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Introduccidén

El Departamento de Radiobiologia de la Comisién Nacional de Energia
Atdémica presenta en este informe un detalle de sus actividades de los Glti-
mos afios. Es éste el fruto del esfuerzo no solo de los autores de los tra-
bajos que alli figuran y sus colaboradores sino también el de toda una Ins-
titucién que con indeclinable visién de futuro busca el permanente progre-~
so cientifico del pais.

Nacido como Departamento de Biologia y Medicina, el actual Departamen-
to de Radiobiologia fue el origen de otras importantes actividades dentro
de esta Casa y en el se formaron o perfeccionaron, a lo largo de sus 20
affos de vida, cientificos que hoy desarrollan sus investigaciones en algu-
nos de los més destacados laboratorios del psis y del exterior.

No puedo dejar de mencionar gque nuestro Departamento ha reslizado im-
portantes contribuciones al conocimiento del dafio bioldgico producido por
la exposicidén a las radiaciones y a los mecanismos de reparacién de dicho
dafio, desarrollando para ello metodologia muy especializada,

El nivel alcanzado por nuestros investigadores en el manejo de esa com-
pleja metodologia es ampliamente conocido en el pais, y las consultas y pe-
didos de asesoramiento que se reciben permanentemente sobre autorradiogra-
fias, mapeos cromosémicos, induccién de mutaciones, estudios sobre &cidos
nucleicos, inmunologia, microespectrofotometria, radioinmunoensayos, ul-
traestructura celular por microscopia electrdnica, etc., permiten que los
beneficios de esa capacitacién difundan al A&mbito nacional.

Los servicios prestados por nuestra Seccidén Irradiacién y Dosimetria
han sido empleados en la realizacidén de numerosos trabajos cientificos
dentro y fuera de la Casa, y lo mismo ocurre con los animales de experi-
nmentacidn provistos por nuestro Departamento. La excepcional calidad de es-
tos Gltimos se verd acrecentada cuando proximamente comience sus funcio-
nes en el Centro Atémico Ezeiza un moderno edificio dedicado a la cria
de pequefios mamiferos libres de gérmenes patdgenos.

Mi intencidén de no dar nombres de personas que contribuyeron a los
logros alcanzados, para no cometer injusticia por omisidén, se quiebra an-
te la nueva entrada del Dr. Andrés Klein-Szanto para reclamar esta Intro-
duccidn. Su dedicacidn y entusiasmo como Editor del presente Informe lo
hacen acreedor a nuestro profundo agradecimiento.

Vicente Luis Orce
Jefe Departamento Radiobiologia



RESUMEN

La investigacién realizada durante los dos Gltimos afios ha sido orienta-
da, como en los afios anteriores, al estudio del dafio por radiacidn producido en
diferentes sistemas bioldgicos, como asimismo al desarrollo de técnicas nuevas
que permitan una mejor evaluacidn del efecto de las radiaciones ionizantes.

Los sistemas utilizados comprenden modelos microbioldgicos, insectos y ma-
miferos y las técnicas empleadas para los distintos trabajos variaron marcadamen-
te, de acuerdo con el problema atacado.

Para un mejor ordenamiento de este informe bianual, el programa de activi-
dades ha sido esquemiticamente subdividido en los siguientes encabezamientos:
A) Bioquimica, B) Inmunologia, C) Genética, D) Microbiologia, E) Efectos somati-
cos (Oncologia), F) Patologia y 6) Irradiacidn y dosimetria.

Cada una de estas secciones comprende una serie de trabajos resumidos de
las principales investigaciones desarrolladas en el Departamento. Los lectores
interesados en mayores detalles, podrdn satisfacer sus inquietudes en el futuro
préximo, tan pronto como estos trabajos aparezcan en la literatura cientifica.

El editor desea expresar su agradecimiento a los Dres. R.L. Cabrini y L.
V. Orce, Gerente de Investigaciones y Jefe del Departamento de Radiobiologia
respectivamente por los comentarios y el apoyo brindado, como asi también al
Dr. E. Ventura por su desinteresada colaboracidn, a todos los autores de los
diversos trabajos que contribuyeron con gran dedicacidn a facilitar las tareas
del editor, a la Srta. M.T. de Luca por su cooperacidn en la preparacidén de la
versién final del informe y al Sr. A. Binda por el valioso esfuerzo realizado
en la impresidn del presente informe.

A. Klein-Szanto
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A. BIOQUIMICA

A. 1. Bases moleculares de la produccidn e involucidn del bocio.

I. Accidn del yoduro sobre la incorporacién de 3H - Leucina

y 14¢c galactosamina a proteinas tiroideas

M.A. Pisarev y L.0. Aiello.

La regulacidn de la biosintesis de proteinas y dcidos nucleicos es un
proceso bioquimico intimamente ligado al crecimiento tisular, tanto en condi-
ciones fisioldégicas como patolégicas; en el caso de la tiroides, vinculado al
desarrollo de los distintos tipos de bocio o de neoplasias.

Con el objeto de aclarar los factores estimulante e inhibitorios que
regulan estos procesos, fue desarrollado un modelo "in vitro", utilizando com-
puestos marcados para valorar la sintesis de proteinas.

Cortes de tiroides bovina (30-80 mg) fueron pre-incubados durante 30
minutos en 5 ml de solucidén de Krebs-Ringer-bicarbonato, pH 7,6 bajo 95% 02
con 5% CO,, en presencia de las diferentes sustancias a estudiar. Al cabo
de este periodo fue agregada una dosis trazadora (0,5-1 uCi) de 3H-leucina
(NEN) (sintesis de proteinas) y/o de 1%C-galactosamina (NEN) (incorporacidn
de carbohidratos a las proteinas). Luego de un pulso de 30-60 minutos los
cortes fueron lavados, secados,pesados y homogeneizados en 1 ml de H20. Las
proteinas fueron precipitadas con 0,5 ml de &cido tricloroacético al 20% en
frio. Luego de centrifugar lavamos 2 veces con dcido tricloroacético al 10%.
El precipitado final fue digerido con Protosol (NEN, EE.UU.) y contado en so-
lucidn de omnifléor (NEN, EE.UU.) en un contador de centelleo liquido. Las
proteinas fueron determinadas mediante la técnica de Lowry (1). En algunos
estudios fueron utilizados cortes de higado o de glédndula submaxilar. Las
proteinas solubles tiroideas fueron separadas por centrifugacidén a 105.000
x g durante 60 minutos 8 a 40.000 x g durante 150 minutos. La tiroglobuli-
na fue precipitada en esa fraccidn, utilizando la técnica de Vassart et al.
(2) con antisueros facilitados por el Dr. E. Capalbo (C.N.E.A.).

Observamos que la adicién del IK, de 10-3 a 10-® M, produjo un 50% de
inhibicidn en la incorporacién de SH-leucina a proteinas totales tiroideas.
Este efecto es drgano especifico ya que no lo observamos en higado o glandu-
la submaxilar. Con el objeto de analizar el mecanismo de la accidn del hald-
geno fueron realizadas incubaciones en presencia de 0,5 mM de perclorato de
potasio 6 1 mM de metilmercaptoimidazol (MMI). Ambas drogas bloquearon la
accidén inhibitoria del yoduro (Tabla 1) indicando que el haldgeno ejerce su
accidn mediante una forma intracelular y organificada. Comparamos entonces
la potencia inhibitoria del IK con la de las hormonas tiroideas, triyodoti-
ronina (T3) y tiroxina (Ty).

Comprobamos que tanto a concentraciones de 10-6 y 5,10'7 M, las yodo-
tironinas fueron mds potentes que el yoduro (Tabla 2). El IK bloqued no
s8lo la sintesis de proteinas totales tiroideas sino tambié&n la de las pro-
teinas solubles y la de la tiroglobulina, pero no afectd la incorporacidn de
carbohidratos a las mismas fracciones (Tabla 3).

Los presentes resultados proveen nuevos conocimientos sobre el meca-
nismo de la accidn terapéutica del yoduro e indican la existencia de un pro-
ceso autoregulatorio tiroideo, probablemente mediado por el nivel endbgeno
de las propias hormonas.
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Podemos entonces concluir que la accidn del yoduro sobre la biosintesis

las proteinas es:

a) especifica para la tiroides,

b) ejercida a nivel intracelular y mediante una forma organificada,

c) probablemente mediada por las hormonas tiroideas,

d) general a las proteinas totales y solubles de la tiroides, inclu-
yendo la tiroglobulina y

e) restringida al proceso de sintesis de proteinas, pero sin alterar

el de glicosidacidn.

Lowry, 0.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L. y Randall, R.J., J. Biol.

Chem., 193:265, 1951,

Vassart, G. y Dumont, J.E., Europ. J. Biochem., 32:322, 1972,

TABLA 1

Influencia del KC1lOy y MMI sobre la accidn inhibidora del KI

Radicactividad pre-

Experimento Tratamiento cipitable con TCA p<
(DPM/ug proteina)
A Control 134, 3 + 27 -
KC10, 0,5 mM 136,1 * 17 n.s.
K1 10 Y4M 74,5 + 10 0,001
K1 + KC10y 122,3 + 4 n.s.
B Control 118,2 + 37 -
MM1I 1 mM 210,1 + 23 n.s
K1 10 M 78,2 £ 5 0,01
Ki + MM1 127,1 + 51 n.s.

Pre-incubacidn: 30 min.; pulso de [3H] leucina: 60 min.

representa un prcmedio de 5 casos ¥ 1 DS

Cada valor
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TABLA 2

Efectos comparativos de KI, T3 y Ty sobre la incorpo-
racién de [3H] leucina

Radioactividad pre-
Experimento Tratamiento cipitable con TCA p<
(DPM/pg proteina)

A Control 230,5 + 46,6 -
K1 10 %M 164,2 + 20,7 0,01
T3 10 "M 91,1 + 5,6 0,001
Ty 10 4M 143,2 + 30,7 0,01

B Control 227,0 + 28,0 -
K1 10 bM 178,3 + 6,8 0,01
T; 10 M 123,8 £ 5,0 0,001
T, 10 M 114,0 £+ 2,0 0,001

c Control 89,4 * 8,8 -
K1 5.10 M 113,3 + 20,5 n.s.
Ty 5.10 M 57,5 + 11,3 0,001

Pre-incubacidn: 30 min.; pulso de[3H] leucina: 60 min. Cada valor
representa un promedio de 5 casos t 1 Ds

TABLA 3
Accidn del KI sobre la incorporacidn de [3H] leucina

y [14¢] galactosamina por parte de proteinas solubles

[3H] leucina cuen- [1%¢] galactosami-
Tratamiento Método tas/mg proteina p< na cuentas/mg pro-
teina
Control TCA 209 375 * 9605 - 15 000 £ 2100
KL 10 M TCA 108 490 * 1970 0,001 14 900 = 950
Control Anti-Tg 31 900 + 295 - 7575 + 135
K1 10 °M Anti Tg 23 265 + 850 0,001 7565 + 565

Pre-incubacidn: 30 min. Pulso de marcacidn: 120 min.
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A. 2 Bases moleculares de la produccidn e involucidn del bocio,

II. Accidn del yoduro, tiroxina'y AMP ciclico sobre la in-

corporacidn de SH-uridina y 32p 5 ARN tiroideo

M.A. Pisarev, L,0, Aiello y D,L, Kleiman de Pisarev.

Los resultados del trabajo anterior (1) indican que el yoduro ejerce su
efecto antibocigeno mediante la inhibicidn de la incorporacidn de amino &cidos
a proteinas. Con el fin de aclarar aun mds en profundidad su mecanismo de ac-
cidn, fue estudiada la modulacidn de la sintesis de dcido ribonucleico (ARN)
tiroideo mediante la utilizacién de 32p y de 3H-uridina.

Cortes de tiroides bovina (30-80 mg) fueron pre-incubados a 37°C duran-
te 30 min. en 5 ml de solucidn de Krebs-Ringer-bicarbonato, pH 7,6, bajo atmds-
fera de 95% Op y 5% COp, en presencia de las sustancias a estudiar. A continua-
cidn los cortes fueron marcados con una dosis trazadora (0,5-1 uCi) de 32p
(C.N.E.A.) & de SH-uridina (NEN, EE.UU.). Al cabo de 60 min. los cortes fueron
lavados, secados, pesados y homogeneizados en 1 ml de Hy0. E1 &cido ribonuclei-
co y los oligonucledtidos precursores marcados fueron estimados mediante el mé-
todo de Munro y Eleck (2) en el caso de la 3H-uridina y por el método de Perry
et al. (3) cuando fueron marcados con 32p,

Cuando fue estudiada la vida media del ARN intracelular seguimos el si-
guiente protocolo: cortes de tiroides fueron marcados con SH-uridina durante
10 m.; luego fueron intensivamente lavados con KRB y la incubacidn continuada
en presencia de actinomicina D (7 ug/ml) con y sin la presencia de IK, 10-5 M,
secando 4 cortes de tiroides a diferentes tiempos y determinando la actividad
especifica tal como fue detallado. También realizamos otra serie de estudios
similares pero sin la adicidn de actinomicina D.

La radioactividad de la fraccidn &cido percldrico soluble (APC) (0Oligo-
nucledtidos) y la del ARN fue contada en solucidn de Bray. La cantidad total
de ARN fue estimada en cada muestra mediante espectrofotometria a 260 nm, com-
parando con el ARN de levadura. Cada punto experimental fue realizado por cua-
druplicado y el andlisis estadistico aplicado fue el '"test" "t" de Student.

Tanto el IK como la tiroxina (Ty) a 10-5 disminuyeron significativamen-
te la incorporacién de 32P y de 3H-uridina a ARN (Fig. 1). Cuando fue explora-
da la posibilidad de una accidn sobre la degradacidén de ARN, encontramos que
en los cortes incubados en presencia de IK, 10-5, la curva de desaparicidén de
ARN era igual a la de los testigos; por lo tanto conluimos que el haldgeno afec
ta la sintesis de ARN y no su degradacidn.

Con el fin de corroborar si el mecanismo de accién del yoduro era en
este caso, igual al observado al estudiar sintesis de proteinas, analizamos el
efecto del perclorato y del MMI; ambas drogas bloquearon la accién inhibitoria
del IK (Fig. 2), indicando asi que la accidén de &ste es ejercida a través de
una forma intracelular y organificada del haldgeno.

E1 AMP ciclico, en una concentracidn de 2 mM estimuld significativamente
tanto la cantidad de radioactividad presente en la fraccidn APC soluble como la '
del ARN; este efecto fue inhibido por 10-5 de IK (Fig. 3).

También fue examinada la velocidad de accién del IK. Cuando el haldgeno
fue agregado luego de un pulso de °H-uridina, no observamos diferencia en la ac-
tividad especifica del ARN,

Los presentes resultados explican la accidn antibocigena del yoduro por
una accidén inhibitoria de la sintesis de ARN. La posibilidad de una disminucidn
de la actividad especifica del ARN por aumento de su degradacidn fue excluida en



estos estudios. Seed y Goldberg (4) mostraron que en cortes de tejido bajo
la accidn de actinomicina D, la sintesis de tiroglobulina (Tg) continia, en
tanto que se detiene la de protelnas estructurales y solubles, Estos resul-
tados sugieren que el ARN mensajero de la Tg tiene una vida media mds larga
que la de las otras proteinas, En el trabajo anterior (1) mostramos que el
IK disminuye en un 50-60% la incorporacidn de 3H-leucina a proteinas totales
y solubles tiroideas, en tanto que la incorporacién a Tg es inhibida en un
30%, Nuestros resultados coinciden, por lo tanto, con la hipdtesis arriba
enunciada.

Los efectos del IK y del AMP ciclico sobre la fraccidn APC soluble su-
geririan que las acciones inhibitorias y estimulantes de estos compuestos,
respectivamente, serian ejercidas a nivel de los nucledtidos precursores de
ARN. Una accidn similar del AMPc fue demostrada en hueso (5); sin embargo
nuestros resultados no excluyen una accidn a otro nivel. A este respecto ha.
sido propuesto que los nucledtidos ciclicos regularian la sintesis de ARN me-
diante la fosforilacidén de la ARN polimerasa (6).

En el trabajo anterior (1) fue demostrado que el IK inhibe la biosin-
tesis de proteinas a través de un compuesto intracelular y organificado y

que las yodotironinas eran mids potentes inhibidoras que el haldgeno. En el
presente trabajo corroboramos que la inhibicién de la sintesis de ARN es ejer-
cida también por un compuesto yodado intracelular y organificado.

