total V del líquido que pasa con las demás variables. 

JI P a' t 
V = (10) 

B n 1 

En los viscosímetros capilares, donde el líquido cae 
por su propia presión P jáa Q h (Q — densidad y li 
= altura promedio o diferencia de niveles). 

it h a* 
*1 = 

En la última ecuación 

8 V I 
n h a* 
8 V i 

Q t 0>) 

es igual a una cons­

ume c que depende de las dimensiones del viscosimetro, 
por lo tanto 

r\ = cot (12) 

En la práctica se acostumbra comparar el tiempo de 
escurrimiento de una solución protelnica con el del agua; 
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si los coeficientes de viscosidad ion n y n. respetiva­
mente, y la densidad del agua y„ = I, la viscosidad rela­
tiva Y), de la sniin mu problema está dada por la expre­
sión: 

La viscosidad especifica se define como: 

»1.., = = 1 = r,r - I (H) 

y da idea de los cambios de viscosidad que sufre la pro-
teína sola, independientemente de los efectos del disol­
vente. 

TABLA II 

VALORES DE I.A CONSTANTE K I-ARA LAS OLDAS DE DIFUSIÓN, 
OHUMDOS POR CALIBRACIÓN CON N A C L 

la. calibración 

mi de AgN'O, 0.1 N empleados en la titulación 
Determinación celda 18 celda 20 celda 28 celda 29 

1 1,650 1.800 1.500 1.620 
2 1,670 1,830 1.540 1.675 
s 1,630 1,800 1.492 1,622 
4 1,665 1.782 1.492 1,610 
5 1.640 1.795 1.492 1.640 

Promedio 1,678 1.809 1,509 1.640 
Equivalencia 
en NaCI 2M 0.0839 0.0905 0.0754 0.0820 

K 0,357 

2a. calibración 

0,397 0.365 

mi de A g \ O a 0.1 N empleados en la titulación 
Determinación celda 18 celda 20 < :elda 28 celda 29 

1 1.620 1.735 1.280 1.610 
2 1,525 1.735 1,393 1.600 
S 1.635 1,712 1,412 1,595 
4 1,710 1.820 1.580 1,680 
5 1.620 1.780 1.430 1,655 

Promedio 1.630 1,764 1,415 1.635 
Equivalencia 
en NaCI 2 M 0,0815 0,0882 0,0707 0.0817 

t 0,367 0.339 0,423 0,366 
K Promedio 0.362 0,335 0,410 0.366 

l a viscosidad reducida está dada por (8): 

1 11..» 
(1S) 

r r 
(1S) 

en donde c es la concentración en gramos por 100 mi. 
Si estos valores se extrapolan a dilución infinita, se ob­
tiene la viscosidad intrínseca [nj. 

ta n / tu- i ta r w 
[ni = = (16) 

r -»O r c -» O r 

Este valor 'en de interés porque corresponde a aquella 
solución hipotética en la cual las interneciones iniramo* 

leculares del soluto han sido eliminadas. El valor de Ja 
viscosidad intrínseca puede obtenerse a partir de una 
gráfica de viscosidad reducida contra concentración o, 
mejor aún. por un tratamiento estadístico de los datos 
Al calcular la línea de cuadrados mínimos tenemos que 
la intersección es equivalente a [til-

R E S U L T A D O S 

Difusión libre? 

La serie de 50 resultados obtenidos en las de­
terminaciones del coeficiente de difusión de la 
mexicaína a varias diferencias de concentración, 
fue tratada estadísticamente y de ellos obtuvi­
mos la ecuación 17, la cual representa la rela­
ción entre D y AC (Fig. 2). 

D = 1,547 AC + 0.0629. (17) 

- i 1 1 1 
0,18 QJ 0,7» ,fi 

* c nu 
Fig. 2.—Valores de la constante de difusión (D), a va­
rias diferencias de concentración \< Temperatura 

17°. Ecuación de cuadrados mínimos: 

De acuerdo con la ecuación, la intersección 
en el eje de las ordenadas, o sea el coeficiente 
de difusión extrapolado a AC = 0 es: 

era1 

D = 0,0629 ± 0.0033 (error tipo) 
día 

valor que correspondería a una solución hipoté­
tica de proteína en la cual no habría interac­
ciones soluto-soluto o soluto-disolvente. 

Difusión en equilibrio a través de un diafragma 
poroso 

Las cantidades de mexicaína difundida en 
intervalos de 24 h se encuentran en la Tabla III. 
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E l valor promedio del coeficiente de difusión 
para la mexica ína , obtenido por este m é t o d o es: 

cm ! 

D — 0,059 ± 0.00018 (error lipo) 
día 

Viscosidad 

L a T a b l a TV presenta los datos de viscosi­
dad reducida en función de concent rac ión de 
mexicaína, cuyo tratamiento estadíst ico nos llevó 
a la siguiente línea de cuadrados m í n i m o s 

1 .* = 0.0025213 c + 0.0323 (18) 

TABLA I I I 

VALORFS OFL COEFICIENTE DE DIFUSIÓN DE MEXICAÍNA, 
OBTENIDOS EN EXPERIMENTOS DE DIFUSIÓN EN EQUILIBRIO 

Absorbencia Cónc. mexi­
a caína %, en 

280 mu el líquido Qml 1 D 
exterior (mcx.1%) días cm'/día 

0.1298 0,00825 0,165 1 0.0589 
0,1262 0,00820 0.164 1 0.0589 
0.1232 0.00800 0,160 1 0.0593 
0.1185 0,00790 0.158 1 0.0585 
0.1250 0,00812 0.163 1 0.0596 
0.1238 0,00800 0.160 1 0.0585 

el valor de la viscosidad intr ínseca es: 

[n] = 0,0323 ± 0.0021 (error tipo). 

D I S C U S I Ó N 

E n soluciones muy diluidas la viscosidad es­
pecífica puede expresarse como el producto de 
tres té rminos : el n ú m e r o de par t ícu las de soluto 

TABLA I V 
DATOS EMPLEADOS F.N EL CALCDLO DE VISCOSIDAD INTRÍNSECA 

DE LA MEXICAÍNA 

Conc. 
mexicaína 
B/100 mi 1 

Viscosidad reducida 
Determinación número: 

2 3 4 5 G 

0.5 0.0332 
1.0 0.0409 
2,0 0,0447 

0,0376 
0,0565 
0,0359 

0.0308 
0,0323 
0,0322 

0,0348 
0,0329 
0.0357 

0.0318 
0,0470 
0,0361 

0,0218 
0.0345 
0,0374 

por mi (w), el volumen efectivo de un elipsoi­
de h i d r o d i n á m i c o de revolución (Ve) y el in ­
cremento de viscosidad (v) , que es una función 
de la relación axial . 

tUp = (») {Ve) (v) (19 

considerando que 
N r 

donde N es el n ú m e r o de Avogadro, c la con­
cent rac ión en gramos de peso seco por 100 mi 
y M es el peso molecular, obtenemos el valor 
l ími te de la viscosidad (viscosidad in t r ínseca ) . 

lini n esp N Ve 
= [vil = < ) (—-) v (21) 

c-+ O c 100 Af 

Como se ve, [\\] es una función tanto del ta­
m a ñ o ( IV) como de la forma molecular (v) (12). 

E l coeficiente de fricción es otra variable 
que también depende del t a m a ñ o y forma de 
las par t ículas . Esta puede calcularse a partir del 

TABLA V 
VAIORFS DE p, V, 1/F, l /P , CALCULADOS PARA LA MEXICAÍNA 

Constante 
de l i i iu- Radio Teso Relación 
sión D r x 10 7 Molecu­ axial 
cm3/«lía cm lar (Af) 0x10« 1/f v Ifp'ajb 

(Difusión 
libre) 
0,0629 1.9590 23999 2,439 

1394 15,615 11 
(Difusión en 
equilibrio) 
0,059 1.9657 23386 2.440 

coeficiente de difusión si se expresa el coeficien­
te de fricción / referido a la cantidad ¡o, coefi­
ciente de fricción de una esfera de radio a. y 
volumen Ve, dicha razón llega a ser independien­
te de Ve, quedando sólo en función de la rela­
ción axial . 

fífo = l /F (22) 

F es una función de p. 
De acuerdo con la Ley de Stokes (13): 

fo = 6 n r\0 aa (23) 
• 

y sustituyendo este valor en la ecuación 22 ob­
tenemos la siguiente expres ión: 

*>JT lio B 0 tío 
/ = = (162 **)* Vt% _ J 1 - (24) 

E l valor del coeficiente / puede obtenerse de 
los datos de coeficiente de difusión por la si­
guiente ecuación, derivada por Einstein (6). 

D = kT/f (25) 

donde D es el coeficiente de difusión, k la cons­
tante de Bohzman in¿ y T la temperatura abso­
luta. 

Resolviendo s i m u l t á n e a m e n t e las ecuaciones 
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21, 24, y 25, Sthcraga (12) obtiene lo siguiente: 

D [,,]* Ais r,„ 

k T 

y = 
(16800 . T > 

(26) 

(27) 

en la cual M es el peso molecular. 
La cantidad ?• es una función de p solamente 

y su valor puede determinarse a partir tle las 
cantidades cxj>erimeniales mencionadas. Los va­
lores de v. A \ | i han sido tabulados por Schera-
ga (12), quien los calculó teóricamente como 
una función tle la relación axial. 

Para calcular el valor de p de la mexicaína, 
utilizamos el dato de la viscosidad intrínseca 

[ti] = 0.0323 

y los coeficientes de difusión, calculados antes. 
Estos últ imos, además, se emplearon para deter­
minar los pesos moleculares correspondientes, 
partiendo de las siguientes consideraciones. Se­
gún Einstcin, la relación entre la constante tle 
difusión y el radio de la par t ícula seiía: 

D -
R T i 

6,t i) r 
(28) 

en consecuencia r valdría: 

r r 
r — 

6.T Í] N D 
(29) 

donde R es la constante de los gases. 
E l peso de la par t ícula debe calcularse a par­

tir del radio mediante la siguiente ecuación (9): 

Ai = 4/3 k t* a N (30) 

en la cual p representa el peso específico, que 
en el caso de la mexicaína es 1,25 g /cm 8 . 

Por susti tución de los datos experimentales 
en las ecuaciones anteriores, llegamos a obtener 
los valores tle peso molecular y (i que presenta 
la Tabla V . Con ellos, buscamos los correspon­
dientes de v, F y p en las tablas dadas por Sche-
raga (12). Dichas tablas establecen los diferen­
tes parámetros hidrodinámicos para elipsoides 
alargados o achatados. Para estos últimos, los 
valores de f$ práct icamente no varían dentro tle 
los límites de p de 1 a 300 (2,12 a 2,15). E n 
cambio, en los elipsoides alargados p fluctúa 
entre 2,12 (l/p = 1) y 8,6 (l/p = 300). E l 
valor de 2,44 correspondería a la relación l/p = 
11, o sea que la par t ícula , de forma alargada, 
tendría uno tle sus ejes once veces mayor que 
el otro. 

La teoría tle Scheraga y Mandelkern (II) 
Utiliza como modelos, elipsoides de revolución 
rígidos y no solvatatlos. En el caso de haber h i -
(tratación, par t ículas con relación axial menor, 
pueden presentar el mismo comportamiento h i ­
d rod inámico . En las curvas de Oncley (10), que 
representan las relaciones entre p y el grado de 
hidratación para proteínas con diferente rela­
ción fricciona!, puede verse que para el caso pre­
sente donde 1/F = 1,60, dicho valor puede co-
rres¡x>nder a part ículas cuya forma fluctúa entre 
la esíera (p = 1), cuando el grado de hidrata­
ción es de 2,3 g de agua por gramo de prole ína , 
hasta el elipsoide alargado ( l / p = 11), cuando 
no hay hitlratación. Por consiguiente, estos re­
sultados sólo tlan una or ientación respecto a la 
|>osible forma de las moléculas y debe tomarse 
con reservas. Además, sería necesario emplear 
otros métodos, aparte del de difusión, para de­
terminar el peso molecular. Esto será objeto de 
trabajos posteriores. 

S U M M A R Y 

T w o hydrodynamic quantities were deter­
mined for the proteinase mexicain: the trans-
lational diffusion coefficient D, and the intrin­
sic viscosity [nj. T h e first one, i . e. I), was me­
asured by two methods: 1) free diffusion, and 
2) by beans of a porous diaphragm. Both results 
agreed very well: 0.0629 ± 0.0033 cm a / t lay and 
0.0590 cm 1 /day ± 0.00018 (standard error of the 
mean) res|>eciively. The second quantity, [r\], 
resulted 0.0323 ± 0.0021. T h e average molecu­
lar weight of mexicain is about 23 700. T h e pro­
bable shape of the molecule in solution, as de­
duced from the above hydrodynamic properties, 
may range from a sphere to a prolate clipsoid 
with an axial ratio equal to II depending upon 
its degree of hydration. For a non-hydratet! mo­
lecule, the hydrcxlynamic behavior of the pro­
teinase is l ike that of a prolate elipsoid. Con­
trariwise, the spherical shape would correspond 
to a degree of hydration of 2.3 grams water per 
gram of protein. 

BIBLIOGRAFÍA 

1. ANSON M . L.. The calibration of diffusion mem­
branes and the calculation of molecular volumes from 
diffusion coeficienis. J. Cert. Physiol.. 20: 575-587, 1937. 

2. ANTWKII.ER H. J., Citado por H. Svcnsson y T. E. 
Thompson, Translaiional Diffusion Methods in Protein 
Chemistry, en Analytical Methods of Protein Chcmisiry. 
Vol. 3, pág. 61, P. Alenxader y R . J. Block. Pergamon 
Press. Nueva York. p. 61, 1951. 



3. CASTANEDA-AGULLÓ, M . y L. HUERTA M., Ascorbic 
acid, peroxidase and the proteinase "mexicain" in the 
latex of Pileus mexieanus. Arch. Riochem., II: 537-538, 
1946. 

4. CASTANEDA-ACI-LLO, M . y L. M . DEL CASTILLO, Mé­
todo de purificación de la mexicaína a partir de látex 
de Pileus mexicanus. Trabajos no publicados. 1963. 

5. DRUCKER, C , Innere Reibung. Wanneleitung, Ober-
flächenspanung und Diffusion, pág. 306. en Ostwald-
Luther, Physikochemischer Messungen ed. por C. Druc­
ker. Dover Publications. Nueva York, 194.1. 

6. EINSTEIN A., Citado por H . Svensson y T. E . 
Thompson, Translational Diffusion Methods in Protein 
Chemistry, en Analytical Methods of Protein Chemistry 
Vol. 3. pág. 61. P. Alexander y R. J. Block. Herga-
mon Press. Nueva York, 1961. 

7. KUNITZ, M . , M . L. ANSON, y H . J. NoicruRor, Mo­
lecular weight, molecular volume, and hydration of pro­
teins in solution. J. Gen. Physiol., 17; 365-373, 1934. 

S. MARTIN, R. B., Introduction to Biophysical Che­
mistry, p. 134-151, Mc Craw Hil l Ed.. 1954. 

9. NORTHROP, H . J . y M . L. ANSON, A method for 
the determination of diffusion constants and the cal­
culations of the radius and weight of the hemoglobin 
molecule. / . Gen. Physiol., 12: 543-554, 1929. 

10. ONCLF.Y, J . I... Evidence from physical chemistry 
regarding the size and shape of proteins molecules from 
ultraceiitrifugation, diffusion and viscosity. Ann. N, Y. 
Acad. Sc., 41: 121-150. 1941. 

11. SciuRAGA H . A. y L. MANDELKFRN, Considerations 
of the hydrodynamics properties of proteins. J. Am. 
Chem. Snc. 75: 179-184, 1953. 

12. SCHERACA H . A H "Protein Structure". Hydrodyna-
mic properties of proteins solutions. Academic Press. 
Nueva York, p. 1-10, 1961. 

13. STOKES, G. C , Citado por Gladstone S., 1946. 
"Text-book of Physical Chemistry", 2a. ed. p. 258, Van 
Nostrand Co. Inc. 1851. 

Sobretiro de Ciencia, Méx., XXIV (1-2): 69-75, México, D. F., 10 de junio de 1965. 



CIENCIA 

EFECTO DE UN DETERGENTE NEUTRO SOBRE LA MOLÉCULA DE HEMOGLOBINA 

por 

Luz M A R Í A D E L C A S T I L L O , 

laboratorio de Biofísica. 
Escuela Nacional de Ciencias Biológicas. I. F. N. 

México, D. F. 

I N T R O D U C C I Ó N 

En el curso tle una serie de experimentos 
efectuados en este laboratorio con el proposito 
de investigar el posible efecto desnaturalizante 
de varios detergentes en la hemoglobina y en al­
gunas en/imas protcolíticas, así como el efecto 
de sal en las mismas (4). pudo observarse que 
la hemoglobina al ser tratada por los compues­
tos de actividad superficial dodecil sulfato de 
sodio y bromuro de hexadecil trimetil amonio, 
los cuales se caracterizan |x>r ser iónicos, volvíase 
susceptible a la acción de las proteinasas trip­
sina, a-quimotripsina y mexicaína. En cambio, 
ninguno de los detergentes neutros probados mo­
dificó la resistencia de la hemoglobina a la ac­
ción de las enzimas proteolíticas. Dichas obser­
vaciones pueden interpretarse en el sentido de 
que sólo los detergentes «argados desnaturalizan 
a la hemoglobina. Ksto está de acuerdo con las 
conclusiones alcanzadas ¡>or otros investigado­
res (Putnam, 12) acerca del efecto de detergen­
tes sobre las proteínas: es necesaria la carga en 
los primeros a fin de que haya interacción entre 
ambos compuestos. Sin embargo, uno de los agen­
tes de actividad superficial sin carga utilizados 
en los experimentos referidos, el polioxietilen-
lauril éter o Brij 35, mostró un efecto peculiar. 
En el presente trabajo describimos las investiga­
ciones preliminares realizadas con objeto de ana­
lizar el mecanismo de dicho efecto. 

MATFRIM. V MÉTODOS 

Hemoglobina: La hemoglobina fue obtenida de san­
gre desfibrinada de bovino, siguiendo el método ele An­
ión (I) con algunas modificaciones. Este consiste esen­
cialmente a i los siguientes pasos: con objeto de hemoli-
u r la suspensión de glóbulos rojos, lavados 3 veces con 
solución fría de NaCl al 1%. añádese una séptima parle 
de su volumen de tolueno. Se agita vigorosamente > deja 
reposar uno o más diai en el refrigerador hasta lograr 
la separación en dos capas; la superior, de color más 
claro, contiene el tolueno y cstroma y la inferior la 
hemoglobina. En estas condiciones es fácil quitar mecá­
nicamente el estronia por medio de una espátula de 
porcelana. El tolueno sobrenadante puede eliminarse en 
su mayor parte aplicando succión leve a través de una 
pipeta que roce la superficie. Cualquier resto de cstroma 

es separado filtrando con ayuda tle Super-Cel Hyflo 
(Johns Manville). Por último la solución de hemoglobi­
na queda lista para su empleo previa diálisis contra 
agua destilada a 5° durante H a 10 dias. al término de 
le» cuales desaparece el olor a tolueno. En caso de for­
marse algún residuo, debe éste separarse por centrifuga­
ción. La concentración de prolefna se determina por 
desecación de una muestra a 80° hasta peso constante. 
La hemoglobina preparada conforme al procedimiento 
descrito presenta un solo componente al ser sometida 
al análisis microelectroforético en solución, en el aparato 
diseñado por Antweiler (3). 

I ;is lecturas de absorbencia a 280 mu. y las curvas 
de absorción se determinaron en un espectrofotómetro 
Beckman modelo IT . 

R E S U L T A D O S 

En las determinaciones de actividad enzima-
tica sobre hemoglobina, antes mencionadas, la 
proteína no digerida era precipitada con solu­
ción de ácido tricloroacético, con objeto de de­
tener la acción proteolítica y medir su intensi­
dad mediante el análisis de los productos solu­
bles que absorben luz a 280 mu (aminoácidos 

°J 0,2 0.3 0.4 0,5 

Fig. 1.—Cuna I. lecturas espectrofotométricas de los fil­
trados de la precipitación con ácido tricloroacético de he­
moglobina tratada con proporciones variables de poli-
oxieiilenlnuril éter (Brij 3.1). Cuna 2. actividad proteo-
litica de tripsina o u-quiinotripsina en las mismas pre­
paraciones de hemoglobina. Concentración de en/imas: 
50 ug ixn mi, pH 7,5, tiempo de acción 10 min a 85*. 

aromáticos o péptidos que los contienen). En 
presencia del Brij 35 ocurría el siguiente fenó­
meno. A concentración de 0,2% o mayor apa­
recía un color café-rojizo en los sobrenadantes, 
cuya intensidad aumentaba con la concentración 
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del detergente. A l mismo tiempo crecía la absor­
bencia a 280 mu, tanto de los testigos como de 
los problemas, de modo que la actividad pro-
teolítica tic tripsina y a-quimotripsina dada |>or 
la diferencia entre ambos, manten íase prácti­
camente igual a cero. E n la Figura 1 se repre-

i 

0J 0,Z 0,S 0,* 0,5 

Fig. 2 — Lecturas espectrofotométricaa de los filtrados de 
la precipitación con ácido tricloroacctico de soluciones 
de hemoglobina que contienen concentraciones variables 
de Brij. Cuna I. absorbencia en 409 mu,, coeficiente an­
gular de la línea ascendente, 6.16. Cuna 2. lecturas a 
280 mu. pendiente 1,7. Relación de incrementos de ab­
sorbencia a 409 y 280 mu,, 3.6. Soluciones de hemoglobina 

al 1% en P H 7,5. 

senta el cambio de absorbencia a 280 mu de los 
testigos y la actividad de las enzimas precipita­
das en función del porcentaje de Bri j en la mez­
cla de incubación. L a apar ic ión de color en los 
filtrados sugería la existencia de una o más ban­
das de absorción en el espectro visible, y en una 
exploración esj>ectrofotométrica r á p i d a pudo 
comprobarse que hab ía dos máximos , a 272 mu 
y a 409 mu. L a representación gráfica de las va­
riaciones en absorbencia de los sobrenadantes a 
dichas longitudes de onda con la concentración 
de Bri j en la hemoglobina (Fig. 2) pone de re­
lieve que en ambos casos a partir de 0,15% hay 
una relación lineal entre las variables dependien­
te e independiente. Para cualquier concentración 
de detergente, la relación de absorbencia a 409 
y 272 m u es constante dentro del error experi­
mental. Dicha razón, calculada a partir de las 
pendientes de las líneas determinadas por el mé­
todo estadístico de los cuadrados mínimos, da 
un valor de 3,6. 

E l comportamiento a n ó m a l o de los sistemas 
que con ten ían el polioxiet i lenlauri l éter nos in­
t r igó y tratamos de investigar lo que sucedía. 
L a absorción a 409 mu era signo de que se esta­
ba liberando algo que no aparecía en los filtra­
dos de hemoglobina tratada por urea o los de­
más detergentes. E n busca de or ientación revi­
samos, entre otros, el excelente ar t ículo de Drab-

2P n 

I 

200 300 40O sao 600 

¿onaifad t/a onda n^u. 

Fig. 3.—Kfecto del Brij en la curva de absorción de la hemoglobina, Curva 1, testigo de hemoglobina al 0,01%. 
Curva 2. la misma concentración de hemoglobina -f- Brij al 1.5%. Las dos soluciones están en amortiguadores 

de fosfatos 0,05 M p l l 6,8. Coeficiente de extinción por milimol de Fe de Hb e = 140 en 406 mu,. 
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km (6), acerca del análisis e interpretación de 
los espectros moleculares de hemoproteínas y he-
mocromos. E l autor mencionado refiere que los 
compuestos de este tipo presentan absorción se-

•oo 

< 
I 

60 H 

40 " 

ti \ 

10 

p H 

Fíg. 4.-Efecto del Brij M>hic la hemoglobina en función 
del pH, dado como el cambio en el coeficiente de extin-
uon por milimol de Fe (—Ar) en la longitud de onda 
maximí del pico de Sorel. Se empleó una serie de amor­
tiguadores de fucr/a iónica constante e igual a 0,05: 
biftalato -HC1 para pH 3.4. hiftalato-NaOH de pH 4,25 
a 5.8, KH.PO, Na,HPO, para pH 8,75 y 8 y HaPO,-NaOH 
en pH 8.8 y 9,6. Regresión cíe la linea: —Ae = -15,17 

+ 173.61. 

lectiva dentro de limites muy amplios de longi­
tud de onda, de 200 a 1 100 mu, y sugiere dividi r 
el espectro en 4 regiones: 

1) la del rojo e infrarrojo cercano, 2) la v i ­
sible, donde se localizan las bandas a y p de la 
oxihemoglobina (en la hemoglobina hay una 
sola banda en esta r eg ión ) , 3) la correspondien­
te a la llamada banda y o de Soret, en honor 
del investigador que la descubrió en 1878, con 
máximo cerca de 400 mu y finalmente la 4) o 
ultravioleta. Dentro de estas 4 regiones los máxi­
mos de las bandas individuales pueden diferir 
en valores de absorbencia hasta por un factor 
de 500. 

