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ANTECEDENTES QUIMICOS
DEL AZUL DE METILENO

N

NA importante cuestion cientifica se ha planteado recientemente
| por el ilustre académico de l2 Real de Ciencias, Bellas Letras y
Nobles Artes de Cordoba, Dr. D. Arcadio ]. Rodriguez. Este
distinguido clinico, tan entusiasta del noble ejercicio de la Medicina como
paciente investigador de los misterios del Laboratorio, ha tenido ocasion
de comprobar un hecho que, hasta ahora, ha permanecido ignorado—al
menos la prensa profesional nada ha dicho nunca—y que envuelve una
extraordinaria importancia.

Como medio diagnéstico para reconocer la permeabilidad de los rifio-
nes, se viene usando, desde hace largos afnos, el azul de metileno que, in-
yectado o ingerido, se elimina por la orina, tifiéndola de azul-verdoso en
los casos de normalidad renal. Cuando la secrecién urinaria no acusa con
su color evidente el paso del medicamento, es légico suponer la obstruc-
cion del filtro y establecer las clasificaciones sintomdticas para definir la
enfermedad.

Pero ocurre que no siempre la orina aparece tefiida de azul, a pesar de
funcionar normalmente el 6rgano de eliminacion, y, lo que es mas nota-
ble, la orina, que en este caso aparece de su color habitual, amarillento,
se vuelve azul al cabo de algtin tiempo, especialmente si se agita con vi-
veza. Por el contrario, orinas coloreadas por el azul de metileno, se deco-
loran espontineamente y de un modo rdpido si se mezclan con orina
afieja. '

Este curioso fenémeno en una substancia en cuya estabilidad se confia-
ba en los andlisis clinicos que habian de reglamentar la salud y vida hu-
manas, ha producido la natural alarma. Ya no es posible admitir la certe-
za de las indicaciones de aquel servidor, sorprendido en flagrante delito
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de infidelidad. Pero es indispensable hallar las causas de estas irregulari-
dades para poder corregir, cuando sea preciso, las faltas observadas, va-
le}jgndo hasta donde sea posible, la utilidad de aquella substancia a quien
famﬁ*eﬂ se atribuy6 un alto poder antiséptico, que la experiencia se ha
yisto obligada a discutir primero y reducir a limites estrechisimos después.

Para realizar en forma metddica y, por consiguiente, de un modo sen-
cillo y practico aquella valoracion, es indispensable, ante todo, conocer la
" extructura del interesante compuesto, indagar sus origenes, reconstituir el
cugdro de sus propiedades y deducir, si es posible, su comportamiento en
Jas complicadas evoluciones bioldgicas, mejor adivinadas que conocidas.

Al revisar diversos y modernos tratados de Quimica, algunos tan com-
pletos y detalladisimos como los de Schmidt y Molinari, sorprende la ex-
traordinaria extension con que se ocupan de cuerpos de importancia rela-
tiva, bien por estar en desuso, bien por haber caido en los dominios de lo
vulgar, y la escasez de aportaciones que hacen sobre aquellos otros que
tienen puesto preferente en la Terapéutica o en las Artes, y de los que, a
lo sumo, indican una férmula probable o algunas lineas confusas dedica-
das a establecer lejanisimas relaciones de parentesco con otros, que, a la
vuelta de cientos de pédginas, aparecen rodeados también de nebulosas
impenetrables. Tal ocurre, entre multitud de casos, con el que nos ocupa.
La innegable importancia del mismo, aunque sélo se considere como ma-
teria colorante de uso frecuente en el tefiido de sedas y lanas, o como
reactivo de constante manejo en microbiologia, hacian esperar que merecie-
ralos honores de una monografia detallada; pero una vez mds, los autores,
por ticito convenio, se reducen a una ligera mencidn, tan ligera que atin
los analistas que hemos consultado ni slquiera se ocupan de él y, lo que
es peor, tampoco indican las fuentes para su estudio: tan solo Krauch, al
citarlo de pasada, hace referencia a algunas revistas alemanas de remota
fecha; pero no tenemos facilidad para adquirirlas y por tanto no podemos
utilizarlas para orientarnos en su conocimiento.