1.- Pisarev, M.A. y Aiello, L.0., Acta Endocr. (Kbh), 82:298
2.- Munto, H.N. y Fleck, A., Methods in biochemical analysis - D Glicked -
vol. 1 - J. Wiley & Jons, New York, N.Y. p. 13, 1966.
3.- Perry, R.P., de la Torre, A. y Greenberg, J.R., Biochem. biophys.
Acta (Amst), 262:220, 1972.
b, - Seed, R.W. y Goldberg, I.H., Proc. Natl. Acad. Aci. (usa), 50:275, 1963.
5.- Peck, W.A., Messinger, K., Kimmich, G. y Carpenter, J., Endocrinol.,

95:289, 1974,

6.- Jungmann, R.A., Hiestand, P.C. y Schweppe, J.S., J. Biol. Chem., 249:
Shyl, 1974,
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A. 3. Bases moleculares de la produccidn e involucidn del bocio,

III, Accidn de nucledtidos ciclicos sobre la incorporacién

de 3JH-uridina a ARN tiroideo y de 3H-leucina a proteinas

M.A, Pisarev y D.L, Kleiman de Pisarev,

La tirotrofina (TSH) regula la funcidn tiroidea a través del AMP cicli-
co (1); este nucledtido estimula la incorporacidn de aminodcido a proteinas
"in vivo" (2) e "in vitro" (3, 4). Otro nucledtido ciclico: el GMP ciclico,
también estimula este parfmetro, habiendo sido demostrada la existencia en
tiroides de guanilato ciclasa y de proteina quinasas sensibles. La TSH es-
timula la sintesis de ARN y este efecto es reproducido por AMPc (4). En el
presente trabajo fue estudiada la accidén del GMP ciclico y de CMP ciclico,
sobre la sintesis de proteinas y de ARN tiroideo.

Los cortes de tiroides bovina fueron incubados en solucidén de KRB, se-
gln fue descripto en los trabajos precedentes. La solucidn contenia cafeina
1 mM y cuando estudiamos la biosintesis de proteinas, fue suplementada con
L-leucina 2 mM. Durante la pre-incubacidn (30 min.) fueron incluidas las
sustancias a estudiar.

A continuacidn realizamos un pulso de 60 min. ya sea con SH-uridina
(sintesis de ARN) o con 3H-leucina (sintesis de proteinas). Al final de la
incubacidén los cortes fueron lavados y homogeneizados en 1 ml de Hy0.

Cuando examinamos la sintesis de proteinas determinamos la radiocacti-
vidad ATA precipitable presente en una alicuota de homogenado total; luego
de dos lavados el precipitado final fue digerido con Protosol, contando su
radiocactividad en omniflior. Las proteinas fueron valoradas mediante el mé-
todo de Lowry (5). El1 ARN total y los oligonucledtidos precursores fueron
extraidos y valorados segiin la ténica de Munro y Fleck (6) y la radiocactivi-
dad presente en ambas fracciones medida en solucidn de Bray. Los nucledti-
dos ciclicos eran de Sigma (EE.UU.) y la actinomicina D fue donada por
Merck Sharp y Dohme (EE.UU.). El andlisis estadistico fue realizado segiin
el "test" "t" de Student.

Tanto el AMPc como el GMPc estimularon significativamente la incorpo-
racién de 3H-uridina a ARN, asi como el 5' AMP como también el 5' GMP resul-
taron inefectivos. Esta accidn de los nucledtidos ciclicos fue inhibida por
la adicidn de actinomicina D (4 pg/ml) (Fig. 1).

El 3' 5'-CMP ciclico en dosis creciente de 0,35 a 1,5 mM inhibid pro-
gresivamente la incorporacién de 3H-uridina a ARN y la cantidad de radioac-
tividad presente en la fraccidn de oligonucledtidos precursores (Fig. 2).

Cuando estudiamos la interaccidn entre AMPc y CMPc encontramos que
este iltimo habia bloqueado la estimulatoria del primero, tanto en lo que
respecta a sintesis de proteinas como en lo concerniente a biosintesis de
ARN. (Fig. 3).

Los presentes resultados muestran que tanto el AMPc como el GMPc mime-
tizan la accidén de TSH sobre la incorporacidn de 3H-uridina a ARN; aunque am-
bos nucledtidos tienen efectos paralelos, la regulacién de su concentracién
intracelular tendria lugar mediante diferentes mecanismos. La accidén inhi-
bitoria de la actinomicina D sugiere que estos nucledtidos ejercen su accidn
a un nivel previo a o transcripcional; sin embargo, el aumento de la radio-
actividad de los oligonucledtidos indicaria una accién a este nivel como ya
fue sugerido (4); otra alternativa seria la estimulacién, por los nucledti-
dos ciclicos, de la fosforilacién de la enzima ARN polimerasa.
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El CMPc disminuyd progresivamente la incorporacién de 3H-uridina a ARN
y bloqued la accidn estimulativa del AMPc, Es muy poco lo que se conoce acerca
del CMPc; este nucledtido ha sido aislado de extractos de cé&lulas leucémicas
L-1210 y jugaria un papel en la regulacién del crecimiento tumoral. En los
trabajos referidos a su estudio fue demostrado que posee una accién antagénica
a la del AMPc,

Hasta el presente sblo se conocia la existencia de moduladores positi-
vos (estimuladores) en la regulacidn de la funcién tiroidea: el AMPc y el GMPc
cuyas variaciones son controladas por mecanismos diferentes, Los resultados
aqui obtenidos presentan la primera indicacibén sobre la posible existencia de
moduladores negativos (inhibitorios) y plantean un papel para el CMP ciclico
en este sentido.

1.- Schell-Frederick, E. y Dumont, J.E., Biochemical actions of hormones.
Glitwack ed., vol. I. Acad. Press, New York, N.Y., p. 415, 1970.

2.- Pisarev, M.A., De Groot, L.J. y Wilber, J.F., Endocrinology, 87:339,
1970.

3.- Wilson, B., Raghnpathy, R., Tonoue, T. y Tong. W, Endocrinology, 83:
313, 1968.

4,- Pisarev, M.A., Aiello, L.0O. y Kleiman de Pisarev, D.L., Acta Endoc.
(Kbh), 83:313, 1976,

5.- Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L. y Randall, R.J., J. Biol.
Chem., 193:265, 1951,

6.- Munro, H.N. y Fleck, A., Methods in biochemical analysis. D. Glick ed.

vol. 14. J. Wiley & Sons, New York, N.Y., p. 113, 1966,
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A. 4. Metabolismo del 1317 en el estudio de drogas antitiroideas

E.P. Kramar de Valmaggia, R. Valsecchi, R.P.. Gagliardi*, M

del C. Santalla de Pirovano, M, Pisarev y N. Altschuler.

Como el tratamiento del hipertiroidismo en la mujer embarazada es afin
obtejo de controversia, realizamos el presente trabajo con el fin de evaluar
distintas drogas usadas en terapéutica, especialmente en lo que se refiere al
dafio potencial sobre la progenie.

Para nuestro estudio utilizamos ratas Wistar hembras, prefiadas, cuyo
peso corporal fue de 170 ¥ 10 gr, las que fueron distribuidas en 3 grupos:

a) Normales,

b) animales a los que suministramos propiltiouracilo (PTU) 3 mg/dia
via s.c., a partir de la iniciacidén de la prefiez y

c) animales a los que suministramos metilmercaptoimidazol (MMI) 0,3
mg/dia via s.c., a partir de la iniciacidn de la prefiez.

La administracidn de estas drogas continud durante la lactancia, estu-
diando la funcidn tiroidea de las crias a los 28-36 dias de edad. Los anima-
les recibieron, 24 horas antes del sacrificio, una dosis trazadora de 1311,

Fue determinado el geso corporal, peso tiroideo, captacidn tiroidea de
1311, RAI circulante, PB131I, relacidn tiroides:suero (T/S), mediante las téc-
nicas habituales.

Las tiroides fueron homogeneizadas con un aparato tipo Potter Elvehjem
en 1 ml de buffer 0,1 M TRIS-C1 H, pH 8,5 y luego sometidas a digestidn duran-
te 48 horas con 1% de pancreatina (Difco). Alicuotas de los elementos digeri-
dos fueron sembrados en papel Whatman 1 y desarrolladas con butanol-etanol, hi-
dréxido de amonio 1 N (5:1:2) (BEA) durante 22 horas, determinando la distribu-
cidn de radioactividad en el cromatograma. El grado de maduracién neuroldgica
fue evaluado mediante el '"test" de natacién de Schapiro.

Observamos una notable disminucidn en la evolucidn del peso corporal de
las crias de madres tratadas con PTU, no encontrando alteraciones en las del
grupo de las tratadas con MMI. El peso tiroideo aparecid significativamente
aumentado en el grupo de PTU, al igual que la captacidn tiroidea de 131I. Cuan-
do los valores de captacidn fueron corregidos por peso tiroideo y corporal,
encontramos los valores de captacidn significativamente disminuidos. La re-
lacidén tiroides/suero estaba disminuida en el grupo de PTU. La radiocactivi-
dad circulante estaba fuertemente aumentada (300%) en el grupo de PTU, obser-
vando un notable aumento del PB13! (Tabla 1). Simultdneamente, las cromato-
grafias revelaron una disminucidn del porcentaje de yodotironinas en los anima-
les del grupo de PTU.

Tratando de simular un hipertiroidismo experimental, un grupo de anima-
les fue sometido al tratamiento simultdneo de antitiroideos y de l-tiroxina

(Ty), 5 jig/dia.

La administracidn de Ty revertid parcialmente el efecto de PTU, llevan-
do a la normalidad el peso corporal; los restantes pardmetros, tales como el
peso y captacidn tiroideos y el PBlé1 continuaron alterados (Tabla 2). El
"test" de natacidn mostrd que los animales del grupo de PTU + Ty presentaban
un retardo en la maduracidn neuromuscular (Figura 1).

* Jardin Zooldgico de la Ciudad de Buenos Aires.
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Estos resultados muestran claramente que la administracidn crdnica de
PTU produce bocio en la descendencia, en tanto que el MMI no causa mayores al-
teraciones,

Es bien sabido que el hipotircidismo neonatal provoca este tipo de al-
teraciones, por lo tanto resulta factible que los animales hijos de madres tra
tadas con PTU presenten hipotiroidismo en este periodo. También es sabido que
el PTU produce a nivel periférico un aumento de las hormonas ligadas a protei-
nas y una disminucidn de su utilizacidn periférica. Es probable que en nues-
tras condiciones experimentales se produzca un hipotiroidismo, tanto por la dis
minucidn de la sintesis de hormonas - demostrada en las cromatografias - como
por la inhibicidn de la utilizacidn periféricas.

Tratando de aclarar si el transporte de PTU es ejercido a través de la
barrera feto-placentaria y/o mediante la secrecidn lictea, suministramos PTU a
un grupo de ratas, desde la iniciacidn de la gestacidén hasta la paricién y a
otro a partir del primer dia de nacimiento.

Los resultados aparecen en la Tabla 3. Cabe destacar las diferencia ob-
servadas entre ambos grupos experimentales y los normales. Observamos un aumen-
to significativo del peso tiroideo de los animales tratados durante el periodo
de lactancia cuando los comparamos con los del grupo de gestacidén. Llama la
atencidn la dristica disminucién de la captacidn tiroidea de 1311 en los anima-
les que recibieron PTU durante la lactancia, destacando el importante aumento
del peso glandular en los mismos.

El efecto del PTU a nivel de los parametros tiroideos demuestra ser ma-
yor en el grupo tratado durante la lactancia. La prueba de natacidn realizada
para evaluar el grado de maduracidn neuromuscular mostrd un retardo en los ani-
males del grupo tratado durante la gestacidn, lo que nos induciria a pensar en
una mayor sensibilidad de ciertos centros nerviosos durante este periodo.

Ha sido relatado el nacimiento de nifios con bocio e hipertiroidismo cu-
yas madres habian sido tratadas con antitiroideos. Los presentes resultados
sugeririan la conveniencia de utilizar MMI, dado que no hubo alteraciones sig-
nificativas en este grupo. Sin embargo, visto que estos estudios fueron rea-
lizadps en ratas, seria necesario analizar estos pardmetros en el hombre antes
de arribar a una conclusidén definitiva,

TABLA 1
Peso tiroideo Captacidn Capt,tiroi-  Radioacti- ppl3l
mg/100 gr pe~ tiroidea dea %/mg/100 vidad cir- T/S % /ml
so corporal % dosis gr peso cor- cul, %/ml

poral

Normales 8,28 + 1,34 1,86 * 0,18 0,27 + 0,06 0,38 + 0,06 0,79 + 0,15 0,05
MMI 8,69 + 1,36 1,44 * 0,44 0,17 + 0,05 0,66 + 0,15 0,50 + 0,17 0,06
PTU 30,36 + 7,25 2,66 + 0,30 0,09 + 0,02 1,41 * 0,26 0,25 * 0,08 0,140

0,170
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TABLA 2
Peso tiroideo Captacidn ti- Radioact. pp1ldl
mg/100 gr pe- roidea 1311 * circul. T/S .
%/mil
so corporal % %/ml
Normales 9,8 + 3,4 1,45 * 0,21 0,32 0,75 * 0,15 0,065 * 0,010
MMI + T, 10,5 + 0,2 1,38 * 0,15 0,38 0,82 * 0,16 0,068 * 0,022
PTU + T, 33,5 * 3,6 2,14 * 0,72 0,64 0,38 + 0,09 0,140 * 0,050
Ty 9,4 + 2,6 0,51 * 0,30 0,39 0,24 + 0,04 0,066 * 0,034
TABLA 3
P Peso tiroi- Capt.norma- Radioacti-- T/S  pp131g
cossg— deo mg/100 1lizada %/ vidad cir. %/mg/100 gr %/m1
r E gr Dp.cC. 100 gr pe- %/ml p.c./100 ml
a S0 corp.
C 59,4 +5 7,68 + 0,80 0,47 + 0,21 0,47 + 0,15 0,64 + 0,05 0,13 + 0,03

PTU (Lac
tancia) 30,4 *

|
~

26,91 + 3,8 0,09 + 0,03 2,43 * 0,49 0,04 * 0,02 0,50 * 0,08

PTU (Ges
tacién) 30,3 +12 13,17 + 1,84 0,27 * 0,06 2,11 + 0,21 0,13 * 0,03 0,52 + 0,05

— CONTROLES

) —==PTU+ Ty
c E -—smmaca T[o
2T, TTTMMIHT
o o ™ s
S /_.I
g w /'/
q_) »
v O i . 7 .
o O 2 ,/ 4
S ’ /
n C g
L D Lt -
S 1 i 1 L e | 1 L 1 i Figura 1 )
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A. 5. Correlacidén entre el peso molecular estimado y las propiedades inmu-

noldgicas del 1251_TsH

M, Barmasch, S.E, Quiroga,* V.A., Ciscato,* H, Kurcbart, S.V. de

Giacomini, N. Altschuler y R.A., Caro*

En el presente trabajo se tratd de correlacionar el comportamiento de
las fracciones de tirotrofina marcada con 125I, de diferente peso molecular
con los pardmetros radioinmunoldgicos habituales: unidn inespecifica al car-
bon-dextran (indice de carbén-dextrén, I.C.D.), unidn especifica al anticuer-
po (B/F)O, y la correspondiente curva de desplazamiento.

Para ello utilizamos hormona tirotréfica humana HTSH marcada con 125I,
de acuerdo con el método propuesto por Caro et al. (1), determinando el peso
molecular de la hormona marcada mediante una columna de sephadex G 75 calibra-

da con patrones proteicos de peso molecular conocido. Al purificar la HTSH1251
recien marcada por pasaje a través de la columna calibrada, obtuvimos en los

primeros eluidos, polimeros de la hormona con un P.M. mayor de 70.000 (2, 3).

El pico mds importante de radiocactividad tiene un P.M. comprendido en-
tre 30.000 y 42.000 (en la fig. 1: P.M. = 35.000). La HTSH, que tiene un P.
M. semejante al tedrico, estaria ubicada en la ladera posterior del pico, ob-
teniendo también pé&tidos marcados que presentan un P.M. menos de 15.000 (Fig.
1).

Comportamiento similar fue observado en TSH marcadas, de diferentes es-
pecies (Tabla 1).

Con cada uno de los eluidos fueron realizadas determinaciones de 1la
unidén inespecifica al carbdn-dextrdn en ausencia de anticuerpo: indice de car-
bén-dextrdn (I.C.D.)

I.C.D. = radiocactividad del sobrenadante

radiocactividad del precipitado

obteniendo un valor de alrededor de 0,25 para las fracciones de P.M. de 27.000
presentando valores de 1 en las fracciones correspondientes a P.M. elevado.
Dicho indice decrece al disminuir el P.M., siendo muy pequefio para P.M. meno-
res de 15.000.

Al determinar la correlacidn entre el (B/F)O y el I.C.D. (SNR) de cada
eluido de la columna de sephadex, observamos un {inico pico correspondiente a
la hormona cuyo P.M. es semejante al de la proteina nativa (Tabla 2).

(B/F)O
SNR =
I.C.D.