E n contra de la op in ión , originalmente ex­
presada por Dheré en 1906 (citado por Drab-
kin, 6) que ha prevalecido hasta hace poco, de 
que el grupo hemo era el responsable de la ab­
sorción en la región visible, mientras la pro-
teína daba origen a los máximos en 275 mu y en 
la banda y, Drabkin demuestra que el efecto 
de la mctaloporfirina domina en todo el espec­

tro, a ú n en la llamada banda y de la pro te ína . 
Ix>s máximos observados en los sobrenadan­

tes de hemoglobina con Bri j precipitada con áci­
do tricloroacético corresponden a las regiones 8 
y 4 tlel espectro de las hemoprote ínas , es decir 
aquellas que muestran la mayor absorción. Por 
consiguiente, había que concluir que, por efecto 
del Br i j , se separaba un hemocromógeno solu­
ble en ácido tricloroacético. 

Como consecuencia de la conclusión anterior 
surgió Ja interrogante de si el efecto del Bri j 
se manifestaba sólo en presencia de ácido tri­
cloroacético o era posible observarlo en un me­
dio neutro. A fin tle dilucidar este punto se es­
tud ió el espectro de una solución dilttida de 
hemoglobina (0,01%) que contenía 1,5% de 
Bri j y amortiguador de fosfatos p H 6,8 parale­
lamente al de la solución testigo, l a cual, excep­
tuando al Br i j , estaba constituida por los mis­
mos componentes que el problema. En la Figu­
ra 3 se aprecia la influencia del compuesto en 
la región espectral comprendida entre 200 y 600 
mu. Hay disminución de la absorbencia en toda 
esta zona, excluyendo la de 235 a 330 mu apro­
ximadamente, en la cual ocurre lo contrario. 
Ahora bien, el efecto más notable se aprecia en 
la banda de Soret, que práct icamente desaparece. 

Por otra parte, O'Hagan (10) utiliza el in­
cremento de absorbencia en la región de Soret 
producido al mezclar hematina o hemo con se-
roa lbúmina o cafeína, como un índice del grado 
de combinación del pigmento con la prote ína 
o la base. Era razonable pensar por lo tanto, que 
el decremento de absorbencia causado por Br i j 
en la banda y significaría la disociación del enla­
ce hemo-globina y que al precipitar la p ro te ína 
con ácido tricloroacético del grupo prostético 
quedar ía en solución. Con base a esta hipótesis 
fueron planeados los experimentos subsiguientes: 

Con fundamento en la teoría de que la unión 
entre el hemo y la globina es por medio de fuer­
zas electrostáticas entre los grupos propionato 
del primero e imidazolio de la segunda (O'Ha­
gan, 10), supusimos que variaría la magnitud 
del efecto del Brij al modificar la acidez tlel me­
dio. Así pudo comprobarse, como lo demuestra 
la Figura 4, que existe una relación lineal entre 
el descenso del coeficiente de extinción y el p H , 
salvo en los puntos correspondientes a p H 3,4 y 
4,25. N o es de ex t rañar la separación de los va­
lores en medio ácido, pues ya es sabido que esta 
condición de |x>r sí da lugar a la disociación del 
hemo (Holden, 7, 8) . Las curvas de absorción 
de la hemoglobina y hemoglobina con Bri j en 
p H 3,4 (Fig. 5) comprueban la suposición de 
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que el Br i j deja tle actuar porque la disociación 
entre globina y grupo prostét ico ha ocurrido 
con anterioridad. Efectivamente, en p H 3,4 no 
hay diferencia entre los valores de absorbencia 
de las soluciones testigo y problema medidos en 
sus respectivos máximos , porque la del testigo 
ha descendido hasta 0,3, cuando entre límites ele 
p H de 5 hasta cerca de 8, alcanza una cifra de 
aproximadamente 0,8. Es interesante hacer no­
tar que siempre en presencia del Br i j hay un 

ácido y prec ip i tac ión con acetona, pueden re­
construir una pro te ína muy semejante en sus 
propiedades a la hemoglobina, previa regenera­
ción de la globina disolviendo el precipitado en 
agua y neutralizando lentamente. 

N o tenemos conocimiento de observaciones 
anteriores acerca de la disociación hemo-proteína 
en medio neutro y, aparentemente, sin que haya 
desnatural ización de la globina tal y como lo 
informamos en el presente trabajo, gracias al 

400 420 

Longitud da onda tnu 

Fig. 5.—Curva de absorción de la hemoglobina (0,01%) en pH 3,4 (amortiguadores de biflalato-HCl, u = 0,05), 
sola (curva 1) y en presencia de Brij al 1,5% (curva 2). 

desplazamiento del m á x i m o del pico de Soret 
hacia mayores longitudes de onda. E n el caso 
que nos ocupa, la desviación es de casi 30 mu. 
Por tal razón, el cálculo de la variación en el 
coeficiente de ext inc ión (—AE) , se hizo midien­
do la diferencia de m á x i m o a m á x i m o y no a 
una misma longitud de onda. 

D I S C U S I Ó N 

L a asociación entre el hemo y la globina pue­
de romperse algunas veces durante el proceso 
de desnatura l izac ión de la hemoglobina. K e i l i n 
(9), n o t ó que el ác ido convierte a la metahemo-
globina en una hematina acida, en la cual la 
relación entre el pigmento y l a p ro te ína es la 
de un complejo de absorción más que una com­
binación qu ímica . Según Holden (7), dicha con­
versión se in ic ia en p H 3,9 y termina en p H 3,0. 
Sin embargo, a ú n en este ú l t imo p H donde ya 
sucede desnatura l izac ión de la globina, la diso­
ciación puede no ser completa. Drabk in (5), ob­
servó que la disociación del enlace es un proceso 
relativamente lento en ác ido o álcali 0,1 N . A n -
son y Mirsky (2) demostraron que el hemo y 
la globina separados por acción de un medio 

detergente no iónico polioxieti lenlauril éter 
(Bri j 35), el cual parece reunir las característi­
cas adecuadas para una interacción con l a he­
moglobina de la cual resulta la separación del 
grupo prostét ico. Analizando su fórmula y com­
pa rándo l a con la de los otros detergentes emplea­
dos anteriormente (4) en busca de una relación 
entre su estructura y la actividad, es pasible 
darse cuenta de que, de los compuestos sin carga, 
el Bri j es el ún ico que tiene conformación l i ­
neal, a semejanza de los cargados. De aqu í pue­
de inferirse que tal vez su configuración espa­
cial más sencilla le permite adaptarse en alguna 
forma al grupo hemo dando lugar a un comple­
jo, lo cual puede deducirse del desplazamiento 
del m á x i m o de absorción en la banda de Soret, 
que se presenta no sólo con el hemo o la hema-
l ina libre, sino también cuando el detergente 
actúa sobre la hemoglobina. Observando el mo­
delo estructural de la hemoglobina obtenido por 
Perutz et al. (11), en el cual las 4 cadenas de 
péptidos, 2a y 20, se distribuyen formando un 
tetraedro, cada una de ellas constituyendo de 
por sí una prote ína globular con su propio hemo 
expuesto al exterior de la molécula, es factible 
imaginarse como sería más fácil la interacción 



CIENCIA 

de los grupos prostéticos con ((impuestos que no 
tengan grupos cíclicos o cadenas laterales que im­
pidiesen su acercamiento. Acaso, en los compues­
tos más sencillos como el dodecil sulfato de so­
dio y el bromuro de hexadecil trimetil amonio, 
su carga sea un impedimento para la interacción, 
bien sea porque gracias a ella sean atraídos a 
sitios distintos de la molécula o repelidos por 
cargas afines en el grupo prostético. 

S U M M A R Y 

The absorption spectrum of hemoglobin in 
neutral solution is modified in the presence of 
the uncharged detergent polyoxycthylenc lauryl 
alcohol (Brij 35). The most notable effect is on 
the y band or Soret peak which gradually di­
minishes as the concentration of detergent is in­
creased and eventually dissapears. In addition to 
this, there is a shift of the maximum to longer 
wavelengths. If the protein is precipitated by 
trichloroacetic acid, the filtrates appear reddish 
brown colored and with a maximum absorption 
at 409 mu. The conclusion reached is that the 
detergent forms a complex with the prostetic 
group and weakens the hemo-globin linkage. 
This idea is further supported by the observa­
tion that the extent of the effect shows a linear 
relationship with pH. 
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CARACTERIZACIÓN INMUNOELECTROFORETICA DE UNA PROTEINA QUE FIJA 
LA HEMOGLOBINA EN EL SUERO DE RATÓN 

por 

G U A D A L U P E V É L E Z P R A T T # y G Ü N T I I E R H E R M A N N 

Insili HI National de la Recherche sur le Cáncer. 
París. 

Los primeros análisis inmunoelcctroforét icos 
de las pro te ínas del suero del ra tón fueron he­
chos en 1958 ¡KM Grabar y Courcon ( I ) . Clau-
sen y Heremans (2), han identificado algunas 
prote ínas séricas del ra tón , entre ellas la albú­
mina, la u,-gl t tcoproteína, la transferí ina, la | V 
C-globulina y las y-globulinal . Estos autores pro­
pusieron la nomenclatura que Utilizamos. T a -
lal , Hermann y Vaux St. Cy r (3), estudiaron 
las esterasas en el mismo suero y Hochwald y 
col. (4), han puesto en evidencia pro te ínas que 

En este trabajo se describe el procedimiento 
empleado para identificar la línea de precipita­
ción de la haptoglobina en el suero de ra tón . 

MÉTODO 

Al procedimiento descrito anteriormente (1), se han 
hecho las modificaciones siguientes: 

I). Se coloca el rcsetvorio del antfgeno un centímetro 
más cerca del cátodo, el tiempo de la separación electro-
forética es de 06 min y la distancia entre el reservorio 
y el canal del atitisuero es de 7 imu. 

S S N t M b 

i 
S S N 

405 

D 

72 Fi 

72F A «Mt 
Kig. i.—A Elccf rofoicsis simple de suero de ratón normal al cual se ha añadido hemoglobina humana (colorea­
do | M H la ben/idina v después por Rojo l'onceau): fí, Immmoelcctroforcsis de suero de ratón, revelado por 
aut iMie íos de conejo (el suero 413 no tiene anticuerpos contra la haptoglobina); C, Inmunoelcctrofoienis de la 
fracción 72 1 , revelada por el inmunosuero 405 y. I), Localización de la línea de precipitación de la hapto­

globina. 

|x>seen una actividad peroxidásica en extractos 
de bazo e h ígado de ra tón . Clausen y Heremans 
(2), observaron que era muy difícil determinar, 
en las condiciones experimentales habil í tales, la 
ceruloplasmina y el complejo haptoglobina-he-
ntoglobina. 

2). Previamente se eliminan del suero de ratón las 
y-globulinas lentas y parte de la transferrina por medio 
de cromatografía en DEA E-celulosa. El eluido que con­
tiene el resto de las proteínas es concentrado ¡>or eva­
poración y dializado contra solución salina fisiológica 

•Dirección actual: Facultad de Ciencias Químicas, 
U.N.A.M. México. D. F. 
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amortiguada a pH 7. 1.a n>nccniración en proteínas de 
esta fracción es de 88 mg mi (fracción 72 F4). 

3) . la* y globulinas del ¡nmunosiicro de conejo (405) 
contra el suero de ratón, se precipitan con sulfato de 
sodio a SS'Í, de saturación. El precipitado es rcdisuelto 
en un volumen de solución salina fisiológica, de tal ma­
nera que se tenga una concentración de anticuerpos tres 
veces mayor que en el antisuero inicial. 

4) . Se prefirió formar el complejo haptoglobina-hc-
moglobina humana. La solución madre de hemoglobina 
se prepara a partir de 0.2 mi de eritrocitos lavados (Ro­
se y col.. 5). a los que se agregan 4,8 mi de agua bi­
dés! ilada. después se diluye 400 veces antes de agregar 
una gola de esta solución por cada 0,1 mi de suero de 
ratón. La hemoglobina humana no da reacción de pre­
cipitación en gelosa con los sueros de conejo anti ratón. 
La actividad peroxidásica del complejo midióse por la 
reacción ele la bencidina, según el método de Hirschfcld 
(6). 

En elcctroforesis simple (Fig. I ••'.). el complejo hap-
toglobinahemoglobina tiene la movilidad electroforética 
de una 7,-globulina, emigra mas lentamente que la p,-
globulina de la rata y se separa muy poco de la hemo­
globina libic. El complejo hapioglobina-hemoglobína en 
el ratón se forma muy lentamente, pero no muestra 
ninguna diferencia en el comportamiento electroforético 
de los dos complejos. 

La imagen ínnumoelet trnforética de la fracción 72 
¥A, revelada mediante el inmunosuero concentrado por 
precipitación ton sulfato de sodio (Fig. 1 C), es ligera­
mente (litenme a la de un suero normal de ratón tra­
tado con un inmunosuero no concentrado (Fig. I B). 
Ksto puede explicarse ¡xir el cambio cu las proporcio­
nes antígenoanticuerpo lo cual da lugar a que las líneas 
de precipitación se rcdisuelvan parcialmente a causa de 
un exceso de anticuerpo. 1 na sola línea de precipitación 
(marcada por las flechas en las Figs. 1 II, C y D) se 
colorea de a/ul con el reactivo de bencidina. Pero en 
ciertos experimentos otras lincas de precipitación también 
reaccionan con el mismo reactivo; estas líneas correspon­
den a la albúmina que es capa/ de absorber un JHKO 
de hemoglobina; a una as-globulina, que puede ser la 
ceruloplasmina y a una pj-glubulina. posiblemente la he-

mo|K*xina. No se ha pcxlido establecer ninguna correla­
ción entre las lineas coloreadas y las del diagrama de 
proteínas séricas. Dichas líneas son muy débiles y :ipa­
recen de una manera inconstante. I .1 línea de precipita­
ción más importante tiene una mo\ilidad correspondien­
te a la de 8,,-globulina, se sitúa min cerca del reservo-
rio del diilisucro cru/ando el arco de precipitación de 
la transferrina cerca de la parte más curva de la última. 
Esta corresponde a la fi, lll-globulina de acuerdo con la 
nomenclatura de Clauscn y Heremans (2), y 110 a la a i 
li-globulina que posee una actividad esterásica (3). 1 .t 
2 lll-globulina aumenta (según los trabajos de Rask-
Nielsen y col. (7) en tres tipos de leucemias transferibles 
en un neoplasma rcticulo-cclular (8) y en ratones de la 
cepa R III (sin.: Paris R A ) portadores de tumores ma­
marios (9). Tal incremento de concentración correspon­
dería a un aumento en la haptoglobina. 
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ESTUDIO SOBRE P R O T E Í N A S Y A M I N O Á C I D O S DE ALIMENTOS MEXICANOS 

I- Eficiencia proteica de la semilla de calabaza y de la mezcla de ésta y harina de toja 

por 

R E N E O . C R A V I O T O K . y M A R G A R I T A C E R V A N T E S , 

Instituto Nacional de Protección a la Infancia. 
México, D. F. 

E l un hecho perfectamente establecido que 
las prote ínas de origen animal contienen, en 
general, cantidades considerables de la mayor 
parle de los aminoác idos indispensables por lo 
que son excelentes fuentes de estos nutrientes y 
que, en cambio, las prote ínas de origen vegetal 
acusan cantidades menores de algunos de ellos, 
lo que condiciona una menor eficiencia en su 
mi l i /ac ión ¡x>r el organismo humano, es decir, 
que hasta cierto l ímite , una gran cantidad de 
proteínas de baja calidad es equivalente a una 
pequeña cantidad de p ro te ínas de buena cali­
dad. 

consecuencias de una ingestión inade­
cuada de prote ínas , por el organismo humano, 
han sido señaladas ampliamente en numerosas 
publicaciones científicas, y en todas ellas se hace 
énfasis de la gravedad que esto representa para 
la salud de la población, principalmente pa­
ra la infantil , en la que es una de las principales 
causas tle la alta mortalidad. 

En publicaciones anteriores (9, 4) dejamos 
señalado que las dietas de grandes sectores de 
la población mexicana, eran inadecuadas en lo 
(pie se refiere a la cantidad y calidad de sus 
proteínas. Esta deficiencia en la a l imentac ión 
no es, de ninguna manera privativa en nuestro 
país, sino que es c o m ú n a la de muchas regio­
nes del mundo en donde la dieta básica es poco 
diversificada y está constituida, principalmente, 
a base de productos de origen vegetal tomo se­
millas, tubérculos y raíces, que proporcionan 
cantidades muy pequeñas de alimentos ricos en 
proteínas. E l encontrar los medios y los cami­
nos más adecuados para mejorar la alimenta­
ción, de este tipo de poblac ión , son metas que 
tienen en actividad, no sólo en nuestro país sino 
en el mundo entero, a gran n ú m e r o de investi­
gadores. 

En México se han hecho, en los úl t imos años, 
esfuerzos considerables para aumentar la pro­
ducción de alimentos, lo que l ia dado como re­
sultado, tpie la p roducc ión agrícola, de algunos 
productos, como el maíz y el trigo sea superior 
al crecimiento demográf ico (15). Desgraciada­
mente, el aumento en la p roducc ión de alimen­

tos de origen animal, tales como la leche, la 
carne, el pescado y los huevos, con contenido 
elevado de pro te ínas de magnífica calidad, es 
al igual que en otras partes del mundo muy 
lenta. 

Como consecuencia de las circunstancias an­
teriormente señaladas , y en virtud de la grave­
dad del problema cpie esto representa para lo­
grar una adecuada a l imentac ión, sobre uxlo, pa­
ra la poblac ión infant i l , se está tratando de 
buscar, en todos los países afectados, otras solu­
ciones de aplicación inmediata e independien­
tes, por las razones antes señaladas, del consumo 
de productos de origen animal. 

Gracias al gran n ú m e r o de investigaciones 
efectuadas en el campo de la nut r ic ión y com­
posición ile alimentos, conocemos que la eficien­
cia en la ut i l ización de las prote ínas vegetales, 
puede ser mejorada, a un grado considerable, 
por mezclas juiciosas de ellas, en las que los ami­
noácidos de sus prote ínas se complementan, sien­
do posible, en esta forma, alcanzar un balance 
satisfactorio de aminoácidos y por lo tanto ase­
gurar una eficiente uti l ización, por el organis­
mo, del suministro de prote ínas . Estos hallazgos 
han señalado nuevos rumbos en la búsqueda de 
nuevas fuentes de alimentos protectores de bajo 
costo, que |>ermit¡rán mejorar la a l imentación de 
grupos humanos tle bajos ingresos económicos, 
sobre todo, la de los sectores más vulnerables, 
y así vemos que en varios países, se han esta­
blecido programas tendientes a incrementar la 
producción y consumo de aquellos alimentos ve­
getales, ricos en prote ínas , que mejoren cuanti­
tativa y cualitativamente la dieta habitual. Tam­
bién se ha logrado la ob tenc ión de alimentos, 
de alto valor nutri t ivo y de bajo costo, a base 
de mezclas vegetales, destinadas principalmente 
a suplementar las dietas de la ¡x>blación infantil 
de familias de bajos ingresos económicos. 

En México contamos con una gran varicdatl 
de alimentos de origen vegetal cpie en la actua­
l idad no se Utilizan, o se hace sólo en forma 
muy limitada, debido principalmente, al desco­
nocimiento de su valor nutritivo. 

E l objeto del presente trabajo es ampliar 
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nuestros conocimientos sobre la calidad de las 
prote ínas de otro alimento mexicano, la semilla 
de calaba/a, que como ya dejamos señalado (2), 
es ampliamente utilizada en la p reparac ión de 
numerosos platillos y dulces regionales. 

Los trabajos citados en la bibliografía cien­
tífica, sobre el valor nutri t ivo de esta semilla, 
en particular en lo que se refiere al contenido 
de aminoác idos indispensables y al valor bioló­
gico de sus proteínas , muestran discrepancias 
importantes, que hacen difícil juzgar la calidad 
de ellas. 

E n este estudio se dan: 
a) .—Los resultados obtenidos en las pruebas 

de eficiencia proteica de las semillas de calaba­
za crudas, y de las fritas en aceite, que es el tra­
tamiento habitual a que se les somete para ser 
consumidas. 

b) .—La eficiencia proteica de las semillas cru­
das de calabaza adicionadas de cantidades de DI -
metionina y /o L-lisina de manera de igualar 
los niveles contenidos en el huevo. 

c) .—La eficiencia proteica de una mezcla de 
54% de semilla de calabaza y 4G% de harina de 
soja. 

ch) .—La eficiencia proteica del "mazapán" , 
dulce, elaborado por mezcla de pu ta de semi­
lla frita de calabaza, harina de soja, azúcar y 
troquelada en unidades redondas de 20 g de 
peso. (Este producto es incluido con los alimen­
tos que distribuye el Instituto Nacional de Pro­
tección a la Infancia a través de sus programas 
de desayunos escolares, el cual ha tenido gran 
aceptación por los n i ñ o s ) . 

d) .—Los valores para cistina y tirosina de la 
semilla de calabaza. 

e) .—El valor biológico, de las prote ínas de la 
semillas de calabaza y de la mezcla de éstas y ha­
rina de soja, obtenidas por cálculo a partir de 
su contenido en aminoác idos indispensables, 
aplicando la fórmula tle ü s e r (17): V l i = 1,09 
( E A A ) - 11,7. 

PARTÍ EXPERIMENTAL . 

Mués ti as 

Las semillas de talaba/a. empicadas en el desarrollo 
de este trabajo, fueron adquiridas en el Estado de Vc-
racruz, en donde se les conoce con el nombre común de 
"serranas" y presentan como características principales, 
el de ser de tamaño grande, de cascara gruesa y reborde 
ancho. Su clasificación botánica; según Sou/a Novelo (19). 
corresponde a Cucúrbita ¡wpo L. 

I i harina de soja, fue proporcionada por la empresa 
"Proteínas. S. A.", bajo las especificaciones de ser una 
harina desengrasada, piccocída. tostada y de alia calidad. 

El "mazapán" fue claboiado, por me/cla de harina de 
soja, pitsla de semilla frita de talaba/a y azúcar, por la 
empresa Luis Oro/co Morales, de acuerdo con la fórmula 
que ni.i- adelante se señala. 

Pn ¡miación de las muestras 

L M semillas de calaba/a fueron clescascarilladas a 
mano y molidas, a excepción de las fritas, las que fue­
ron sometidas antes de molerse a una cocción en aceite 
a temperatura de )'•(). duraiile 10 min. 

II "ma/apán" fue elalMirado por me/rla de los siguien­
tes ingredientes: harina de soja 25%. a/úcar 15% y pas­
ta de semilla frita de calabaza 30% y troquelado en 
pie/as ele 20 g de peso. 

I .i composición de las dietas empleadas en las expe-
rieiuias biológicas, en ratas, están señaladas en la Ta­
bla III. 

• 
• 

Métodos de análisis 

La humedad, cenizas, niliógeno, extracto etéreo y fi­
bra cruda se determinaron por los métodos de la A. O. 
A. <:. (13). 

Tara la valoración del contenido *le cistina y tirosina, 
las muestras fueron desengrasadas previamente con éter 
etílico, en soxhiei, durante 30 h, secadas primero al 
medio ambiente y después a presión reducida sobre l' a() a 

y sometidas a hidrólisis aYida. en el caso de la cistina, 
según el procedimiento de Miller et al. (14) y alcalina, 
para tirosina. de acuerdo con el método de Mc.Mahan y 
Snell (12). 1.a valoración se llevó a cabo por el método 
inicrobiológico de Lsman et al. (9) usando tomo organis­
mo de prueba Lactobarillus ambinosns 8014 y /.. cusei 
en el caso de tirosina. 

Pruebas biológicas en ratas 

Se utilizaron 54 ratas machos, de la raza Wistar, de 
21 dias de edad cuyos pesos oscilaban entre 50-55 g. 

Los animales se distribuyeron en nueve grupos de 
seis ratas cada uno, de tal manera que el peso promedio 
de cada grupo fuera aproximadamente igual. Se colina-
ron en jaulas individuales, con piso de alambre galva­
nizado y se les proporcionó agua y alimento "ad libitum" 
durante 28 días. Se llevó un registro semanal del peso 
de cada animal así como del alimento consumido y des­
perdiciado. 

La composición de las dietas ensacadas, se muestran 
en la Tabla II y todas ellas se igualaron a un t o n te­
nido de 9% de proteínas. 5% de cenizas. 1% de fibra 
cruda y 8% de grasa, por adición de las cantidades com­
plementarias a su composición de mezcla salina, celulo­
sa y aceite de algodón. 

Al final de los 28 dias te calculó la eficiencia pro­
teica (aumento de peso de los animales por gramo de 
pioteína consumida). 

R E S U L T A D O S Y DISCUSIÓN 

En la Tab l a I, se comparan los valores, obte­
nidos por diveríos autores, sobre el contenido de 
los aminoácidos indispensables de las pro te ínas 
de la semilla de calabaza. Se observa que hay 
variaciones considerables entre los datos presen-
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latios, principalmente, por lo que se refiere al 
contenido de lisina, que varía desde 149 a 
4H3 mg |>or gramo de n i t rógeno , de metionina 
de 42 a 128, de cistina de 20 a 149 y los de t i r o 
sina de 61 a 242. 

N o cabe duda que las diferencias anterior­
mente señaladas repercuten, como es lógico su­
poner, en la in te rpre tac ión de los resultados ¡x>r 
los métodos utilizados en este trabajo (cómpu­
to proteico y valor b io lóg ico) , para juzgar la 

valor biológico la suma de metionina - f cistina, 
el factor limitante es la lisina. 