Al estudiar las formulas que los distintos autores consultados asignan al
azul de metileno, surgen nuevas confusiones que contribuyen a obscure-
cer la constitucion molecular del compuesto que nos ocupa. En tanto que
unos lo derivan, al parecer, de dos nticleos benzénicos, por sucesivas oxi-
daciones y reducciones, otros indican la posibilidad de un origen sulf6ni-
co que, a través de un proceso andlogo, ha dado lugar a la interposicién
de un nicleo tiazinico entre dos aminas fendlicas. Para mayor claridad
copiamos a continuacion las féormulas que expresan estas posibles proce-
dencias.
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Schmidt le atribuye la siguiente:

NS S
~Ce¢ Hs N (C Hs)aCl
Carré, por el contrario, le asigna esta composicion:

N

CH N(:I:I:)N CH

SCI

Como vemos, el primero parte del supuesto de que el Cl estd unido
directamente al N aminico por la propiedad que éste tiene de cambiar fa-
cilmente de dinamicidad pasando a pentavalente; el segundo enlaza al ha-
lI6geno con el S, que ha de ser tetravalente en este caso. Una y otra son
posibles, al menos tedricamente, y acaso esta distinta agrupacién, que de-
pendera del procedimiento operatorio, sea causa de las diferencias que se
observan en algunas propiedades del cuerpo en cuestion.

Enmedio, pues, de esta confusién y de la falta de datos concretos para
esclarecer este problema, al que nos atrae la curiosidad y nos empuja el
espiritu profesional que tan imperiosamente obliga, nos decidimos a aco-

meter la empresa. jQue la belleza del fin sea disculpa del atrevimiento y
atente la responsabilidad de los errores!

Sabido es que los fenoles tienen cierta facilidad para cambiar el oxhidrilo
funcional por el radical SH, originando fiazoles capaces, a su vez, de pro-
ducir derivados aminados, comparables con las tiazinas derivadas de los
tiofenos.

PN A
HC \?H He \?H He N ch G N ch
HC_ ,CH MG, > :CH HC TR HCl_  JcH
25 o A7
“tH NH o 7
CH C.NH

Lo mismo las tiazinas que los aminotiazoles pueden unirse a los grupos
bencénicos formando fenotiazinas, y esta propiedad nos sirve de base pa-
ra intentar llegar a la formacion del azul de metileno.
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He dqui el proceso quimico necesario para ello:

C<S-H H-0-C R a0

N N\ Py
HI/ \(I: NeHH  H-O- T A He \fl.‘.-NH—ﬁ./ \\‘QH o
HC,| HC\ ﬂé HC CH HC CH =~ °
v o ch cfl
awinotiofenol 1: 2 pirocatequina Sfenotiazina

Oxidando y nitrando esta fenotiazina con la mezcla sulfonitrica, se ob-
tiene el derivado nitrado:;

C—~——S—C §—
N \ S N
He” e-NH-¢7 ¢ ue” o-NH-¢” “oH
HE.  GH HE c':H HENDH NG tH e (|:N0+ i
7 Y $
N N N N
Jfenotiazina dinitrofenotiazina

Después, mediante el empleo de 4cido clorhidrico y zinc, se procede a
transformar este compuesto en la amina correspondiente:

c\ 3 c\ c
He( Yc—NH-c( \CH HC \C—NH—-C \CH
o 5 3 + 6Hp= | | + 4H,0
C.NO, 4

NC CH HC H,NC CH CNH
CH CH CH CH
dinitrofenotiazin diaminofenotiazina

(leucotionina)

la cual oxidada con Cl: Fe @ produce tionina:

C{'—"" S——C CA—=9Tnt
HC C-NH-C \CH HC \C -N=C \CH
HNC CH HC CNH Tan H NCI CH HC C=N H+H20
74 i ; 74 NN
CH CH CH CH
lencotionina : tionina

(1) El cloruro férrico en atmosfera hiimeda se descompone dejando Cl y 6xi-
do férrico yien atmosfera seca produce HCIl y oxido férrico. El Cl actiia como
oxidante indirecto.