Este diferente comportamiento de cada uno de los eluidos queda confir-
mado al analizar por representacidén logit las curvas dosis respuestas obteni-
das cuando son utilizadas como hormonas trazadoras, TSH de distintos pesos mo-
leculares (Fig. 2).

La representacién logit realizada con un eluido de 1251 TSH de P.M. es-

* Caitedra de Fisica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, U.B.A.
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timado en 27.000, muestra (Fig, 3) una buena linealidad asi como un valor co-
rrecto para la pendiente (-2,7), Con la misma fraccidn estudiamos el anticuer-
po suministrado por el MRC (London) a través de la grafica Scatchard,obteniendo
un valor de Ka (Constante de afinidad) de alrededor de 1 x 10% 1/mol (Fig. 4).

Algunos autores utilizan el indice de carbdn-dextré&n o la unidn del exce-
so de Ac, para conocer la calidad de la hormona marcada. En otros casos mezclan
las diferentes fracciones del pico proteico, eluido de la columna, sin tener en
cuenta que el gel de sephadex utilizado en la purificacidn separa fracciones de
diferentes pesos moleculares (4).

En el presente trabajo demostramos que la manera mds clara de analizar es-
ta condicidén, consiste en la determinacidén de la relacidn entre la unidn especi-
fica corregida y la adsorcidén no especifica del carbdn-dextrdn (SNR). Como era
de esperar, el valor mids alto de este pardmetro coincidid con la fraccidn de P.M.
estimativo, similar al de la hormona nativa. Observamos también una buena corre-
lacién entre el ICD y el P.M. de las distintas fracciones; esta relacidn presen-
t4 un valor de 0,2-0,3 para la fraccidén con mejor comportamiento inmunoldgico (P.
M. 28.000) (Tabla 2).

Cuando es usada como control de calidad de la hormona marcada el compor-
tamiento inmunoldgico de la hormona misma - mediante la unidn al exceso de anti-
cuerpo - el dato obtenido puede llevar a conclusiones errdneas, ya que el equi-
librio de la reaccidn antigeno-anticuerpo puede ser revertido por exceso de an-
ticuerpo.

Nuestra experiencia indica que si son normalizadas las condiciones de
cromatografia en columna (tipo de sephadex, dimensiones, buffer, velocidad del
flujo, etc.) obtendremos un perfil de elucidn constante que permite omitir el
control de la columna con los patrones de P.M. El simple y rdpido control de
las distintas fracciones mediante el ICD nos permite conocer ficilmente las
caracteristicas de la hormona marcada y elegir la fraccidén de P.M. mis adecua-
da para utilizarla en el radioinmunoandlisis.

1.- Caro, R.A., Ciscato, V.A., Giacomini, S.M.V. de, Quiroga, S. y Radicella,
R., Int. J. appl. Radiat. Isotopes, 26:527, 1975.

2.- Sherman, L.A., Harwig, S. y Hayne, 0.A., Int. J. appl. Radiat, Isotopes
25:81, 1974,

3.- Kiefer, J.D., Weintraub, B.D., Leeman, S. y Maloof, F., Acta Endocr.,
76:495, 1974,
4, - Andrews, P., Biochem, J., 91:222, 196k.
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MW estimation of TSH from difterent species )
e . e
HUMAN RAT OVINE BOVINE o
70.000 70.000 70.000 70.000 |
60.000 54.000 42.000 54.000
33.000 34.500 18.000 32.000
15.000 20.500 4.000 14.000
8.000 14.000 4.000
4.000 10.000
4.000
Tabla 1
125 {B/F)o_gNR
MW 1T HTSH DCR DCR
50.000 130 0.7
31.000 0.57 2.3
27.000 0.25 4.0
24.000 0.18 28
21.000 0.16 2.1
18.000 0.16 1.4
16.000 0.16 1.3

Tabla 2
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A. 6. Estudios bioldgicos en un primate argentino, mediante el uso de

trazadores radiocactivos

R.M.Valsecchi, G. Sala,* V. Dahl,* C. Bergada,* 0.J, Degrossi,®*
C.P. Lantos*#%%* y N, Altschuler.

Dada la proximidad del hombre con los primates no humanos dentro de la
escala zooldgica, decidimos desarrollar como modelo bioldgico un Cébido de ori-
gen americano.

Fueron realizados estudios de diversos parametros tiroideos y suprarre-
nales, utilizando un primate del Nuevo Mundo (Alouatta caraya).

Estudiamos el contenido de yodo estable en el tejido tiroideo,cuyos valo-
res resultaron de 0,95 y 1,4 ugr/mg tejido. Los estudios cinéticos con 131y
mostraron un recambio muy acelerado, comparando a estos animales con el hombre;
los valores iniciales de radiocactividad circulante (10-60 min.) fueron de 0,3%
dosis /ml, descendiendo luego de 24 horas a 0,0006% dosis/ml (plasma) (Fig. 1).

La captacidén tiroidea elevada en la primera hora (20-40%) disminuyd en
forma brusca en el periodo posterior a las 24 horas (4-15% dosis) (Fig. 2).

Las pruebas de estimulacién (TSH) y de descarga (C10,K) no mostraron
efecto alguno en los estudios de captacidn y de cinética de 1311 (rig. 2).

La distribucidn intratiroidea de 1311 dio valores de 0,4 a 1,9% en la
fraccién lisosomal; el sobrenadante sometido a gradiente lineal de sacarosa
presentd un pico de radiocactividad en la fraccidn 19S5 (Tg).

En los estudios cinéticos de hormonas tiroideas fueron encontrados va-
lores para Tu_1251, de vida media plasmética, de compartimiento y de tasa de
degradacidn diaria inferiores al hombre. Expresando este Giltimo pardmetro en
ugr/kg peso corporal/dia, los valores obtenidos resultan coincidentes con los
del hombre. Los estudios cin&ticos con T3—125I realizados en un animal joven,
mostraron una vida media similar a la del hombre, encontrando valores de com-
partimiento y tasa de degradacidn diaria muy inferiores a éste; al expresar
este iltimo dato en funcidn del peso corporal, los valores obtenidos son si-
milares entre si (Tabla 1).

Estudios de transporte demostraron ausencia de una proteina especifica
con capacidad transportadora para hormonas tiroideas.

Fue estudiada la esteroideogénesis suprarrenal en 2 hembras y 1 macho,
adultos jdvenes de la especie Alouatta caraya, que no se reproduce en cautive-
rio, tratando de detectar una de las posibles causas de esta ausencia de repro-
duccidén y a fin de hallar un modelo adecuado para estudios suprarrenales huma-
nos.

Fueton incubados cortes de tejido suprarrenal de aproximadamente 100 mg
durante 80, 120 y 240 minutos en buffer Krebs-Ringer bicarbonato-glucosa a
37°C y pH 7,2, utilizando precursores 7-3H-pregnenolona (PR) de actividad espe-
cifica 62,5 mCi/mg (I) & 7-3H-PR + 4-14C - progesterona (P), ambas de actividad
especifica 0,167 mCi/mg (II). Para I fueron cuantitados (Dilucidn isotbépica con

*  Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas, Hospital de Nifios, Bs. Aires.
*%* (Centro de Medicina Nuclear, C.N.E.A., Bs. Aires

ofo ol ote

*%% Laboratorio de Esteroides, Depto. de Quimica Bioldgica, Facultad de Cien-
cias Exactas y Naturales, U.B.A.

Trabajo realizado con la ayuda de un subsidio de CONICET de la Rep. Argentina.
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formacidn de deriyados) los radiometabolitos P, 17 o Hidroxiprogesterona (17
OH-P), desoxicorticosterona (DOC), corticosterona (B), cortisol (F), 11 desoxi-
cortisol (S), cortisona (E), 18 hidrocorticosterona (18-)H-B), aldosterona y
dos compuestos (X4 y X,) que en el sistema tolueno-propilenglicol presentan un
Rg = 1,4 ¥ 0,1, N = 6, correspondiente al de 5-hidrocorticosterona; ademis,
fueron determinados F (competencia proteica) y B (fluorometria) enddgenos. Pa-
ra II caracterizamos los mismos compuestos e investigamos sus caminos metabd-
licos, observando que 17 OH-P, S, F y E provienen preferentemente de PR y que
DOC, B, 18-OH-B y X, lo hacen preferentemente de P. A los 240 minutos el por-
ciento proveniente de PR era - para determinaciones por duplicado - de 17 a
OH-P: 71 * 2, S:58 * 1, F:56 £ 2, E:55 + 1, DOC: 19 + 1, B: 12 + 1, 18 OHB:

16 ¥ 1 y Xo: 14,

El compuesto X1, de identidad y posicidn metabdlica exacta ain descono-
cida, proviene en un 71 * 1 por ciento de pregnenolona. Las relaciones entre
las cantidades producidas en (I) de F/X; estdn entre 4,1 y 6,3 ; X1 en placa
delgada (acetato de etilo: hexano, 3:1) tiene un Rf = 0,77 * 0,001 ( = 13);
en este sistema el Rf de B es igual a 0,27 (duplicados) y el Rf de X, es de
0,38 ¥ 0,01 (N = 6), siendo el Rf de dihidrocorticosterona de 0,43 en cloruro
de metileno:metanol (150:2); el Rf de X4 es de 0,35. Este compuesto es aceti-
lable y su acetato, en este iltimo sistema, tiene un Rf = 0,80.

Las abreviaturas de los esteroides usadas en el texto son: B: Corticosterona;
F: Cortisol; P: pProgesterona; PR: Pregnenolona; S: 11-Desoxicortisol; ALDO:
Aldosterona; DOC: 11-Desoxicorticosterona; 17a0HP: 17aHidroxiprogesterona; E:
Cortispona: 18; OHB: 18-Hidroxicorticosterona.

[v] T ED Q TDD TD.D
4 2 | ‘ |
13 /100mi dia  %%pc pg pg/dia  pg/kg/dia
Hombre 8,7 7-9 15,2 8596 89,2 14
19 joven 12,1 18,8 7,4 2,2
Alouatta 53 = ygidulto 144 626 149 21

cgraya 49(6)

E .D.D.
[7,] T,/z ED  Qr, 10D 1.D.D
dia  *hpc. dia kg/dia
ng/ om0 TePC pg pg/dia po/kg/
Hombre 100-200 12 65 63 37 0,57
Alouatta 180 13 44 26 14 0,43
carayd 86 (7)

Tabla 1
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A.'7, Estudios con 87cobre y ®%cobre en rumiantes con carencia condicionada

de cobre, Resultados preliminares

N.A, Marcilese,* H,D, Figueiras* y R,M, Valsecchi.

La carencia condicionada de cobre en rumiantes, provocada por ingestidn
elevada de sulfatos y molibdeno, es una de las deficiencias minerales mids impor-
tantes en el mundo.

En trabajos previos con ovejas estudiamos algunos mecanismos por los cua-
les el metabolismo del cobre estd afectado en estas condiciones,

Demostramos que la capacidad del higado para acumular Blcy y su utiliza-
cién en la formacidn de ceruloplasmina estaba disminuida.

Una falla hepitica en la sintesis de cuproproteinas fue postulada para
explicar esta disfuncibn; ademis, pudo verse que la pérdida urinaria del cobre
estaba significativamente aumentada, explicando en parte la disminucidn de cobre
que ocurre en los animales carenciados.

Fue sugerido también que la excrecidn fecal endégena de cobre era mayor
en los animales que recibieron molibdeno y sulfato; esto no pudo ser demostra-
do claramente debido al rapido decaimiento del trazador.

Un factor limitante en estos estudios fue la vida media del blcy (12,8
hs.); pero al disponer de 67cu de 61,8 horas de vida media en combinacidn con
b%Cu, permitié realizar nuevos estudios para un mejor conocimiento de la inter-
accidn del molibdeno-sulfato sobre el metabolismo del cobre en rumiantes.

Los pardmetros estudiados fueron: la depuracidn plasmitica de 67cu en
ovinos y la excrecidn fecal enddgena de 67cu en ovinos, la depuracidn de ceru-
loplasmina marcada con BYcy "in vivo" en bovinos y la distribucién subcelular
de 6%Cu en higado de bovinos y ovinos normales y bovinos carenciados.

Bovinos jévenes (Hereford) y ovinos (Corriedale) fueron sometidos a una
dieta compuesta por alfalfa molida de primera calidad, suplementada con molib-
dato de sodio y sulfato de sodio, a fin de tener una concentracidén de 50 ppm
de molibdeno y 0,4 sulfato (bovinos) o 75 ppm de molibdeno y la misma cantidad
de sultafo para los ovinos; estas concentraciones fueron obtenidas en base a
materia seca. Los animales utilizados como control recibieron la misma die-
ta, sin agregado de molibdeno y sulfato. El tiempo necesario para producir
una carencia severa varid entre seis y nueve meses; durante los estudios fue
administrada la misma dieta.

La absorcidn aparente de 67cu fue determinada en dos ovinos normales
mantenidos en jaulas metabdlicas, luego de la administracién de 100 uCi del

trazador (Cloruro de cobre libre de portador).

La excrecidén total fue recolectada durante 12 dias. La depuracién plas
méticg y la excrecidn fecal enddgena fue estudiada luego de inyectar por via
venosa 200 uCi del radionucleido en animales normales y carenciados.

La depuracidn plasmitica de 67cu fue estudiada tambi&n en un bovino nor-
malsg en uno carenciado durante 12 dias, luego de la administracidén de 600 uCi
de °/Cu.

* Div. Agrop. C.N.E.A.
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El tiempo medio de ceruloplasmina~6“0u en plasma fue determinado en dos
bovinos normales luego de aplicarles una inyeccidn de 600 ml de plasma obteni-
do de un animal normal inyectado 24 horas antes con 20 uCi de %Cu (cloruro de
de cobre de actiyidad especifica 10 mCi/mg).

La distribucidn intracelular de %4Cu en el higado fue realizada en mues-
tras obtenidas 24 horas post-inyeccién de 20 mCi de radionucleido, en un bovi-
no normal y uno carenciado y 5 mCi de B4cu en un ovino normal.

Los animales fueron sacrificados y el higado extraido rdpidamente; 8 gr
de tejido fueron cortados en trazos pequefios y homogeneizados en sacarosa en
0,25 molar, en un homogeneizados tipo Potter-Elvehjem (Tefldn).

El homogenado fue centrifugado a 800 x g 10 minutos, sometiendo el pri-
mer sobrenadante a 14.000 x g 30 minutos, el segundo a 20.000 x g 30 minutos
y el Gltimo fue centrifugado en ultracentrifuga a 105.000 g x una hora. Las
fracciones obtenidas fueron: nficleos y debrls celular, mitocondrias, lisosomas,
microsomas y fraccidn soluble,

La absorcidn gastrointestinal aparente de 67cu en ovinos fue similar en
los dos grupos: 7,9 y 6,7 de la dosis administrada en controles y carenciados,
respectivamente.

La excrecidn fecal endbgena del trazador inyectado via venosa fue aproxi-
madamente el doble en los animales carenciados con respecto a los normales:6,2 y
3,5, respectivamente, La depuracidn plasmitica de 67cu mostré diferencias sig-
nificativas entre los animales carenciados y los normales, lo mismo entre los
bovinos y ovinos.

Los ovinos presentan una curva de depuracidn que puede ser ajustada a
una funcidn experimental con tres componentes, idéntica a la obtenida para ®4Cu
en estudios de 30 horas, En ambos estudios los animales carenciados mostraron
una disminucidn en la velocidad de recambio, comparados con los normales. En
bovinos esta diferencia fue m&s notable afin. Estos resultados indican claramen-
te que en los bovinos el efecto negativo del molibdeno-sulfato sobre este paré-
metro es mucho mayor que en el ovino.

Los estudios mis prolongados, posibles a través del uso de 67Cu, permiten
verificar diferencias en la produccidn de ceruloplasmlna entre bovinos normales
y ovinos. En estos iltimos una actividad relativamente baja del plasma desapa-
rece en un porcentaje de aproximadamente del 2,3%, retornando a la circulacidn y
alcanzando un pico alrededor de las 24 horas luego de la inyeccidn del trazador.
En este momento la radioactividad presente en la fraccidn ceruloplasmina de co-
bre plasmético es del 66% del total. El1 tiempo medio fue de aproximadamente 70
difas. Esto sugiere una baja pero continua incorporacién del trazador en cerulo-
plasmina y su subsecuente liberacidn a la circulacién.

Repeticiones con B4Cu muestran que en algunos casos valores superiores al
20% de la radioactividad inyectada retornan a la circulacién sdlo 24 horas des-
puds de la administracidén del isdtopo; en ese momento mds del 85% de la radioac-
tividad estaba presente en la fraccidn de ceruloplasmina del cobre circulante.