En la l a b i a IV se muestran, los valores en­
contrados en este trabajo y en uno anterior (7), 
para los contenidos de cistina y tirosina, de la 
semilla de calabaza, y se comparan con los se­
ñalados |x>r Üressani ct al. (1) y los de la F A O 
(6). Se observa que no hay una diferencia mar­

cada entre nuestros resultados actuales y los pu­
blicados anteriormente, y que, los valores, para 

TABLA I 

COMPOSICIÓN DE AMINOÁCIDOS INDISPENSABLES DE LAS SEMILLAS DE CALAHAZA (Cucúrbita pepo L . ) , CONSIGNADOS POR 
DIVERSOS At'TORES. 

LOS DE LA MEZCLA DE SEMILLA DE CALABAZA-HARINA DE SOJA Y LOS CÓMPUTOS PROTEICOS Y VALORES BIOLÓGICOS 
CORRFSPONDIENTES 

Miligramos por gramo üe nitrógeno 
Orr Massieu I \ H l í l l l P; ressa ni Mezcla" Huevo Proteína 
Watt FAO Cravioto Kuikcn A rroyave Semilla- Entero Patrón 
(16) (G) (U) («) 0) soja <-) (16) FAO" 

Usina 212 159 ibi 316 483 293 400 270 
Triptofano 96 31 102 93 95 93 103 90 
Isolciif ina 208 10$ 367 228 313 342 415 270 
Va lina 288 170 311 264 516 312 464 270 
Metionina 99 42 69 128 127 78 196 144 
Cistina i " — 20 149« — 60 122 142 126 
Metionina 4 . Cistina *"— 62 218 — JS7 200 342 270 
Treonina 160 72 173 146 218 209 311 180 
I .emina 418 163 500 334 493 492 550 306 
Fenilalanina 50Q 89 333 268 271 324 361 180 
Tirosina — 61 242* — 185 231 269 180 
Fenilalanina + 
Tirosina — 130 575 — . 456 555 630 360 
Cómputo FAO 69 29 62 81 69 74 100 100 
Valor biológico9 Gl 18 66 59 67 71 100 100 

•Valores encontrados en este trabajo 
M'or calculo, según datos ele Orr (16). 
=Segun fórmula ele Oser VB = 1,09 (F.AA) - 11,7 (17) 
'Colección FAO. Estudios sobre Nutrición No. 16. Roma, 1958. 

calidad de las prote ínas , ya que, están basados 
en la comparac ión de las cantidades de los ami­
noácidos indispensables, de la p ro te ína en estu­
dio, con los contenidos en una pro te ína que se 
considera de excelente calidad. 

En la Tab l a I se ha subrayado el aminoác ido 
que aparece como limitante de las prote ínas de 
la semilla de calaba/a, de acuerdo con el con­
tenido de los aminoác idos indispensables con­
signados por los autores y como consecuencia de 
las diferencias anotadas, no es el mismo en todos 
los casos. Bressani et al. (1) señala a la metio­
nina; según los datos de Lyman (9) es la treo­
nina y según el resultado de nuestros análisis 
(11), tomando en cuenta para los cómputos y 

estos dos aminoácidos , consignados por la F A O , 
Bressani y nosotros son diferentes entre sí. Estas 
diferencias observadas pueden ser también una 
de las causas en las variaciones señaladas en los 
cómputos proteicos y valores biológicos, ya que 
es conocido, que la presencia de ciertas cantida­
des de estos aminoác idos pueden reemplazar en 
parte los requerimientos de metionina y fenil­
alanina. 

L a Tab l a III muestra los promedios de ali­
mento consumido, la ganancia en peso y la efi­
ciencia proteica (aumento ele peso por gramo 
de pro te ína consumida) obtenidos en las prue­
bas biológicas en ratas. A lo largo del trabajo 
experimental se observó lo siguiente: 
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a) .—Los valores encomiados en la eficiencia 
proteica de la dieta con semilla cruda de calaba­
za, indican que ésta contiene una buena pro-
porción de los aminoácidos indispensables. 

b) .—La adición de 0.25",, de L-lisina a las 

de este aminoácido. Contrariamente, a lo encon­
trado ¡x>r nosotros, Hressani et al. (1) señala 
como aminoácido limitante, en primer lugar, a 
la metionina y en segundo a la treonina; sin 
embargo, en sus ex|>eriencias no encuentra nin-

TARLA II 
í OMISÍSIMOS ni I.A* DOTAS l \ l'I KIM KNTADAS (MVH. IB O T U (O 9%) 

lllgl(-(|Í('ll(«'S % ! II 111 IV V VI VII VIH IX 

Semilla de calabaza-cruda 24.30 24.30 24.30 — 

Semilla ile calabaza-ínula -f-
harina de soja — — — 22.20 — — — — — 

Semilla de calaba/a-friía — — — — 2520 — — — — 
Semilla de calaba/a-frita + 

harina de soja — — — — — 21.80 21.80 21.80 — 

"Ma/apau" — — " — — — — — 39 JO 
I.-I.isma — 025 0¿5 — — — 0.054 0.054 — 
Dl.-Metioniíu — — 0.17 — — — — 0.17 — 
Aceite de algodón — — — 1.13 * * 1.04 1.04 1.04 125 
Me/cla salina1 3.K5 335 3.85 4.00 4.34 3.94 3.94 3.94 4.27 
Me/cla vitamínica3 1(10 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1,00 1.00 
Celulosa 0,40 0.40 0,40 0.40 0.40 0,40 0.40 0,40 0.70 
Sacarosa 70.40 70,15 69,98 71.27 09.00 71.82 71.76 71,59 53,48 

•CSI' XIV (20). 
"I1KRSK, I'. H. (5) 

dietas con semilla cruda tle calaba/a, cantidad 
necesaria para igualar su contenido de este ami­
noácido a nivel de las proteínas del huevo, eleva 
considerablemente su eficiencia proteica, hecho, 
que corrobora las conclusiones derivadas de 

gún aumento en la eficiencia proteica |>or adi­
ción a las dietas tle 0,(M5% de DL-metionina 
o tle 0,24% ^e DL-treonina y solamente obser­
va un j>equeiio incremento cuando adiciona jun­
tos los tíos aminoácidos. 

TABLA III 

KKICIFNCIA PROTEICA nr. LAS DICTAS EXPERIMENTADAS (NIVEL PROTEICO 9%) 

I) 1 K 1 A Alimento Ganancia Eficiencia 
consumido en |>eso (g) proteica 

ÍK) 

Semilla de calaba/acruda 205 47 2,55 
Semilla de calaba/a-cruda -f. Usina 0.25% 20«) 49 2.75 
Semilla de calaba*» cruda + L-lisina 025% + DL-

metionina 0,175% 198 41/» 233 
Semilla de calaba/a-cruda -f harina de soja 217 512 2.91 
Semilla de calabaza-frita 192 32 1,84 
Semilla de calabaza-frita -f harina de soja 210 38.5 2.13 
Semilla de calabaza frita + harina de 

soja + L-lisina 0.054% 241 54.3 2,49 
Semilla de calaba/a-frila + harina de 

soja + L-lisina 0,54% 241 54,3 2.13 
(Semilla de calabaza-frita -f harina de soja -f- azúcar) 221 42 2.10 
"Mazapán" 

nuestros datos sobre la composición de aminoáci­
dos indispensables, de la semilla tle calaba/a, 
ya que de acuerdo con ellos se señaló que el 
aminoácido limitante es la lisina; si fuera otro, 
la experiencia biológica no acusarla ningún in­
cremento en la eficiencia proteica j>or adición 

c).— La eficiencia proteica de la dieta a base 
de me/cla de semilla tle calaba/a cruda y harina 
de soja, es notablemente s u p r i o r a la encontra­
da para la tle semilla de calaba/a cruda, y tam­
bién para la tle semilla tle calaba/a cruda adi­
cionada de lisina, atusando valores semejantes 
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a los señalados para las prote ínas de la leche 
descremada (6). Los resultados de esta expe­
riencia van t a m b i é n en apoyo de que el amino­
ácido limitante es la lisina y no la metionina, ya 
que es conocido que las pro te ínas de la soja son 
bajas en su contenido de metionina y altas en 
lisina. 

ch) .—La eficiencia proteica de las dietas con 
semilla frita, de calaba/a, bajo las condiciones 
anotadas, acusa una eficiencia menor que las de 
semilla cruda, probablemente, debido a la des­
trucción de algunos aminoác idos indispensables, 
ya que, es u n hecho establecido que un trata­
miento intenso ¡x>r el calor de los alimentos, 
puede llevar a la destrucción, principalmente, 
de la lisina, arginina, triptofano y cistina. 

d) .—La eficiencia proteica, de la dieta con 
mezcla de semilla ¡rita de calabaza y soja, es 
mayor que la de semilla frita, de calabaza, sin 
embargo, no alcanza los valores encontrados pa­
ra la mezcla de semilla cruda de calabaza y soja. 

é) .—La adic ión de L-l is ina, a la dieta de mez­
cla de semilla frita de calabaza y soja, mejora 

TABLA I V 
COMPARACIÓN DF. Los DATOS, SOBRE II. CO NT KN IDO DF TIRO-
SINA V CISTINA DK LA SFMILLA DF CAI.AKAZA, CON Aua'NOS DF. 

LOS CONSIGNADOS FOB OÍROS AUTORFS 

Aminoácido PnSentC BmianJ (¿rimando FAO 
trabajo et al. (1) el al. (7) (6) 

miligramos poi gramo de nitrógeno 
Tirosina 242 185 235 61 
Cistina 149 f>0 125 20 

notablemente su eficiencia proteica, pero con­
t inúa siendo más baja que la de semilla cruda 
de calabaza y soja. Probablemente, la acción 
del calor produjo la des t rucción de parte de la 
lisina contenida en la semilla de calabaza, lo 
que ocasionó que la mezcla acusara una canti­
dad más baja de lisina de la que se hab ía cal­
culado teór icamente , para igualar los niveles de 
las prote ínas del huevo o bien, que haya sido 
destruido, además, otro aminoác ido indispensa­
ble que pasó a ser el factor limitante. 

/) .—La eficiencia del " m a z a p á n " es semejante 
a la encontrada para la mezcla de semilla frita 
de calabaza y harina de soja. Resultado que 
ya se esperaba., debido a que este producto está 
elaborado con la mezcla mencionada más azocar. 

De los hechos anteriores se pueden deducir 
algunas consideraciones generales importantes. 
En primer lugar, que las prote ínas de la semilla 
de calabaza, contienen una buena proporc ión de 

aminoác idos indispensables, lo que la sitúa den­
tro del grupo de p ro te ínas de buena calidad nu-
tr icional , siendo el aminoác ido limitante la l i ­
sina. 

Otra observación interesante es que la efi­
ciencia proteica de la mezcla de semilla de cala­
baza cruda y soja, en las pro]x>rcioncs señala­
das, fue semejante a la consignada para las pro­
teínas de la leche. 

R E S U M E N 

Se es tudió la eficiencia proteica, de las die­
tas a base de semilla cruda de calabaza y frita, 
por el m é t o d o de crecimiento de la rata, com­
parándose con los obtenidos con las mismas die­
tas adicionadas de las cantidades de L-lisina y 
DL-met ionina necesarias para alcanzar los nive­
les, de estos aminoácidos , contenidos en las pro­
teínas del huevo. 

Se invest igó además la eficiencia proteica de 
l a mezcla de semilla de calabaza y harina de 
soja. 

Se consignan t ambién los valores encontrados 
de cistina y tirosina contenidos en la semilla de 
calabaza. 

De los resultados de las experiencias, se pue­
de señalar, que las prote ínas de la semilla de 
calabaza, contienen una buena pro¡x)rción de 
los aminoác idos indispensables, por lo que po­
demos considerarlas dentro del grupo de pro­
teínas de buena calidad nutricional. 

La adic ión de l isina a las dietas de semilla 
de calabaza aumenta considerablemente su efi­
ciencia proteica lo que hace suponer, que este 
aminoác ido , es el factor limitante. 

La eficiencia proteica de la semilla de cala­
baza y harina de soja alcanza valores semejantes 
a los señalados para las proteínas de la leche. 

S U M M A R Y 

T h e protein efficiency ration was determi­
ned, as measure of protein quality, on diets of 
raw and fried pumpkin seed flour and in pump­
k i n seed-soya flour mixture and were compared 
with the same diets supplemented wi th amounts 
of L-lysine and DL-methionine to reach the same 
level of this amino acids found in egg protein. 
A l l experimental ration were adjusted to 9 per 
cent protein level. 

T h e results of this study indicate that the 
raw pumpkin seed protein contains a good essen­
tial amino acids proportion, suggested by his 
high protein efficiency of 2.5. It was shown 
further that the addit ion of lysine to the diet 



increases the protein efficienee ratio suggesting 
that the lysine is the first l imit ing amino add. 
I lie data that we obtained they do not support 

the contention of Kressani et al. that the me­
thionine is the first l imit ing amino acid of pump­
kin seed. 

Under the specific ex|>erimental conditions it 
was found that the mixture of pumpkin seed 
and soya flour yielded a high protein efficiency 
ratio value of 2.91, close to that of skim milk 
powder. 
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E S T E R E S D E D I O S G E N I N A y D E E S M I L A G E N I N A 

|M>t 

FRANCISCO G I R A I . , A N C E I A SOTF.IXJ, JOSÉ G I R V I B . , 

R K R T I I A S O T O , C A R M E N R I V E R A , J O R G E R E Y E S , 

R E B E C A U G A L D K , J A I M E K R A V Z O V , A D E L A G I R A I . 

B . y M A R I C E L A P L A S C E N C I A , 

Facultad de Química, 
Univci*sidad Nacional Autónoma, 

México, I). F. 

Diosgenina y esmilagenina, que difieren tan 
sólo en dos á tomos de h id rógeno ( C V C 0 ) , son 
las dos sapogeninas esferoides más abundantes 
en plantas mexicanas. E n México la diosgenina 
es la sapogenina más industrializada, por lo que 
se fabrican muchas toneladas al a ñ o ; se obtiene 
a partir de diversas especies del género Dioscorca 
(Dioscoreáceas) . L a esmilagenina parece ser la 

sapogenina más frecuente en el género Agave 
(Amari l idáceas) ampliamente representado en 
México; se suele preparar en los laboratorios de 
enseñanza como aprendizaje de la técnica de ex­
tracción de sapogeninas esteroides (1). 

Gomo una con t r ibuc ión al conocimiento de 
ambas saj>ogeninas esteroides, hemos preparado 
una serie de esteres alifáticos, a romát icos y hete-
rocídicos, todos sin carbonos asimétricos en l a 
fracción acida. Se indican los puntos de fusión 
y las rotaciones ópt icas (Tabla I) y los resulta­
dos del anál is is cuantitativo (Tabla I I ) . Las ro­
taciones de todos ellos se han determinado en 
cloroformo; en algunos de los casos se han efec­
tuado comparativamente las determinaciones en 
el seno de dioxano (Tabla I I I ) , lo que siempre 
da valores más bajos, si bien en los esteres de 
esmilagenina la diferencia es menos notable. 

De los esteres incluidos ya se conocían los ace­
tatos de diosgenina (2,3) y de esmilagenina (4), 
los benzoatos de diosgenina (2) y de esmilage­
nina (4, 5) y el tosilato de diosgenina (6). Los 
demás se describen por primera vez. Del examen 
tle las constantes encontradas se deducen las si­
guientes conclusiones. 

Como corresponde a las sapogeninas libres, 
los p.f. y las rotaciones de los esteres de la dios­
genina son más elevados que los correspondien­
tes de la esmilagenina, con excepción de los p.f. 
de los siguientes esteres: capronatos, dietilaceta-
tos, lauratos, miristatos, estearatos, cinamatos, 
p-nitrobenzoatos, p- y m-bromobenzoatos y ciclo-
pentilpropionatos, en que los de esmilagenina 
resultan superiores a los correspondintes de dios­
genina. E n n i n g ú n caso, la rotación de n i n g ú n 

• 

TABLA I 
PUNTOS DE FUSIÓN Y ROTACIONES DE F.STF.RFS DE DIOSGF.NINA 

V DF. ESMILAGENINA 

Diosgenina £smilagcnina 
- p.f. [alp* - p.f. [a]D" 

Sapogenina 207-9° -113.0° 185-7° -69,0° 
Acetato (C,) 200-2* -110.0° 152-4° -59,0° 
Propionato (C>) 188-9* -103,5o 159-161° -54,6° 
n-BuUrato (Ct) 160-1° -98.9° 102-4° -46.4° 
iso-Buiirato <Ct) 197-8° • -98.0° 141-2° -53.0° 
H-Valeriaiiato (Ca) 130-1° -100.6° 112-3° -56.4° 
Ko-Valeriaua-

lo <CS) 160-2° -94,7° 127-9° -45,0° 
»-Capronato (Ce) 105-7° -95.1° 130-2° -50.2° 
r.to-Capronato 

(<;> 126-7° -90.6° 116-8° -51.7° 
Dietilaretalo 

152-1° -90.3° 161-3° -46.8° 
M-Caprilato (C*) 121-6° -95.0° 117-8° -50.0° 
ii-Cofuihito (C,„) 98-100° -82.0° 79-80° -47.0° 
Uni rato (<'.ia) 72-4° -62,3 rt 92-3° -38,3° 
Mirisiato (<:„) 73° -85,0° 86-7° -40,2° 
Palmltato (C,«) 80-1° -88.0° 86-7° -25.0° 
Kstearato ((;,„) 82-4° -74.0* 90-1° -40.0° 

Ben/oato 288-240° -78/»° 185-7° -50,1° 
Feni Incelato i;>7-9° -87,0° 136-7° -54,2° 
Fenilpropionato 18:V7° -94,0° 1223° -43^° 
Chiamato 193-4° -70,0° 202-3° -30,0° 
/>-Nitrobenzoato 2G4-5° -74,0° 269-270° -40,8° 
3,5-Dimtro-

benzoato 243-5° -70.3° 226-8° -40.2° 
/'•( - Il II IIIH'11/(».![(! 208-210° -59,0° 196-8° -40,0° 
2.4-Dicloro-

ben/oato 227-9° -66,1° 190-2° -42,9° 
fi-Bromohcnzoato 217-9° -62.0° 225-6° -35.0° 
m-Bromobenzoato 181-3° -fi3.0° 188-190° -35,4° 
Anisato (/)-mc- • 

toxihcnzoato) 224-5° -70.0° 208-9° -49.4° 
Bcncemulfonato 167-8° -100,0° 147-8° -40.0° 
/>-Toluen-

sulfonato • 1(16-7° -80,4° 163-5° -n45.9° 

Ciclopentil-
propionato 136-8° -86,8° 159-160° -555° 

Ftiroato 207-8° -80.9° 185-6° -46.0° 
Sin < in.no 184-6° -89,0° 135-7° -46.0° 
Ftalato 175-7° -71.0° 125-7° -43.0° 
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éster de esmilagenina tiene un valor absoluto sapogenina libre y la disminución aumenta con 
mayor que el corresjxmdicnte éster de la diosge- la cadena normal del ácido, de una manera con­
nina, como corresponde si se calculan las rota- tinua, con las siguientes anomalías que no tie-
ciones moleculares. Los p.f. de los esteres con nen paralelismo en las dos series: en la diosge-
ácidos aliíáticos disminuyen con relación a la nina, el caprilato ( C s , par) es superior al ante-

TABIA II 
• 

A\Al ISIS M ÍMIÍM l• i DIOSCFMNA V D». FSMII-W.r.MNA 

lliosginina Funi ilagcn ina 
7o v ' " % %c % H % 

Acetato 75.92 9.46 75,86 94*2 _ 
Cale, para C . H M O t y < :»H M O, 7627 9.71 — 75.94 10.11 

Propinnato 76.46 9.60 — 7632 1025 — 
(ale. para C . H . . O . y C^im04 76.55 9 3 5 — 7622 1024 — 

ri-Rutirato 76.71 9.79 — 75.94 10,02 — 
Cale para C^H^O, y ¿uHyO, 76.81 9.98 — 7630 10.35 — 

íw/Btilirato 77,11 9,92 — 76,15 10.03 — 
Cale, paia C ^ H ^ O . y t%l,\\h,Ol 76.81 9.98 — 76.50 1035 — 

n-Valetianaio 76.50 1023 — 77.15 10.43 — 
Cale, para C , H M 0 4 y < ^ H a O , 77.06 10.11 — 76.75 10,47 — 

¡so-Valeria na 10 76.77 1027 — 76,65 1030 _ 
Cale, para C ^ H ^ O , y C ^ H ^ O , 77,06 10.11 — 76.75 10.47 — 

H-Cspronaio (Hcxanoaio) 7739 10.05 — 76.74 1029 — 
Cale, para ( ' . « H ^ O . y C H M 0 4 7729 10,22 — 76.99 1058 — 

úo-Capronato (4-Mctilpcn tannalo) 78.00 9.88 — 7721 1026 — -
(ale. para ( « H ^ O * y C ^ H ^ O , 7729 1022 — 76.99 1058 — 

Dietilacetatn <2Kti lbutirato) 77.76 10,18 — 77.10 1057 — 
(ale. para C B H ^ O ( y ( 1.11*0. 7729 1022 76.99 1058 — 

n-Caprilato ((ktarmato) 7H.(*2 10.57 — 7727 10.70 — 
Cale, para ( ^H^O, y C . H M O , 77.73 10.44 — 77.44 10.77 — 

M-Caprinato (I)ecanoato) 78,39 10.71 — 7820 10,82 — 
Cale, para y C„HmOt 78,12 10.63 — 77.84 10,95 — 

Iaurato 78,91 10.79 — 78.67 10.92 
Cale, para Í^H«C) 4 y C.H«(>4 78,47 1031 7820 11,11 _ 

Miristato 7920 11,03 — 79.03 1038 — 
Cale, paia C . . 1 U O . y C„H*X), 78.79 10,97 — 7854 1125 —_ 

PalmUato 79.32 1120 — 79,14 11.16 — 
Cale, para C 4 . H - / ) , y C W H J 4 0 4 79.08 11,12 — 78,84 1139 — 

K.Stea rato 79.47 j i j a — 7954 1154 _ 
Cale, para ( « H - , 0 , y C » H > 0 4 7935 1125 — 79.12 1151 — 

Benzoato 79.00 8.89 78.36 928 
Cale, para ( „ H . « 0 4 y C ^ H ^ O . 78.72 8.94 — 78.42 929 — 

Fcnilacetato 78.77 8.94 — 79.45 9.44 — 
Cale. |>ara C ^ H ^ O . y CM&t 78.91 9,08 — 78,61 9,42 — 

Fcuilpiopionaio 78.65 9 5 9 — 78.14 9.41 
(ale. para C*H*.0 4 y C H u O , 79.07 922 — 78.79 955 

Cinaniato 7921 8.69 — 78.72 938 
Cale. ¡>ara CmH^Ì, y C H ^ G . 79.37 8.88 — 79.07 9 2 2 

jVNitrolK'n/nalo 72.33 8.09 2.77 N 72.42 8,<ì6 2.12 N 
Cale, para C*,H„(>«N y C . H . t O . N 72.44 8,05 2.48 N 72,18 8,37 2.48 N 
3.5-l>inilrolx'ii/oato 6725 737 4.72 N 67.12 7.71 4.42 N 
Cale, para C Í M H, l O„N, y ( „ 1 l M O . N t 67.08 7.29 1.60 N 66.86 759 4 5 9 N 
/j-CIorohcn/oaio 73,64 8.18 6.62 CI 

(ale. para ( ^ . H ^ O . C I y CMH.TO.CI 73.82 8 2 0 6.41 CI 71.11 8.35 6 2 5 CI 
2.4-I>ÍCIOIOIK-II/OUIO 69.43 7.70 12.16 CI 68.77 828 1230 CI 

Cale, para C A I H M 0 4 C I , y C I M A C I , 69.49 755 12.07 CI 6925 7.86 12.03 CI 
/'-BromolK'ii/oato 67.60 7,52 13.01 Br 68.44 7.67 13.60 Br 
(ale. para (^H, a ( ) ( Br y CWHnOiBf 6H.33 7.59 1337 Br 68.10 7.90 1333 Br 
m • BrotuolK'ii/oal o 68.07 755 14.08 Br 68.07 H.I0 13.61 111 

Cale. |>ara ( « H ^ O . B r y C^H.-íV.Br 8833 7.59 1337 Br 68.10 7.90 1333 Br 
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I ABI..\ 11 (Coni.) 
ANÁLISIS DE ESTERES IH: DIOSGENINA V DE ESMILAGENINA 

Diosgenina Esmilagenina 
%c % H %c % H % 

Anísalo (/j-Mctoxibcn/oato) 76,34 8.73 75,69 8.92 
Cale, para C,.H„O a y C«H>.Oa 76,60 8,82 7fi.32 9.15 — * 

Hcuccnsulfonato 71.46 8.42 r..20 s 71.05 8.66 5.26 S 
Cale, para C«H«Oìj9 y CaH^O»? 71.18 8.30 5.78 S 71.23 8,63 5.75 S 

/j-Tolucusiilloiiato (losilato) 71.r»n 8,53 5.31 S 71.01 8.97 5.47 S 
Cale, para (^H^O^S y C„H.1(>0>S 71.79 830 5.03 S 71.54 8,83 5,61 S 