BRAC, 13 (1925) 269-279



— 2713 —

resta s6lo transformar este tltimo término en azul, mediante el empleo
del cloruro de metilo, cuerpo usado precisamente en la metilacién de mu-
chas materias colorantes, con preferencia al ioduro, que da dcido iodhi-
drico muy reductor.

C{-'-— S—0C C—S—_¢C
HeNe—n= NcH i e No—n=c"\cH
+ =
HaNC'\_/CH \/ C=N-H # " (CHg),NC JCH  HO\ C=N=(CH3), C|
CH CH CH CH
tionina azul de metileno

No es éste, a pesar de su aparente sencillez, el camino que sigue la in-
dustria, pues ésta parte de la dimetilparafenilenodiamina, sometiéndola a
la accion del H:5, o del tiosulfato sodico y del Cl: Fe, en presencia de di-
metilanilina en solucion dcida. Las reacciones pueden expresarse de este
modo:

C"NHQ C_N Hg
HC \\CH HC \C*S-—S OsH
‘ c + 5,0sH, = Cl i + H.0
HC H H
7 7
C-N=(CHs), C-N=(CHs)2
dimctilparafenileno diamina dacido tiosulfonico
C—NH, cH c—N—°C
NG ¢/ \cH HE/ N\ c—8—C/ \eH
HC‘ c-8 303H+H | +0p = | 0 | + 2H,0
HC\_/CH HC\ /CH HCN\ /CH HC\ /CH ,
o
C-N=(CHs)s C-N=(CHa)z C-N=(CHz); C-N=(CHg);
dimetilamina indaminatiosulfonica
e em G
HC C~=S—C CH HC et - Ry H
IO 803 IO +HCl= |O | f + 50, + Ho 0
HC /CH HC\ZCH HC \ZCH HC CH
C-N=(CHz)s  C-N=(CH3) C-N=(CHz),  C=N=(CHg),C!

azul de melileno

Difieren considetablemente de esta estructura que asignamos a la inda-
mina, las formulas que hemos encontrado después de pacientes averigua-
ciones. He aqui las expuestas por uno de los autores:
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CH CH
[CH5); N—C \CH (CHg); N-C \c-s-s 03z H
i R Hc| A + He0
/ 1 B
CH
dimetzlpamfeﬂ-uemdzamma dacido tiosulfdnico
Ve ‘
CH CH S CH
(CHs)=N-C NC-5-5 05H (H,),N ¢ AN 1/ c=N (CHge,
He | +CgHsN (CH; ), + 02= | + 2H;0
/C NH, / ,
CH CH N CH
dcido tiosulfdnico dtmetilanilina indaminatiosuifonica
505
CH CH s_ CH
(CH5}=N-C| \U'4 Oc Ne(cHa)e o (CHIN-C G N\¢’ c/OC=N(CNs + S0yHe
HC c C CH HC C C CH
G G N
indaminotiosulfinica azul de metileno
Segtin Carré las cosas ocuren de este modo:
C"“NHQ C- NHE
HC \‘CH C S-S0zH
| + S20sHz = cH + H.0
H
HC /C /
C-N=(CH3)2 -N= (GH5]2
dimetilparafenilenodiamina acido tiosulfdnico
C NHz CH C=——=N-——oC
He "Ne-s-s0st | HE N 4 % g _He "\ MG N ¢H
- —
M l »CH HE'\, / CH T He CH | HE\ / C- -N=(CHz)2
C-N=(CHg)z C-N=(CHa)s C /305 cH
N=(CH3)2
teido tiosulfonico dimetilamina indaminatiosulfénica
C=—N——-=°C c——-——-n—c
He NG~ H N\ o C=5CI-C
He CH I HC c—n-(cl-l,,), 4 CH I c-N (CHg)2 +50p+ He0
§o H c n= (cn;)z ch
N=(CH3)a
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En todos los casos se separa el azul mediante la mezcla de ClZn y de
CINa al estado de clorozincato.