El significado bioldgico de estas diferencias revelado por la velocidad
de la produccidn de ceruloplasmina y su desaparicidn en sangre entre el bovino
y el ovino, requieren mayor informacidén. Podemos postular tentativamente que
estas diferencias explicarian la mayor susceptibilidad del ganado bovino a la
ingestidn de sulfato-molibdeno. La distribucidn sub-celular de 64cy en el hi-
gado de bovinos normales y carenciados muestran diferencias entre las fraccio-
nes como pocdemos observar en la Tabla 1; mayores diferencias hay entre bovinos
y ovinos. La falta de datos en animales normales, los escasos conocimiento so-
bre el metabolismo del cobre en las cé&lulas hepdticas - principalmente en lo
relacionado con el papel que cada fraccidén juega en el transporte de cobre y
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y la sintesis de cuproproteinas - hace dificil una interpretacidn de los datos.
Estos resultados sugieren que resulta necesaria una investigacidn mis amplia,
ya que trabajos previos y los datos obtenidos en este trabajo indican que el
higado juega un papel importante en el metabolismo del cobre en el organismo

an imal »

TABLA 1
Bovinos Bovinos Ovinos
normales carenciados controles
Porciento

Nicleos debris celular 17,30 26,41 50,00
Mitocondrias ) 13,91 15,48 29,10
Lisosomas 2,10 1,70 2,80
Microsomas 1,15 2,10 4,20
Fraccidn soluble 65,47 54,40 12,90
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A. 8. Radioinmunoanilisis de digitdlicos. Su normalizacién

M. Barmasch, L.N. Pérez y N. Altschuler.

La finalidad de este trabajo fue estudiar las condiciones en que son
realizadas las determinaciones de digitflicos por radioinmunocaldlisis en dis-
tintos medios bioldgicos, asi como el comportamiento de dichos compuestos
(Digoxina, B-metildigoxina, Digitoxina) frente a un mismo anticuerpo. Los
datos asi obtenidos serviridn de base para una mejor interpretacidn de los es-
tudios framacoldgicos destinados a determinar el pasaje a través de la barre-
ra hematoencefilica de B—metildigoxina y digitoxina, utilizando para ello
"Kits" comerciales de Digoxina 125; (Digo K 125-C.I.S.), H3 Digoxina y H3
Digitoxina (Schwarz Mann).

Previamente a la determinacidn de los compuestos digitdlicos en las
muestras bioldgicas, fueron normalizadas las condiciones de trabajo; para
ello fueron analizadas las curvas dosis-respuesta por el sistema logit-log,
por considerar que dicha representacidn proporciona una informacidn més com-
pleta sobre el comportamiento del sistema.- Pudieron ser observadas diferen-
cias significativas entre las curvas dosis-respuesta cuando las realizamos
con suero fresco y con suero liofilizado.

La figura 1 representa estos resultados, observando que en logit-log
no se superponen ambas curvas, contrariamente a lo esperado.

Ciando realizamos las curvas dosis-respuesta de los distintos "Kits" con
los diferentes medios bioldgicos (S, P y LCR), las rectas obtenidas en representa-
cidn zlogit-log presentaron distintas pendientes (Figs. 2 y 3). En algunos
"Kits" observamos una falta de alineacidén de los puntos experimentales reali-
zados con plasma.

También fueron realizados estudios de recuperacidn de B-metil digoxi-
na en los distintos medios de incubacidn: suero, plasma o LCR, utilizando
B-metil digoxina como patrdn.

El andlisis de las curvas obtenidas, ya sea utilizando como patrén
B-metil digoxina o digoxina suministrada con cada uno de los "Kits" (Schwarz
Mann, Sorin), demostrd una falta de superposicién de las mismas. Esto fue de-
bido a que el anticuerpo es capaz de distinguir entre la molécula de B-metil
digoxina y la de digoxina (Figs. 4 y 5). Asimismo, podemos observar en la
Gltima figura que en la curva realizada con B-MD como estandar los puntos no
se alinean, lo que indicaria una falta de equilibrio entre la digoxina utili-
zada como trazador y la B-metil digoxina con el antisuero.

Para conocer esta distinta afinidad entre el firmaco B-metil digoxina
y digoxina con el suero antidigoxina, las curvas dosis-respuesta fueron some-
tidas al anilisis de Scatchard (1).

En el grifico de Scatchard estd representada la relacidén entre la can-
tidad de digitdlico combinado y la del digitdlico libre (B/F) en funcidn de la
masa total del digitdlico unido [Blal anticuerpo. La pendiente obtenida en es-
ta funcién da el valor de la constante de afinidad (-K) del antigeno (digitéa-
lico) con el anticuerpo en estudio y la interseccidn con la abscisa nos indica
un valor proporcional al nfimero de sitios activos de unidn, dado por el para-
metro matemdtico K. (q), siendo K la constante arriba indicada y (q) la concen-
tracidn total del anticuerpo presente en el sistema.

Al analizar las curvas dosis-respuesta utilizando los patrones de B-me-
til digoxina y de digoxina, utilizando el "Kit" de Sorin, observamos, mediante
el andlisis de Scatchard, un comportamiento homogéneo del anticuerpo antidigoxi-
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na frente a la digoxina, provista por el "Kit", mientras que con el patrdn de
B-metil digoxina presenta mis de una constante de afinidad (K), indice de la

presencia de mis. de una entidad quimico-immunoldgica (T'ig. 6).

. Al someter al anflisis de Scatchard las curvas realizadas con el "Kit"
de Schuwarz-Mann, observamos que el suero antidigoxina frente a su patrén (di-
goxina) se aparta de le lineaiidad, demostrando una falta de homogeneidad.

Los resultados obtenidos con el patrdn de B-metil digoxina, demuestran
que el antisuero presenta un componente predominante, con una dada afinidad
(-K1), observando la presencia de mis de un sistema con otras constantes de
afinidad (Fig. 7).

Esto de por si demuestra que en muestras biol8gicas ser&n obtenidos dis-
tintos valores cuando se interpolen los resultados en curvas construidas con
patrones de digoxina o de B-metil digoxina. La relacién (8 MD/D) obtenida en
las muestras analizadas est8 comprendida entre, aproximadamente, 2 y 4.

Con el fin de utilizar posteriormente para estudiar tambi&n el pasaje
de este firmaco a través de la barrera hemato-e¢ncefdlica, fue analizado el "Kit"
de digitoxina.

Fueron realizadas curvas dosis-respuesta con suero humano normal y 1%qui-
do céfalo-raquideo normal en el medio de incubacidén, obteniendo rectas con pen-
dientes correctas en representacién logit-log. Tambi8n fue sometido a anflisis
de inmunidad cruzada entre B-metil digoxina y digitoxina, observando que las
curvas dosis-respuesta no presentan reaccidn immunoldgica cruzada cuando los
valores de B-metil digoxina estdn comprendidos entre 0,5 y 4 ng/ml (valores
farmacoldgicos). En cambio observamos reaccidén cruzada cuando los valores a
dosar de B-metil digoxina circulante son mayores a 10 ng/ml (valores tdxicos
(Fig. 8).

Una vez normalizadas las condiciones de trabajo, estudiamos el pasaje
de B8-MD, D y Dt a través de la barrera hematoencefélica.

El Cuadro 1 muestra los resultados obtenidos en pacientes digitalizados
con B-MD. Estos niveles fueron determinados en curvas dosis-respuesta reali-
zadas con B-MD como patrdén. Fueron observados valores no detectables en cuatro
pacientes, estando el rango de los otros comprendido entre 1,3 y 2,7 ng/ml.
Cuando estas mismas muestras fueron analizadas utilizando D como patrén, los
niveles en tres pacientes fueron '"no detectables', variando en los otros entre
0,25 y 1,25 ng/ml. En pacientes que presentaron velores '"mo detectables" de
B8-metil digoxina en LCR fue determinado el nivel de este compuesto en suero,
siendo las cifras obtenidas: 0,3, 0,66 y 3,5 ng/ml, medidas con Bmetil digoxi-
na como patrdn y de "ND", 1,8 y 1,5 ng/ml, respectivamente, utilizando Digoxina.

Cabe sefialar que todos los pacientes digitalizados con Dt mostraron va-
lores "no detectables" en LCR, mientras que las cifras circulantes variaron
entre 5,6 y 23,0 ng/ml (Cuadro 2).

De los resultados obtenidos cuando fueron estudiadas las curvas dosis-
respuesta realizadas con los diferentes medios biolégicos y de la comparacién
entre las curvas disefiadas con suero liofilizado y suero fresco, se destaca
el diferente comportamiento entre los dos filtimos, debido a la probable desna-
turalizacibn que sufren las proteinas suéricas durante el proceso de liofili-
zacidn, resultando por lo tanto aconsejable el uso de suero fresco. De ahi
que algunos "Kits" comerciales actualmente indican el uso de suero obtenido
en el mismo laboratorio, de individuos normales sin digitalizar, con el fin de
homologar, en la curva dosis-respuesta el comportamiento de las proteinas sué-
ricas con el suero en estudio. Este hecho es de real importancia en la meto-
dologia que usa carbdén-dextrdn como adsorbente para separar el digitflico libre
del que se halla unido al anticuerpo. Asimismo, debe tenerse en cuenta el tipo
de concentracién de proteinas presentes en los diferentes medios biol&gicos;
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de ahi que la curva dosis-respuesta deba ser realizada con el mismo medio bio-
l6gico que la muestra en estudio.

De las pruebas de inmunidad cruzada reallzadas en este estudio, se des-
prende que el comportamiento del sistema dlgoxlna -antidigoxina-B-metildigoxi-
na no es comparable con el comportamiento del sistema digoxinat antidigoxina-
digoxina, lo que estd indicando que el anticuerpo antidigoxina diferencia el
grupo metilo unido al hidrato de carbono de la metildigoxina.

Los anticuerpos suministrados por los "Kits'" comerciales utilizados en
este trabajo fueron capaces de reconocer la molédcula de D frente a la de B MD
y reaccionar con diferente afinidad con los otros compuestos formados en la
metabolizacibén del digitflico. Contrariamente, otros autores publicaron tra-
bajos utilizando anticuerpos que presentan la misma afinidad entre D, B MD y
los demas metabolitos (2). Estos resultados indicarian que cada anticuerpo
posee la capacidad de reconocer, o no, a los diferentes metabolitos de los
cardioténicos. En el caso de un inmuno-reconocimiento, cada anticuerpo posee
la capacidad de reaccionar con una constante de afinidad dada.

Esta diferente constante de afinidad fue comprobada anteriormente por
Zettner (3) mediante: el método de Scatchard y por la técnica de saturacidn de
Odell.

La diferente afinidad que presgﬁﬁan los anticuerpos utilizados con D y
B MD, se ve reflejada en la relacidn ~, la que presenta un rango comprendido
entre 2,2 y 3,7, lo que podria ser exp icado por la presenc1a de una mezcla de
metabolltos, productos de la demetilacién hepétlca y otras vias y luego verti-
dos al torrente sanguineo (4).

Estas conclusiones sugieren la necesidad de desarrollar una bateria de
anticuerpos, especificos para cada metabolito, tendiente a determinar en for-
ma cuantitativa la concentracidén de cada uno de ellos presente en el medio en
estudio. Esto permitiria el reconocimiento de las formas activas y la deter-
minacidn del real nivel de digitalizacién del paciente.

1.- Scatchard, G., Ann. N.Y. Acd. Sci., 51:660, 19u4S.
2.- Larbig, D. y Kochstek, K., Dtsch. Med. Wschr., 97:1310, 1872.
3.- Zettner, A., Clin. Chem., 19:699, 1973,

4,- Rietbrock, N. y Anshagen, U., Dtsch. Med. Wschr., 98:177, 1973.
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Figura 6.- Estudio de la afinidad de Digoxina y de B-metil
digoxina con el suero antidigoxina, utilizando el mé-
todo de Scatchard. "Kit" de Cis-Sorin.
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Figura 7.- Estudio de la afinidad de Digoxina y de B-me-
til digoxina con el suero antidigoxina, utilizando
el método de Scatchard "Kit" de SM-Schwarz-Mann.
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na, por representacidn logit-log.
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SERIE B METILDIGOXINA

Liquido Cetalorraquideo Suero
T raene. [p-menttgmna | 1919990 | dgmina | p-metnagonna | Relscin
Cac. |ND'| ND. — 1 e 3,5 2,19
E 0.25 N D. — ' N | o3 —
Mo. N.D. ND. | — | 18 0,66 0,36
N 1,25 2,7 2,2
Mu. 0,68 2,0 2,9
D 0,5 1,3 2,6
R 0,6 1,5 2,5
can. |0,4 1,5 3,7
F N.D. N.D. _

« N D: No Detectable.
Valores expresados en ng/ml.

Tabla 1.- Valores de B-metil digoxina en suero y en
1iquido céfalo-raquideo, en pacientes digitaliza-
dos, obtenidos por radioinmunoanflisis utilizando
Digoxina y B-metil digoxina como patrones de refe-

rencia.
SERIE DIGITOXINA
{Valores en ng/ml )
Nombre DigSiLo:rl:qs?n Digitoxina en LCR
M 23,0 N.D.*
s B 15,0 N.D. ]
G 9,5 N.D.
Ro 18,0 N.D. ﬁ
17,0 N.D.
L B 10,0 N.D. |
AR ] - 5,6 N.D.
P ] 8,0 N.D.
CR 19,0 1T w~oo ]
NR 16,0 N.D.

* N.D. = No Detectable

Tabla 2.~ Valores de digitoxina suérica y en LCR, en
pacientes tratados con digitoxina.
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B. GENETICA

B. 1. Pruebas gen&ticas con BHT y rayos X en esperma maduro de

Drosophila melanogaéter

B. Mazar Barnett y E.R. Mufioz.

Dado que se conocen antioxidantes fendlicos que inhiben la propagacidn
de las reacciones en cadena iniciadas por los radicales libre y la significa-
cidén que se ha dado a estos Giltimos en la induccidn de dafio por radiaciones,se ha
pensado que algunos de dichos compuestos podrian actuar como radioprotectores.

El hidroxitolueno butilado (BHT) es un agente antioxidante ampliamente
utilizado como conservador en la industria alimentaria y su accidén ha sido es-
tudiada en distintos sistemas bioldgicos con resultados variables. En Droso-
phila melanogaster ha sido sefialado como protector (1) y como sensibilizador
(2) al dafio genético inducido por radiaciones. Debido a que los datos publi-
cados son escasos y conflictivos y el uso del BHT muy difundido, fue encarado
un estudio mé&s amplio sobre la accidn de esta droga en dafios genéticos radio-
inducidos en esperma maduro de Drosophila que incluye letales dominantes, le-
tales recesivoa ligados al sexo y translocaciones II-IIT.

En todos los casos fueron utilizados machos salvajes Samarkand de 7
dias y la dosis de irradiacidn fue de 2.000 rads de rayos X (150 kV, 10 mA,
1 mm de Al). En los tratamientos combinados, el BHT fue administrado por in-
yeccidn intraabdominal, inmediatamente antes de la irradiacidn, en solucidn al
0,05% en ClNa al O,4%. Para la deteccidén de letales recesivos los machos tra-
tados fueron cruzados masivamente durante 3,30 horas (lo que asegura el mues-
treo exclusivo de esperma que en el momento del tratamiento era maduro y mdvil),
con hembras virgenes de 5 dias, de la cepa '"Basc". Para la deteccidn de trans-
locaciones II-III los machos fueron cruzados masivamente por el mismo periodo
de tiempo con hembras de la cepa “cn bw, e'" de 5 dias. Para la deteccidn de
letales dominantes, los machos fueron apareados individualmente con hembras
"cn bw, e" y a continuacidén las hembras fueron puestas en cémaras de ovoposi-
cidn por 24 horas y la eclosidn de los huevos fue controlada a las 24 y 48 ho-
ras siguientes, a fin de asegurar la deteccidn de huevos de eclosidn tardia.
Para la coreccidn de las frecuencias obtenidas en las series tratadas respec-
to de los controles, fue utilizada la férmula usada por Sankaranarayanan (3),
realizando una prueba de significacidn de medias, adaptada a distribuciones
normales y binomiales.

Los resultados obtenidos en la induccidn de letales recesivos y translo-
caciones II-III esté&n indicados en la Tabla 1 y los letales dominantes en la
Tabla 2. En todos los casos los resultados de los distintos experimentos han
sido sumados, ya que las frecuencias no diferian significativamente entre si.
De los datos presentados resulta evidente que en las condiciones de experimen-
tacidn seflaladas el BHT no modifica el efecto de los rayos X con respecto a
ninguno de los dafios genéticos analizados.