Cielopentilpropionato 77.40 9,91 . i— 77,79 10.59 — 
Cale, para ( ^ H M O ( y C„H r - 0 4 78.02 10.10 77,73 10.44 — 

Fu roa lo ( 1* i rom tica lo) 7551 8,40 — 75,03 950 — 

Cale, para C a [ H, 4 0 l l y C ^ H ^ 75.55 8,72 • — ' 7555 9,08 — 

Succhiato 72,57 9,18 — • 

Cale, para GuH«0« y C^H^O, 72.34 9.01 — 72,06 9,36 — 

Ftalato 74,74 8.07 — 74,40 8,62 — 

Cale, para C^H^O. y C^H^O. 74,70 854 — 74,43 8,57 — 

rior y al posterior, pares (C f l y C l n ) , y el valor 
m í n i m o del p.f. se alcanza en lanrato-miristato 
( C , a - C 1 4 ) , volviendo a subir a partir de allí; en 
esmilagenina, los dos esteres de ácidos alifáticos 
de cadena recta y n ú m e r o impar de á tomos de 
carbono, propionato y valerianato ( C 3 y Gj) re­
sultan con p.f. más altos que el inmediato an­
terior, a l contrario de lo que les ocurre a los 
ácidos libres, y el p.f. m í n i m o se encuentra casi 
igual que en la diosgenina, miristato-palmitato 
(C , 4 -C , B ) siendo siqjerior el estearato. E n los 

esteres de ácidos isómeros, la ramificación da 
p.f. considerablemente más elevados que en los 
esteres de cadena normal, con la sola excepción 
del i.so-capronato de esmilagenina. De una nia-

TABI.A III 

ROTACIONES COMPARATIVAS EN CLOROFORMO Y EN 
DIOXANO, (al,,1" 

Diosgenina Rsmilageiiina 
* Cloro­ Dioxano Cloro­ Dioxano 

formo formo 

Sapogenina -113.0° -101.0° —69.0J -59.2° 
Acetato -110,6° -99,0° -59,0* -58,0° 
fso-Butlrato -98,0° -86.7" -53.0" -40.8° 
isa-Valerianato -94.7° -85.3° -45.0° -36,0° 
n-Capronato -95.1° -79.7° -505° -43.6° 
Dietilacctato -90.3° -82,6° -46,8o -36,1° 
Fenilpropionato -94.0° -83.0° -43.2° -38,3° 

ñera general, todos los esteres alifáticos de am­
bas sapogeninas tienen p.f. inferiores a los de 
las sapogeninas libres; en los esteres aromát icos 
se advierte una tendencia general a tener p.f. más 
elevados que las sapogeninas libres, siendo de 
p.f. inferior los siguientes esteres a romát icos : 

arilsulfonatos (bencensulfonatos y tosilatos), es­
teres arilalifáticos (fenilacetatos y fenilpropio-
natos) y m-bromobenzoatos. Es curioso como se 
invierte la relación de p.f. con la cadena alifá-
tica en C¿ y en C 3 : en los alifáticos puros (ace-
tato-propionato) resulta C : l > C 2 en esmilageni­
na, y la inversa en diosgenina, mientras que en 
los arilalifáticos (fenilacetato-fenilpropionato) 
es justamente al contrario, C 3 > C., en diosgeni­
na y la inversa en esmilagenina. Los cinamatos 
se hallan muy próx imos en cuanto a p.f., a las 
sapogeninas libres, pero con esta diferencia no­
table: en diosgenina por debajo de la sapogeni­
na libre, en esmilagenina por encima. Los furoa-
tos tienen la particularidad de que los p.f. coin­
ciden, en ambos casos, con los de las sapogeninas 
libres. Los esteres de ácidos dicarboxílicos (suc-
cinatos, ftalatos), siempre con p.f. inferiores a 
los de las sapogeninas libres, son mucho más 
bajos los de esmilagenina que los de diosgenina 
y ligeramente inferiores los aromáticos que los 
alifáticos, en ambos casos. 

PARTE EXPERIMENTAL 

Se siguieron dos niélenlos, según se dispusiese de anhí­
dridos líquidos de los ácidos o no. En el segundo cató 
se emplearon cloruros o anhídridos sólidos de dulcidos. 

1).—Con /inhiihiíio.% líquidos, i p. de la sapogenina se 
mezcla con 6 p. del anhídrido y se hierve a reflujo du­
rante una hora. Se vierte en agua con hielo y se deja 
1-2 días en reposo para que se descomponga el exceso 
de anhídrido. Se extrae con éter, se la\a el éter con agua 
abundante, después con sosa al 5% en exceso, nueva­
mente con agua hasta reacción neutra, se seca, se filtra, 
se evapOIB a seco y se crislali/a el residuo. 

Por este método se obtuvieron acetatos, piopionaios 



y húmalo» Iodos los demás se prepararon con el si­
guiente método: 

2).—Con cloruros de ácido, I p. de sapogenina se di-
suche en 10 p. de piridina y se agrega I p. del clo­
ruro del ácido (o del anhídrido del diácido). Se calienta 
5 min en l>. m. hasta disolución total y se deja en re­
poso a la temperatura ambiente hasta el dfa siguiente. 
Con los cloruros de los ácidos sulfónicos (bcncciisulfo-
nilo, totilo) se ha visto la necesidad de dejar más tiempo 
en reposo (3-5 días) pues la reacción es mucho más 
lenta. Se vierte pobre agua COR hielo, se agrega ácido clor­
hídrico hasta reacción azul al Congo, se extrae con ¿ter, 
se lava con agua, se lava con sosa al 5%. nuevamente 
con agua hasta reacción neutra, se seca, se filtra y se 
evapora a seco. 1-1 residuo se cristaliza. 

Crittalizaciones.—Coma norma general se empleó al­
cohol de 96° o acetato de etilo hasta p.f. constante. En 
casos excepcionales se utilizaron mezclas de acetato de 
etilo con mctanol o con isopropanol. En algunos de los 
casos se comprol>ó la pureza de la sustancia mediante 
cromatografía en placa delgada. Todos los p.f. son co­
rregidos. 

Las rotaciones se hicieron (odas en tubo de 2 dm y 
en soluciones con una concentración de 1-2%. 

I.UN análísi» cuantitativos son microanálisis hechos por 
el Dr. A . Bernhardt de Mülhcim 'Ruhr (Alemania). 

R E S U M Í : 

O n décrit la préparat ion tic plusicurs esters 
des deux sa|>ogénines stéroides les plus abon-

d,mis dans les végétaux mexicaines (diosgénine 
et smilagéninc) avec des acids alifatiques, aro­
matiques et heterocycliques sans activité optique 
dans la fraction acide. O n a dé te rminé les points 
de fusion, les analyses élémentaires et les rota­
tions optiques en solution chloroformique. Pour 
quelques esters on donne la rotation optique 
comparative dissous dans le dioxane. On remar­
que les rapports entre les constantes physiques, 
spécialment la température de fusion avec la 
structure. 
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S Í N T E S I S D E P - C L O R O F E N I L - N , N - D I E T I L A C E T A M I D A 

por 

M . R O A D Í A Z y E. MrÑoz M E N A 1 , 

laboratorio ríe- Quimita Fatmatéutiía linliiviii.il. 
Escuela National de Ciencias lliológiías. I. I*. N. , 

México. D. F. 

I N T R O D U C C I Ó N 

Este trabajo, que constituye el tema tic una 
Tesis profesional, ha sido escogido con la idea 

de que, por la cons t i tuc ión del producto que 
se trata de sintetizar, resulte éste ton propieda­
des de anestésico local, si se tiene en cuenta su 
simil i tud con los anestésicos locales tle uso más 
frecuente que vienen figurando en las sucesivas 
ediciones del N . N . D . incluso la tle 1964, así 
como los datos encontrados en una patente sui­
za (I) en la que se describe la p reparac ión de 
andidas del ác ido fenilacético sustituido, que 
también poseen esta propiedad farmacológica. 

Para llevar a cabo la síntesis de la citada sus­
tancia se ha partitlo del ácido fenilacético, si­
guiendo los pasos que figuran en el siguiente 
esquema: 

'1 kg de hielo en trozos pequeños, se filtra y se recris-
lali/a en agua hirvicntc. Fn las aguas madres queda el 
isómero 2-nitro. Rendimiento: "."> g con p. f. ~ 180*151* 
(2) p. f. = I5I-I521. 

2. —La reducción del grujió nitro se efectúa siguien­
do la técnica indicada en (3) para el ácido paminoben-
/óico. partiendo de 35 g de ácido p-nitrofenilacético, Esta 
reducción se hace ton sulfato ferroso y amoniaco. Ren­
dimiento 19.3 g p. f. = 197-198°. Según (4) p. í. = 199-
200°. 

3. —Preparación del ácido p-clorofenilacétito por dia-
zoación y reacción ríe Sandmeyer con cloruro cuprovt. 
partiendo de 19.3 g según (5). Rendimiento 13 g 
p. f. = 103-105°. Según (6) 103.5-106*. 

4. —Preparación del cloruro de p-clorofenilacetilo. Se 
parle de 13 g <|iic se hierven a reflujo con 65 g tle clo­
ruro de tionilo durante cinco horas. A continuación fie 
destila el exceso de cloruro de tionilo utilizando el vacio 
para eliminar las últimas golas. F.l residuo se pone en 
un matraz de tlcstilación, pasando las últimas porciouei 
con una mínima cantidad de cloroformo; se elimina éste 

.N0 2 

Reducción , N H 2 - ( ^ r ~ ^ - C H 2 - C O O H " " o « c l « n > 

N 2 C I - ^ ^ - C H 2 - C00H teS Sandmeyer ^ J ~ \ _ c CH 2 -C00H 

H 1 o g M i M i t i h > c | _ ^ ^ _ C H 2 _ COCÍ 

NH >*2 « 5 
^ C 2 H 5 «O CH 2-C0N 

C 2 H 5 
C 2 H 5 

MATERIAL Y MÉTODOS 

I.—1.a nitración del ácido fenilacético se hizo a partir 
de 100 g siguiendo la técnica indicada en llcilstein (2) 
disolviendo la sustancia en 100 mi de ácido sulfúrico 
conc. agregando lentamente y enfriando con agua una 
mezcla de 36 mi de ácido nítrico (d — 1.52) y 100 mi de 
ácido sulfúrico conc. Al dia siguiente se vierte sobre 

y se destila a presión reducida (11 inm); el producto desti 
la a 115° y es un liquido transparente, ligeramente acci' 

'Tesis profesional de M. Roa Díaz bajo la dirección 
tlel Prof. E. Muúoz Mena. laboratorio de Química Far­
macéutica Industrial. Escuela Nacional de Ciencia* Bio­
lógicas (I. P. N.). México. I). F. 

Damos las más expresivas gracias al Dr. José Vega por 
la ayuda que ha prestado en el desarrollo de e»tc trabajo. 
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loso, del que se obtienen 6 g. (fiubo una pequeña per-
dida en el momenlo de quitar el vacío); según llaitlell 
(7) el producto clcnlila a II!*" con 14 mili de presión. 

5.—\a» 6 g anteriormente obleuidm se vierten alter­
nadamente con una solución de hidróxido de HNIÍO al 
20% en una me/cla de dieliUmiua y dicloioeiileiK> que 
• ha enfriado previamente a -10 agitando constante­
mente y empleando I h en la operación, según Shlessíugrr 
(8) . Cuando el producto adquiere la temperatura ambien­
te se efectúa la separación de las dos capas formadas. 1.a 
capa inferior se lava 3 veces con ácido clorhídrico al 5%. 
3 veces con solución de bicarbonato de sodio al 5%, y, 
finalmente. 3 veces con agua destilada. 

A continuación se elimina el disohcnie y el residuo 
se destila al vacio, obteniéndose una porción de 3.0 g 
que destila a una temperatura constante de 170° con 
11 n i ni de presión. 

Aplicada una gota de este producto a la lengua pro­
duce un hormigueo característico de acción anestésica. 

R E S U L T A D O S 

Se han obtenido g del producto ( | '"' s ( 

trataba de sintetizar, que es un líquido aceitoso, 
que destila a temperatura constante de 170° a 
11 mm de presión y cuyo análisis cuantitativo 
ha dado el siguiente resultado: 

Calculado Encontrado 

C 63.iT>";, 64.25% 
H 7.15% 658% 
Cl 15.70% 15.12% 
N (Dumas) 6.21 % 6.02% 
O 7.09% 8.03% 

DISCUSIÓN V CONCLUSIONES 

Los sucesivos pasos de esta síntesis han sido 
repetidos varias veces con objeto de modificar 
detalles y mejorar los rendimientos, pero supe? 
(litando éstos a tratar de conseguir un producto 
final lo más puro posible, por lo que el rendi­
miento ha sido excesivamente bajo, sin perder 
de vista que en el primer paso una parte del 
ácido fenilacético se elimina como derivado orto. 
La pérdida mayor se ha producido en las reac­
ciones de diazoación y de Sandnieyer y en el 
último paso, al purificar la sustancia. 

R E S U M E N 

Se ha efectuado la síntesis de ¡xlorofenil 
N,X-dictiiacctanuda a partir del ácido fenilacé­
tico, por miración de éste, reducción de la ami­
na, di.i/u,n M U Í e introducción de cloro por reac­
ción de Sandnieyer, seguido de formación del 
cloruro del ácido y condensación con dietilami-
na. Los resultados analíticos corresponden a los 
calculados para este compuesto. 

Quedan pendientes los ensayos farmacológi­
cos. 

R E S U M E 

On a fait la synthèse de la p-chloropheny-N, 
N-diethylamide a partir de l'acide phenylacéti-
que, par nitration de cet acide, diazotation et 
halogenation (reaction de Sandnieyer) et, fina­
lement, formation du chlorure de l'acide et con­
densation avec diethylamine. Les donnés analy­
tiques correspond bien aux théoriques, calculées 
puni le produit obtenu. 

Les essais pharmacologiques feront l'objet 
d'un autre travail. 
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PRINCIPALES PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS DE UNA NUEVA TETRACICLINA 
DE LENTA SOLUBILIDAD 

-

pof 

R A M Ó N P É R E Z C I R E R A . V I C T O R M . S A N T A N D E R , 

J C A N JOSK H I C K S y C O N C E P C I Ó N P A N T A L E O N 

M O R A L E S , 

Departamento de Farmacología, 
Facultad de Medicina, lì. N. A. M.. 

México. 1). F. 

I N T R O D U C C I Ó N 

E l interés que despertaron los trabajos de 
R u i / Cas tañeda M . y C . Car r i l lo (1953, 1) al 
señalar una nueva arma terapéut ica contra la 
brueelosis, ha puesto a trabajar a un gran nú­
mero de científicos (2, 3, 4, 5) para explicarse 
lo que al pr incipio parecía una cosa difícil pro­
bar. I- n efecto el Dr . R u i / Cas tañeda , p r e p a r ó 
la oxitetraciclina en forma tal, que pudieran 
quedar p e q u e ñ a s par t ícu las insoltibies que fue­
ron administradas, en inyecciones subcu táneas 
profundas. 

En este trabajo se ind icó que estas par t ícu­
las eran fagocitadas por los monocitos y los leu­
cocito! |xilnnorfonucleares y que de este modo 
eran transportadas al bazo y a los ganglios l in ­
fáticos para que a su ve/ fueran fagocitadas j>or 
las células rcticulocndotcliales. De esta forma se 
puede aceptar la posibilidatl de que existan al­
tas concentraciones en el sitio activo de parasi­
tismo. Una vez obtenida esta tetraciclina con 
características fisicoquímicas diferentes fue ne­
cesario realizar una serie tic trabajos iniciales, 
entre los cuales destacan los tic Santander y col . 

• 
(í>); Bel l ini y col . (7) y Márquez Monter y 

rol. (8), quienes han puesto las bases inmedia­
tas del presente estudio. 

E l objeto pr inc ipa l del presente fue deter­
minar las principales propiedades farmacológi­
cas de la referida tetraciclina tle lenta solubi l i ­
dad, con objeto de ampliar el estudio de las pro­
piedades básicas de la droga. Igualmente se pre­
tende establecer las bases iniciales de la expli­
cación farmacodinámica del mecanismo de ac­
ción, estudio que se realizará después de éste. 

ÍUm este objeto se hicieron las siguientes va­
loraciones. 

DETERMINACIÓN I>K I.A I.D50 

MATERIAL V MÉTODO 

Pan la determinación de la LD 60 por vía intrape-
riluncal. se utilizaron 520 ratones controlados de 27 ± 
2.4 g de peso, divididos en 10 grupos, según la Tabla I. 

El grupo 9 de 30 . fue sacrificado, y se hicieron cor­
tes histológicos de hígado, corazón, riñon, ba/o y encé­
falo. Se utilizó el me1 lodo de inclusión en parafina y *e 
tifleron con hematoxilína-eosina. Los cortes fueron fi­
jados en portaobjetos con su cubreobjetos (Ver Figs. 1-3). 

Este grupo no recibió droga y se consideró como Gru­
ta testigo, y los cortes fueron considerados como nor­
males (para posteriores distinciones histopatológicas). 

El grupo 10 (diez) fue dividido en 8 subgriipos de 
10 ratone* y cada uno recibió una inyección de agua l>i-
destilada con la cantidad que correspondió a las dilucio­
nes de la droga para los grupos I a 8 y dichas dilucio­
nes se utilizaron con el fin de comprobar si la carga hí-
drica por sf sola podía lener alguna influencia en la 
morfología del tejido que recibió la inyección. De cada 
suhgrupo se sacrificó una pareja, después de una ran-
domización adecuada y se hicieron los respectivos corles 
según la técnica ya descrita. Los demás quedaron en ob­
servación durante 2 semanas, después de este lapso se 
sacrificó uno de cada grupo y se procedió en igual forma. 

Se observó sí había alguna alteración morfológica 
identificable como anormal, después de la carga bídrica. 

De los grupos 1 al 8 se sacrificaron por autopsia el 
50% de los ratones que apaieninneiile estaban sanos, 
12, 24 y 48 h después de la administración de la droga. 

TARLA I 

No de Mg de ídem en ug No de ani­
grupo droga adminis­ por g de males que 

trada.por ratón ratón la recibieron 

1 0.4 14 50 
2 0.8 29 50 
3 1.6 58 SO 
4 3,2 118 50 
5 6.4 229 50 
6 12,8 173 50 
7 25,6 946 50 
8 51.2 1892 50 
9 0.0 

Agua («destilada 
1 ii un de dosis I I / ) equivalente en env* de 1(1 al 80 
Se utilizò la misma disposinoli y dosis indicadas en la 
Tabla 1 para la determinación de la DI ">n por vía in­
tramuscular. 

R E S U L T A D O S 

A) L a L D 5 0 del grupo que recibió la droga 
intraperiionealmentc fue calculada en 946 ug 
|M>r gramo de ra tón . 
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li) La LD50 del grupo que recibió la dro­
ga intramuscular se calculó en 1,119 ni; jx>r gra­
mo de ratón. 

RESI I TA nos 

Las conclusiones obtenidas fueron las si­
guientes: 

lo.—El examen macroscópico y microscópico 
de hígado, corazón, riñon, bazo y encéfalo del 
gru|x> testigo, reveló una normalidad absoluta 

E l objeto de este estudio fue determinar las > * «ornó como testigo. 
2o. La carga huirica no dio datos identifica-

ESTUDIO HISTOPATOI.OOICO M A C R O - V 

MICROSCÓPICO 

principales características toxicológicas de la 

Fig. 1.—Ha/o. A la dosis de 946 ug'g de ratón se olm-rvan macióíagos con material fagoeilado. 

droga después de administrarla en forma intra- bles como anormales o patológicos, en el lugar 
peritoneal e intramuscular. de la inyección, ni en los animales autopsiados 

E l estudio histopatológico se hizo con los con rapidez, ni en los tardíos. 
métodos normales de inclusión en parafina y 
tinción con hematoxilina-eosina. 

MATERIAL Y MÍTODO 

Se utilizaron el W de los ratones señalados en el es­
tudio anterior. De cada lote fucion seleccionados para 

3o. E l examen macroscópico de todos los ra­
tones sacrificados para autopsia de los grupos 
del 1 a 8 no reveló más que en el úl t imo grupo 
(8): colon hemorrágico en un 15% de los ca­
sos. 

•io. E l resultado de los datos histopatológi-

Fig. ¡¿.—Riñon. A la dosis de 473 ng/g «le ratón se ven necrosis en el 80% de los casos. 

eos observados al microscopio, se observa en la autopsia, sólo aquellos animales que presentaban as­
pecto exterior sano y cuyos reflejos no denotaban alte- *l*abla II 
raciones manifiestas. 

I.as autopsias se hicieron como antes se indicó. lü, 
24 y 18 h después de la administración de la droga. 

¥.\ esquema poso lógico de este estudio siguió los l i ­
ncamientos del Cuadro 1 del trabajo anterior (1). 

Fastos se pueden resumir como sigue: 

a) Encéfalo: No se encontraron datos señalados como 
patológicos. 
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b) Consóli; No K encontraron datos incncionablcs 
como patológicos. 

c) Bazo: A la dosis de 946 ug pot gramo de ratón 
se observaron macrofago* con material íagixiíado (Fig. 
1). 

di Hígado: A partir de los 118 u,g JMH gramo de ra­
tón se observaron vesículas en el interior de las células 
hepáticas, (pie hacen pensar en una degeneración de 
libo vacuolar y Arcas difusas de necrmis. 

nificativas con dicho trabajo, por lo que con­
viene un replanteo del problema. 

Las vesículas que aparecen en el hígado in­
dicando la posibilidad de lesiones degenerativas 
y necrosis difusas, son observaciones importan­
tes, ya que no murió ningún ratón del grupo 
que presente* inicialmente el fenómeno. 

Los que quedaron en observación, tampoco 

Fig. 3.—Riñon. Obsérvase la hipcrplasia de las células cndoteliales glomerulares. 

e) Riñon: 1) A partir de la dosis de 29 ug por gra­
mo de ratón, se observó hiperplasia de las células endo-
lelialcs de los glomérulos (Fig. 3). 2) Después de la ad­
ministración de 473 ug por gramo de ratón se observó 
necrosis tubular en el 20% de los casos. Ksto se genera­
lizó después de la tlosis de 940 jig por gramo de ratón. 

D I S C U S I Ó N 

Los hallazgos de material fagocitado en bazo, 
indican la necesidad de plantear una investiga­
ción concluyeme, a fin de esclarecer su natura-

presentaron signos externos que indiquen la pre­
sencia de la lesión hepática. Sería importante 
tratar de precisar la evolución de esta lesión de 
tipo degenerativa. 

Por lo que se refiere a los hallazgos renales, 
es importante señalar que la hiperplasia de la 
célula cndotclial puede ser regresiva. Por su­
puesto la necrosis tubular generalizada puede es­
tar directamente relacionada con la solución del 
problema lisie oquímico que plantea la escasa so­
lubilidad tic la droga ((i). 

TABLA II 

Cant, to­
tal de droga 
adminis­
trada por 
ratón en mg 

Hallazgos histopatológicos 
No de ani­
males 

No de 
muertos Encéfalo Corazón H a/o Hígado Riñon 

0.4 50 0 normal normal normal normal normal 
0,8 50 o normal normal normal normal anormal 
1.6 50 0 normal normal normal normal anormal 
3.2 50 0 normal normal normal anormal anormal 
6.4 50 0 normal normal normal anormal anormal 

12.8 50 10 normal normal normal anormal anormal 
25.6 50 25 normal normal anormal anormal anormal 

leza. Es importante puntualizar que esl sólo se 
presentó con las dosis más altas. 

La explicación puede estar relacionada con 
el trabajo de Márquez y Carrillo (8). Sin em­
bargo, nuestros resultados tienen diferencias sig-

CURVA DE INHIBICIÓN QUE PRESENTA EL 

Streptococcus haernolyticus 

El objeto de este estudio fue determinar si 
el antibiótico tenía influencia frente a este tipo 
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de germen y cuál era la concentración mín ima 
inhibitoria, como ampl iac ión a los trabajos de 
Santander y col . (9). 

Para ello se procedió Como sigue: 

M . V t l R I A l V M É T O D O 

I.—Cepa de Strcptococcus harmolyliras. 
La cepa fue aislada de enfermos, cultivada y clasi­

ficada por el Departamento de Microbiología de la Fa­
cultad de Medicina de la 1'. \ A. M la que gentilmen­
te la proporcionó al Departamento de Farmatologia. Una 
ver obtenida, se procedió como en (10) hasta tener la 

TETRACICLINA DE LENTA 

Diámetro de inhibición en mm 

i — 
t=2A h 

Fig. 4 

seguridad del control microbiológico de dicha cepa. Des­
pués de la siembra en infusión de corazón y cerebros, adi­
cionada con albúmina de huevo, se procedió a incubar 
a 37° durante 48 h. Hecho esto último, se pasó al me­
dio solido al agar sangre. 
2.—Preparación y concentración de medios de cultivo. 

Se utilizaron los siguientes: 
A) Infusión de cerebro corazón - Medio liquido Difco. 

0045 01. 
i'.; Agarsangre • Medio sólido Difco D330">l. 
C) Sangre al 5%. 

Preparación: 

A) Infusión de cerebro-corazón. Se utilizaron 37 g 1 
de agua destilada. Se esterilizó en autoclave durante 
15 min a 15 atmósferas (121°). 

