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Las cumarinas con las naftoquinonas
forman un grupo numeroso de sustancias
sobre las que no abundan los datos acer­
ca de su acción a nivel celular.

En 1947, Wendel (8) hizo la primera
obervación de que los compuestos naf-
toquinónicos ejercían una acción sobre los
procesos respiratorios. Con la 2-hidroxi-
3-alkil naftoquinona encontró una inhibi­
ción del consumo de oxígeno en los pa­
rásitos de la malaria y una relación entre
su poder antimalárico y el grado de inhi­
bición. Desde entonces, otros autores han
trabajado y ampliado este campo de in­
vestigación, tratando de aclarar los efec­
tos a escala celular de estas sustancias. Se
han empleado para ello, fundamentalmen­
te, células de levadura, extractos mitocon-
driales y sistemas enzimáticos purificados,
obteniendo respuestas variables en cuanto
al consumo de O2, pero encontrando siem­
pre una inhibición marcada de la fosfo-
rilización oxidativa. Estos resultados han
sido interpretados de maneras distintas
por los diversos autores. Y así, Krahl
(3) piensa en un estímulo de la actividad
ATPasa por estos agentes; Lehninger

(4), en una inhibición de las fosfotransfe-
rasas (o enzimas que transportan P al
ADP para la formación de ATP); Mar-
tius y Litzow (6), en un bloqueo de la
cadena respiratoria mitocondrial en el
paso previo al citocromo C, y Ball y co­
laboradores (1), en una acción tóxica más
general, similar a la de los cianuros.

Por otro lado, hay que tener en cuenta
la semejanza estructural de estas sustan­
cias con la vitamina K y el papel de ésta
en la coagulación de la sangre.

Ya Link (5) apuntó la idea del para­
lelismo que existía entre los tests de coa­
gulación y la acción desacoplante de estas
sustancias. Martius (6) probó una serie
de sustancias anticoagulantes tales como
la naftil-cumarina, la carboxi-metilen-
oxicumarina, la propiliden bis-oxicuma-
rina, etc., y encontró que todas ellas inhi­
ben la fosforilización oxidativa. De ahí
que, para este autor, la acción anticoagu­
lante de estos compuestos podía ser un
efecto secundario o indirecto de una fos­
forilización oxidativa mitocondrial defici­
taria en la célula hepática. Creemos que
no se han hecho estudios comparativos de 

i



176 E. ROMO, A. VELASCO Y J. VÁZQUEZ DE PRADA

la intensidad de esa acción desacoplante
con el poder anticoagulante de cada una
de esas sustancias, tan utilizadas en la clí­
nica como tales y cuyo mecanismo íntimo
de actuación todavía está poco claro (2).
Tampoco han sido estudiados los efectos
de estas sustancias sobre la glicolisis ce­
lular.

En este trabajo presentamos los resul­
tados de un estudio del efecto del tro-
mexano sobre la respiración y el consumo
de glucosa de células de levadura, diafrag­
ma de rata y homogenizado de hígado del
mismo animal.

Material y métodos

Las medidas de los consumos de oxí­
geno se han hecho en un aparato de War-
burg (7), tipo convencional, a temperatura
constante de 37° y durante una hora.

Para las valoraciones de los consumos
de glucosa se ha empleado el método en-
zimático de la glucosa-oxidasa, determi­
nando la concentración de glucosa en el
medio de incubación al principio y al fin
de cada experiencia en fotocolorímetro
Leitz, a 445 milimicras.

Experiencias de levadura. La leva­
dura fresca de panadería, renovada cada
cinco días, era lavada antes de su uso
tres veces en agua destilada y una vez en
buffer de fosfatos 0,067 M (pH 6,5). En
cada experiencia se utilizan vasos experi­
mentales y vasos testigos, poniendo en
cada uno de ellos 1 mi de suspensión de
levadura y 0,8 mi de solución de glucosa
en buffer para respiración exógena y 1 mi
de suspensión de levadura con 0,8 mi de
buffer de fosfatos para respiración endó­
gena. A los experimentales se añadían,
luego, 0,2 mi de tromexano en solución
de KOH 0,01 N y a los testigos 0,02 mi
de KOH 0,01 N. Finalmente, en el com­
partimento central, 0,2 mi de potasa al
40 por ciento.