La diferencia en metodologia (muestreo celular, cepas, etc.) no parece
justificar por si misma la diferencia entre los datos presentados aqul y la
potente accidn radiosensibilizadora del BHT comunicada por Prasad y Kamra (2),
quienes con una solucidn mds diluida (0,001%) obtuvieron un incremento en la
frecuencia de letales recesivos del 5,5% con 2,4 Krads, a 9,1% en los tratamien-
tos combinados, frecuencia esta que se halla por encima de la obtenida por los
mismos autores con 3,6 Krads (8,8%), es decir, una dosis 1,2 Krads mayor. Tam-
bién existe discrepancia con los datos de Guzmin et al (1), quienes encontraron
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que el BHT es un radioprotector. En efecto, la frecuencia de 3,6% de letales

recesivos encontrada por estos autores, con 2,500 rads, cayé a 0,70% en trata-
mientos combinados, resultando evidente la magnitud del efecto si se considera
que la relacidn entre el tipo de dafio estudiado y la dosis es lineal.

1.- Guzmén, J. et al., Dros. Inform. Ser., 50:140, 1973,
2.- Prasad, 0., y Kamra, 0.P., Int. J. Radiat. Biol., 25:67, 197k4.
3.- Sankaranarayanan, K., Mutation Res., 4:641, 1967.

TABLA 1

Letales recesivos

. Translocaciones II-III
ligados al sexo

Tratamiento
cromosomas  niimero de % cromosomas nfimero de %
probados letales probados transloca-
ciones
2.000:rads 1.146 Ty 6,45 1.782 77 4,32
BHT +
2,000 rads 1.117 73 . 6,53 1.521 62 4,07

Frecuencia de letales recesivos ligados al sexo y translocaciones II-III
inducidos por 2.000 rads y BHT (0,05%) + 2.000 rads.

TABLA 2
Control 2.000 rads BHT + 2.000 rads
Huevos Huevos % Huevos Huevos g, Huevos Huevos g%
totales no ecl. totales no ecl. totales no ecl.
Serie I 511 63 12,33 1.220 551 37,45 770 365 40,00

" II 1.856 243 13,09 2,067 1,127 47,67 1,913 1.0u49 ug,ou

" IIT 2.367 306 12,93 3.287 1,678 43,78 2.683 1.414 45,68

* Porciento corregido segiin la fdrmula: E%‘Efgg (3). Pt: proporcidn de hue-

vos no eclosionados en el tratamiento: Pc: proporcidn de huevos
no eclosionados en el control.

Frecuencia de letales dominantes inducidos por 2.000 rads y BHT (0,05%) +
2.000 rads.
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B. 2. Pruebas de letales recesivos ligados al sexo con 1-Bencil-3- (2,3-

dihidroxipropoxi)-indazol y 2N-butil-malon di (dimetilamina propil)

diamida, en Drosophila melanogaster .

B. Mazar Barnett y E.R. Mufioz.

El aumento incesante de nuevos compuestos lanzados al mercado por la in-
dustria quimica y farmac&utica, hace necesario verificar su potencial efecto mu-
tagénico en distintos sistemas. Esto es de gran importancia,tanto para la indus-
tria como para los consumidores, dada la creciente preocupacidn por el aumento
del riesgo genético a que pueden conducir los contaminantes ambientales en ge-
neral. La importancia de los resultados negativos o positivos en este campo
es obvia.

A tal fin se estudib el posible efecto mutagé€nico en Drosophila melano-
gaster de dos sustancias de marcada accidn antiinflamatoria, analgésica y anti-
pirética recientemente sintetizadas por un laboratorio farmacéutico local: 1-
Bencil-3-(2,3-dihidroxipropoxi)-indazol (Benzidol) (1) y 2n-butil-malon di (di-
metilamina propil) diamida. Con tal objeto se realizaron pruebas de letali~-
dad recesiva ligada al sexo, que, de acuerdo con estudios comparativos recien-
tes, es uno de los métodos mis eficientes para detectar actividad mutagénica

en Drosophila (2).

El Benzidol fue administrado "per os" a machos Samarkand de 7 dias, me-
diante papeles de filtro saturados con la droga en Tween 20 y glucosa por peri-
odos de 24 y 48 horas. No pudo ser inyectado intraabdominalmente (forma ideal
que permite asegurar la incorporacién de la droga y su dosificacidn correcta)
debido a la insolubilidad del liofilizado como succinato de sodio disponible.
Después del tratamiento los machos fueron cruzados masivamente con hembras
virgenes "Basc" de 5 dias, durante 24 horas, con el fin de estudiar esperma
tratado en los iltimos estados de maduracidén. Se hicieron 5 sub-cultivos
de dos dias cada uno y con las hembras de la Filial primera fueron realizados
cruzamientos individuales para la deteccifén de mutaciones letales recesivas
ligadas al sexo.

La 2n-butil-malon di (dimetilamino propil) diamida fue administrada por
inyeccidn intraabdominal en solucidén al 3,75% llevada a pH 8,5, con ClH 1N. Los
machos tratados fueron cruzados masivamente con hembras virgenes "Basc", prove-
yéndoles nuevas hembras cada 24 horas con el fin de estudiar cé&lulas que en el
momento del tratamiento se encontraban en distintos estados de desarrollo y
realizando pruebas de letalidad con hembras fecundadas en el primero, segundo
y quinto dia.

Debido a que las frecuencias obtenidas en los distintos sub-cultivos y
crias sucesivas no mostraron diferencias entre si, los datos han sido sumados
y los resultados son presentados en la Tabla 1. Como se puede ver,en las con-
diciones experimentales descriptas, las tasas de mutaciones letales obtenidas
en las series tratadas con ambos compuestos, no difieren significativamente de
la del control, que mostrd la frecuencia de letales espontfneos, habitual en la
cepa utilizada.

1.- Propker,M. et al., Arzneim.-Forsch., 26:1393, 1976,
2.- Vogel, E. y Leigh, B., Mutation Res., 29:383, 1975,

Se agradece a Laboratorios Szabo Hnos., Kessler y Cia. S.R.L., la provisién
de drogas.
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TABLA 1

Prueba de letales recesivos ligados al sexo en machos de
Drosophila melanogaster, con 1-bencil-3-(2,3~-dihidroxi-
propoxi)-indazol y 2N-butil-malon di (dimetilamina propil)-
diamina

Tratamient Cromosomas Nimero de %

© analizados letales de letales
Compuesto I 11.207 22 0,20
Compuesto II 6.328 15 0,24

Control 1.464 4 0,27
Compuesto I : 1-bencil-3-(2,3-dihidroxipropoxi)-indazol
Compuesto II : 2n-butil-malon di (dimetilamina propil)

diamida
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B. 3. Influencia de la retencidn de huevos sobre la frecuencia de letales

dominantes en osophi lanogaste

E.R. Mufioz y B. Mazar Barnett.

Algunos compuestos radiomiméticos (alquilantes) que han sido considera-
dos poco eficientes para inducir rupturas cromosémicas, son en realidad muy ac-
tivos, pero para poner de manifiesto su accidn, las células tratadas deben ser
almacenadas por periodos variables. Esto se conoce como "efecto de almacena-
miento" y la técnica habitual para ponerlo de manifiesto consiste en tratar es-
perma en el macho o en hembras inseminadas y mantenerlas en un medio deficien-
te (4% de agar y 2% de glucosa), que previene la deposicidn de huevos. Termi-
nado el periodo de almacenamiento, las hembras son pasadas a medio de cultivo
comlin para las pruebas genéticas.

t

Ha sido sugerida una conexidn entre la nutricidn insuficiente de las
hembras y el "efecto de almacenamiento", ya que la privacidn de proteinas
podria alterar los mecanismos de reparacidn de los dafios genéticos. Los in-
tentos para determinar si la magnitud del "efecto de almacenamiento" en leta-
les dominantes inducidos por Etil Metano Sulfonato diferian cuando las hembras
eran almacenadas en medio de cultivo comfin o deficiente no son concluyentes (1).

Otros factores que pueden alterar la tasa final de dafio genético recu-
perado, deben ser considerados cuando es estudiado el almacenamiento, entre
ellos el envejecimiento del esperma y de los huevos cuando las hembras son man-
tenidas en medios que previenen la ovoposicién. El envejecimiento del esperma
no parece afectar la tasa final de dafio recuperado (2). Para estudiar la in-
fluencia de la retencidn de huevos en la frecuencia de letales dominantes es-
pontdneos, hembras de 5 dias, de la cepa "Oregon K", después de fertilizadas,
fueron mantenidas durante 5 dias con comida comiin a 17°C y en medio deficiente
a 25°C. Luego fueron puestas en c@maras de ovoposicién con comida completa a
25°C, contando los huevos de dos posturas sucesivas de 24 horas cada una, lla-
madas de aquil en adelante 1ra. y 2da. postura. La eclosidn de los huevos fue
verificada a las 24 y 42 horas siguientes a fin de detectar los de eclosidn tar
dia. Paralelamente, fueron llevadas a cabo pruebas similares con hembras de
5 dias, mantenidas virgenes, con comida comin y puestas en las c@maras de ovo-
posicién inmediatamente despuds de fecundadas.

La Tabla 1 muestra que la frecuencia de huevos no eclosionados es sig-
nificativamente mayor cuando las hembras son almacenadas en medio deficiente.En es-
te mismo grupo la frecuencia de letales en la primera postura fue significativa-
mente mayor que en la segunda, no ocurriendo lo mismo con las hembras almace-
nadas en medio completo. La Tabla 2 muestra tres series experimentales, con
hembras no almacenadas y se ve que en todos los casos la frecuencia de leta-
les en la primera postura es significativamente mayor que en la segunda.

Del andlisis general de los datos surge que independientemente de la
influencia del estado de nutricidn de las hembras, la frecuencia de letales
dominantes se ve afectada por el almacenamiento de los huevos. En la Tabla
1 se ve que cuando las hembras son almacenadas en medio deficiente y retie-
nen los huevos, &stos, luego, son incapaces de proseguir su desarrollc. En
la segunda postura muchos de los huevos maduros y retenidos ya han sido eli-
minados y la frecuencia cae. Parece dudoso que esa disminucidén de la fre-
cuencia se deba a la mejor alimentacidn que reciben las hembras en las cé-
maras de ovoposicibdn, dado el corto tiempo transcurrido entre ambas postu-
ras y a que los huevos se encuentran en la {iltimas etapas de maduracidn. Na-
da de esto ocurre con la comida comfin, donde las hembras no retienen los hue-
vos, ya que los depositan durante todo el periodo de almacenamiento. Esto
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es mas claro aun en la Tabla 2, en donde a pesar de que las hembras habian
sido bien alimentadas antes del apareamiento, la primera postura muestra
mayor letalidad dominante, debido a que esta postura incluye aquellos hue-
vos que las hembras normalmente retienen antes de ser fecundadas. Resulta
claro que los estudios en los cuales son comparados la influencia del"efec-
to de almacenamiento™ sobre rupturas cromosdmicas y las mutaciones de pun-
to, deben tener en cuenta las alteraciones fisioldgicas que sufren los hue-
vos almacenados, cuyo caso extremo conduce a la muerte de los mismos, ya
que dichos cambios pueden influir en forma diferente sobre la recuperacidn
de los distintos tipos de dafio genético inducido.

1.- Ratnayake, W.E., Mutation Res., 5:271, 1968.
2.- Srém, R.J., Molec. Gen.Genetics, 106:286, 1970.
TABLA 1

Frecuencia de letales dominantes en hembras de Drosophila melanogaster al-
macenadas durante cinco dias

A) Medio deficiente B) Medio completo

-

Huevos Huevos

Total | No eclos.|% no eclos. |Total|No eclos. | % no .eclos.

ira. postura 552 235 42,57 843 39 4,63
P < p =
0,0001 0,08
2da. postura 654 137 20,97 449 31 6,90

Total 1.206 372 30,85  1.292 70 5,42

Total A) vs. Total B) : p < 0,0001
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TABLA 2
Frecuencia de letales dominantes en hembras de Drosophila melanogaster

no almacenadas

Huevos
Total Nc eclos. % no eclos. P

I 1ra. postura 1.014 93 6,58
0,00010

2da. postura 577 13 2,25

II 1ra. postura 745 78 10,47
< 0,00010

2da. postura 40 13 2,95

IIT 1ra. postura 1.194 88 7,37
< 0,00010

2da. postura 742 14 1,89

Total 1ra. postura 3.353 259 7,72
< 0,00010

2da. postura 1.759 40 2,217
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B. 4. Influencia de la temperatura sobre la recuperacidn de dafio genético

inducido por rayos X en machos de Drosophila melanogaster

B. Mazar Barnett.

Con el fin de obtener informacidén sobre la naturaleza del dafio genéti-
co radioinducido y su reparacidén, fue considerado de interés estudiar el efec-
to de la baja temperatura en esperma irradiado de Drosophila melanogaster. La
investigacidén fue restringida a espermitidas tardias y esperma maduro mévil,
estados muy préximos de la espermiogénesis, que presentan sin embargo, diferen-
te respuesta a la accidn de las radiaciones ionizantes (2, 5, 3) y que consti-
tuyen un excelente sistema para estudiar la influencia de agentes externos so-
bre los efectos de la radiacidn.

El efecto de la baja temperatura (0°C) y la radiacidn X fue investigado
en la induccidn de letales recesivos ligados al sexo y de translocaciones entre
los cromosomas II y III.

El procedimiento experimental fue el siguiente: condiciones de irradia-
cién: 10 mA, 150 kV, 1mm Al, DFO 26 cm, dosis 1.000 y 2.000 rads. Los machos
fueron irradiados en recipientes de poliestireno de doble pared, con una mez-
cla frigorifica constituida por hielo granizado y una solucidén de NH,Cl. Esta
{iltima fue reemplazada por arroz para las irradiaciones a temperatura ambien-
te. En los tratamientos a baja temperatura, la exposicidn a 0°C comenzd 5 mi-
nutos antes de la irradiacidn, prolongdndola después de la misma hasta comple-
tar un periodo de 40 minutos. Se usaron dos métodos distintos para estudiar los
estados de maduracidn del esperma mencionados, con resultados completamente
concordantes. Las hembras fecundadas fueron mantenidas 12 dias, haciendo 3
sub-cultivos. Para los experimentos de letalidad recesiva ligada al sexo, fue-
ron tratados machos silvestres de la cepa'Samarkand" cruzdndolos con hembras
virgenes de la cepa "Basc'". Con las hembras de la filial primera se hicieron las
pruebas de letalidad recesiva. Los resultados figuran en la Tabla 1.

Para los experimentos de translocacidén, se trataron machos "Samarkand" que
fueron cruzados con hembras virgenes '"cn bw, e'". Con los machos de la filial
primera fueron hechas las pruebas de translocacidn II-III, cuyos resultados
figuran en la Tabla 2.

De los resultados obtenidos en las dos series de experimentos realiza-
das, surgen los siguientes hechos: a) a temperatura ambiente, el esperma mbvil
es mids radiosensible que las espermdtidas tardias, para los dos pardmetros con-
siderados. A 0°C, la frecuencia de letales recesivos inducidos por la radia-
cién en espermdtidas tardias aumenta significativamente, hasta alcanzar la
frecuencia observada a temperatura ambiente en esperma mdvil. En este Gltimo,
no observamos variacidn debida a la baja temperatura. Estos resultados pueden
ser tomados como una indicacién de que en espermdtidas tardias tiene lugar, a
temperatura ambiente, una cierta medida de reparacidén de dafio pre-mutacional,
que no acontece en esperma mévil. A 0°C esta reparacidn no podria ocurrir nor-
malmente, de modo que la frecuencia de mutacidn aumenta hasta alcanzar la que
es propia del esperma mdévil. Por otra parte, el hecho de que la frecuencia
de mutacidn en esperma mdvil no aumenta con los tratamientos a 0°C, indicaria
que la baja temperatura no actfia en este caso aumentando el dafio por radiacién.

b) la frecuencia de translocaciones aumenta significativamente en ambos
estados celulares cuando se irradia a 0°C. Aqui debe ser postulado un mecanis-
mo comiin para los dos estados celulares, ya sea basado en la alteracidn de la
reparacién o en el aumento del dafio. Debemos tener en cuenta que el fendmeno
de translocacidén requiere dos procesos opuestos: ruptura de cromosomas y reu-
nidén de los fragmentos, que si bien es andmala, involucra un proceso de repa-
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racidn. También existe una cierta medida de restitucidn "a novo" de las ruptu-
ras radioinducidas.. Si la baja temperatura inhibe esa restitucidn, en la pos-
terior movilizacidn de los cromosomas (luego de la fertilizacidn) habria més
fragmentos disponibles, que al interactuar, darian mayor frecuencia de translo-
caciones recuperadas. Los resultados obtenidos parecen apoyar la hipdtesis de
que la baja temperatura ejerce su accidn dificultando o inhibiendo el normal
funcionamiento de los sistemas enzimdticos que intervienen en la reparacidn
del dafio genético inducido por la radiacién. No deberia, sin embargo, ser des
cartada la posibilidad de que la baja temperatura produjese un aumento del da-
fio inducido, operando a través de un aumento en la concentracidn del oxigeno
celular (1,4).