R) Base de agar-sangre Se utilizaron 40 g I de agua 
destilada. Se esterilizó en autoclave como el anterior. 

C) Sangre al 5%. Se lomó un conejo previamente 
controlado y se sangró procediéndose al desfibriuado en 
condiciones de extrema esterilidad y previa preparación 
del medio sólido de la manera indicada. Se adicionó la 
sangre, cuando la gelosa se encontró a 42°. 
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Método: 

Se utilizó el método de cilindros de acero inoxidable 
igual que cu (10). 

I.os cilindros utilizados unieron las siguientes medi­
das: diámetro exterior 8 mm: diámetro interior tí min. 
y altura 10 mm. 1.a selección de las cajas de Pclri te 
hizo lomando en consideración estas medidas y la altura 

Diámetro de inhibición en mm 

Fig. 5 

de los 21 cm' de geloca-sangre que fueron utilizados para 
cada caja. 

Se usaron de 50 a 100 cajas de l'etri. para cada lec­
tura correspondiente a una sola dilución del problema, 
inclusive para las lecturas iniciales que permitieron in­
tegrar los datos para predecir la zona útil de la curva 
que sirvió para las presentes determinaciones. VA trata­
miento estadístico de los grupos de lecturas se ajustó a 
la siguiente fórmula conocida para tal efecto: 

a) Para los valores de desviación estándar: 

/ SY' 
D. $. = V 

NA 

b) Para los valores de error estándar: 

/ A P 
E. S. = V 

.V(.V-I) 

R E S U L T A D O S 

I.os resultados se pueden observar en la Fig. 1 
La concentración inhibitoria mín ima se ob-
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tuvo con 2 ug/ml de solución del antibiotico 
diluido en la forma acostumbrada (agua bides-
tilada). Se sabe (<ì) que a esta concentración, el 
antibiótico problema es soluble y los valores de 
inhibición que fueron obtenidos en estas con­
diciones son los siguientes: 

15,19 ± 2,01 (0,31) 

Este valor expresa la inhibición en inm sobre 
el cultivo, donde la concentración de microrga­
nismo es 1%. 

El valor del paréntesis corres|K>nde al error 
estándar. 

Las demás lecturas de la gráfica se ordenan 
en la forma siguiente. 

2 ug/ml = 15,19 ± 2,01 (0,31) 
4 ug/ml = 18,18 ± 3,37 (0,58) 
5 ug/ml = 20,18 ± 1,92 (0,24) 

10 ug/ml = 22,50 ± 2,47 (0,37) 
15 ug/ml = 24,07 ± 3,32 (0.52) 
20 ug/ml = 29,18 ± 3,44 (0,42) 

Curva de inhibición que presenta Salmonella 
tiphy 

El objeto de este estudio fue determinar la 
sensibilidad de la Salmonella tiphy para am­
pliar los conocimientos en cuanto a cepas es­
pecíficas, del mismo antibiótico. 

MATERIA!. V MÍIOIM) 

I.—Cepa de Satmontttm tiphy, 

I i tepa fue aleutamente proporcionada al Departa­
mento de Farmacología, por el de Microbiología de la 
Faoiltad de Medicina de la V. N. A. M. Se realizó con 
la cepa el control bioquímico norma] incluyendo Cramín 
y se obtuvo la certeza de que no hubiera contaminación 
F.l cultivo se realizó en caldo simple y después de la res­
pectiva siembra se incubó en gelosa simple a 37° du­
rante 48 h. 

\\.—Pref>ai ación y concenti ación de medios de cultivo. 

Se utilizaron los siguientes: 

A) Caldo simple. I.ote Diíco. 0003-02. Control 442394. 
1») Celosa simple. Lote Difco. 0001-02. Control 40700. 

Preparación: 

A) Calilo simple (Xulrirnt brott). Se pesaron 8 g del 
medio descrito y se disolvieron cu 1000 mi de 
agua bidestilada. Se esterilizó en autoclave duran­
te 15 min a 121°. 

B) Gelosa simple (Xutiient agar). Se ¡tesaron 23 g 
del medio y se disolvieron en 1000 mi de agua 
bidestilada. Se esterilizaron en autoclave durante 
15 min a 121°. 

Mí TODO 

Se utilizó el método de acero inoxidable igual que 
en (10). 

Ixn cilindros utilizados tuvieron las siguientes me­
didas: diámetro exterior. 8 mm ± 0.1: diámetro interior 
ti mm ± 0.1. y altura 10 mm ± 0.1. La selección de las 
cajas de Petri se hizo tomando en consideración estas 
medidas. 

Para la preparación del medio sólido se tomó en 
cuenta la necesidad de una esterilidad absoluta. Con la 
gelosa 45 ± I o se pusieron 21 mi de dicho medio cu 
cada caja de Petri. Después de la solidificación se NB* 
bró Salmonella tiphy y se procedió a poner el anti­
biótico en estudio en las concentraciones correspon­
dientes dentro de los cilindros decaero. Se incut>ó a 
37 ± 0.5° durante 24 h. Para las lecturas se lomó en 
Íueuta el diámetro de inhibición de las diferentes con­
centraciones. Se utilizaron de 50 a 100 cajas de Petri 
para cada lectura, correspondiente a una sola concen­
tración del problema, inclusive para las lecturas inicia­
les que permitieron integrar los datos de predicción de 
trabajo de la curva correspondiente. 

R i S I M A DOS 

Los resultados se pueden observar en la Figura 5. 
La concentración inhibitoria mínima se obtuvo con 

4 ug mi de solución del antibiótico diluido en la forma 
acostumbrada (agua bidestilada). Se salte por (I) qtu: 
a esta concentración el antibiótico problema es soluble 
y los valores de inhibición que fueron obtenidos en estas 
condiciones fueron los siguientes: 

12,41 ± 1,10 (0,l7ti) 

1 MI valor expresa la inhibición en mm sobre el cul­
tivo, donde la concentración del miciorganismo es 1%. 

F.l valor del paréntesis corresponde al error estándar. 
Las demás lecturas de la gráfica se ordenan en la 

forma siguiente: 

4 ug/ml = 12.41 ± l i o (0.176) 
8 ug/ml = 15.66 ± 0.98 (0.130) 

10 ug/ml = 17.29 ± 1,11 (0,14) 
16 ug/ml = 19.04 ± 0.94 (0,14) 
20 ug/ml = 20.42 ± 0,82 (0.083) 
25 ug/ml = 24.1 ± 3.00 (0,14)) 

DISCUSIÓN 

Las conclusiones aquí anotadas, sugieren 
que el fármaco estudiado presenta caracterís­
ticas de gran especificidad en el mecanismo de 
transporte e incluso, tal ve/, en el de acción de 
que ésta pueda ser la droga de elección para 
determinadas entidades patológicas. 

Este problema ya ha sido visualizado (1). 
En efecto la droga en estudio parece no po­

seer un grado importante de toxicidad, tal y 
como se desprende de la primera parte de este 
trabajo, es decir entre la dosis efectiva señalada 
aquí para los diferentes gérmenes con los que 
se trabajó y la dosis tóxica, hay un margen te-
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rapéutico de amplitud suficiente como para ha­
cer pensar que se trata de un fármaco con am­
plio margen tle seguridad para su manejo. 

Las principales conclusiones que sugiere el 
estudio histopatológico, hacen pensar que a fin 
de poder tener la completa seguridad de que 
las lesiones que se presenten en algunos órga­
nos vitales como hígado, son reversibles, con­
viene efectuar un estudio de toxicidad crónica 
con altas dosis para que dé mayores luces en 
este problema. No es posible sacar conclusiones 
determinantes con respecto al problema de la 
necrosis tubular que se encontró después de la 
administración de 473 ug/g de ratón. Sin embar­
go el hecho parece significativo y en este sentido 
también debe de hacerse, de ser posible un es­
tudio minucioso y exhaustivo. 

Es evidente, que la concentración inhibito­
ria mínima que se obtuvo para el estreptoco­
co hemolítico (Fig. 4) que |x>r otro lado es 
comparable con la que se obtuvo en la Salmoné-
lia tiphy (Fig. 5) hace pensar que el antibió­
tico posee una acción muy clara en contra de 
estos gérmenes, aunque el informe de Santander 
y col. (9) a propósito de estafilococo dorado 
coagulasa positiva, se encontró para este germen 
una sensibilidad 10 veces mayor (0,001 ug). 

Por lo tiernas, resulta atractivo el que este 
antibiótico actúe cu condiciones diferentes a las 
demás tetraciclinas, conservando, sin embargo 
un espectro semejante. 

R E S U M E N 

El objeto de la presente serie de trabajos, 
ha sido determinar las principales propiedades 
farmacológicas de una nueva tetraciclina tle len­
ta solubilidad, con objeto de ampliar el estudio 
de las propiedades básicas del compuesto. 

Se determinó la LD50, que fue calculada in-
traperitonealmente en 946 Ug/g de ratón y para 
vía intramuscular en 1419 ug/g de ratón. 

Se reali/ó el estudio histopatológico macro-
y microscópico, habiéndose obtenido las siguien­
tes conclusiones: 

1. El examen macroscópico sólo reveló colon 
hemorragia) en un 15% de los casos en el Lote 
que recibió mayor cantitlad de droga, el examen 
microscópico rej>ortó en bazo la dosis 946 ug, 
macrófagos con material fagocitado; en hígado 
a partir de los 118 ug se observaron vesículas en 
el interior de las células hepáticas tlel tipo 
vacuolar, además áreas difusas de necrosis; 
en riñon a partir de la administración 473 ug 

se observó necrosis tubular que se inició en el 
20% de los casos y terminó generalizada con las 
dosis más altas. 

2. Se determinó la Curva inhibitoria que 
presenta el estreptococo hemolítico. La con­
centración inhibitoria mínima se obtuvo con 
ug por mi la que dio 15.19 ± 2.01 (0.31) diá­
metro de inhibición en los cultivos. 

La curva se presentó en la Fig. 4. 
Se determinó la curva de inhibición que pre­

sentó la Sahnonrlla tiphy. La concentración in­
hibitoria se obtuvo con 4 un mi. cantidad que 
dio los siguientes datos expresados en rara de 
evolución sobre el cultivo. 

12,41 ± 1,10 (0,176) 
IJOS resultados se expresan en la Fig. 5. 
Se discute la significación tle los resultados 

obtenidos en los diferentes trabajos presentados. 
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SENS IB I L IDAD S O M A T I C A y A C T I V I D A D R E S P I R A T O R I A 

por 

| . P I C H E A I . V A R K Z V 

Departamento de Fisiología. 
Facultad de Medicina, l ' .N.A.M. 

Mexico. 1>. F. 

La integración funcional en los vertebrados 
parece realizarse mediante la organización de 
conjuntos de mecanismos humorales y reflejos, 
dispuestos de acuerdo con sus características ex­
citatorias, con su rapidez de transmisión y con su 
efectividad. El desarrollo de estos conjuntos 
ncuro-humorales va sustituyendo los que ope­
raban con anterioridad sin borrar sus huellas. 
Unos y otros derivan y dependen de los sustra­
tos químicos constituyentes de las estructuras 
primigenias. Las reacciones suscitadas por los 
cambios del sustrato químico celular indican 
claramente la persistencia de los mecanismos ini­
ciales en la activación de las estructuras más 
recientes. 

La proposición qué acabo de formular sigue 
los lincamientos generales establecidos por el 
maestro Pí-Suñer los cuales pueden verificarse 
en la copiosa bibliografía que los recoge, de la 
que me limitaré a referir algunas citas (1, 2, 
3, 4. 5). 

(atando varía el ambiente extracelular o el 
propio contenido de las células, los engaños so­
máticos y los órganos viscerales emiten mensa­
jes aferentes que suscitan respuestas inmediatas 
o diferidas, ya sobre los mismos órganos emiso­
res o bien sobre aquellos otros (pie cumplen en 
el organismo funciones generales de correlación. 
Mientras se articulan las respuestas reflejas rá­
pidas, siguen actuando las modificaciones loca­
les sobre una amplia gama de terminaciones 
nerviosas, específicas e inespecfficas, que a su 
vez lanzan otros mensajes, de transmisión más 
lenta cuyo análisis y conocimiento se ha venido 
estableciendo con distinto enfoque experimental 
(ti). Estos mensajes, transmitidos por fibras 

•Kn una publicación anterior (Ciencia, 19: 209. I9.r»8) 
liuli.' de aludir ;i las circunstancias (pie despojaron la 
tDiversidad española de sus elementos más activos, con 
el proposito de explicar el desplazamiento temporal exis­
tente entre las observaciones aducidas y su comentario. 
Hoy. para cumplir el deber de eslar presente en el Ho­
menaje que ofrecemos a I > José Ciral, tengo que adver­
tir lo mismo, pues los dalos que voy a manejar, proce­
den de experimentos realizados en la Facultad de Me­
dicina do Valencia. Lai premisas de aquel programa han 
sido objeto de más acertado desarrollo por otros inves­
tigadores; sin embargo, aquellas primeras experiencias 
conservan, en su crudeza original, alguna validez pro­
batoria. 

amielínicas, pueden interferir o modificar las 
conexiones centrales o las zonas de descarga efe­
rente, modulando las respuestas de conducción 
rápida y de manera análoga pueden también in­
fluirlas, diversos compuestos, hormonales y me-
tu bol iros, en todos los segmentos de los arcos 
reflejos, aunque estas influencias se muestren 
más evidentes en zonas especiales como: sinap-
sis, receptores y terminaciones neurales. 

En la fisiología del sistema nervioso el co­
nocimiento de las funciones eferentes precedió 
casi siempre al que se disponía respecto a las 
sensoriales y las sensitivas, circunstancia que ha 
producido grandes dificultades para elaborar 
conceptos coherentes sobre el funcionamiento 
del sistema nervioso, dando pábulo a explica­
ciones o esquemas demasiado sencillos y a elu­
cubraciones desprovistas de posible comproba­
ción experimental. 

Al considerar las referencias clásicas sobre 
regulación respiratoria Pí-Suñer (7) sugirió la 
existencia de quimiorrereptores sensibles a las 
diferencias de concentración local del COo y del 
P O O M circulante proponiendo una explicación 
dual, centrogénica y reflexogénica, para los es­
tímulos determinados por el ( X ) 2 . Las aferen-
cias químicas surgirían principalmente del área 
pulmonar y serían transmitidas a los centros por 
los nervios vagos (8, 9). Heymans (10) precisó 
de manera impecable la localización y el fun­
cionamiento de las zonas quimiosensibles de los 
grandes vasos y de otras regiones cardiopulmo 
nares, negando imjxmancia a otras aferencias 
que no reunieran los requisitos de las zonas des­
critas (11, 12). Estos requisitos aparecen for­
mulados por Dawes y Comroe (13) y recibie­
ron la aquiescencia de muchos otros investiga­
dores de reconocido prestigio (14, 15, 16, 17). 
Sin embargo, otros enfoques del problema (18) 
permitieron señalar amplias lagunas en su plan­
teamiento general. El aserto de Volkmann (19) 
al postular la existencia de una quiminsensibi-
lidad distribuida por todo el cuerpo, cobró nue­
va actualidad y nos hizo patente la añeja afir­
mación de Ranson (20) cuando decía que "el 
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t c i iu o respiratorio hállase conectado con todos 
los nervios aferentes, craneanos y espinales". 

Precisamente en un momento álgido de esta 
controversia no resuelta se realizó la serie de 
experimentos que voy a relatar. 

Con anterioridad señalé los efectos tle los 
estímulos asfícticos sobre los órganos nerviosos 
cefálicos (21) y de las inyecciones hipertónica* 
de glucosa (22) al tratar de constatar la exis­
tencia tle una presunta sensibilidad específica 
en los centros nerviosos superiores (23, 24), a 
los altos niveles glucémicos. Me pareció de al­
gún interés aplicar estímulos semejantes en ór­
ganos somáticos perfundidos y conectados con 
el tronco a que pertenecen a través tle sus ner­
vios. De esta suerte podríamos recoger alguna 
información acerca tle la naturaleza de las afe-
rencias fraguadas en sus elementos componen­
tes y de su integración en los procesos generales 
tlel organismo. 

MAIIHIM V M I IODO 

Voy a referir los resultados obtenidos en 6 experi­
mento* realizados en pares de perros. En cada una de 
las parejas, el de menor tamaño, actuaba como perro 
transfusor tle la extremidad del perro de más peso «pie 
dispusimos como receptor. Ambos eran sometidos a la 
anestesia con sol. de cloralosa al 10% inyectando 10 a 
11 CnV por vía endovenosa y Kg de peso. El perro A 
(transfusor) perfunde mediante una de sus arterias ca-
róiidas la a. femoral del peno B (receptor), la circula­
ción de retorno de la extremidad perfuudida se reali/a 
por la conexión de la vena femoral a la vena carotídea 
interna del A. 

I'na vez establecida la anastomosis vascular entre el 
perro A y la extremidad del perro B, se comprueba el 
normal funcionamiento de la misma, para proceder in­
mediatamente a la separación quirúrgica de la extremi­
dad perfuudida, la cual queda unida al tronco del B 
por el fémur y los nervios ciáticos. 

En el tronco del animal B se obtuvieron los registros 
mecánicos de presión arterial y de respiración para ob­
servar las eveniuales modificaciones que pudieran pro­
ducirse en aquéllos por las distintas maniobras o alte­
raciones en la extremidad neural-peí fundida. 

1.a extremidad perfuudida fue objeto de los siguien­
tes ensayos: 

a. Oclusión temporal de los vasos nutricios. 
6. Periodos de asfixia por oclusión de vias respiratorias 

en el perro A, irrigando la extremidad perfuudida 
COK sangre asfíctica, 

c. Inyecciones hipertónicas de glucosa al .10% en la 
arteria femoral de la extremidad perfuudida. 

il. Inyección arterial en la extremidad perfuudida de 
sangre pura o diluida al 50% en suero fisiológico 
saturadas con ( <),. 

e. Inyección en la arteria de la extremidad neural de 
sol. de ácido láctico al 1,5%. 

ta* determinaciones de reserva alcalina consignadas 
en algunos experimentos fueron realizadas con el método 
V. Slykc. el p l l fue determinado con potenciómetro de 
Beckman y las determinaciones de CO, mediante téc­
nica directa. 

A continuación y en el orden que fueron realizados 
transcribimos los datos de los experimentos, 

Experimento I 

(-1-1966. 
Perro A. dador. 10 kg. 110 cm* sol. cloralosa Merck. 
Perro B. receptor (extremidad perfundida). 16 Kg; 160 

cm' sol. cloralosa. 

17 h Anestesia. 
17 h 15 min Preparación de la extremidad neural per-

fundida. 
17 h 20 min Pinzamicnto de la vena femoral de la ex­

tremidad perfuudida. (\o se observa modi­
ficación resp.). 

17 b SO min Asfixia 55 seg por oclusión tráquea en el 
peno dador. Ligera respuesta refleja ríe la 

extremidad perfundida R. A. 02 pll 7.25 (s. 
art.) 

17 h !' min Inyección arterial en la extrem. perfundida 
de 15 cm* sol. glucosa al 30% en 20 seg 
respuesta respiratoria aumento pr. art. en 
receptor. R. A. 64 pH 7.4 (s. v.) 

17 b 55 min Inyección arterial 10 cm* ácido láctico 1.5% 
en 20 seg respuestas circulatoria y respira­
toria semejantes a las obtenidas con glucosa 
hipertónica. i< A. 48 pH 6,3 (t. v.) 

18 h 10 min Asfixia dador 25 seg por oclusión tráquea: 
No se registra respuesta R. A. 64 pll 7..1 
(«. v.) 

18 b 80min Muere el peno dador y no se advierte res-
puesla apreciadle en la extremidad ¡K-rfilu­
dida. 

18 h 35 min Sección del nervio ciático de la extremidad 
perfundida respuesta respiratoria y circula­
toria en el perro B. 

Experimento II. 

12 1-1035. 

Perro A dador. II Kg. 125 cm* sol. cloralosa Merck. 
Perro B receptor. 13 Kg, 150 cm" sol. cloralosa. 

16 h 30 min Anestesia. 
16 h 40 min Preparación de la extremidad neural. 
16 h 45 min Pinzamicnto vena extremidad perfundida 

30 seg (No se observa respuesta). 
R. A. 64 pH 7.46 (s. d.) 

16 h 55 min Inhalación (O , puro al dador 30 seg res­
puesta respiratoria y circulatoria. 

R. A. 60 p l l 7.11 (s. d.) 
17 h 15 min Inhalación CO a puro al dador 30 seg res­

puesta circulatoria, muy parecida a la pre­
cedente R. A. 62 pH 7,23 (s. d.) 

17 b 30 min Inyección arterial en la extremidad perfun­
dida, de 10 cm* sol. glucosa 30% en 15 seg: 
respuesta más ligera que la anterior. 

17 h 15 min Inyección arterial 10 cm* sol. ac. láctico 
1,5% en 10 seg respuesta respiratoria y cir* 
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dilatoria (hipotensión) R. A. 47 pH 4.22 (s. 
ext.). 

1H h 1 , 1 1 ni ni Sección nervio ciático produce respuesta se-
mcjante a la de la inyección de ac. láctico 
(hipotensión). 

18 h 10 mili 10 cm* ac. láctico 1,5% arterial (no pro­
duce ningún efecto). 

Experimento III. 

22-1-35. 

Perro A dador. 9 Kg. 100 cm1 sol. cloralosa. 
Perro H receptor, (extremidad |K'rfundida) 16 Kg. 175 

cm" sol. cloralosa. 

10 h 00 mili Anestesia. 
16 h Mi IIIIII Preparación extremidad perfundida pH 7.32 

sang. art. dador. 
16 h 15 min Dador respira CO, |fi seg respuesta respira­

toria discreta en el receptor respuesta cir­
culatoria (hipotensión) pH 6,67 (s. d.) 

16 h 25min Piu/amiento vena femoral en la extremidad 
jH-if. 55 seg al persislir el piíuanüciito l i ­
geras respuestas que van desvaneciéndose. 

16 h 35 min Inyección arterial de 15 cm" sol. glucosa 
30% 15 seg respuesta respiratoria y circu­
latoria (hipoteiiHión). 

16 h -15 min Dador respira ('.O, 50 seg respuesta respi­
ratoria y circulatoria menos evidente cpie 
en la prueba 16 h 15 min pH 6.31 (s. d.). 

16 h 55 min Inyección 15 cm" sol. glucosa 30%. 15 seg 
|MK.I respuesta. 

17 h 10 min Inyección arterial 15 cm1 sol. ac. láctico 
1,5% 5 seg ligera respuesta respiratoria, res­
puesta circulatoria más evidente (hipoten­
sión). 
Al repetir otros estímulos con iguales con­
centraciones que los precedentes se obtienen 
respuestas cada ve/ menos claras. 

Exftfiimrnla IV. 

26-1-35 

Perro A dador. 9,5 Kg. 105 cm" sol. cloralosa. 
Perro II receptor, (extremidad perfundida) 14 Kg. 150 

cm*1 sol. cloralosa. 

16 h 15 min Anestesia. 
16 h 30 min Preparación extremidad perfundida. 
16 h 35 min Pin/amiento vena femoral extremidad per-

fundida 45 seg no hay respuesta. 
16 h 40 min Inyección arterial 20 cm" sangre sal. CO, 

30 seg pH 62. No se advierte respuesta. 
16 h 44 min Inyección arterial 40 cm" sangre sat. CO, 

65 seg pH 6,2. Respuesta respiratoria ligera 
y circulatoria más acusada. 

16 h 56 min Inyección arterial 16 cm" sol. glucosa 30% 
en 20 seg respuesta respiratoria ligera y cir­
culatoria más amplia. 

17 h 10 min Inyección 40 cm1 sangre saturada CO, 25 
seg pH 62. Respuesta más evidente que en 
la prueba anterior con la inyección más 
lenta. 

17 h 16 min Inyección 8 cm" sol. ácido láctico al 1,5% 
en 10 seg. Respuestas más rápidas y acusa­
das que en las pruebas anteriores. 

Experimenlo V. 

9-11-35. 

Perro A (dador) 12 Kg, 120 cm" sol. cloralosa. 
Perro B (receptor extremidad perfundida) 15 Kg 160 

cm1 sol. cloralosa. 

17 h 10 min Anestesia. 
17 h 15 min Preparación experimento. 
17 h 25 min Pin/amiento vena femoral extremidad per-

fundida no hay respuesta. 
17 h 30 min Inyección 20 cmB sangre saturada CO, 15 

seg no hay respuesta. 
17 h 35 min Inyección 20 cm" sol. glucosa 30% en 30 

seg respuestas claras respiratoria y circula­
toria. 

17 h 50 min Inyección 100 cma sol. sangre saturada CO, 
en 80 seg (40 cm" sangre 60 cm" suero fisio­
lógico) pH 6.42. Respuesta respiratoria y 
circulatoria. 

18 h 10 min Inyección 5 cm" sol. glucosa 30% en 20 seg 
respuestas muy claras. 

IKh 12 min Sección nervio ciático. Respuesta circulato­
ria y respiratoria. 

18 h 20 min Inyección 15 cm" glucosa 30% cu 20 seg 
no hay respuesta. 

18 h 25 min Inyección 20 cm" glucosa 30% en 25 seg 
no hay respuesta. 

Exprrimrnlo VI. 

26-11-35 

Perro A dador 11 J> Kg. 120 cm" sol. cloralosa. 
Perro B receptor (extremidad perfundida) 13 Kg, 140 

cm' sol. cloralosa. 