El volumen final de cada vaso era de
2,2 mi.

Experiencias de diafragma de rata.
Inmediatamente después de matada la
rata por decapitación (mantenida previa­
mente 18 horas aislada y en ayunas), se
extrae el diafragma, se le divide en cua­
drantes, según la técnica habitual, y se le
reparte en dos vasos, experimental y tes­
tigo. El medio de incubación es 1,8 mi de
Krebs-Ringer fosfato con glucosa (para
respiración exógena) y Krebs-Ringer fos­
fato sin glucosa (para respiración endóge­
na). A los experimentales se añaden 0,2 mi
de tromexano en solución alcalina 0,01 N,
y a los testigos 0,2 mi de solución alcali­
na 0,01 N. Cada vaso lleva, además,
0,2 mi de potasa al 40 % en el comparti­
mento central.

Experiencias de homogenizado de
hígado. Se prepara una solución de sa­
carosa 0,25 M, que se diluye en buffer de
fosfatos pH 7,4 en la proporción de cin­
co a uno.

Se coloca un gramo de tejido por cada
9 mi de esta solución. Se tritura en un
homogenizador tipo Potter-Elvejehm, du­
rante dos o tres minutos, manteniendo el
tejido en refrigeración (a 0o). El homo­
genizado así obtenido se utiliza íntegra­
mente, sin hacer centrifugación para se­
parar membranas y células ni añadir sus­
tancias que le enriquezcan.

Para respiración del homogenizado se
coloca: en el testigo, 1,50 mi de homoge­
nizado con 0,3 mi de solución de sacaro­
sa en buffer y 0,2 mi de solución alcalina
0,01 N. En el experimental, 1,50 mi de
homogenizado, con 0,3 mi de solución de
sacarosa en buffer y 0,2 mi de solución
de tromexano.

Finalmente, 0,2 mi de solución KOH al
40 % en el compartimento central de los
dos vasos.

Productos. El tromexano fue sumi­
nistrado por la Casa Geigy en forma de
polvo blanco, puro. El reactivo de gluco­
sa fue proporcionado por la Boehringer.
La glucosa era Merk purísima y los de-
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TABLA 1
Efecto del tromexano (3,6 X 10-4 M) sobre la respiración exógena y endógena y sobre

el consumo de glucosa de células de levadura

Media ± D.S. de las diferencias entre pares de testigos y experimentales. Entre parén­
tesis el número de pares.
El análisis estadístico se ha hecho por el método de «comparación por pares», apli­
cando el t-test de Student.

Test Exp. Media ± D.S. • P ••

Consumo de O2 (jil/h)
Respiración exógena 115 106 9,46 ± 6,31 (30) < 0,001
Respiración endógena 17 25 7,71 ± 4,4, (7) 0,01 < P < 0,02

Consumo de glucosa (mg/h) 0,42 0,61 0,19 ± 0,0032 (13) < 0,001

más reactivos y materiales productos co­
merciales de pureza analítica.

Resultados

Experiencias de células de levadu­
ra. En la tabla I se indican los resulta­
dos de la acción del tromexano sobre la
respiración exógena (con glucosa) y endó­
gena (sin glucosa) de las células de leva­
dura y sobre el consumo de glucosa de
las mismas, en las condiciones experimen­
tales señaladas. La concentración usada
del producto ha sido de 3,6 X 10-4 M,
por ser ésta la dosis más adecuada, según
algunos autores (2). De unas experiencias 

a otras, hemos encontrado variaciones no­
tables en el consumo de oxígeno, que son
debidas al estado de la levadura, tiempo
de almacenaje y empobrecimiento más o
menos intenso de su contenido en sustrato
endógeno. El porcentaje medio de inhibi­
ción de la respiración exógena es de un
10 % aproximadamente.