.- Baker, W.K. y Sgourakis, E, , Proc. Natl. Acad. Sci., 36:176, 1950.
.- Lefevre, G. y Jonsson, U.B., Mutation Res., 1:231, 1964.

Mazar Barnett, B., Radiat Res., 51:134, 1972,

.- Rinehart, R.R., Genetics, 49:855, 1964.

.- Sobels, F.H., Mutation Res., 8:111, 1969.
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TABLA 1

Letales recesivos ligados al sexo, inducidos por 1.000 R de rayos X en machos
de Drosophila melanogaster

Temperatura ambiente o°cC
N°® cromos. N°9de le- % de le- N°cromos. N°de le- % de le-
analizados tales tales analizados tales tales
Esperma mdvil 1.579 uy 2,78 - 1.61k4 37 2,29
(ler. periodo:
crz. 3,30 h) 1.420 34 2,39 951 27 2,84
Esperma mdvil 2.S43 T4 2,51 1.708 L5 2,63
(1 cruzam. observ.) R - -
Total 5.942 152 2,56 4,278 108 2,55
Espermiatidas t. 2.237 34 1,51 1.430 32 2,24
(2do. periodo:
hasta 24 h) 1.899 32 1,68 1.227 33 2,69
Espermatidas t. 1.571 24 1,53 1.140 28 2,46
(de machos de
2 h de edad) L .
Total 5.707 90 1,58 . P: 3,797 93 2,45
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TABLA 2

Translocaciones II-III inducidas por 2.000 R de rayos X en machos de
Drosophila melanogaster

Tratamiento

ler. periodo de cruza-
miento (esperma mévil)

2do. periodo de cruza-
miento (espermdtidas

tardias)
N® crom. N° de % de. N° crom. N° de % de
analiz. transl. transl. analiz. transl. transl.

Irrad. temp.

ambiente

Total

Irrad. a

0°cC

Total

Irrad. temp.
ambiente

Irrad. a
o°c

1.867 87 4,66
1.782 77 4,32
1.365 51 3,74
5.014 215 4,29

917 56 6,11
1.204 85 7,06
1.973 128 6,49
4. 094 269 6,57

2.384
1.573
1.362

5.319
0,00006
1.676
1.517
1.725

4.918

59
49
37

145

72

63

87

222

2,47
3,12
2,72

2,73
0,00006

4,30

4,15

5,04

4,51

Un periodo de cruzamiento

Promedio de los 2 periodos

de 24 horas de ecruzamiento
1.981 62 3,13 10.333 360 3,48
!
2.614 127 4. 85 8,012 5,45

491
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B. 5. Datos preliminares sobre la reversidén del locus para dehidrogenasa

alcohdlica en Drosophila malenogaster

E.R. Mufioz y B. Mazar Barnett.

Resulta de interés determinar la verdadera naturaleza del dafio genéti-
co inducido por radiaciones ionizantes en Drosophila.

Debido a las dificultades inherentes al "mapeo" fino de cromosomas en
este organismo, no siempre se puede distinguir entre mutaciones génicas y pe-
quefias deficiencias cromosémicas. Por otra parte, la induccidn de reversio-
nes, corrientemente utilizada en bacterias y Neurospora sp., para este tipo
de estudios, es de dificil aplicacidén en Drosophila, por el elevado nfimero
de individuos que es necesario analizar para llegar a conclusiones vélidas.
La frecuencia de reversidn de algunos loci que son considerados particular-
mente inestables: Killer-prune, 1 x 10‘4, inducido con 3.000 r (4); forked-3n,
6,01 x 10-%, inducido con 4.000 r (5); yellow-2, 6,24 x 10~°, white apricot,
2,09 x 10'5, scute, 601 x 10-5 con 5.000 p (2); Nasobemia, 7 x 10-%, induci-
do con 4.000 r (1). La mutacidn Adh, locus que codifica para la enzima dehi-
drogenasa alcohdlica en Drosophila melanogaster, ha permitido desarrollar un
método para la deteccidn de reversiones de esta mutacidn, basado en el hecho
de que los mutantes deficientes para la enzima mencionada son selectivamente
eliminados cuando el medio de cultivo contiene etanol. Ello posibilita el
andlisis de gran nfimero de individuos de un modo relativamente sencillo. Me-
diante este método fue encarado el estudio de la reversidén de la mutacidn
Adh por medio de rayos X y dietilsulfato. :

El procedimiento experimental desarrollado es como sigue: machos adul-
tos de una cepa deficiente para la dehidrogenasa alcohdlica-AdhPl, inducida B
por medio de etilmetanosulfonato (3) son tratados con un agente mutagénico y
cruzados con hembras virgenes también deficientes para la enzima, portadoras
de marcadores gen&ticos que permiten el seguimiento del cromosoma investigado
(en estos experimentos se los dejd aparearse durante 24 horas) La
filial primera es sometida a la accién del alcohol, colocando las moscas en
un medio de agar 23% y etanol 17,5%, por un periodo de 24 hotas, luego del
cual son  comprobados los resultados. Se usa esa concentracidn de eta-
nol - que las pruebas piloto demostraron que era Sptima, ya que mata a los
adultos homocigotas para la mutacidn Adh en pocas horas, pero no mata a los
individuos normales ni a los heterocigotas para la mutacidn. Esto signifi-
ca que en los casos en que son inducidas reversiones, los individuos trata-
dos con alcohol deben sobrevivir. Fueron realizadas dos series de experimen-
tos, con sus respectivos controles: a) tratando machos con 1.000 r de rayos
X, fue analizada una progenie (F1) de 292.980 individuos y 77.930 del control;
b) tratando machos con dietilsulfato al 0,5%, por via oral, fueron analizados
158.000 individuos de la F1 y 137.850 del control. A fin de comprobar si los
machos habian ingerido la droga, con parte de los tratados se hizo una prueba
de letalidad recesiva ligada al sexo. La tasa de mutaciones fue del 31,27%.
No se detectd la aparicidn de reversiones en el locus investigado, lo que in-
dica que la frecuencia de reversidn estaria, en el caso de los tratamientos
con rayos X, por debajo de 3,4 x 10-6 y en el caso de los tratamientos con
dietilsulfato, por debajo de 6,3 x 10-5. Asimismo podria afirmarse que no
fueron inducidos supresores de la mutacidén en estudio. Los experimentos
continfian y mantendremos la exposicidn a la radiacidn en 1.000 R, ya que
dosis mayores inducen una gran cantidad de rupturas cromosdmicas que tienden
a confundir los resultados.
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1.- Denell, R.E., Mutation Res., 15:221, 1972.

2.- Green, M.M., Genetics, 46:671, 1961.

3.- Grell, E.H., en "Genetic variations of Drosophila melanogaster", ed.
Lindsley, D.L. y Grell, E.H., Carnegie Inst., Washington, 1968.

4,- Lifschytz, E. y Falk, R., Genetics, 22}353, 1969.

5.- Woodruff, R.C. et al., Mutation Res., 15:86, 1872.

Agradecemos al Dr. E.H. Grell la provisién de las cepas Adh.



Yy

B. 6. Frecuencia de translocaciones inducidas por rayos X en machos de

Drosophila melanogaster pre-tratados con cloranfenicol

E.R. Mufioz

Debido a que los cambios gen&ticos inducidos deben atravesar una serie
de etapas como condicidn previa para su fijacidn definitiva, agentes capaces
de alterar dicho proceso pueden determinar variaciones en la cantidad de dafio
recuperado. Mediante la utilizacidn de antibidticos, ha sido posible modifi-
car el efecto genético inducido por radiaciones ionizantes en diversos orga-
nismos. En Drosophila melanogaster, pre-tratamientos con cloranfenicol pue-
den disminuir la frecuencia de letales recesivos ligados al sexo, inducidos
por rayos X, en espermitidas (1, 4) y posiblemente en espermatocitos (1).

Los resultados en esperma son contradictorios con relacibén a la induc-
cidn de este tipo de dafio y como en los trabajos citados fue utilizado un cro-

mosoma X en anillo, fueron excluidos del andlisis aquellos letales conectados
con aberraciones cromosdmicas.

Debido a que no ha sido establecida la influencia del cloranfenicol en
los procesos de reunidn de fragmentos cromosdmicos inducidos por radiaciones
en Drosophila, fue llevada a cabo una prueba de translocaciones entre los cro-
mosomas II y III con y sin inyeccidén de este antibidtico previa a la irradia-
cidn.

Machos silvestres "Oregon R" de 7 dias fueron inyectados intraabdominal-
mente con una solucidn de cloranfenicol (0,05 mg/ml) y después de 40 minutos
irradiados con una dosis de 3.000 rads de rayos X (150 kV, 10 mA, 1 mm Al),
machos no inyectados fueron irradiados simultdneamente. Inmediatamente des-
pués de los tratamientos los machos fueron cruzados masivamente durante 24
horas con hembras virgenes de 5 dias de edad, homocigotas para los marcadores
"cn bw, e en proporcidn de un macho por cada tres hembras. Con los machos
de la Filial I se realizd una prueba de translocaciones entre los cromosomas
IT y III, controlando también la fertilidad de los mismos debido a la influen-
cia que sobre la misma pueden tener las aberraciones cromosdmicas.

La Tabla 1 muestra las frecuencias de translocaciones y de esterilidad
obtenidas con el muestreo celular total de 24 horas y se puede ver que en am-
bos casos las series pre-tratadas con cloranfenicol muestran una tasa de da-
fic significativamente inferior a la obtenida con 3.000 rads.

Debido a que entre la induccidén de dafio genético y su deteccidn tienen
lugar procesos que requieren sintesis de proteinas y que el cloranfenicol es
un inhibidor de la misma, las variaciones en las frecuencias de dafios encontra
das con este antibidtico en otros organismos han sido interpretadas como debi-
das a interferencias con dichos procesos. En Drosophila, los resultados con
dosis fraccionadas de radiacién parecen indicar que los fragmentos cromosémi-
cos inducidos en las células en estudio (esperma maduro y espermdtidas tardias)
interact@ian después de la fertilizacidn (2, 3). Sin embargo, si la sintesis
de proteinas juega alglin papel en la reunidn de fragmentos en Drosophila y la
disminucidn de translocaciones encontrada en los tratamientos con cloranfeni-
col se debe a que dicha sintesis estd afectada, estos resultados indicarian
que algunos fragmentos cromosdmiccs se refinen antes de la fertilizacidn.

Otra posibilidad es que en las condiciones experimentales utilizadas, esta
droga actfie alterando:' procesos metabdlicos mis generales, lo que al difi-
cultar la posterior reunidn de los fragmentos cromosdmicos, determinaria su
eliminacidn selectiva, disminuyendo asi la cantidad de dafio final recuperado.
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B. 6. Frecuencia de translocaciones inducidas por rayos X en machos de

Drosophila melanogaster pre-tratados con cloranfenicol

E.R. Mufioz

Debido a que los cambios genéticos inducidos deben atravesar una serie
de etapas como condicidn previa para su fijacidn definitiva, agentes capaces
de alterar dicho proceso pueden determinar variaciones en la cantidad de dafio
recuperado. Mediante la utilizacidn de antibibticos, ha sido posible modifi-
car el efecto genético inducido por radiaciones ionizantes en diversos orga-
nismos. En Drosophila melanogaster, pre-tratamientos con cloranfenicol pue-
den disminuir la frecuencia de letales recesivos ligados al sexo, inducidos
por rayos X, en espermidtidas (1, 4) y posiblemente en espermatocitos (1).

Los resultados en esperma son contradictorios con relacidén a la induc-
cidn de este tipo de dafio y como en los trabajos citados fue utilizado un cro-
mosoma X en anillo, fueron excluidos del andlisis aquellos letales conectados

con aberraciones cromosdmicas,

Debido a que no ha sido establecida la influencia del cloranfenicol en
los procesos de reunidn de fragmentos cromosdmicos inducidos por radiaciones
en Drosophila, fue llevada a cabo una prueba de translocaciones entre los cro-
mosomas II y III con y sin inyeccidn de este antibidtico previa a la irradia-
cidn.

Machos silvestres "Oregon R" de 7 dias fueron inyectados intraabdominal-
mente con una solucidn de cloranfenicol (0,05 mg/ml) y después de 40 minutos
irradiados con una dosis de 3.000 rads de rayos X (150 kV, 10 mA, 1 mm Al),
machos no inyectados fueron irradiados simultineamente. Inmediatamente des-
pués de los tratamientos los machos fueron cruzados masivamente durante 24
horas con hembras virgenes de 5 dias de edad, homocigotas para los marcadores
"cn bw, e'" en proporcidn de un macho por cada tres hembras. Con los machos
de la Filial I se realizd una prueba de translocaciones entre los cromosomas
IT y III, controlando también la fertilidad de los mismos debido a la influen-
cia que sobre la misma pueden tener las aberraciones cromosdmicas.

La Tabla 1 muestra las frecuencias de translocaciones y de esterilidad
obtenidas con el muestreo celular total de 24 horas y se puede ver que en am-
bos casos las series pre-tratadas con cloranfenicol muestran una tasa de da-
fio significativamente inferior a la obtenida con 3.000 rads.

Debido a que entre la induccidn de dafio genético y su deteccidn tienen
lugar procesos que requieren sintesis de proteinas y que el cloranfenicol es
un inhibidor de la misma, las variaciones en las frecuencias de dafios encontra
das con este antibiético en otros organismos han sido interpretadas como debi-
das a interferencias con dichos procesos. En Drosophila, los resultados con
dosis fraccionadas de radiacidn parecen indicar que los fragmentos cromosdmi-
cos inducidos en las células en estudio (esperma maduro y espermitidas tardias)
interact@ian después de la fertilizacidn (2, 3). Sin embargo, si la sintesis
de proteinas juega alglin papel en la reunidn de fragmentos en Drosophila y la
disminucidn de translocaciones encontrada en los tratamientos con cloranfeni-
col se debe a que dicha sintesis estid afectada, estos resultados indicarian
que algunos fragmentos cromosdmicos se refinen antes de la fertilizacidn.

Otra posibilidad es que en las condiciones experimentales utilizadas, esta
droga actfie alterando.' procesos metabdlicos mis generales, lo que al difi-
cultar la posterior reunidn de los fragmentos cromosdmicos, determinaria su
eliminacidn selectiva, disminuyendo asi la cantidad de dafio final recuperado.
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Nuestro conocimiento actual sobre los mecanismos de reparacién de dafio

en Drosophila, no permite excluir ninguna de estas dos hipdtesis.

Clark, A.M., Z. Vererbungslehre, 94:121, 1963.

Muller, H.J., en "Radiation Biology". Vol. I, p. 475. Ed. A. Hollaen-
der. Mc Graw-Hill, New York, 195k,

Sankaranarayanan, K. y Sobels, F.H., en "The genetic and biology of
Drosophila". Ed. Ashburner M. y Novitski, E., 1976.

Sobels, F.H. et al., en "Repair from genetic radiation damage". Ed.
Sobels, F.H. Pergamon Press, Oxford, 1963, p. 179.
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TABLA 1

Frecuencia de translocaciones II-III y machos estériles inducidos por 3.000
rads de rayos X, con y sin pre-tratamiento con cloranfenicol (0,05 mg/ml) en
Drosophila melanogaster

Translocaciones Machos de la F1l
II-1I1I . estériles
. N° crom. N° de % de N°© crom. N° de % de

Trat t . .

ratamiento analiz. transl. transl. analiz. transl. transl.
Control 2.706 - - 2.757 51 1,84
3.000 rads 1.358 192 14,13 1.725 367 21,27

0,036 <0,0001

Cloranfen. +
3.000 rads 871 96 11,02 1.025 154 15,02
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B. 7. Letales dominantes inducidos por dietilsulfato en Drosophila melanogaster

E.R. Mufioz y B. Mazar Barmnett.

Al no haber encontrado translocaciones despué&s de tratamientos con Die-
tilsulfato (DES) en Drosophila melanogaster, ha sido considerado que esta droga
no induce rupturas cromosdmicas en este organismo (3).

Con el objeto de establecer si la falta de translocaciones se debe real-
mente a incapacidad del DES de inducir rupturas o a problemas relacionados con
su deteccidn en Drosophila, se realizaron pruebas de letalidad dominante, de-
bido a que este dafio es en gran medida la expresidén de rupturas cromosdmicas y
alteraciones complejas resultantes.

Machos de 7 dias de la cepa silvestre"Samarkand" fueron tratados 'per os"
con soluciones al 0,5% y 0,75% de DES durante periodos variables de tiempo (ver
tablas) y luego fueron cruzados individualmente con hembras virgenes de la mis-
ma cepa. Con el objeto de estudiar exclusivamente esperma que en el momento
del tratamiento era maduro y mévil, despu@s de un sblo apareamiento los machos
fueron descartados y las hembras puestas en cé&maras de ovoposicidn a 25°C. Las
hembras que a las 24 horas habian puesto m&s de 20 huevos fueron transferidas
a otra cémara para un segundo periodo de ovoposicidn.