16 h 30 min Anestesia. 
16 h 45 min Preparación perfusión. 
16 h 46 min Pinzamieuto vena femoral extremidad per-

fundida 30 seg ligera respuesta respiratoria. 
16 h 55 min Inyección arterial en la extremidad perfun­

dida 40 cm" sangre saturada CO, pH 6.34 
en 45 seg respuesta respiratoria discreta y 
circulatoria más clara. 

17 h 10 min Inyección arterial 20 cm' sol. glucosa »0% 
en 10 seg respuestas circulatoria y respira­
toria amplias y claras. 

17 h 15 min Inyección arterial 20 cm' sol. ácido láctico 
pH 2.91 en 10 seg respuesta respiratoria am­
plia y circulatoria ligera. 

17 h 20 min a 
17 h 30 min Se repiten las inyecciones de glucosa 30% 

y de ac. láctico sin obtener respuesta. 

COMKNTARIOS 

Los experimentos que acabo de reseñar son 
susceptibles de varias objeciones, algunas de las 
cuales deseo poner de manifiesto: en primer 
termino, teniendo en cuenta el vasto campo (pie 
nos aventuramos a explorar, el programa ex¡>c-
l imc i i i . i l fue insuficiente y el n ú m e r o de obser-
vacoines escaso. Por otra parte los experimentos 
agudos bajo anestesia, insustituibles en muchos 
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casos, son poco adecuados cuando se trata de 
estudiar fenómenos sensitivos o sensoriales, pues 
estos aparecen velados por la acción de las sus­
tancias narcoti/antes, que afectan no sólo los 
umbrales excita torios de los receptores en gene­
ral sino también la conducción y organización 
de las señales transmitidas. los métodos de es­
timulación empleados, al actuar de manera di­
fusa, sobre órganos muy complejos como son los 
músculos, sembrados de receptores y terminaci 

Fig. 1 .-Experimento I. Asfixia porro A. Respuesta respi­
ratoria tronco II. 

nes sensitivas, determinan aferencias muy varia­
das que se superponen y permiten diversas ex­
plicaciones que es menester analizar, como lo 
han hecho después otros autores, con técnicas 
más afinadas. Además, los primeros resultados 
obtenidos fueron poto significativos, los que si­
guieron hubieron de apartarse demasiado de la 
normalidad y suscitaron otros problemas que 
era preciso resolver con nuevas experiencias. Y 
para terminar, aunque los efectores utilizados 
fueron elegidos deliberadamente responden a 
estímulos muy disimilares (20, 41). Sin em­
bargo muchas de las deficiencias experimenta­
les y de las incógnitas advertidas, que me indu­
jeron a relegar la publicación de estas observa­
ciones, ya han sido resueltas, en el largo lapso 

que las separa de su publicación, con directri­
ces semejantes a las que inspiraron nuestro pro­
grama inicial. 

El pinzamiento de los vasos nutricios de la 
extremidad perlundida no produce en nuestros 
experimentos respuestas perceptibles en el tron­
co B, en los tiempos que se produjo la obstruc­
ción. 

1.a asfixia por obstrucción de las vías respi­
ratorias del perro dador A, produjo al |>enetrar 

Fig. 2.-experimento II. Efectos de la inhalación de ( O 
en el perro A. sobre las aferencias de la extremidad per-

fundida del R, registradas en el tronco del R. 

la sangre asfíctica en la anastomosis vascular 
una respuesta discreta en la ventilación de B 
(Fig. 1). Kn los ex|>cnmentos siguientes renun­
ciamos a la |>erfusión con sangre asfíctica y la 
sustituimos con inhalaciones de (.<>•. en el ]>erro 
dador (Figs. 2 y 3) o inyectando en la arteria 
de la extremidad perfundida cantidades de san­
gre saturada con CO s o diluida al 50% en sue­
ro fisiológico saturando la mezcla también con 
COo (Fig. 4). Los experimentos administrando 
CO;¡ al perro dador dieron lugar siempre a res­
puestas positivas (Exps. II y III). Las inyeccio­
nes de sangre saturada con CO a dieron resulta­
dos contradictorios, pues en el mismo experi­
mento pudimos obtener respuestas claras y de­
jamos de obtenerlas (Exps. IV y V) sin que acer­
temos a dar explicación satisfactoria al hecho. 
La sangre diluida con suero fisiológico y satura­
da con C-()2 dio la respuesta registrada en la 
Fig. 4 del Exp. V. 

Las soluciones hipertónicas de glucosa al 
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3()"¡, produjeron invariablemente respuestas po- respuesta ventilatoria y la variación del p H , 
sitivas de las que entresacamos un ejemplo (Fig. pues en la Figura 4 (perfusión con sangre d i lu i -
5) . En el experimento III la respuesta circuíalo- da en sol. i sol ó nica, sal. con C O a p H f>,42) las 
ria fue de h ipo tens ión . respuestas son tan amplias como en las obser-

Las inyecciones hu í arteriales de ácido lácti­
co al 1.5% se tradujeron en respuestas cir­
culatorias variables; normotensivas, h i jxr tcn-
sivas e h ipo ten i iva í (Figs. t> y 7) . La sección tic 
los nervios ciáticos, como era previsible, supri­
me totlas las aferenc ias de la extremidad neural. 
En la Figura 7 se registran los efectos de la sec­
ción de los nervios sobre la respiración y la 
presión arterial tlel perro B. E n todos los ex is ­
timemos pnxt-dimos a la sección de los nervios 
para comprobar después ton nuevos est ímulos 
(pie no existía conexión de la extremidad jx?r-
iundida en el tronco del perro II. 

Fig. 4.—Experimento V: Efectos de la sangre saturada de 
i <) y diluida cu relación 1:2 con suero fisiológico, in­

yectada en la anecia de la anastomosis vascular. 

vacias con las inyecciones de ac. láctico y glucosa 
h iper tón ica . 

Los experimentos con CO¡¡ resultaron, a nues­
tro entender por menos perturbadores, los más 

Fig. 3.—Experimento III: Efectos de la inyección en ar­
teria de 15 un 1 de sanare salitrada de Ctìs de la extre­

midad perfilndida del perro R, 

Como es dable apreciar con la lectura de las 
gráficas, las respuestas muestran ira/os poco uni­
formes. E l t ipo tic respiración difiere de unos 
animales a otros y lo mismo suele acontecer con 
su reactividad. Sin embargo las respuestas a las 
soluciones h iper tónicas de glucosa y a las hi­
pertónicas de suido láctico fueron siempre muy 
evidentes lo que denota una par t ic ipación ge­
neralizada tle ti|x> nociceptivo tic textos los ele­
mentos sensitivos de la extremidad perfundida. 

Considero tle interés hacer notar que no pa­
rece existir una relación cuantifitable entre la 

Fig. Ti.-Experimento V I : Efectos de la inyección de glu­
cosa al 30% en la arteria «pie perfunde la extremidad 

del perro II. 

expresivos desde el punto de vista fisiológico. 
Pero recordemos ahora otros trabajos más . re­
cientes. 
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Leget y Legouix (25) trabajando en anfi­
bios observan la extremada sensibilidad de los 
nervios periféricos a las concentraciones de C 0 2 , 
esta receptividad difiere de unos nervios a otros 
al parecer sin relación con su estructura histo­
lógica. E l ciático popl í teo externo muestra una 
sensibilidad al C O - que lo aproxima a la que 
presentan los quimiorrcceptores es|>ecíficos. 
Aducen la opin ión de Lorcntc de Nó (2<>) que 

pueden atribuirse indistintamente al es t ímulo 
de los presorreceptores de los vasos femorales, 
a los receptores de estiramiento de los músculos 
y articulaciones o a receptores algógenos. Thes-
leff( 2Í)) estudia el problema de la sensibilidad 
muscular mediante la técnica de la desnerva-
ción y observa las mixtificaciones subsiguientes 
de la excitabilidad, de la receptividad y del me­
tabolismo en relación con el funcionamiento 

^ 

Fig. 6.—Experimento VI. Kfectos producido* cu la extre­
midad JK i iiiiirini.i del perro H. por la inyección arierial 

de 20 CTO* sol. Acido láctico al 1.5%. 

atribuye al ('.< >_. una función en el mantenimien­
to del potencial de membrana, necesaria para la 
actividad de ciertos procesos metabólicos, G r o 
dins (27) analizando los factores que regulan 
la respiración durante el ejercicio, postula la 
existencia de estímulos ventilatorios de igual po 
tencia a su equivalente metabólico, pero inde­
pendientes, por distintos, de los efectos a t r ibuí-
bles a otras modificaciones humorales .p(.()_. 
H * y p 0 2 ) que intervienen en el aumento de 
la ventilación. Estos est ímulos que actúan de 
manera aditiva podr ían ser, además de quími­
cos, térmicos y neurales (teoría de factores múl­
tiples) . Aviado y Schmidt (28) después de un 
estudio sistemático de las aferencias proceden­
tes de los receptores de estiramiento en los va­
sos periféricos acepta la interpretación que Fol-
kow da para los cambios locales y consideran 
que los efectos reflejos que, por ejemplo, produ­
ce la veratridina inyectada en la arteria femoral, 

Fig. ".—Experimento ií. Efectos producidos en el i ronco 
de it por inyección arierial en la anastomosis vasculat 
AB. de 10 cor de solución ácido láctico al 1,5%. A con­
tinuación efectos producido* en el tronco B al seccional 

el nervio ciático. 

neural. Gutmann (30) observa las reacciones 
metabólicas consecutivas a la desnervación y a 
la reinervación de los músculos, señalando las 
conexiones existentes entre los cambios de sen­
sibilidad química a los transmisores y la pér­
dida o restitución del control trófico neural. 
Paintal (31) analizando las aferencias en múscu­
los de mamífero sugiere que los presorrecepto­
res pueden ser excitados por una gran variedad 
de estímulos químicos nociceptivos. lggo (32) 
considera los estímulos químicos como inespe-
cíficos, pues advierte que pueden activar todas 
las aferencias musculares incluyendo los husos. 
H n i k (33) añade a las observaciones de Gut­
mann que la deseferentación de los músculos de­
termina un aumento de la actividad aferente 
muscular por procesos complejos determinados 
por la atrofia del músculo. La porte y col. (54) 
identifican las variaciones reflejas de la presión 
arierial consecutivamente a la excitación de las 
distintas fibras mielínicas (grtq>os i , II y III) y 
amielínicas llevando éstas especialmente la in­
formación nociceptiva. Bessou y col. (35) obser­
van vocalización refleja consecutivamente a la 
excitación química de los nervios paravascula-
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res (bradikinina, acetilcolina y cloruro potási­
co) del gastronemio del ¡ierro. Dejours (3<i) ex­
cluye la existencia de quimiorreceptorcs especí­
ficos en las extremidades aisladas vascularmen-
te, por su comportamiento en condiciones tle re­
poso, actividad, isquemia o irrigadas con sangre 
asfíctica, pero admite que esta falta de quimio-
cejxrión específica no rechaza la posibilidad de 
que ciertos cambios químicos locales puedan au­
mentar la receptividad tle los mecanorrecepto-
res cuya estimulación durante el movimiento 
de las extremidades provoca cambios reflejos tle 
la ventilación (37). Utilizando la técnica tle 
perfusión triple (38) Kao demuestra que cuan­
do la cabeza tlel perro neural se mantiene en 
isocapnía su ventilación aumenta durante el 
ejercicio en igual proporción que la de los pe­
rros intactos sometidos a idéntica situación; con­
sidera que la presión mecánica de los músculos 
al contraerse puede ser uno de los factores neu-
rogénicos que afectan la ventilación durante la 
actividad muscular y adopta la denominación 
de "ergorreceptores" para las complejas aferen-
cias procedentes tic los músculos, durante el tra­
bajo las cuales provendrían no sólo de los meca-
norreceptores sino también de las terminaciones 
libres, aunque en sus propios experimentos no 
encuentra respuesta peí fundiendo el tren pos­
terior del peno neural con sangre hipercápnica 
procedente tlel perro dador. Arnoultl y col. (39) 
con preparaciones tle pulmón vasttilarmente 
aislado obtienen respuestas respiratorias hacien­
do inhalar a los animales tle experimentación 
mezclas gaseosas diversas. García Ramos (40) 
señala la importancia de las aferencias del tri­
gémino en la integración tle la actividad respi­
ratoria. Widdicombe (41) en un loable esfuer­
zo de armonizar los hechos que se van estable­
ciendo, con la ortodoxia dominante de atribuir 
la quimiocepción al funcionamiento de recepto­
res morfológicamente dilerenciables, describe, 
sólo en el pulmón, siete modalidades distintas 
de terminaciones nerviosas para llegar a la con­
clusión de que "existen suficientes tipos de re­
ceptores para explicar una multiplicidad de re­
flejos". Carpenter (42) describe una estrecha si­
militud entre el comportamiento de las libras 
de los nervios periféricos aislados y ciertas neu­
ronas tle la formación reticular bulbar ante el 
C0 2 . El cambio de concentración de CO a sea 
de procedencia exógena o producido en las cé­
lulas, ejerce efectos generales sobre la membra­
na de las neuronas y sobre las terminaciones 
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nerviosas periféricas. Actúa también a nivel de 
las sinapsis e interviene el metabolismo neural 
cambiando los umbrales excitatorios a través de 
acciones qtiímicas antagonizantes del citrato en­
dógeno. Chala/onitis (43) considera que la qui-
minsensibilidad planteada en términos de con­
versión quimiocléctrica sustentada ¡>or cambios 
tle pCO*, pCX, y (H-), aparece como una pro­
piedad muy generalizada de la membrana neu­
ral y así pequeños cambios de pGQa y de pO* 
controlan la excitabilidad sináptica, y, con ella, 
los ritmos reflejos. 

Encontramos particularmente sugestivos los 
efectos que siguen a la isquemia tle los múscu­
los tlesenferentizados, en el gato, que determinan 
supresión refleja tle la actividad tónica tle las 
células motoras tlel asta anterior corres|>ondien-
te (16). Las células tónicas a, normalmente po­
tenciadas por estiramientos breves tlel músculo, 
no responden durante la isquemia tlel mismo 
aunque persista el estiramiento. Este período de 
supresión refleja tle la actividad de las neuronas 
tónicas coincide, ton frecuencias máximas en la 
descarga de los husos musculares, liean (44), en 
perros anestesiados con jxmtotal sódico, ocluye 
arteria y vena de asas intestinales completamen­
te aisladas a excepción tle sus conexiones neu* 
rales, y observe un aumento pasajero de la res­
piración; la liberación tle los vasos reproduce 
un nuevo efecto respiratorio que atribuye a la 
probable irrupción de metabolitos a la circula­
ción general. Duda (45) obtiene por excitación 
del cabo central del esplácnico efectos facilitado­
res sobre las descargas monosinápticas de la mé­
dula espinal e inhibidoras de las polisinápticas. 
Según Calma y Kidd (47) en gatos anestesiados, 
la inyección intrarterial de adrenalina produce 
aumento tle las descargas en los husos muscula­
res y disminución local tlel flujo sanguíneo. La 
oclusión de los vasos sanguíneos que irrigan los 
músculos produce electos semejantes. Estos efec­
tos de la adrenalina se han puesto de manifies­
to en muchos otros receptores que no es nece­
sario reseñar aquí, aunque sí debo recordar la 
valiosa contribución realizada |x>r un grupo de 
investigadores del Departamento de Fisiología 
de nuestra Facultad tle Medicina (48) estudian­
do las i tuiciones de los receptores olfatorios, gus­
tativos y visuales. También se han conseguido 
progresos notables en el seguimiento de las lo­
calizaciones tle estas aferencias en los centros 
nerviosos. Mountcastle y col. (49) han localiza­
do las aferencias producidas mediante estimula-
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ción mecánica ligera del periostio, de las mem­
branas internas, del tejido conectivo peritendi-
noso y de las cápsulas articulares tlesjx?llcjadas. 

Las referencias que acabo de comentar son, 
necesariamente, parciales, ya que la bihliogra-
fía sobre este particular es muy copiosa, como 
es dable apreciar en las revistas de conjunto que 
he citado (ti, 11, 13, 14, 28, 36, 41), acompaña­
das con abundante bibliografía, de cuya atenta 
lectura se obtiene una visión favorable a nuestra 
hipótesis inicial. 

Así Fenn (50) al dar comienza a las tareas 
tle un Symposium sobre Regulación tle la Res­
piración, exhorta a los participantes a que reco­
no/can la complejidad de los problemas que 
van a tratar y advierte que el control tle la res­
piración no puede reducirse a sencillos esquemas 
tle mecanismos reflejos, sino que debe conside­
rarse más bien como un intrincado problema 
conductual. La magnitud tle la ventilación de­
pende de múltiples y cambiantes necesidades 
corporales que dan origen a una enorme varie­
dad de impulsos aferentes, y consitiera uno tic 
los factores más importantes el índice metabó-
lico general. Las concentraciones tle C 0 2 endó­
geno, en cualquier región orgánica en actividad 
donde se prcxluztan, aumentan la ventilación 
hasta que se restablecen las condiciones de equi­
librio. 

Remo/a el ánimo comprobar que el trabajo 
científico, cuando la tesis inicial es certera, pre­
senta un encadenamiento provechoso y una alen­
tadora continuidad. 

R K S U M K N 

Las aferencias suscitadas |x>r cambios físicos 
o químicos en la sangre circulante a través de 
una extremidad neural aislada vascularmente y 
|x?rlundida, determinaron respuestas respirato­
rias y circulatorias en el tronco del ¡x r̂ro recep­
tor B. 

Las respuestas respiratorias y circulatorias 
más enérgicas y constantes fueron determinadas 
por las soluciones concentradas de glucosa. Si­
guen en orden de efectividad los cambios súbi­
tos del pH exógeno. 

La acción del CO;» exógeno muestra, en nues­
tros experimentos, respuestas menos abruptas 
tpte las producidas por los estímulos anteriores 
y en ellos se restablece más pronto la normali­
dad de los registros grafitos. 

Se comentan las recientes investigaciones en 
este campo que vienen a reforzar la hipótesis 
de aferencias tróficas en la integración del fun­
cionamiento corporal. 

Si'M MARY 

Previous studies showed that the somatic 
afferent information is very complex. Cross-cir­
culation experiments in anesthetized clogs in 
which the hind limb of a "neural" animal was 
|x?rfussed from the circulation of a second or 
"humoral" dog, found respiratory ami circulato­
ry reflex responses lor intraarterial injection of 
hy|x?rtonic solutions of dextrose, lactic acid and 
asphictic or hypertapnjc blood, in the perfussed 
limb. 

Ventilation is incrcussed in the "neural" dog, 
this being most evident with hypertonic solu­
tions of dextrose and lactic acid. The asphictic 
bhxxl and hypercapnic blood produce! the same, 
but slower, effects. 

Comments are made of the implications of 
these exjxîiiments with recent advances in exis­
tent relations of local physical, chemical or me­
tabolic changes with activation of the respira­
tory centers. 
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EL MÉTODO DE LAS DENSIDADES LIMITES DE LOS GASES PARA LA 
DETERMINACIÓN DE PESOS MOLECULARES Y ATÓMICOS 

por 

M A R Í A T E R E S A T O R A L , 

Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, I. I'. N. 
Departamento de Biofísica, 

y l .imitad de Ciencias Químicas. U . N. A . M., 
México. 1). F . 

I N T R O D U C C I Ó N 

En los comienzos de nuestro siglo se realizó 
un gran esfuerzo dir igido a la de te rminac ión de 
pesos moleculares y atómicos por medio de las 
densidades de los gases, pero las técnicas ut i l i ­
zadas durante el primer lustro no pe rmi t í an lle­
gar a una precisión superior a 1:10 (KM), a tenias 
luces insuficiente si se p re t end ía llegar a la mis­
ma exactitud en los pesos a tómicos buscados, 
ante todo en l o que concierne a los |>esos ató­
micos llamados fundamentales. Sólo a partir de 
1930 llegaron a introducirse en la determina­
ción de los datos necesarios —esto es, presión, 
temperatura^ pesada, compresibilidad, que nos 
permiten el cá lcu lo de los pesos moleculares y 
atómicos— refinamientos de técnica que permi­
tían alcanzar una precisión de 1:100000) 0 sea 
diez veces mayor, con lo q u é era posible calcu­
lar los pesos moleculares de modo verdaderamen­
te satisfactorio. 

E n la r e u n i ó n de especialistas convocada en 
Neuchátel en diciembre de 1937, por el Insti­
tuto de Cooperac ión Intelectual, en relación con 
las Uniones Internacionales de Química y de 
Física, se llegó por primera vez a un acuerdo so­
bre la necesidad de establecer las condiciones 
normales y las técnicas de elección a que h a b r í a 
que atenerse para obtener resultados compara­
bles y cuya precisión fuera la suficiente para el 
cálculo de pesos moleculares exactos. 

La tarea a realizar era verdaderamente enor­
me a petar del trabajo considerable ya realizado 
hasta esa fecha, pues gran n ú m e r o de resultados 
sólo ¡xKlrían conservarse a t i tulo de informa­
ción, dado que no obstante el gran cuidado pues­
to por los investigadores en la preparac ión de 
los gases puros, las precauciones tomadas en lo 
que se refiere a las constantes fisicoquímicas, y 
muy en especial en la de te rminac ión de las den­
sidades ;t presiones inferiores a una atmósfera, 
al igual tpie la in te rpre tac ión de los resultados, 
no hab ían sido bastantes en la mayoría de los 
casos. Así, al revisar las determinaciones de la 

densidad de gases, se puede confirmar con fre­
cuencia que fueron hechas sin atenerse a las nor­
mas debidas y sin tomar las precauciones desea­
bles en lo (¡ue concierne a las medidas de pre­
sión, temperatura, etc., |>or lo que los resulta­
dos son casi inuti i i /ablcs. 

En cuanto a la ley de compresibilidad, la 
bibliografía es asaz copiosa, pero con todo no ha 
contribuido mucho al avance de este problema 
y aun puede decirse que ha dado origen a con­
fusiones lamentables ¡x>r no haberse tenido en 
cuenta los principios rigurosos en que se basa 
la apl icación de esta ley. 

Y unas ¡xxas palabras acerca del ¡lorvenir del 
método de las densidades límites. E n esta reco­
pilación puede verse cpie desde hace doce años 
los investigadores parecen haber renunciado a 
emplearlo. N o obstante, en lo que concierne a 
la importancia de este ti|>o de mediciones, sigue 
siendo considerable, pues a pesar de los progre­
sos de la espectroscopia de masas y otros méto­
dos físicos de medic ión , los resultados de las me­
didas físicas convertidos a la escala química son 
confirmados |x>r los resultados de las medidas 
fisicoquímicas, sin (pie los resultados de éstas 
puedan ser desplazados n i remplazados ]>or los 
resultados puramente físicos. 

D E T E R M I N A C I Ó N DK L A DENSIDAD ( M A S A D E L 
LITRO) E N CONDICIONES N O R M A L E S 

Entre los mé todos llamados fisicoquímicas 
para la revisión de pesos moleculares y atómi­
cos, métodos establecidos ya a finales del siglo 
X I X por A . Lctluc (método de los volúmenes 
moleculares), D . Bcrthclot (método de las den­
sidades límites) y Ph . A . Guye (método de las 
constantes cr í t icas) , el mé todo de las densidades 
límites, de D. Herthelot es el único que se basa 
sólo en datos experimentales, sin recurrir a hi­
pótesis n i datos auxiliares, y el que se formula 
de la manera m i s simple y lógica, por extrapo­
lación de datos directos, sin recurso a las iso­
termas pxi para deducir el coeficiente de tom­
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presibil idad. Este es el m é t o d o seguido en la 
"escuela de M a d r i d " , d i r ig ida por él Prof. Dr . 
E. Moles, nuestro maestro, que fue recomendada 
en la citada r e u n i ó n de Neuchá tc l como "escue­
la internacional para la d e t e r m i n a c i ó n fisicoquí­
mica de j>esos moleculares y a tómicos" . 

L a d e t e r m i n a c i ó n de la densidad normal exi­
ge conocer las siguientes magnitudes: 
volumen (calibre de los aparatos de m e d i c i ó n ) ; 
presión (de l lenado del gas) ; 
pesada (del gas objeto de estudio, del p a t r ó n 

( o x í g e n o ) , del agua de calibrado de los re­
cipientes. 

Volumen (calibrado de matraces y volúmetros) 

E l calibrado de matraces, así como de todos 
los recipientes de volumen suficiente; se deter­
mina siempre |X>r pesatla de los recipientes va­
cíos y llenos de agua bidestilada, recién desga­
sificada y tomada a 0 o . Para los detalles de esta 
ope rac ión se remite al lector a los trabajos efec­
tuados en M a d r i d por E . Moles y col . , cuya cita 
bibl iográfica se tía al f inal de esta c o m u n i c a c i ó n . 

La pesada de los matraces vacíos y llenos se 
repite varias veces. 

Para pasar del peso hallado al volumen es 
preciso tener en cuenta dos correcciones: 

a) corrección aditiva, por la diferencia de 
la densidad del agua a 0 o (0,999868) y la den­
sidad ss 1: 

- f 0,000132 X P 
en que P es el peso del agua hallado. 

b) una corrección sustractiva, por el empu­
je del aire sobre las pesas. Si se acepta que el 
aire en M a d r i d a 705 m m y a 18° tiene en pro­
medio un peso de 0,001125 g por m i , la correc­
ción es: 

P 
-0,001125 == -0,000132 X P 

8,5 

correcciones, que aunque en las condiciones da­
das son iguales y de signo contrario, es preciso 
tener en cuenta en función de la p res ión y la 
temperatura. 