En los consumos de oxígeno en ausen­
cia de glucosa (respiración endógena), el
efecto estimulante del tromexano es más
marcado, aunque las cifras totales son
siempre más bajas que las obtenidas en
la respiración exógena.

Sobre los consumos de glucosa, obser­
vamos una acción estimuladora del tro­
mexano.

TABLA II
Efecto del tromexano (3,6 x 10~4 M) sobre la respiración exógena y endógena y sobre

el consumo de glucosa por diafragma de rata

* Media ± D.S. de las diferencias entre pares de testigos y experimentales. Entre parén­
tesis el número de pares.
El análisis estadístico se ha hecho por el método de «comparación por pares», apli­
cando el t-test de Student

Test Exp. Media + D.S. * P ••

Consumo de O2 (p.I/100 mg/h)
Respiración exógena 106 60 46 ± 17,5 (9) <0,001
Respiración endógena 128 94 35 ± 24 (4) 0,02 < P < 0,05

Consumo de glucosa
(mg/100 mg/h) 0,33 0,52 0,19 ± 0.02 (9) <0,001
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TABLA III

Efecto del tromexano sobre el consumo de oxígeno (p.I/h) de homogenizado de hígado
de rata

Tromexano
[M]

Consumo 0,
Test

jul/h
Exp. Media ± D.S. • P ••

3 X 10-‘ 88 84,5 4,20 ± 2,4 (5) 0,01 < P < 0,02
1,8 X 10-4 104 95 8,75 ± 4,6 (8) < 0,001
3,6 X 10-“ 89,1 65,1 24,00 ± 15,2 (10) < 0,001
7,2 X 10-4 116 72 44.40 ±16,8 (11) < 0,001

* Media ± D.S. de las diferencias entre pares de testigos y experimentales. Entre parén­
tesis el número de pares.

♦♦ El análisis estadístico se ha hecho por el método de «comparación por pares», apli­
cando el t-test de Student.

Experiencias de diafragma de rata.
En la tabla II se expresan los resultados
de las experiencias de respiración exógena
y endógena de diafragma de rata. A dife­
rencia de lo que pasa en células de leva­
dura, aquí el tromexano inhibe no sólo la
respiración exógena, sino también la res­
piración endógena. El porcentaje medio
de inhibición de la primera es superior
al 30 % y de la segunda al 15 %.

Sobre el consumo de glucosa, se nota
el mismo efecto estimulante del tromexa­
no que en las células de levadura, pero
hay una diferencia notable entre los dos
casos: en la levadura, el consumo de oxí­
geno, en presencia de glucosa, es siempre
muy superior al oxígeno consumido por
estas células en ausencia de ese sustrato.
En cambio, el diafragma tiene estos dos
consumos muy parecidos. Es decir, que
así como en la levadura la incubación con
glucosa estimula la respiración, no ocurre
lo mismo en el diafragma, el cual respira
prácticamente igual con glucosa que sin
ella.

Experiencias de homogenizado de
hígado. En la tabla III se recogen los
resultados de estas experiencias, con el
homogenizado preparado según el proce­
dimiento descrito. Se observa que el tro­
mexano inhibe ya la respiración de este 

homogenizado a concentraciones del or­
den de 3 X 10"® M. Con cantidades ma­
yores, aumenta el efecto inhibidor sobre
el consumo de oxígeno, llegando a un
30 % a la concentración de 7,2 X 10"4 M.

Discusión

De los trabajos de Lehninger (4), Mar-
tius (6) y Ball (1) se desprende que cier­
tos derivados naftoquinónicos, y las dicu-
marinas se comportan in vitro como in­
hibidores de la fosforilización oxidativa,
variando la intensidad del efecto en pro­
porción directa a las concentraciones de
las drogas.

Con respecto al consumo de O3 se sabe
que estos y otros agentes desacoplantes
tienen efectos distintos según la concen­
tración, estimulando ligeramente a peque­
ñas concentraciones e inhibiendo más in­
tensamente a dosis altas; pero en ambos
casos con disminución del cociente P/O.