Hemos procurado seguir paso a paso las distintas fases de la generacion
del cuerpo que nos ocupa, reconstituyendo con los fragmentarios y dis-
persos materiales la probable arquitectura molecular del mismo, de la cual
se han de derivar como consecuencias las propiedades que intentamos in-
vestigar.

Los analistas solo indican, aparte de su aspecto, que es soluble en agua,
algo menos en alcohol y que en presencia del dcido sulftirico y nitrico da
un color verde intenso; pero nada mas que pueda servir para identificario
y separarlo de otras materias colorantes con las que pudiera confundirse.
Es més: circulan en el comercio al menos dos tipos de azul bastante dife-
rentes en su tono de color; pues ni en eso paran mientes los quimicos
que hemos consultado, no obstante que pudiera ser debido el hecho a la
presencia de Cl:Zn procedente de su fabricacion y cuya toxicidad haria
peligroso el empleo del azul especialmente por via hipodérmica.

De nuestras experiencias resulta que es un polvo de color y aspecto
bronceado, cristalino, (1) al parecer en prismas, soluble en agua pura, al-
cohol, éter, acetona, benceno, alcohol metilico, glicerina, dando en todos
los casos un liquido azul intenso, transparente en pequefio espesor. Es
también soluble en é4cido clorhidrico, con color azul; en el nitrico, con
igual color pero mds obscuro y en el sulfirico, dando un liquido verde
brillante.

Calentado en tubo cerrado, desprende algo de agua, cambia al colot
verde y por tltimo al pardo, sin fundirse ni volatilizarse, produciendo un
olor harto desagradable.

La solucion (0.5 por mil) no se altera por la adicion de los 4cidos acéti-
co, tartrico ni tdnico. Tampoco varia por el amoniaco ni sales amoniaca-
les—cloruro, oxalato, ni carbonato—pero con NaOH da lentamente un
hermoso viraje al rojo violdceo, con formaciéon de un precipitado rojo.

El hidrégeno, dcido sulfhidrico, cloruro estafinoso, glucosa, acetona, no
alteran la solucion, ni atin a la ebullicion. El cloro decolora total y rapida-
mente el liquido, que persiste incoloro al cabo de algunos dias. El cloruro
manganoso la convierte en verde; pero si se afiade al liquido MnOs y
HCI simultdneamente para producir en su seno el Cl, se obtiene un color
violeta que pasa lentamente al azul pdlido. El hiposulfito sédico no actia
sobre la solucion; pero agregdndole algo de S O«Hz, y mejor haciendo la
mezcla antes, decolora rdpidamente el azul tardando bastante tiempo en
recobrar su color primitivo.

También se consigue una pronta decoloracion afladiendo al azul un po-

el i
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co de estafio y dcido clorhidrico, a pesar de que, como hemos dicho, el
Cl2Zn sélo no actia sobre la solucion; del mismo modo ocurre si se em-
plea Zn y HCI, pero en este caso no es tan répida la decoloracion. En
ambos casos retorna al azu! antes de las 48 horas. El sulfocianuro amonico
da un precipitado violeta y el ferrocianuro potasico vuelve verde el liqui-
do dejando un depésito azul. Con bicromato potésico se forma un preci-

pitado rojo, quedando el liquido tefiido de este color.
La mezcla sulfonitrica ya indicada, produce un color verde intenso, bri-