C o m o ejemplo de la precisión de esta deter­
m i n a c i ó n del volumen, damos el peso de un 
matraz, determinado por el Prof. Moles durante 
su exi l io en Par ís : 

Media 
Matraz 2 228 268 g 2 228,271 ± 0,0035 esto es 

2 228 275 g ± i , 5 x HM 

una precis ión de u n orden diez veces mayor que 
el necesario. 

Contracción de los recipientes vacíos.— Los 
matraces y los recipientes util izados como volú­
metros sufren por la acc ión del vacío interior 
una cont racc ión más o menos importante según 
el espesor de las paredes, con t racc ión que ha 
sido l lamada "con t racc ión Rayle igh" . E n un es­
tudio realizado por Moles y Miraval les (1) es­
tos investigadores dedujeron una fó rmula em­
pír ica que da la cont racc ión c en mi por l i t ro : 

c =s v/jv X .15,5 X 10"8 m i , en que v es el 
volumen del recipiente, w el peso del v id r io del 
mismo, fórmula vál ida para todos los tipos de 
vidrio. Esta cont racc ión conduce a dos peque­
ñas correcciones: a) una va r i ac ión en el volu­
men del recipiente, que es proporcional a la va­
r iac ión de la pres ión externa. Esta corrección 
para las presiones más bajas excede de 10 por 
l o que es preciso tenerla en cuenta en el "mé­
todo de presiones l ím i t e s " (del que se h a b l a r á 
más adelante como variante del " m é t o d o de den­
sidades l í m i t e s " ) . 

La segunda corrección />), que es preciso te­
ner en cuenta en el m é t o d o de d e t e r m i n a c i ó n 
tle las densidades l ími tes s egún Regnault (por 
pesada tle los matraces) se refiere a la va r iac ión 
de volumen por el vacío, que afecta al matraz 
y no al contrapeso, lo que tía origen a variacio­
nes p e q u e ñ a s del empuje del aire, que se tradu­
cen en errores en el peso tlel gas determinado y 
que siempre es preciso tener en cuenta. Así, para 
el caso del ox ígeno cuya densidad fue determi­
nada, entre otros, por Moles y Salazar, con ma­
traces de volumen aproximadamente tle 1 l i t ro 
y cuya con t racc ión era tle 0,00018 g / l / a t m , bajo 
0,5 atm, la corrección era de —0,00009 g sobre 
0,71900 g de gas, esto es, de 12 x 10~5 (2). 

Presión 

E n tanto que los investigadores se contenta­
ron con una precis ión tle 10 4 en la determina­
ción de la densidad, era posible leer la pres ión 
en ba róme t ros "en el aire", bien en t á m a r a s a 
temperatura constante o enterrados en estuches 
aislados, provistos siempre de varios t e rmóme­
tros a diversas alturas, tomando la temperatura 
media y sin preocuparse de la tlel depós i to de 
reserva de mercurio, (atando se trata de obtener 
una precis ión de 10 5 en l a d e t e r m i n a c i ó n de la 
densidad, y por consiguiente en la de la pres ión 
como dato parcial, es indispensable que toda la 
masa de mercurio esté a la misma temperatura, 
pues la pr inc ipa l causa de error en la lectura 
de la pres ión es la diferencia de temperatura en 
la columna ba romét r i ca y el depós i to de reserva, 
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puesto tpie una diferencia de 0,1° se traduce en 
una variación de 0,3 mm sobre 7rK) mni. Moles 
y Sala/ar (2) emplearon un artificio en el cual 
jxjr primera ve/, se consiguió tener toda la masa 
de mercurio a la misma temperatura. Moles y 
Toral (3) perfeccionaron este artificio, mante­

les se colocó una escala grabada sobre lámina de 
vidrio planimétrico, con la cara grabada tocan-

. do al barómetro a fin de evitar errores de para­
laje. 

La escala ha de estudiarse en todos los casos 
en relación con un metro patrón, graduado en 

Fig. 1 

niendo a la misma temperatura no sólo la co­
lumna barométrica y el depósito de reserva, sino 
también al manómetro compensador, mediante 
tres baños de agua con ventanas de vidrio, dis­
puestas de tal manera que él agua circulaba con­
tinuamente de uno a otros (véase Fig. 1). Dos 
termómetros colocados a distinta altura en el 
baño del barómetro indicaban cuando se llega­
ba a la igualdad de temperatura, con una pre­
cisión de ± 0,02°. 

La presión se medía sobre manobarómctros 
de mercurio en vidrio totalmente soldado, de 
un calibre mínimo de 18-20 mm, sobre los cua-

milímetros, en un comparador, y también debe­
rá determinarse en cada caso el coeficiente de 
dilatación del vidrio. De este modo, se eliminan 
varios errores, puesto que se trata de medidas 
de longitud entre dos meniscos de forma idén­
tica, esto es, de diferencias entre puntos análo­
gos. 

La lectura se hizo siempre mediante un an­
teojo con foco de 80 cm, provisto de retículo y 
de micrómetro ocular, a fin de poder apreciar 
1/3 de división, correspondiente a 0,003 mm. En 
cada caso se efectúan varias medidas, volviendo 
siempre al equilibrio "per ascensum" para te-
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ner siempre una superficie del menisco muy 
límpida. He aquí algunos ejemplos: 

Oxígeno a 760 mm (Moles y Toral) (3) 

Menisco sup. Menisco-inf. Diferencia 

810,697 41.833 768.864 mm 
810.707 41.840 768.8G7 
810.707 41.835 768.872 „ 

Media 768.868 ± 0.003 
precisión ± 0.4 X IO"1 

Dióxido de carbono a 370 mm (Moles y Toral) (3) 

Menisco tup. Menisco-inf. Diferencia 

613.395 35.617 577,778 mm . 
613,387 35,603 577.784 ,. 
613,372 35.601 577,771 ,. ' 

Media 577.778 ± 0,004 
precisión ± 0,8 x 10 * 

A continuación damos una serie de medidas 
de la altura de los meniscos su|>crior e inferior, 
hechas bajo presiones muy distintas: 

Presión Menisco snp. Menisco mí. 

760 n i ni 0.001 nun 0¡902 nun 
570 „ 0.904 „ 0.904 „ 
475 .. 0.903 „ 0.902 „ 
380 „ 0.907 ,. 0.905 ., 

Estos resultados se confirman siempre que 
se toma la precaución de purificar físicamente 
los gases por borboteo a través del mismo gas 
en estado líquido y filtración a través de uno 
o varios filtros de vidrio poroto (fritado) y de 
hacer las lecturas de los meniscos llegando al 
equilibrio "per ascensum". En casos excepciona­
les, en que el gas ataque al mercurio, es preciso 
recurrir a hacer la lectura en un compensador 
intercalado entre la sección de medida del apa­
rato y el barómetro; este compensador se llena 
con aecitc Apiezon (véase Fig. 1). 

* 

Pesada 

En todos los casos (matraces o volúmetro) 
se ha hecho la doble pesada, utilizando siempre 
contrapesos del mismo material, del mismo volu­
men y de la misma superficie externa que los 
recipientes pesados y convenientemente tarados 
para no tener que utili/ar petas más que del la­
do del objeto pesado. Se pesó en balan/as sensi­
bles a 0,01 mg para cargas de 200 g, que se pro­

tegían con una doble caja y que se hallaban ais­
ladas de manera que no tuvieran vibración. 

Ixis matraces o voltímetros se dejaban en la 
caja de la balan/a durante algunas horas para 
asegurarse del equilibrio de temperaltara. Damos 
algunos ejemplos de )>esadas realizadas en la 
"escuela de Madrid": 

Amoniaco (Moles y Sancho) (4). Serie IV, a I atm 

Ceso en el platillo i/cpiierdo Peso en el piallilo derecho 
3.16369 K 3.16368 g 

A en la media: ± 0.16 X U H 

Oxígeno (Moles y Toral) (3). Serie i l . a 0.5 atm 

Peso en el platillo izquierdo Peso en ci piai ilio derecho 
0.33158 g 0.33159 g 

A en la media: ± 1 5 X 10-» 

Dióxido ele carbono (Motes y Toral) (3). Serie I. a I atm 

l'eso cu el platillo izquierdo Pese» en el platillo derecho 
I.l3l20g 1.13122 g 

A en la media: ± 0.9 x IO"* 

Como puede verse, en todos los casos la pre­
cisión estaba dentro de 1 os l ímites previstos, in-
cluso en el caso menos favorable (presión baja, 
matraz ele pequeño volumen) del segundo ejem­
plo. 

En cuanto a las series completas, he aquí, a 
título de ejemplo, los valores parciales de la 
masa del litro normal de oxígeno, obtenidos a 
presión de 0,5 atm (Moles y Toral), en el mis­
mo caso menos favorable: 

• u 
1,42815 
1,42832 
1,42843 
1.42827 
1.42828 

cuya media general es L„ = 1,4282!) ± 0,00003. 
Las pesadas fueron siempre reducidas al va­

cío. 
Desde 11)32, fecha en que fue inaugurado el 

Instituto Nacional de Física y Química, Funda­
ción Rockefcller Jr. en Madrid, la "escuela de 
Madrid" putlo tener instalaciones modelo des­
tinadas a la determinación de la densidad nor­
mal, muy exacta, de varios gases. Estas instala­
ciones fueron perfeccionadas continuamente y 
se utilizaron hasta 1939, con un éxito plenamen-
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te satisfactorio que pe rmi t ió establecer ciertos 
principios cíe experiencia que fueron seguidos 
con todo rigor: 

a) E l mercurio de los manómet ros nunca 
estuvo en contacto n i con tubos de caucho n i 
con llaves engrasadas. 

b) E l gas puro que ha de llenar el espacio 
sobre la rama corta del ba rómet ro siempre se 
filtró por varios filtros tle vidrio poroso, interca­
lados en la tuber ía correspondiente. 

c) T o d o el mercurio se encontraba siempre, 
al hacer la medic ión tle la presión, a la misma 
temperatura. 

d) Siempre a cont inuac ión del estudio del 
gas se ha hecho el del pa t rón oxígeno en las mis­
mas condiciones, esto es, en el mismo aparato 
y ¡>or el mismo investigador. 

e) L a posición de equi l ibr io de los meniscos 
del m a n o b a r ó m e t r o siempre se efectuó "per as-
censum*', rompiendo y rehaciendo el equi l ibr io 
varias veces y, con las precauciones indicadas en 
a) y b), se pudo siempre tener meniscos de su­
perficie l ímpida y tle la misma altura. 

Temperatura de llenado del matraz con el gas 

Dado que el vaciado y llenado del matraz 
para determinar su volumen se hace a la tem­
peratura tle 0 o , definida como temperatura tlel 
hielo fundente a 1 atmósfera de presión, creí­
mos necesario establecer la constancia de esta 
temperatura al proceder al llenado tlel matraz 
con el gas. 

Pata ello se d e t e r m i n ó con un t e rmómet ro 
Hec lañan el punto de fusión del hielo de agua 
recién destilada. Se pudieron apreciar en la tem­
peratura del hielo fundente diferencias sólo de 
± 0,001°. Así se puede asegurar la constancia 
de temperatura con un error m á x i m o de 0,5 
X 10 \ 

Corrección de adsorción 

A . Leduc, qtiien realizó medidas de densi-
4ktd de gases muy precisas para su época, ya en 
1897 (5), a propósi to de la precisión obtenida 
en las medidas de " la densidad de algunos ga­
ses fácilmente condensables" indicó: "en f in , la 
condensación de los gases sobre las paredes de 
vidrio ha podido ser causa tle un error, cuya 
magnitud es difícil determinar". 

Seguidamente, varios investigadores (6) se­
ñalaron que las medidas de las isotermas de pv 
están afectadas de una causa tle error por el he­

cho de la adsorción del gas por las paredes del 
recipiente, error cuya corrección no es fácil. 

R. Whytlaw-Gray y F. P . Burt fueron los 
primeros (7) en determinar de manera preci­
sa la corrección de adsorción en sus medidas de 
la densidad de gas tlel HC1. 

Desde 1926, IVÍoles y Crespí (8) estudiaron 
sis temáticamente la adsorción tle diferentes gases 
por las paredes de vidrio, sobre lodo tle T u r i n -
gia, Jena, Pyrex y de cuarzo. 

La adsorción es función tle la presión, por lo 
que es preciso hacer su medición bajo presio­
nes diferentes, calculando la fórmula que ex­
presa los resultados, 

a = k • (pm — pr

m) 

que nos da la adsorción por la superficie total 
tle un recipiente esférico v, en g; p es la presión 
inicial y pr la presión residual, mientras k y m 
son constantes características para cada gas. 

Damos a cont inuac ión un ejemplo de la mag­
ni tud de esta corrección de adsorción: 

CO a (Moles y Toral) (3): Corrección de adsorción 

presión corrección de adsorción A (grado de 
(atm) precisión) 

I 5.3 X l " 1 0.3 X 
0.7.1 6.3 X 10-' 0.7 X 1 0 B 

0.5 7,9 x 1° B 0.7 X 10-* 

F.Si (Moles y Toral, 9): Corrección de adsorción 

presión corrección de adsorción A (grado de 
(atm) precisión) 

0.75 4.5 x Í.<M 0,4 x 10-» 
1 5.7 X 10-' 0 3 X 10-§ 

0,1 5,9 x I 0" 8 02 X l f r 3 

SO* (Moles, Toral y Escribano, 10): Corree, de adsorción 

presión corrección de adsorción A (grado de 
(atm) precisión) 

1 30.0 x 1" J 1,0 x IO-8 

0,6666 38,0 x »0-A 2,8 x 10-' 
0,5 41,0 x 10-* 1,6 x 10-* 
0.3333 57,0 x H H 2,0 x 10-8 

Corrección de compresibilidad 

Como el llenado del matraz no se verifica 
exactamente a 760 mm, 570 mm, etc., hay que 
tener en cuenta una pequeña corrección por la 
compresibilidad del gas. 

Esta corrección se ha calculado tomando co­
mo coeficiente medio por mi l íme t ro de mercu-
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rio los valores deducidos de nuestras medidas 
a diferentes presiones. 

Una variante del método de densidades limites: 
el método de presiones limites 

Nos parece necesario añadir algunas pala­
bras acerca de la modalidad del método de D. 
Berthelot, establecida por R. VVUytlaw-Cray y 
col. y que lia sido llamada, con gran acierto, 
"método de las presiones límites" por Cawood y 
Paterson (11), que se basa en el empleo de 
la microbalan/a para la determinación de las 
presiones de equilibrio, px y p.¿, a las cuales la 
densidad del gas que se estudia y la tlel oxígeno 
son iguales. 1 . . i relación de las presiones es la in­
versa de la relación de los pesos moleculares res­
pectivos: 

p, Mx(\-A,p¿ 

en que (1 — Axpx) y (1 — A2p.,) son los facto­
res de compresibilidad respectivos. Si se modifi­
can las condiciones del flotador de la microba­
lan/a se puede determinar una segunda relación, 
r", lo que permite hallar por extrapolación el 
valor de r. para la presión límite p = 0, o sea 
la relación límite, que multiplicada por S2,<)00 
nos da el peso molecular buscado: 

Mi = 32,000 x r -

fórmula que es idéntica a la propuesta por Ber­
thelot. 

Este método, que ofrece varias ventajas (eli­
minación de pesadas, exigencia tle cantidades 
tle gas puro muy joquenas, ahorro de tiempo) 
tiene en cambio el grave inconveniente de que 
la corrección de adsorción es muy considerable 
por tratarse tle una relación volumen: superfi­
cie muy grande. Moles trató tic explicar las di­
ferencias entre los valores de relaciones de pre­
siones y los de las relaciones de densidades, en 
los mismos gases, por la insuficiente corrección 
de la adsorción en la microbalan/a (12). VVhyt-
law-Gray y col. intentaron hacer la corrección 
por compensación, soldando al eje de la micro­
balan/a y al extremo opuesto del flotador una 
lámina de cuarzo fundido cuya superficie fuera 
equivalente a la del flotador. Esta o|>eración, 
muy difícil, no tlio el resultado esperado, pues 
las anomalías persistían y era preciso establecer 
relaciones cruzadas (cross-ratio). 

Posteriormente, la escuela de Leeds (13) se 
esforzó por obtener la compensación utilizando 

en vez de la lámina de cuar/o una ampolla 
abierta, cuyas superficies externa e interna de­
bían equilibrar la superficie externa del flota­
dor. Ello mejoró considerablemente los resulta­
dos, pero no del todo, pues la relación medida 
entre CO y N 3 conducía para este último a un 
valor un poco bajo, N = 14,007 si se adoptaba 
pata carbono C = 12,010, o si se aceptaba para 
N el valor más probable N = 11,0085 resultaba 
para el carbono C = 12,0135, valor demasiado 
alto. Es preciso añadir que Whytlaw-Gray y col. 
no se decidieron a hacer sus medidas a 0°, lo 
que les obligaba a introducir correcciones muy 
laboriosas, con la consiguiente inseguridad en 
los resultados. 

Más recientemente, en 1957, Zoltan, Szabó y 
Dezso Kiraly (14) han comunicado haber idea­
do una balanza tle "flotación" basatla en el prin­
cipio tle Arquímedes y conectada con una mi­
crobalan/a de torsión, que usaron para medir 
pesos moleculares y densidades de gases, pero 
hasta la fecha no se d¡s|x>ne de suficientes resul­
tados con esta nueva microbalanza. 

Obtención y purificación de los gases en el 
método de las densidades limites 

Es conveniente dar una idea general de la 
preparación y purificación de los gases utiliza-
tíos en nuestras investigaciones. 

Se acepta como criterio de pureza de un gas 
la constancia de su punto de ebullición y la 
identidad de la masa del litro en las condicio­
nes normales, con muestras preparadas por di­
ferentes métodos. El gas obtenido por vía quí­
mica se purifica primero químicamente, por me­
dio de los reactivos convenientes. A seguida, el 
gas químicamente puro se somete a la purifica­
ción física, |>or destilación fraccionada o por su­
blimación fraccionada, utilizando solamente las 
fracciones medias. En la "escuela de Madrid", 
la experiencia puso de manifiesto el hecho sor­
prendente de que un gas sometido a estos proce­
dimientos de purificación puede, sin embargo, 
arrastrar en forma tle polvo impalpable, impu­
rezas líquidas o solidas, ya sea de los productes 
empleados en su purificación química, o tle los 
productos de la reacción empicados para obte­
ner el gas. 

Para eliminar estas impurezas, se ha recurri­
do, siempre con éxito, a tíos métodos de purifi­
cación: la técnica tlel borboteo, esto es el paso 
del gas por una ampolla tpte contiene una pe-
quena cantidad del mismo gas licuado, a tem­
pera tura constante, con lo que se logra una eva-
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poración ideal, por la cual sólo pasa el vajx>r 
de la sustancia pura, o por un método más bien 
mecánico, la filtración del gas por filtros de v i ­
drio poroso, cuyos poros son de la magnitud 
apropiada para retener las impurezas l íquidas 
0 sólidas, además de impedir la difusión del va­
por de mercurio de las bombas de vacío y del 
vapor de los lubricantes utilizados para engra­
sar llaves, juntas de vidrio, etc. en los aparatos 
de medición. 

Tenias estas manipulaciones con los gases han 
de efectuarse, naturalmente, en aparatos en su 
totalidad construidos de vidr io soldado y en per­
fecto vacio. Se trata pues de una verdadera va-
cuoquimica. 

La elección de la grasa de llaves merece aten­
ción especial. Así la grasa llamada de Ramsay 
fracasa en el caso del SO^, bajo la acción de la 
luz, o en el caso del N H ; t , para las llaves enfria­
das cu hielo. En ambos casos pierde viscosidad 
y se vuelve seca y friable. Hemos utilizado con 
éxito la grasa Apiezon L , pues la grasa de si l i -
conas no siempre da resultados satisfactorios. 

Una de las impurezas más difíciles de e l imi­
nar en un gas, así como en los aparatos de me­
dida, es la humedad. E l secado del gas convie­
ne, pues, hacerlo en el curso de la purif icación 
química . Entre los desecantes más utilizados y 
más efectivos, figuran el ácido sulfúrico concen­
trado y el P 3 O 5 sublimado, pero estas dos sus­
tancias no siempre pueden utilizarse. Moles y 
Roquero (15) investigaron s is temát icamente sus­
tancias desecantes y llegaron a la conclusión de 
(pie el A l ( ( - K )4 ) .1 es tan buen desecante como 
el PgO.v hasta la formación del t r ¡h idra to . 

En lo que respecta a cada gas en particular, 
pueden consultarse los mé todos seguidos para su 
preparación y purif icación en las publicaciones 
respectivas (2, 3, 4, 9, 10, lf> y 17). 

/.// densidad como función lineal de la presión 

En lo que se refiere al cálculo de los resul­
tados, para referir las presiones al valor normal 
de la intensidad de la gravedad al nivel del mar 

4ré utilizaba la fórmula 

g 4 . v = 980,616 cm/seg 2 

Posteriormente, la U n i ó n Geodésica y Geográ­
fica adoptó el valor 

g4r,o = 980,665 cm/seg 2 

valor que ha sido aceptado t ambién por la Con­
ferencia General de Pesas y Medidas, y que de­

be utilizarse en adelante para evitar rectifica­
ciones molestas. 

En cuanto al cálculo del litro normal, Moles 
(18) utilizó el m é t o d o de mín imos cuadrados 

para hallar las ecuaciones que expresan mejor 
los resultados. E l cálculo se hizo según las ecua­
ciones generales: 

L, = a + bp y L, = a -\- bp — cp* 

en que a es el valor l ímite de la densidad nor­
mal y p la presión en atmósferas. I-a segunda 
ecuación tiene en cuenta la de van der Waals 
y el teorema de los "estados correspondientes", 
no obstante que Berthelot insistió siempre en 
que su mé todo de densidades límites era "inde­
pendiente de la ley de los estados correspondien­
tes", no estaba sometido a sus restricciones y se 
apoya en la noción del estado gaseoso perfecto 
como estado " l ími te" . 

Sin embargo, Keesom insistió en este punto 
y calculó el t é rmino cp- para algunos de los ga­
ses estudiados en la "escuela de Madrid*' para 
los cuales p re tend ía que este té rmino era bas­
tante sensible. N o obstante, es discutible em­
plear una ecuación de estado basada en datos 
obtenidos a presiones altas para deducir la mag­
nitud de desviación de la linearidad a presiones 
bajas. E l propio Keesom indica que para decidir 
la cuestión de las isotermas a bajas presiones ha­
r ían falta medidas de gran precisión. Esto fue 
hecho desde entonces por la escuela de Madr id 
y por la escuela de Leeds, que en sus últ imas pu­
blicaciones confirmaba los resultados de Moles 
y sus colaboradores, y por Casado y Ha tuecas 

(19) . 
Se ha pretendido también que, si se admiten 

isotermas lineales para todos los gases (incluso 
los condensables) la relación que debe dar una 
gráfica lineal es (20) 

(en función de p\ 

Moles calculó también |»or el mé todo de mí­
nimos cuadrados los coeficientes para las ecua­
ciones generales 

!//,„ = a' + b'p y l/L„ = a' + b'p - c'p* 

correspondientes a los gases condensables estu­
diados en la "escuela de Madr id" : SO.j, Ú¿H¿ 
C O ü , N H 3 , F 4 S i 
de los que hay resultados muy precisos. 

Del conjunto de los cálculos resulta clara­
mente: 

a) E n todos los casos la ecuación lineal para 
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L , da valores cuya precisión sobrepasa a los ob­
tenidos j>or la ecuación parabólica en L P , o en 
el peor caso son del misino orden. Se puede ob­
servar también que los valores para los |>esos mo­
leculares en ambos casos son idénticos, pues los 
términos en pr son casi despreciables. Esto mues­
tra que es a la fundón lineal rigurosa a la que 
hay que atenerse en todos los casos, cuando se 
considera 1., como Iunción de la prisión. La 
precisión hallada es siempre del orden previsto 
de 10 n . 

ó) En todos los casos, los valores de 1//., 
muestran una precisión ligeramente mayor en 
(unción parabólica de la presión, que en fun­
ción lineal. La curvatura es muy débil, |>ero su­
ficiente para conducir a valores de pesos mole­
culares anormales si no se tiene en cuenta. Así, 
pues, la consecuencia que ha querido deducirse 
del desarrollo de la ecuación de van der VVaals 
no se justifica. En todo caso, esta diferencia, 
por lo demás prevista, para los valores deduci­
dos de l / L , refuerza la conclusión anterior, esto 
es, que para el intervalo de 0 a 1 atmósferas 
de presión las densidades normales referidas a 
p en atmósferas normales se comportan como 
rigurosa fundón lineal de p, lo cpie |>ermite ha­
cer la extrapolación muy exacta al valor límite 
de L p , o mejor el cálculo analítico por el méto­
do de los mínimos cuadrados. 