Como derivado dicumarínico, es de es­
perar que el tromexano ejerza también
una acción desacoplante de la fosforili­
zación oxidativa, y nuestros resultados
pueden explicarse sobre la base de tal me­
canismo de acción. La estimulación de la
respiración endógena en las células de
levadura sería equivalente a la estimula­
ción del consumo de O2 producida por 
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los agentes desacoplantes a bajas concen­
traciones. Por otro lado, la inhibición de
la respiración exógena acompañada de un
aumento del consumo de glucosa podría
deberse a un aumento de la glicolisis
aerobia en presencia de abundante sus­
trato exógeno, como respuesta celular
ante la inhibición de la fosforilización
oxidativa.

Tal respuesta no sería posible en con­
diciones de respiración endógena por el
empobrecimiento existente en el sustrato
endógeno de las células que empleamos.

En el diafragma de rata, el tromexano,
a la concentración empleada, inhibe el
consumo de O2 tanto en presencia como
en ausencia de glucosa exógena. Aunque
la concentración de la droga en el medio
fue la misma que para las células de le­
vadura, la concentración intracelular pue­
de haber sido más alta, habida cuenta de
la mayor permeabilidad de la membrana
de la célula animal.

Así, el efecto sobre la cadena respirato­
ria sería más intenso, apareciendo la típi­
ca inhibición del consumo de O3 de los
agentes desacoplantes a altas concentra­
ciones. Sin embargo, la inhibición de la
respiración es mayor cuando se pone glu­
cosa en el medio de incubación, y esto se
acompaña de un aumento del consumo de
glucosa exógena, como ocurre en la leva­
dura. Parece, por lo tanto, que en el
músculo también aparecería una respuesta
celular de aumento de la glicolisis aero­
bia en sustitución de una cadena respira­
toria deficitaria.

En el homogenizado de hígado hemos
probado varias concentraciones de trome­
xano y todas producen una inhibición de
la respiración. En estas condiciones, la
concentración efectiva de la droga en
contacto con los enzimas respiratorias
debe ser, naturalmente, muy superior a
las que habría en las células intactas y,
como cabría esperar, la inhibición aumen­
ta al aumentar la concentración.

Resumen

Se han estudiado loa efectos del tromexano
sobre la respiración y el consumo de glucosa
de células de levadura, diafragma de rata y
homogenizado de hígado.

A una concentración de 3,6 X 10-< M, la
droga provoca una estimulación de la respira­
ción endógena de la levadura y una inhibición
ligera de la respiración exógena, con aumento
del consumo de glucosa. En el diafragma de
rata, la misma concentración provoca inhibi­
ción más marcada tanto de la respiración en­
dógena como de la exógena, pero en este últi­
mo caso también con aumento del consumo
de glucosa exógena. Finalmente, el tromexano
inhibe ya el consumo de oxígeno del homoge­
nizado de hígado de rata a concentraciones de
3 X 10~* M, y la inhibición aumenta al aumen­
tar la concentración.

Se sugiere que estos efectos podrían ser de­
bidos a una acción desacoplante de la fosfori­
lización oxidativa, lo cual, en las células intac­
tas, provocaría respuestas compensadoras en
forma de un aumento de la glicolisis aerobia.

Summary

Effects of Tromexan on Cellular Respiration
and Glucose Consumption

The effects of tromexan on cellular
respiration and glucose uptake of yeast,
rat diaphragm and liver homogenates ha-
ve been studied.

At 3.6 X 10“* M concentration, the
drug produces a stimulation of the endo-
genous respiration and a weak inhibition
of exogenous respiration, with an increase
in the intake of glucose. In the rat dia­
phragm, the same concentration produces
a marked inhibition of both endogenous
and exogenous respiration, but the latter
case exhibits an increase of educóse utili-
zation. Finally, tromexan inhibits the oxy^
gen uptake of homogenized rat liver at
concentrations as low as 3 X 10“® M, with
an increase in inhibition, on increasing the
concentration.

It is suggest that these effects could be 
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due to the uncoupling of oxidative phos-
phorylation, which in intact cells would
provoke a compensatory action by in-
creasing aerobio glycolysis.
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