Debido a que la mayoria de los letales dominantes inducidos actfian en
embriogénesis temprana, en los primeros experimentos se midid la eclosidn de
huevos y se controld -hasta las 48 horas para incluir a aquéllos de eclosién
tardia. Los resultados de estas pruebas de letalidad dominante temprana apa-
recen en la Tabla 1. Como se puede ver, la tasa de letalidad dominante tempra-
na es las series con tratamiento es significativamente mayor a la del control.
La diferencia encontrada en algunas series entre primera y segunda postura
ser@ discutida en otra parte. A fin de establecer una comparacidn, debemos
mencionar que la frecuencia de letales dominantes tempranos inducidos por una
solucién de DES al 0,75% durante 2,30 horas es similar a la obtenida con 2.000
rads de rayos X (43,78%), dosis esta Giltima que indujo el 4,32% de transloca-
ciones II-III.

Dada la alta toxicidad del DES y con el fin de descartar la posibilidad
de que el efecto observado hubiera sido debido a alteraciones fisioldgicas del
esperma, se llevd a cabo un estudio de la accidén de esta droga sobre la morta-
lidad de larvas y pupas (letalidad dominante tardia), cuyo padre habia sido tra
tado. Esto estd justificado ya que el dafio genético inducido por sustancias
quimicas en Drosophila frecuentemente permanece latente por muchas generacio-
nes celulares, expresgndose con considerable retraso como rupturas cromosémi-
cas (2), Secontaron los huevos eclosionados y adultos nacidos y los resultados
los vemos en la Tabla 2, observando un aumento significativo de la letalidad do-
minante tardfa en las series tratadas respecto del control.

Se toman estos resultados como evidencia de que el DES induce rupturas
cromosdmicas en Drosophila. La falta de deteccidn de translocaciones menciona-
da (3) podria ser debida a que: a) las rupturas inducidas por esta sustancia no
pueden interactuar, de alli la falta de translocaciones y la alta frecuencia de
letales dominantes, o b) el DES induce rupturas latentes que se hacen efectivas
con el tiempo, durante las divisiones de desarrollo,conduciendo a la muerte del
heterocigota antes de que llegue al estado adulto. Lsto ultimo parece mas pro
bable, en vista de los resultados obtenidos con otro alquilante monofuncional:
la Etileneimina, que induce translocaciones en esperma de Drosophila en frecuen
cia proporcional al tiempo de almacenamiento del mismo en la espermateca de la
hembra (1, 4), lo que daria lugar a que las rupturas latentes se abran y los frag-
mentos Euedan interactuar. Experimentos en esta linea con DES se encuentran en
ejecucidn.
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1.- Alexander, M.L. y Glanges, E., Proc. Natl. Acad. Sci.
282, 1964,

2.- Auerbach, C., Science, 158:11L1, 1967.

3.- Pelecanos, M., Nature, 210:1294, 1966.

4,- Srédm, R.J., Mutation Res., 9:243, 1970.

TABLA 1

(Usa), 53:

Letalidad dominante temprana inducida por dietilsulfato en esperma maduro de
Drosophila melanogaster

Control Serie I Serie II
Tratamiento N° H.no ecl. % Let. N°H.no ecl. % Let. NOH.no ecl. % Let.
NSTot. H. Dom. N°Tot. H. Dom.* ~—N°Tot. H. Dom.*
DES 0,5%
ira. postura 93 6,58 481 24,86 406 34,59
1.414 1.614 1.044
2da. postura 13 2,25 212 24,34 224 27,97
577 814 757
Total 106 5,32 693 24,52 630 31,33
1.9%91 2.428 1.801
DES 0,75%
ira. postura 90 7,33 726 55,68 498 73,51
1.228 1.232 660
2da. postura 13 1,77 136 48,37 223 90,10
734 276 247
Total 103 5,25 862 54,79 721 78,35
1.562 1.508 907

DES 0,5% : Duracidn del tratamiento: Serie I, 2,30 horas; Serie II, 3 horas.

DES 0,75%: Duracidn del tratamiento: Serie I, 2,30 horas; Serie II, 2,30 horas

+ 1 hora (con intervalo de 1 hora).
Pt -

1-Pc

* : % corregido:

Pt: proporcién de huevos no eclosionados en el tra-
tamiento; Pc: proporcidn de huevos no eclosionados
en el control.



(Baoy T 8p OTPAJS3UT UN UOD) BAOY [ + SBIOY Qg£‘Z :0jUSTWelRI] TOP UQTORAND :I] STJISS
SeJoy Qg :03USTWRIRI} TP UQIORANP :] ITJISS
saToujuoco ap ugroaodoad :04 ¢sopejeal sp ugroaocdoad :3g uMMImIWM 1OPTBOdIOD § yypy

SoAdSNY 9P _TE101 oN : 7e101 91UPUTWOD pPEPT
eIpae} -wop ‘3o + eueadwey ‘dWop ‘3o Lo¥0F PIUBUTUOD PEPITEIST]

SOPRUOTSOTO® SO0A3NY N
SO3TNPE ON - SOPRUOISOTO® S0AdNY 3P N

IPIPJR] S93UBUTWOP PEPITRIST 4

¢ . LO6 ¢ . 80G°1T ¢ . C96°1 ¢ . 987 ¢ . 3#9 ¢y s 668 T 210
- €608 ¢ lmmwmll T2 09 |mmmﬂ|| HS L IMMﬂmll S8 TV nlumwll 96 1T IIMMﬂun Zh ¢ |WMMM|| H\u €L
\ o
o < . Lhl /3 . 9L < . HE L < : uté ¢ . OhT < : 1L
¥ H8° 16 o7z G9°€S ThoT €39 h e Sh° 8T — ST 0T a1 16°¢ 5z ol
9h 8L 61 S¢ 19 66L 82°6 HIT 80 TT 12 8BS CT 67 112 u e ol
UoT2
II @tuass I aTJasg T0a3uo0) II aTuss I @TJasg Toajuo) —1sodoao
00T X Te303 -wWop°3aT 9p ugroaodoag 00T X xPIPael} ‘wop-3aT ap ugoroaodoay °P OpPorIAd
U1 # Q L] $EL 1% oT

as3se8oueTsu eTrydosoag

op oanpeu eugedse ue (%5.°0) ©3IBFTNSTIITp aod epPTONpur TRIO3 A PIPAR] S3URUTWOD PRPITRIST]

Z Vidvl



-50-

C. RADIOINMUNOLOGIA

C. 1. Reaccidn antialogeneica en c@maras de difusidm.

I. Evidencia de destruccidn celular

E.E. Capalbo.

Mediante la medicidn de la depresidn del nivel de aglutininas producidas
por células esplénicas inmunocompetentes de ratén de una cepa Paterna Py, culti-
vada "in vivo" en ratones hibridos (P4 x Pj) irradiados, inmunoldgicamente iner-
tes, Celada y Carter (1) evaluaron el poder destructor de células esplénicas de
ratdén de cepa Paterna Pq previamente sensibilizados a antigenos de la cepa Py e
inyectados en el mismo receptor. En esta técnica observaron disminucién de ti-
tulo de anticuerpo anti-rata, comparable con una destruccidn casi total de las
células esplénicas Pj.

Este resultado podria ser debido a destruccibn celular o a inhibicidn de
la produccidn de proteinas o a ambas cosas a la vez.

En el presente trabajo hemos investigado el primer punto, utilizando la-
técnica de cultivo celular de cédmaras de difusidn«(2), para cultivar las células
en estudio. '

En cada cémara de difusidén de 0,1 micrdn de porosidad fueron colocadas
24 x 10% células C3H previamente sensibilizadas a antigeno C57BL, mis células
esplénicas C57BL previamente inmunizadas con hematies de rata, mis hematies de
rata. '

En una experiencia fue marcado cada dador de cepa C3H mediante la inyec-
cidén intraperitoneal de 5 uCi de timidina tritiada y en una segunda experiencia
marcamos de la misma manera cada dador de la cepa C57BL. Mediante radioautogra-
fia fue determinado a intervalos variados, el nimero de células linfoides marca-
das y el nfimero de granos por cé&lula marcada.

Las cémaras fueron implantadas en la cavidad peritoneal de ratones sub-
letalmente irradiados de cepa C3H. La figura 1 ilustra sobre el tiempo de du~
plicacidn de células esplénicas C57BL (antigeno alogeneico) marcadas con timi-
dina tritiada cultivadas en presencia o en ausencia de células C3H pre-sensibi-
lizadas a antigenos CS57BL.

En ausencia de células pre-sensibilizadas, curva superior, las células
C57BL (células blanco, células alogeneicas) proliferan con un tiempo de duplica-
cidén normal (24 hs.), mientras que en presencia de c&lulas pre-sensibilizadas
a ellas, curva inferior, la capacidad proliferativa de las mismas fue altamen-
te deprimida y su nlimero disminuyé progresiva y significativamente durante el
mismo tiempo de observacidn.

La figura 2 ilustra sobre el promedio de granos de plata (Ag) y el indi-
ce mitdtico de las células C3H pre-inmunizadas con antigeno CS57BL y cultivadas
en c@maras de difusidn con células esplénicas C57BL.

Seglin observamos, el nfimero promedio de granos por célula disminuye pro-
gresivamente, indicando para estas células un tiempo mdximo de duplicacidén de
12 horas.

El nimero de mitosis durante este mismo tiempo aumentd de acuerdo con el
tiempo de duplicacidn observado.

Estos dos filtimos datos indicarian que la inhibicién de proliferacidn y
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desaparicidn de células alogeneicas marcadas con tritio se deberia a la accidn
de las c&lulas C3H sensibilizadas, las cuales a su vez aumentarian su prolife-
racidn.

1.- Celada, F., y Carter, R.J., J. Immunol., 89:161, 1961.
2.- Capalbo, E.E., Albright, J.F. y Bennet, W.E., J. Immunol., 92:243, 1964.
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.

C. 2. Reaccidn anti-alogeneica en cé@maras de difusidn

II. Demostracidén de la existencia de un anticuerpo humoral

E.E. Capalbo.

En experiencias previas, mediante la utilizacidn de la técnica de cul-
tivo celular en cdmaras de difusidn, marcacidn celular con timidina tritiada
y radioautografia, observamos que durante la reaccidén por injerto alogeneico
en el cual células esplénicas de ratdn de una cepa dada eran cultivadas con
células esplénicas provenientes de dadores alogeneicos pre-inmunizados contra
la primera cepa, aquéllas eran destruidas en el término de 24 a 48 horas en
su casi totalidad.

Esta destruccidén celular fue debida probablemente a un proceso inmuno-
légico mediando la existencia de un anticuerpo sesil.

Para investigar la existencia de un anticuerpo mdvil, humoral, difusi-
ble y utilizando la misma técnica de cultivo y de marcacién celular, realiza-
mos varias experiencias con c&lulas espldnicas de ratdn, pertenecientes a ce-
pas con diferencias en el locus H-2 de histocompatibilidad. En estas experien-
cias, la técnica de cdmaras de difusién fue modificada con el objeto de culti-
var ambas poblaciones esplénicas alogeneicas separadas entre si.

Para evitar la accidn del anticuerpo fijo, el contacto célula a célula,
fueron construidas c@maras de difusidn de doble compartimiento, separadas en-
tre si por una membrana Millipore de 0,1 micrén de porosidad. En uno de los
compartimientos fueron inoculadas cé&lulas esplénicgs de ratdén C3H (H-2KK) in-
munizados 2 & 7 dias antes con antigeno C57BL (H-2 by y en el segundo inocula-
mos células esplénicas C57BL. Ambas poblaciones celulares esplénicas fueron
marcadas inyectando al receptor por via intraperitoneal 5 uCi de timidina tri-
tiada.

fediante radioautografia en muestras celulares obtenidas a intervalos
variados luego de su implantacidn y marcacidn, fue determinado el grado de
proliferacidn de la serie linfoide de ambas poblaciones celulares mediante
la determinacién del indice de tritio, lo cual aparece en la figura 1.

La proliferacién de las células C57BL, linea discontinua, fue altamente
inhibida cuandec fueron cultivadas con células C3H transferidas a los 2 & 7
dias de la inmunizacién.

Las células activas C3H, por el contrario proliferaron aceleradamente
con un tiempo médximo de duplicacidn de 12 horas aproximadamente, linea conti-
nua, siendo el tiempo de duplicacidén normal de 24 horas.

Esta disminucidén de la proliferacidn celular alogeneica indicaria la
accidén de un factor C3H anti-alogeneico humoral, difusible a través de la mem-
brana impermeable a las células.
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C. 3. Efecto de la fitohemaglutinina sobre el bazo, el ganglio linfético

y el timo de ratdn

E.E. Capalbo.

No obstante los numerosos trabajos publicados acerca del efecto de la
fitohemaglutinina sobre las c&lulas nucleadas de la sangre periférica, no ha
sido aclarado todavia si la blastogénesis atribuida a la misma sobre los linfo-
citos se debe a un estimulo directo sobre la capacidad mitdtica de los mismos
o a otros mecanismos. El primero de ellos, a pesar de ser aceptado por la ma-
yoria de los investigadores, no ha sido fehacientemente probado. Entre los o-
tros -mecanismos de accidn, creemos que debe figurar el que atribuye a la fito-
hemaglutinina propiedades antigen&ticas especiales que hacen de ella un parti-
cular antigeno capaz de estimular la formacidn de blastos a partir de elemen-
tos maduros o al menos aparentemente maduros.

Creemos que esta proliferacidn o aparicidn de c@lulas bladsticas un cier-
to tiempo despué&s de la incubacidn con fitohemaglutinina, es debida a lo que
se ha dado en llamar modulacidn celular, mecanismo mediante el cual cé&lulas ma-
duras, en este caso linfoides, regresan o involucionan al estadio previo, in-
maduro, transformidndose en blastos. La aparicidn de c&lulas bldsticas seria
debida entonces a un mecanismo distinto al de la proliferacidén mitdtica. Mé&s
aun, esta proliferacidn bldstica tendria lugar sin intervencidn de mitosis al-
guna.

Como primera apoximacidn, a fin de investigar si la fitohemaglutinina se
comporta como antigeno, realizamos una experiencia "in vivo", con la cual fue-
ron obtenidos resultados que demostrarian su cualidad de inmundgeno y que la
blastogénesis sucede con mitosis.

En el experimento fueron utilizados ratones machos de la cepa C31Fl o
sea (C3H x 101) F1 de 10 a 12 semanas de edad y la droga usada fue la fitohe-
maglutinina P Difco diluida en 10 ml de solucidn 0,15 M de Cl Na.

Alicuotas de la suspensién de fitohemaglutinina fueron inyectadas intra-
peritonealmente a cada uno de los ratones y luego, tres por vez, fueron sacri-
ficados mediante incisidén transversal del cuello, inmediatamente después de la
inyeccidn y a las 24, 48, 96 y 216 horas siguiente.

En cada oportunidad fue determinado el peso corporal y el peso del gan-
glio mesentérico, el del bazo y el del timo, separadamente.

Los ratones fueron agrupados de a tres y colocados en cajas apropiadas,
premitiéndoles consumir agua y alimento con libertad.

La inyeccién intraperitoneal de 0,4 mililitros de la suspensidn de fito-
hemaglutinina P produjo modificaciones en el peso del ganglio mesentérico, del
bazo y del timo, segiin podemos verlo en la figura 1. En ella aparece un aumen-
to significativo del peso de los dos primeros &rganos a las 72 horas después
de la inyeccidn, siendo mas acentuado el incremento sufrido por el bazo con
respecto al del ganglio.

En la figura 2 apreciamos los valores en relacidn con el valor inicial,
a las 72 horas post-inyeccidn, en que fue observado un aumento del 175,2% en el
peso del bazo y un aumento del 151,1% en el peso del ganglio mesentérico.

Con respecto al peso del timo, observamos una disminucidn significativa
del mismo, lo que sugiere migracidén de c@lulas timicas a otros organos linfoi-
des. En preparados citolbgicos de bazo y ganglio hemos observado un aumento
en el niimero de mitosis a partir de las 12 horas aproximadamente post-inyec-
cidn de fitohemaglutinina.
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C. 4. Bocio familiar con bloqueo parcial de la incorporacidn de iodo y

eutiroidismo debidos al defecto peroxidasa deficiente

H. Niepomniscze,® 0.J. Degrossi,* L.M. Scavini y H.P. Curutchet®

Varias anormalidades a nivel de peroxidasa tiroidea han sido determina-
das como una causa de bocio congénito, con defectos de incorporacidén de iodo.
Uno de ellos, el llamado "peroxicdasa deficiente'" parece ser una falla cuanti-
tativa de la actividad enzimitica. En este trabajo presentamos el primer ca-
so en el cual este tipo de deficiencia de peroxidasa estuvo asociado con euti-
roidismo y con la presencia de una iodoproteina sérica no-butanol extraible.
El caso que motiva este estudio es una joven (NR) de 22 afios de edad. Ella y
su hermana (SR) de 30 afios de edad, son las dos {inicas hijas de un matrimonio
entre una mujer bociosa eutiroidea (MN) de 53 afios de edad y un hombre normal,
quien tiene una hermana con enfermedad de Graves.