llante de verde de metileno. Es muy interesante la accién de KI: atin en
soluciones muy diluidas, 0,1 por mil, produce un precipitado azul en li-
quido verde claro; pero agregando algo de 4cido sulfirico, y mejor ha-
ciendo previamente la mezcla del ioduro y del dcido, se obtiene un pre-
cipitado purpura en el seno de un licor rojo de un bello matiz, que pasa

poco a poco al amarillo a medida que se deposita aquél.
El reactivo de Esbach produce un precipitado azul-negro en liquido

verde amarillento. El peréxido de nitrogeno (vapores rojos) no actua.
Hasta aqui hemos llegado en la determinacion de los caracteres quimi-
cos del azul de metileno: la falta de dispositivos adecuados nos ha impe-
dido seguir investigando los interesantes aspectos de sus acciones quimi-
cas; creemos sin embargo suficientes para nuestro objeto los indicados,
referentes en su mayoria a los efectos de oxidantes y reductores que, co-
mo hemos visto en las distintas génesis teoricas, son los determinantes de

su color.
Resalta entre el conjunto de reacciones anteriormente expuestas la cu-

riosa analogia de los efectos producidos por dos cuerpos funcionalmente
distintos: el Cly el SO2. Ambos provocan la decoloracion del azul; no
obstante el primero es oxidante y el segundo reductor, siendo, por lo de-
mads, los tinicos de sus respectivos grupos que causan aquel fendmeno

con mayor permanencia. .
Considerando los efectos del gas sulfuroso podemos explicarlos por el

hecho de que la indamina tiosulfénica pierde dicho gas al transformarse
en tetrametiltionina, en cuyo ciso es légico admitir que se regenera aque-
lla, al adquirirlo. También seria explicable en nuestra concepcion de los
origenes del azul porque siendo la tionina producto de la oxidacion de la

leucobase, al reducirse aquella, se retroceda a ésta.
Pero ¢como explicar los efectos del cloro? Si en la complicada trama

de la tetrametiltionina quedara retenido, bien bajo la forma de un policlo-
ruro o bien fijindose en alguno de los nicleos, es admisible la formacion
de HCI que, como hemos visto, no ejerce variacion alguna en el azul, lo
que hace pensar que aquellos derivados clorados habian de ser también
azules o por lo menos coloreados, y esto lo corrobora al disolver el azul
solido en HCL, pues se obtiene un liquido azul intenso; luego la accion
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Si comparamos esta accion con las que producen el Cl:Sn y el CleZn
observaremos que estos compuestos no acttian sobre el azul, pero cuando
se forman en su seno lo decoloran, lo que nos induce a creer que el hi-
drégeno naciente formado es quien efecttia la decoloracion de la tionina.
¢Ocurrird lo propio con el cloro? ¢Serd que éste separa H de aquélla de-
terminando la reduccién, que no es capaz de evitar el HCI formado al
mismo tiempo? En este caso habria que considerar al hal6geno como re-
ductor y no como oxidante (1). Reconocemos lo atrevido de la suposi-
cién, a pesar de ser admitida en la actualidad la discontinuidad de las ac-
ciones quimicas, pero no encontramos otro medio de explicar el curioso
fenomeno que guarda estrecha relacion con los hechos causantes de este

modesto ensayo. ey ;
Como vemos, no puede atribuirse la decoloracion in vitro del azul sino

a poderosas aunque suaves fuerzas reductoras y habrd que buscar causas
analogas para la decoloracién in vivo. Circulan por nuestro organismo
ciertas substancias, no bien conccidas atin, que poseen en alto grado po-
deres oxidantes o reductores; oxidasas y reductasas llaman los biélogos a
estos fermentos, que guardan, dentro de su masa insignificante, enormes
veneros. de energia. A ellos debe la pepsina su poder solubilizante de los
albuminoides, el cuerpo tiroides sus efectos regularizadores de la oxida-
cion sanguinea; las lipasas su propiedad de saponificar las grasas, etc. En
las cimasas reductoras del tipo de la catalasa debemos, pues, buscar los
agentes de la conversion del azul en su leucobase, como lo convierte la
lactasa en la leche alterada.