PÍ80S M O L E C U L A R E S L Í M I T E S 

En la ecuación general de los gases 

pv = nRT 

n = número de moles, es igual al peso, w, del 
gas, dividido entre Af, el |>eso molecular. Así, 
pues, 

w 
pv = X RT • 

M 

de donde 
w 

M = RT 
pv 

Para otro gas, por ejemplo el oxígeno, que se 
toma como patrón, se tendrá en las mismas con­
diciones 

w' 
32,000 = RT 

pv 

De estas dos fórmulas residían precisamente las 
densidades normales, esto es, la masa del litro 

normal (a 1 atm) del gas estudiado y del pa­
trón oxigeno, que se suelen representar como 

y ¡Jm Si se dividen ambas fórmulas, se llega 
a la expresión más sencilla del principio de 
Avogadro 

M' /.„ 

Af ~ L\ 

que permite deducir el peto, molecular de un 
gas a partir de su densidad en las condicio­
nes normales y de los datos corres|>ondientes al 
gas patrón, oxígeno 

A i , = 32,<XM> 

Este valor M> no es rigurosamente exacto, 
pues las leyes de los gases son leyes límites que 
sólo son válidas cuando p se aproxima a p = 0, 
es decir cuando los gases se encuentran en el 
estado gaseoso perfecto, como estado limite. 

El valor de la densidad límite no puede me­
dirse exj>erimentalmente pero se puede deter­
minar una serie de valores de para el gas a 
distintas presiones, entre 0 y 1 atmósfera, y una 
serie idéntica de valores de la densidad / / , para 
el oxígeno en idénticas condiciones. Entonces se 
establece la relación entre y L ' p para cada va­
lor de p, relación que multiplicada por 32,000 
nos da el j>eso molecular aparente del gas a la 
presión p correspondiente. 

De este modo se obtiene un sistema de valo­
res de Af para p = 1, p = 0,5, etc., con el cual 
se calcula, por el método de mínimos cuadra­
dos, la ecuación 

Af = 1 {p) 

que en todos los casos se ha hallado es rigurosa­
mente lineal: 

Af, = a + bp 

en que a es precisamente el valor limite del pe­
so molecular, A f „ esto es, el correspondiente a 
p — 0, o sea al estado gaseoso perfecto. 

Con este sistema de valores relativos se eli­
minan la mavoría de los errores sistemáticos ex-
perimentales. 

En esta modalidad de la determinación de 
M. se aplican rigurosamente todos los principios 
preconizados por D. Bcrthelot en el desarrollo 
de su método de las densidades límites, con la 
ventaja de que se llega al resultado final con 
una sola extrañación y se prescinde de la de­
terminación de la compresibilidad por las iso-
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termas tle pv, lo que simplifica el método y lo 
hace más exacto. 

Loa cálculos efectuados |x>r Moles a base de 
los resultados experimentales obtenidos en la 
"escuela de Madrid" muestran una concordan­
cia perfecta entre los pesos moleculares hallados 
y los (ahulados por la ecuación correspondiente, 
con una precisión tlel orden de 10 \ El |>eso 
molecular se comporta, pues, como íunción li­
neal rigurosa de la presión en todos los casos 
estudiados. Por ello, la precisión para los pesos 
atómicos deducidos de estos |>esos moleculares 
es totalmente satisfactoria. 

He aquí un resumen de los valores de pesos 
atómicos: 

N = 14,0087 (NHj) 
= 11.0085 (NjÓ) 
= 14,0086 (Nj) 

Media 14,0086 ± 0,0001 

C; = 12.0072 (C aH 4) 
= 12,0074 (c;oa) 
= 12,0080 (GO) 

Media 12.0075 * 0,0003 

S = 32,Ofil (S02) 
= ¿2,069 (SH2) 

Media 12,062 ± 0,001 

Es interesante observar aún que estos valores 
se hallan en relación múltiple, esto es, han sido 
deducidos de los resultados en diferentes gases 
estudiados en el mismo aparato, por el mismo 
investigador y en condiciones idénticas (matra­
ces o voltímetros), lo que aumenta el |>eso que 
puede atribuirse a su precisión. 

Así, por ejemplo: 

CO*: N 2 0 : SIL.: F,S¡: O, (¡>or el método tle 
los matraces. Moles y Toral) 
C 2 H 4 : S0 2: O a (método tlel volúmciro, Mo­
les y Toral) 
CO: N 2 : Oo (método tle los matraces, Moles 
y Sala/ar) 
N H S : C 2 H 4 : SO...: 0 2 (método del voltímetro, 
Moles, Toral y Sancho) 
CO a: SO;,: O] (método del voltímetro. Mo­
les, Toral y Escribano) 

Estos resultados merecen aún un último co­
mentario. 

La variante de los pesos moleculares límites 

! 

permite calcular con mucha exactitud pesos ató­
micos fundamentales, como los de 

N . C , S 

Los valores deducidos de varias relaciones 
y para los cuales se han seguido técnicas distin­
tas ( matraces de 500 mi y de I 000 mi; volóme-
tros de 2 400 a 2 500 mi: vidrio de Turingia o 
de Jena) . por varios investigadores y con ga­
ses distintos, preparados por diferentes métodos* 
muestran una concordancia extraordinariamente 
buena. 

Estos valores difieren, sin embargo, en la ter­
cera decimal, de los valores de la Tabla Inter­
national y de los obtenidos por métodos pura­
mente físicos. Las diferencias son en dos senti­
dos, lo que excluye una causa de error sistemá­
tica: 

Método físico 1 .iiil.i Inter­
national 

Escuela di* 
Madrid 

N 14.007 14,008 14.0085 
C 12.010 12.010 12.0075 
s 32.003 32.000 32.002 
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MISCELÁNEA SOBRE FLORA NEOTROPICA, II • 

por 

J O S É C U A T R E C A S A S , 

Lleparimenl of Rotany, U . S. National Museum. 
Smiilisonian Instituí ion. 

Washington, II. C. 

Como continuación de los trabajos referidos 
en mi contribución anterior (*) y a base de se­
mejantes materiales se publican aquí comenta­
rios y descripciones de varias especies neotropi-
cales pertenecientes a las familias de las Piperá­
ceas, Cunoniáceas y Compuestas. También el 
trabajo básico correspondiente ha sido subven­
cionado por la National Science Foundation de 
Estados Unidos. 

Peperomía giralana Cuan. sp. nov. 

Herba pulchra simplex erecta terricola cau-
dice usque 15 cm longo carnosulo 6-15 mm eras-
so erecto vel saepius decumbente válele cicatri-
coso et fibroso-radicifero hirsutuloque cicatrici-
bus foliorum delapsorum satis proximis semi-
lunaribus 8-12 x 3-4 mm internodiis 2-3 mm Ion-
gis sursum vaginis emortuorum foliorum rema-
nentibus apice semper erecto cum rosula folio­
rum et singula inflorescentia longe pedunculata 
terminato. Stipulae lanceolatae dense hirsutae 
circa 5-mm longae deciduae. 

Folia alterna 5-7 rosulata crassiuscula lutes-
centi-viridia longe petiolata. Lamina coniata ba­
si lobis rotundatis sinu 1-3 cm profundo apice 
attenuata acuta vel acuminata margine integra 
nervis principalibus palmatis circa 12 subáis 
crassiusculis elevatis supra depressis filiforme 
conspicuis venulis minoribus paucis superficie 
in vivo supra rugosa pulchre velutina moderate 
hirsutula pilis simplicibus pluricellularibus acu­
ti ss i mis basi incrassatis rectis vel flexuosis 0,5-
0,8 mm longis instructis subtus pallida ad ñer­
vos magis hirsuta, 6-17 cm longa 3,5-14 cm lata. 
Petiolus 4-20 cm longus robustiusculus erectos 
vel ascendens dense hirsutus pilis patulis simpli­
cibus multicellularibus (ad 36 cellulis scriatis) 
usque ad 2 mm longis tectus, basi in ani plani va­
ginali! amplexicaulem producami. 

Inflorescentia ampia paniculata folia valde 
excedens 30-60 cm longa axi erecto robusto car­
nosulo striato rubro-violaceo hirsuto, dimidia 
parte inferiori nudo usque ad 8 mm diametenti, 
superne gracilissime ramosa ramis tenuibus vel 

•Miscelánea... I . CIFNCIA, 23 (4): 137-151, 1964. 

lenuissimis saepe ex basi ramulosi spicis longíssi-
mis pseudofasciculos vel pseudoverticillos laxos 
formantibus panícula máxima usque 25 cm lata. 
Internodia 0,5-4 cm longa. Hractcae subtenden-
tes late oblongae obtusae 5-20 mm longae 2-5 mm 
latae. 

Spicae gracilissimae filiformes 2*12 mm lon­
gae axi angulato 0,3-0,8 mm crasso aspecto gla­
bro sed minutissimis inconspicuisque papillis, 
floribus remotis ad apicem spicorum approxima-
tis deinde distantibus plus minusve 1 mm inter 
se remotis. Bracteac florales peltatae subscariosae 
dense glandulosae suborbiculatae circa 0,4 mm 
amplae. Filamenta circa 0,2 mm longa. Amherae 
circa 0,3 mm. Achaenia ovata manmioso-apicula-
la granulato-glandulosa 0,4 mm diametentia 
0,7 mm longa. 

Typus: Colombia, Valle: cerros estribos de la 
base de la Cordillera Occidental sobre el valle 
del Cauca, cerca de Las Mesitas, arriba de Villa 
Colombia: Quebrada del Pital, selva, 1ÍXM) m 
alt; hierba terrícola en barrancos húmedos y 
sombríos, hoja crasiúscula, verde-amarillenta, 
rugosa y velutina en la ha/, pálida en el envés, 
esca¡K>s rojo-violáceos, espigas finas, delicadas, 
amarillo-verdoso pálidas, 4-II-65, J. Cuatrcrasas, 
M. Lópcz-figiiriras y L. Willard 268ÍM) (US, ho-
lotypus, V A I . E E ; isotypus). 

Esta nueva especie de Peperomia es una de 
las más notables del género en razón de su am­
plia inflorescencia paniculada formada de abun­
dantes espigas largas y filiformes laxamente dis­
puestas. La inflorescencia paniculada caracteri­
za la sección VIH de Yuncker, |>ero en ninguna 
es|>ec¡c adquiere tan gran desarrollo tomo en 
P. giralana; además, las hojas acorazonadas, lar­
gamente pecioladas, que en vivo son de un verde-
amarillento, muy rugosas y algo aterciopeladas 
y la conformación de las minúsculas llores y fru­
tos confieren a la nueva especie características es­
pecíficas únicas. Me place dedicarla a la memo­
ria de quien fue mi admirado amigo y compa­
ñero de cátedra, hombre de ciencia y estadista 
insigne, grande e infortunado luchador por los 
ideales democráticos, José Giral Pereira. 
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Wcinmannia wurdackii f.iiair. sp. nov. 

Frucex naque aci 1 m ahus ramis griscis ru-
gosis clevaio-cicatricosis internodiis 5-12 mm Ion-
gis ramulis uUimis tamum (oliatis nodosis in­
ternodiis angulatis densiuscule tomenioso-hirsti-
tulis lenninaiione internodiis brevissimis (1,5-
3 initii folila conferí is lase ¡t ulat is<]iic. 

Folia rigide coriácea compOSIta nnijuga (3-2-
loljol.ii.n vcl bijuga (5-4-loliolata) rachis nul la 
petiolo brevissimo (0,5-1,5 muí longo) oniuia 
folióla di recle orienii ad insenionem foliolorum 
ciliatis reliquo glabro. Folióla sessilia obovato-
Í uneaia uiperiore pane crenaio-serraia denlibus 
apiceque obtusis basi inaequilatera margine pla­
na costa et circa 4 nervis u troque latere ascenden­
tibus prominulis discolore conspicuis siipra ní­
tida viriclia subttis pallida, 8-14 mm longa 5-
8 mm lata. Folia suprema hornolina ¡niegen ima. 
Stipulae toriaceae crassiusculae ovatae obttissi-
ssimae vel rotundaiae ampleetentcs glabrae 
3-4 mm longae lataeque. 

Inflorcscentíae congestiflorae paniculatae pe-
dunculatae folia bene excedentes 8-12 mm lon­
gae postremo fructiferae duplo longiores, pe-
dunculus 7-10 mm longtts robus tus erectus ru-
bescens dense cris|>opubescens. Flores tetrameri 
fere omnes juxta apitcm pedunctili subumbella-
ii vel pteudoracemosi dis|x>siti pedicellis circa 
2 mm longis pubescentibus, braeteis ovatis mem­
branal eis translucidis 1-1,5 mm longis 0,8 mm 
latis. Sépala ovato-oblonga obtusiuscula albida 
glabra tirca 2 mm longa 1 mm lata. Pétala alba 
obovata subcochleata glabra 2,5-2,8 mm longa 
circa 1,5 mm lata. Filamenta 3 mm longa gla­
bra. Ovarium glabrum oblongum 1,4 mm lon-
gum. Styli t i n a 1,6 mm longi. Disco crassiusculo 
annulari circa 0,7 mm altum. Capsula brunnea 
ovoidco-oblonga glabra circa 4 mm longa (api-
ctilis tirca 1,5 mm longis exclusis). Semina 
oblonga rubescentia t i l iata cirra 1,2 mm longa. 

T y p u i : Perú, Dep. Ama/onas, Prov. C I Ü K ha-
poyas: cumbre del cerro Malcabal (Cierro T u m ­
be). 3-6 K m al S\V de Mol inopampa, 2 850-
2 900 m, mata de 0,3 a 1 m, localmente abun­
dante, flores blancas, fruto pardo, 20-VI1-62, / . 
/. Wurdack 1449 (US, holotypus). 

Weititnunnia wurdackii es afín a W. guya-
nensis K l . y de ella difiere por la gran reducción 
tlel peciolo que es casi nulo y la falta absoluta 
de raquis foliar en las hojas biyugadas. T a m b i é n 
difiere por el menor t a m a ñ o y mayor consisten­
cia de los folíolos, que son mas obovados, me­
nos atenuados en el tercio inferior, por los ner­
vios muy ascendentes y jx>r ser el foliólo medio 
apenas mayor o igual a los otros. Los pedúncu­

los y pedicelos son también más breves y pre­
sentan un indumento más abundante, largo y 
i respo en la planta de Chachapoyas. 

Senecio irlrmbiniu ( uait. \p. nov. 

l lcrba caule reptante vel volubile raditifero 
lerci i fistuloso glabro vel subglabro in aqua íon-
tinalis plus minusve inmersa. K a m i loliosi as­
cendentes glabri nodosi nodis sursum approxi-
matis folia prodeuntibus. 

Folia alterna pallide viridia crasse membra­
nacea peijolaia aiiiplexicaule vaginata. Lamina 
late lanceolata vel elliptico-lanceolata basi atte­
nuata apice angusta"a acutissima margine incras-
sato hirsutoque (lertiis inferiore excepto) repan­
do denticolata dentibus mucroniformibus patu-
lis 1-1,5 mm longis, 10-14 un longa 2,5-5 cm lata, 
MI pi a pubescenti pilis copiosis vel tlcnsis plurice-
Uularibus crassiusculis circa 1 m m longis patu-
lis vel ascendentibus venis paulo notatis subtus 
albicanti uitidula tantum nervis pilosis superfi­
cie glabra vel subglabra, costa crassiuscula bre-
viter l u m i n i l a nervis setundariis 6-7 tu roque la­
tere acute ascendentibus filiforme prominulis pi-
losiusculis. Petiolus 2-4 cm longus erectus infer­
né excepto hirsuius basi in vaginam amplissì-
mam margine dilatata teiera glabram 5-8 mm 
aitato caulem amplectentem producto. 

Ini Un es( ernia subterminalis p e d ú n c u l o bre-
vitei sparseque hirstitulo longissimo (30-40 cm) 
monocephalo vel saepe 1-2 ramis lateralibus lon­
gis capitatis, tantum prope capitolimi 1-2 brac-
teolis reliquis nudis. 

Capitula longe pedtmculata radiata 2-3 cm 
diametentia calyculata. Involucrum campanula-
tum circa 11 mm altum phyllariis 20-22, crasse 
membranaceis viridibus obscure nervati* linea-
ribus acutatis apice tiliolatis reliquo glabris cir­
ca 12 mm longis exterioribus circa 2 mm latis 
interioribus 3 min latis marginibtis scariosis. Ca-
lyculus 12-14 braeteis lance-linearibus acutis mi­
nute ti l iolatis 6-7 mm longis circa 1 mm latis. 

Flores radii ligulati circa 22, corolla lutea 
già bei rima tubulo angusto 7-8 mm longo lamina 
crassiuscula oblonga minute 4-dentata tenuiter 
5-neivata circa 7,5 mm longa 2,4-2,8 mm lata; 
rami styli circa 1 mm longi tubimi corolae paulo 
excedentes lineares obtustusculi marginibus mi-
nule papilloso-stigmatiferi; ovarium 1,5 mm 
longum glabrum: pappus 7-8 mm longus pilis 
tenuibus albis brevi ter strigosis. 

Flores disci 60-80 corolla lutea anguste tu­
bulosa glabra 9-10,5 mm longa, tubulo angusto 
7-8 mm longo limbo tubuloso 2,5-2,8 mm longo 
lobi oblongi subacuti 1,5 mm longi 0,-1 mm la-
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ti sursum sparse minutcque papillosi; antherae 
1,5 min longac basi obtusae apice appendicula-
tae; rami styli crassiusculi 1,2 mm longo apice 
conico |>enicillato~coronato et piloso-catulato 
marginibus crassis dense papilloso-stigmatifcris; 
ovarium glabrum; pappus 8 mm longos albos 
pilis phuiseriatis minute strigulosis. 

Typus: Colombia, Nariño: Barbacoas, Corre­
gimiento Santander (Buenavista), hacia Barba­
coas (vertiente del río Telembí), 840-200 m alt., 
3-5-VIIM948, H. Garda-Barriga 13130 (Holoty-
pus, US; isotypus, COL). 

Senecio telembitius es una especie exccpcio-
nalmcnte característica, tanto por su porte o 
biotipo como por la estructura de la hoja, pro­
vista de una vaina anidar que rodea el tallo, 
por la disposición del calicillo y por el peculiar 
apice penicilado-caudado tic las ramas estilares. 

Chaptalia maleaba leñáis Cuatr. sp. nov. 

Herba rosolata scapigera rhi/omate inclinato 
fibroso-radicifero radicibus crassiusculis copiosis. 
Folia ommia basilaria rosulata alterna petiolata 
crasse subcoriacea. Petiolus 2-4 cm, longus ro­
bustos dense crasse adpresseque albolanatus sa­
prà anguste silicatila subtus teres basi subite in 
vaginam amplectentem circa 1,5 cm longam la-
tanique margine scariosam dorso crassam intus 
glabram extus villosolanatam prcxluctus. Lami­
na elliptica vel ovato-elliptica apice paulo an-
gustata subacuta interdum obtusa basi subite 
attenuata subcuucata vel subrotundata margine 
anguste revoluta dentibus callosis mucronifor-
mibus minutis remotis saepe inconspicuis prae-
dita 3-5,5 cm longa 1,5-2,5 cm lata, supra ara-
neoso-lanuginosa seo! vetusta glabrata viridis ni-
lida tantum costa impressa semper tomentosa 
bene notata reliqua laevis, subtus crassissime ad-
pressissime ochroleuco-Ianata costa valida tan­
tum prominenti ceteris nervis omnino velatis. 

Scapi axillares singoli in roseta monocephali 
12-31 cm longi suberecti. crassiusculi ebracteati 
crasse adpresseque ochroleuco vel ochracco-lanati 
ad apiccm magis in crassa ti et deflexi tantum in­
fra apicem 2-3 bracteolis anguste lanceolatis 5-
7 mm longis dense lanatìs instruid. Capitula ra­
diata cernila vel nutantia circa 2 cm alta et 2,5 
cm expansa. Involucrum conico-carapanulatura 
1,1)1,8 cm aitimi dense villoso-lanatum pilis 
ochraceis longis fìexuosis valile intricatis tectum, 
phyllariis circa 5-seriatis subherbaceis imbrica-
tis interioribus 13-15 fertilibus lineari bus ad api­
cem subite acutatis dense villoso-lanatis margi-
nibus praecipue basini versus plus minusve hya-

lino-scariosis 14-16 mm longis 1,8-2 mm latís, ce­
teris gradatim brevioribus intermediis lineari-
bus acutatis 13-14 mm longis 1,5 mm latís extus 
omnino dense lateque villoso-lanatis extimis li-
ncari-laiiceolatis subacutis 7 mm longis basi 
2.5 mm latís crasse lanatis. Flores radii feminei 
ligulati 15-22 biscriati, corolla alba vcl extus ro­
sea 13-14 mm longa tubo 4-4,7 mm longo minu-
tis sparsis pilis ligula oblonga ápice obtusa in-
aequaliter 3-denticulata glaberrima bas¡ latere 2 
dentibus minusculis 0,2-0,5 mm longis munita, 
stylo 8-9 mm longo crassiusculo glabro ramulis 
circa 0,6 mm longis oblongis obtusis subcompla-
natis intus minute granulato-papillosis, ovario 
3-3,2 mm longo fertile oblongo glabro sub api­
cem attenuato leviter 2-3-costato seu bimargina-
to-ancipitato, pappo 7-8 mm longo albo setis se-
riceis triseriatis strictissimis minute strigulosis 
basi coalitis. Achaenia ad 7 mm longa sursum 
angustalo-rostrata. Flores feminei interiores 6-7 
vel desunt corolla alba ligulato-bílabiata circa 
7 mm longa tubulo 4 mm ligula oblonga triden-
liculata labio superiori brevi 2-laciniato 0,5-
1 mm longo stylo circa 9 mm pappo 8 mm ova­
rio fertile 4-7,5 mm longo sursum angustato api-
culato. Flores ilisci hermaphroditi 20-25 tubulo-
so-/ygomorph¡, corolla alba bilabiata 10-10,5 mm 
longa tubo 6-6,3 mm longo glabro vel sparsisi-
mis rninutissimis pilis labio exteriori oblongo 
3,8 mm longo 2 mm lato 3 dentibus inaequali-
bus labio interno 2-laciniato laciniis linearibus 
3,2-1 mm longis 0,5 mm latis, antheris 4-5 mm 
longis appendice apicale liyalina oblonga 1-

1.6 mm longa saccis atroviridibus 1,5-1,7 mm 
longis candis capillaribus 1-1,3 mm longis, stylo 
incluso crassiusculo extremo clávalo (0,5-0,6 
mm) papuloso brevissime bilobato lobis ovatis 
0,3-0,4 mm longis intus minute extus longius pa-
pillosis, ovario 4-6 mm longo fertile vel sterile 
subcompresso, pappo quam in floribus femineis. 
Receptaculum planum leviter alveolatum 4,5 
mm diainetens. 

Typus: Perú: Dep. Amazonas, Prov. Chacha­
poyas: cumbre del Cerro Maleabal (Cerro Tum­
be) 3-6 Km al SW de Molinopampa, 2850-2900 
m alt., ocasional, lígulas blancas, disco crema, 
20-VII-62, Wurdack 1414 (US, holotypus). 

Chaptalia malcahalensis pertenece a la sec­
ción Archichaptalra Burkart y es afín a Ch. pa­
ra ni crisis Cuatr. y Ch. mcridensis Blake de las 
cuales se distingue por el perfil elíptico y con­
sistencia de la hoja, por la estructura del invo­
lucro, por el número y tipo de llores y muy es­
pecialmente por el indumento grueso y compri­
mido (afelpado) que cubre el envés de la hoja 
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así como los escapos y todo el involucro. Estos 
mismos caracteres sumados a la ausencia de brác-
teas en los escapos la distingue de Ch. ovalis 
Don y tle Ch. ¡semina Cuati*., la cual, además, 
pertenece a otra lección. 

El examen minucioso en dos capítulos del 
excelente material recogido por VVurdack es muy 
instructivo en la futura interpretación de los 
caracteres de este genero. P. ej., en un capítulo 
se encontraron sólo llores femeninas liguladas 
radiales (18) y flores centrales bilabiadas her-
mafrotlitas (20) peí (e< uniente fértiles, faltaban 
completamente las flores de tipo intermediario; 
en cambio, en otro capítulo además de las flo­
res periféricas liguladas femeninas (20) y de 
las centrales bilabiadas hermafroditas (25) se 
hallaban 6 flores femeninas liguladas bilabiadas 
más cortas que el estilo, fértiles, con un peque­
ño labio superior bilobado y además se encon­
tró alguna flor (2) de morfología aparentemen­
te exacta a las hermafroditas bilabiadas pero con 

anteras vacuas, estériles; lo más extraordinario 
es que esas flores sin pulen tienen ovario fértil, 
mientras que todas las restantes flores aparente­
mente hermafroditas de este capítulo tienen el 
ovario estéril, carente de óvulo. Vemos pues que 
Ch. malcabalensis ofrece en una sola población 
varios tipos de distribución floral y sexual en los 
capítulos, y que la presencia de dos o de tres 
tipos distintos de flósenlos no es necesariamente 
constante para cada especie. Hace falta, pues, 
estudiar gran cantidad de material, con abun­
dantes capítulos, aun escasos en los herbarios, 
para llegar a una justa interpretación de la dis­
tribución floral y de los sexos en este género. 

St'M MAR Y 

Connnents and descriptions oí the following 
taxa from tropical America: Peperomia giralana 
n. sp., Weinmannia wurdackii n. sp., Senecio te-
iembinus n. sp. and Chaptalia mahabalensis n. 
sp-
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