 Pero estas reductasas no sélo las produce el organismo normal: tam-
bién las elaboran los microorganismos pardsitos. Protozoos, bacterias y
hongos colaboran en la formidable labor de los 6rganos humarios, ope-
rarios infatigables de un inmenso laboratorio donde todo se hace en la
obscuridad del misterio. ¢A quienes atribuiremos la destruccion del azul?
¢A los fermentos propios del aparato renal o a gérmenes patégenos que
anidan en é1? Es un hecho probado que la pulpa del rifi6n transforma la
nitrobencina en anilina y la creatinina en creatina, y que la hemasa de la
sangre descompone el agua oxigenada; operaciones reductoras caracteris-
ticas; pero también estd probada la accién oxidante de las bacterias como
el bacillus lacticus, subtilis y mesentericus, del bacterium thermo, myco-
derma vini, proteus vulgaris, etc., que bien pueden tener contrincantes re-
ductores, como los micrococcus que descomponen los nitratos en N y
NO, o ser ellos mismos capaces de ejercer ambas funciones sin que pue-
da extranar esta conducta por cuanto es sabido que pueden cambiar de
vida, ya aerobia, ya anaerobia, en las distintas fases de su desarrollo y en

e

(1) Siendo asi explicarfamos su accion sobre el agua de este modo:
2 Clg + 2 HpO0=2Cl20 -+ 2Ha(==) 4HCI -+ O2
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la variabilidad del medio. La presencia de microorganismos activadores
de las cimasas, parece confirmada con las experiencias de Tromsdorff que
no encuentra reductasas en la leche fresca esterilizada, de lo que se dedu-
ce que la lactasa es producto de la secrecién microbiana.

Reducida la cuestion a este dilema creemos que es mds ficil de resol-
ver. En efecto, la presencia de cimasas naturales en el organismo ha de
ser normal en todo momento, pues constantemente han de llenar sus
complicadas funciones en el incesante intercambio quimico-celular; podra
variar en cantidad o en modalidad, pero no faltan seguramente. El hecho
de que en los grandes periodos febriles desaparezca el glucogeno del hi-
gado, puede interpretarse como una variacién de su funcién destructora
de la glucosa, variacién que no prueba su ausencia sino su semejanza con
aquellos fermentos capaces de cambiar de vida y por tanto de propieda-
des. Y puesto que el azul de metileno se elimina por la orina tifiéndola
caracteristicamente, no sélo durante la normalidad fisiol6gica del rifién,
sino también en gran nimero de situaciones patoldgicas, es logico creer
que no son las cimasas elaboradas por el parenquima renal las causantes
de la decoloracion.

Hay que concluir, pues, que el notable hecho es debido a la presencia
de ciertos microbios en el aparato urinario y que estos microbios son ca-
paces de segregar cimasas especiales reductoras en alto grado o de modi-
ficar aquellas otras propias del érgano renal, ejerciendo parecida accion a
la de los fermentos de la putrefaccion incapaces de obrar en tanto que
otra cimasa no peptonice previamente los albuminoides.

No hay que olvidar que si todos los organismos son semejantes entre
si, cada uno posee funciones propias y especificas y que es frecuente utili-
zar en Quimica causas muy diferentes para conseguir iguales resultados.
Por eso, a lo largo de nuestro trabajo, no hemos pretendido comprobar
la firmeza de los viejos cimientos de la Quimica, ni penetrar en la profun-
didad de sus misterios, reservados a las inteligencias que adquirieron cla-
risimos esplendores en el crisol del estudio. Sélo nos propusimos recoger
este grano de arena pensando que algtin dia otro obrero mas habil sabra
tallarlo y engarzarlo en la diadema de la- Ciencia.

ANTONIO GONZALEZ SORIANO
1024, 31 de Mayo.
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