SR es eutiroidea y ha tenido un bocio desde su primera infancia; tiene
tres hijos, dos varones normales y una mujer eutiroidea (MC) de 7 afios de e-
dad, con un pequefio bocio difuso. La paciente NR fue sometida a irradiacidn
del cuello por agrandamiento del timo, a la edad de ocho meses. Problemente
recibid 300 rads a nivel de su tiroides; en el momento en que fue vista por
nosotros encontramos un pequefio bocio difuso y un nddulo muy pequefio en el
18bulo derecho. En la tabla 1 aparecen los resultados de las determinaciones
del laboratorio clinico y de los estudios cinéticos de iodo efectuados a la
misma. Debido a su pasada irradiacién y a sus antecedentes familiares le
efectuamos la tiroidectomia total. Durante los estudios de cin&tica del iodo
intentamos identificar la radioiodo proteina no-butanol extraible (NBE 1251),
la cual no pudo ser distinguida de la iodo alblimina por medio de la electro-
foresis en gel de agar.

La glédndula tiroides de la paciente fue dividida en varios trozos in-
mediatamente después de la operacidn, a fin de efectuar el examen histolégico
y estudios enzimiticos y de iodoproteina. Como controles obtuvimos la gléndu-
la tiroides de dos pacientes, uno con enfermedad de Graves y otro con bocio
coloide multinodular.

La actividad peroxidédsica estuvo marcadamente disminuida en el bocio
congénito (Tabla 2). Las dos gléndulas usadas como controles tuvieron acti-
vidades normales hacia los limites menor y mayor, respectivamente. La pre-
incubacidn de las preparaciones de peroxidasas con hematina al 5 x 10-5 M
aumentd la actividad enzimitica del bocio de la paciente en un 30%, lo que
ocurre comunmente con tiroperoxidasas normales (Niepomiscze et al., 1972).
La actividad especifica mids alta de preparaciones de peroxidasa del bocio se
encuentra en la fraccidn microsomal obtenida a 105.000 x g.

Estudios iodoproteicos: de la radioactividad total del homogeneizado
del bocTo el 82,5% Tue hallado en la fraccidn sobrenadante, 2,5% como iodo
libre y 80% restante como iodo proteina (5% del iodo 125 fue encontrado en
la tiroglobulina por electroforesis en gel de poliacrilamida. El1 5% esta-
ba superpuesto con el marcador de albimina).

En este trabajo presentamos un nuevo ejemplo del defecto peroxidasa
deficiente. Este error congénito parece estar caracterizado por: 1) peque-
flia o ninguna actividad peroxiddsica; 2) respuesta normal de la enzima a la
hematina; 3) comportamiento normal de la peroxidasa para cuando es analiza-
da en lo referente a propiedades cualitativas. La paciente NR aparece co-
mo el primer caso en el cual este defecto estd asociado con eutiroidismo
y una iodoproteina sérica no-butanol extraible, la cual se comporta co-
mo una iodoalbiimina en agar-gel-electroforesis.

ots
o

Centro de Medicina Nuclear, Buenos Aires
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1.- Niepomniscze, H., Altschuler, M., Korob, M. y Degrossi, O., Acta Endo->ol.,
cerinol, 62:193, 1969.
2.- Niepomniscze, H., De Groot, L. y Hagen, G.; J. Clin. Endocrinol., 3u:
607, 1972. .
3.- Valente, L. et al., J. Clin. Endocrinol., 36:830, 1973',
TABLA 1

Pardmetros de laboratorio, funcionales y de cinética
de iodo de la familia bociosa

. ", Paciente Norma-
Prueba Unidades NR SR MM MC les
Ty suero total (por C.P.B.) ug/100 ml 5,5 7,6 7,9 8,4 5,5-13,7
T3 suero total (por RIA) ug/100 ml 80 - - - 75-120
TSH suero (por RIA) pU/100 ml 69 0,9 10,8 0,7 <1-8
Anticuerpos antitiroglobulina '

(por TRC) titulo negat. negat. negat.negat.<1/30
RAIU-24-hr (donc.basales) % 19 35 30 18 20-40
Descarga de perclorato posit. posit. negat.
a los 60 min. (cond.basales) % 65 9,5 negat.negat.o’g
Descarga de perclorato a los posit. negat.
60 min. (después estim. TSH) % - 43 negat.negat.o,g
RAIU-24 hr.(comenzando 24 hr. % de
después de adm. ClOyK) basal ® 39 B - 1870
RAIU-24 hr. (comenzando 48 hr. % de
despuds de adm. ClO4K) basal 3110 - - e3-10d
RAIU-24 hr. (comenzando 9 dias % de 106 _ _ - =400
después de adm. ClOyK) basal .

PBI-125 (48 hr.) %/1 0,6 0,1 - - up a 0,2
NBEI-125 como % de PBI-125 % 28 3y - - 0
Prueba de deshalogenacidn % de 100 - - - 100
"in vivo" de MIT-131 I deshalog.

Depuraci”on ioduro Troi.(Cg) ml/min. 57,7 - - - 16
Incorp. I tiroideo (AIU) ug/d 80 - - - 120
Liberacidn iodo Tir. (H) ug/d 54 - - - 120
Filtracidn ioduro tiroideo? ug/d 26 - - - 1,2
Ioduro inorg. plasma (PII) ug/1 1,77 - - -
Inlinacidn de liberacidn

de iodo tiroides (Kg2) dia-1 0,277 - - - 0,012
Contenido de 1271 de orina de 24 hr. g 148 - - - 198
Iodo total de tiroides (ané&l.

cinético) Qg ug 156 - - - 15.000
Iodo tiroides total (quimico) ug 650 - - -

Vida media biol. de T, suero dias 2,9 - - - 6,5
Vida media biol. de T3 suero dias 0,75 - - - 1,5
Degradacidén diaria de iodo-Ty ug 48 - - - 57,7
Degradacidén diaria de iodo-Tj3 ug 5,94 - - - 19,0
"Pool" corporal de Ty extratiroid. ug de I 188,3 - - - 483,3
"Pool" corporal de Ty extratiroid. pg de I 643 - - - 41,0
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TABLA 2

Actividad de peroxidasa de tiroides

Ensayo tirosina-io-* Ensayo de guayacol %%

Espécimen dinasa (usando en- (usando enzima pseu-
5P zima particulada) dosolubilizada con
digitonina)
Bocio familiar (tejido fresco) 4s
Bocio familiar (tejido congel.) 65 61
Bocio multinodular (control) 214 177
Enfermedad de Graves (control) 410 260
Normales (Niepomniscze et al. .
1975) 220-410
*  La catividad estd expresada como nmol de I incorporado dentro de

la tirosina/g de tejido.

*%  La actividad fue medida por espectrofotometria y expresada en Unidades.
Unidad es igual a D.O. (470 nm)/10 seg/mg proteina x 1.000



-61-

C. 5. Accidn de las radiaciones gamma sobre la molécula de anticuerpo.

I. Estudios inmunoldgicos del antisuero o tiroglobulina humana

L.M. Scavini, S.M. Rodriguez y O. Degrossi%

En trabajos anteriores hemos realizado experiencias sobre las modificacio-
nes producidas en los determinantes antigénicos de inmunoglobulinas humanas en
funcién como antigeno. Dichas modificaciones resultaron del efecto de las ra-
diaciones Gamma sobre los fragmentos Fab y Fc. Esos resultados nos llevaron a
investigar la influencia que podrian tener dichas radiaciones sobre el sitio de
combinacidn del anticuerpo (Ac).

Fl material de estudio, antisuero a Tiroglobulina humana fue obtenido
en conejos, previa purificacién del antigeno. Las muestras al estado soluble y
liofilizado (10 mg/ml) fueron irradiadas con una fuente externa de rayos Gamma
(Co-60). Las dosis variaron entre 0,5 y 15,0 Mrad. La técnica utilizada fue
la hemaglutinacidn pasiva con hematies de carnero formolizados y sensibilizados
con el antigeno.

Con las muestras solubles fueron necesarias las siguientes concentracio-
nes de (Ac) para dar reaccidn positiva: 0,02 pgNAc/ml para 0,5 Mrad; 0,15 g
NAc/ml para 10 Mrad; 1,20 ugNAc/ml para 2,0 Mrad; 2,50 ugNAc/ml para 3,0 Mrad;
20 pgNAc/ml para 4,0 Mrad y 40 pgNAc/ml para 5,0.

En cuanto a las muestras liofilizadas comprobamos que hasta 3,0 Mrad la
cencentracidn requerida no varid, siendo de 0,02 pgNAc/nl. Para 5,0 Mrad de
0,15 pgNAc/ml; para 10,0 Mrad de 2,50 pgNAc/ml y para 15,0 Mrad de 10 ugNAc/ml.

De acuerdo con los resultados obtenidos sugerimos el uso de radiaciones
Gamma hasta los 3,0 Mrad para la conservacidén de antisueros liofilizados a tiro-
globulina humana. Tenemos en estudio las posibles alteraciones de las funciones
inmunolégicas del anticuerpo frente a ciertos haptenes como T3 y Th.

*¥  Centro de Medicina Nuclear, Buenos Aires.
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C. 6. Accidn de las radiaciones gamma sobre lamolécula de anticuerpo.

II. Estudios inmunoldgicos del antisuero a albfimina sérica humana (ASH)

S.M. Rodriguez, L.M. Scavini y E.E. Capalbo.

El material de estudio fue obtenido por inmunizacidn, en conejos, con
ASH y adyuvante completo e incompleto de Freund. El mismo fue purificado por
precipitacidén salina y cromatografia en columna de DEAE-Celulosa.

Las muestras, previamente liofilizadas, fueron sometidas a radiacién
Gamma. La fuente externa fue Co-60 y las dosis variaron entre 0,5 y 20,0 Mrad.

Las técnicas utilizadas para observar el comportamiento de los sitios de
combinacidn del Anticuerpo, con los determinantes antigenicds de ASH, fueron la
hemaglutinacidén pasiva y la precipitacidn cuantitativa. En esta filtima fue em-
pleada ASH-I-125 con una actividad especifica de 100 uCi/mg.

En las experiencias realizadas observamos que, por hemaglutinacidn pasi-
va fueron necesarios 0,02 gNAc/ml para dar reaccidn positiva cuando la dosis
fue de 1,0 Mrad. Para 3,0 Mrad 0,08 pgNAc/ml; para 5,0 Mrad, 0,15 ugNAc/ml; pa-
ra 10,0 Mrad, 0,64 ugNAc/ml; para 15,0 Mrad, 1,20 ugNAc/ml y para 20,0 Mrad,
2,50 ugNAc/ml.

Con la precipitacidn cuantitativa observamos que para 32 ugNAc/ml la afi-
nidad con el antigeno (1,60 ugNAc/ml)disminuyé en un 55% al pasar de 1,0 a 20,0
Mrad.

Ademds, vimos que a partir de los 10,0 Mrad queda destruido el sitio de
combinacidén con el antigeno. Concluimos que el anticuerpo a ASH al estado lio-
filizado sometido a dosis de radiacidn de hasta 3,0 Mrad se comporta con muy
buena afinidad.
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D. MICROBIOLOGIA

D. 1. Aislamiento de mutantes de envoltura en Salmonella typhimurium

D. N. Antén.

Dado el bien conocido efecto de las radiaciones sobre la replicacidén del
ADN y la divisidn celular y teniendo en cuenta que estas dos funciones estén es-
trechamente relacionadas con la envoltura celular, iniciamos un programa de in-
vestigacidn cuyo objeto es estudiar el papel de la envoltura celular en los me-
canismos que regulan la respuesta de las células a las radiaciones. Dicho pro-
grama consiste en: 19 aislacidn y caracterizacidén fisioldgica y genética de mu-
tantes de Salmonella typhimurium con alteraciones en la cubierta celular y, 29
estudio de los cambios que esas alteraciones de la envoltura producen en la res-
puesta normal a las radiaciones.

Hemos . encontrado un sistema que selecciona positivamente mutantes con al-
teraciones en la cubierta en S. typhimurium. Cuando la mutacidn his01242 - que
afecta la regulacidén del operdn histidina - es introducida en la cepa DA78, la
transduccidn, a diferencia de lo que ocurre con otras receptoras, produce muy po-
cos transductantes his01242. Estudios microscdpicos han demostrado que la entra-
da de la mutacidn hisO produce en las cé&lulas de DA78 graves alteraciones morfo-
légicas tales como formacidén de largos filamentos, con frecuencia bifurcados,
que llevan en su parte media una ampolla de gran tamafio. Estas ampollas eventual-
mente estallan o se lisan, provocando la muerte de la bacteria (1).

Algunas pocas bacterias DA78 son capaces de resistir la presencia de la
mutacidn his01242 sin que sea anulada su capacidad para formar transductantes
viables. Por lo tanto esas bacterias son seleccionadas positivamente, ya que son
las Ginicas que dan colonias visibles. La mayor parte de estos transductantes
muestran baja viabilidad y son inestables, segregando a lo largo de su crecimien-
to colonias que tienen mejor crecimiento y morfologia distinta de la original.
Fueron obtenidas 41 de estas colonias especiales, aparecidas en aislamientos su-
cesivos de 12 transductantes his01242 de DA78.

El estudio sistematico de estas 41 colonias permitid detectar en muchas
de ellas alteraciones en funciones relacionadas con la envoltura celular (Tabla
1); en varios casos una misma cepa presentaba varios defectos.

Algunas caracteristicas de las 11 cepas que presentaban forma alterada
fueron estudiadas, entre ellas 9 hacen células esféricas y las dos restantes pre-
sentan forma atipica pero no de tipo esférico. Hay por lo menos tres genes de
forma representados en este grupo de mutantes, ya que la alteracidn de la cepa
DA82 es cotransducible con cod (min. 105) y la de la cepa DA150 es transducida
conjuntamente con hisS (min. 78) (2), lo que sugiere que pertenece a un gen ya
identificado en Salmonella (3). De las cepas restantes, seis no pertenecen a
ninguno de los dos genes anteriores y las otras tres cepas alin no han sido es-
tudiadas. La forma de los mutantes sin localizar es bastante irregular y parece
ser modificable seglin las condiciones de cultivo.

La capacidad autolitica de los mutantes y de las correspondientes cepas
control fue probada en buffer Tris-HC1, 0,05 M, pH 8,5, a 37°C. Fueron detecta-
dos tres niveles de autdlisis: normal, mostrado por 32 cepas, con un descenso de
la densidad optica del 20% en dos horas de incubacidn; intermedio, mostrado por
tres cepas, con lisis del 30% y alto, mostrado por 6 cepas, con lisis del 40%.

Las cepas con autdlisis alta pueden ser divididas en dos clases: la de
los mutantes envD (DA126, DA149 y DA123, que parece ser un mutante envD puntual)
que se lisan en caldo cuando el medio se torna alcalino y son incapaces de crecer
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en agar nutritivo de pH 9,5 a 43°C (4); y la segunda clase, formada por las ce-

pas DA130, DA138 y propablemente DA82, que pese a mostrar en buffer el mismo ni-
vel de lisis que las anteriores, no lisan espontineamente en caldo y crecen nor-
malmente en agar alcalino.

Las cepas con nivel intermedio de lisis también crecen normalmente y sélo
evidencian su alteracidén cuando son colocadas en buffer. Las tres cepas que pre-
sentan esta caracteristica (DA139, DA140 y DA150) tienen ademds alterada la for-
ma celular pues hacen células esféricas. En el caso de la cepa DA150 hemos podi-
do demostrar, estudiando forma y autdlisis de transductantes hisSt obtenidos con
fago crecido en esa cepa, que la misma mutacidén que origina la morfologia anormal
produce el aumento en autdlisis.

1.- Antdén, D.N., III Jornadas Argentinas de Microbiologia. Mesas Redondas.
Ed. Asoc. Argentina de Microbiologia, Tucumin, 1975, pigs. 37-48.
2.- Palermo, A.M., comunicacidn personal.
3.~ Wyche, J., Kennedy, J., Hartman, Z., Hartman, P. y Diven, J., J. Bac-
teriol., 120:965, 1974.
b, -~ Antdén, D.N. y Orce, L.V., Molec. gen. Genet., 144:97, 1976.
TABLA 1

Alteraciones encontradas en 41 cepas his01242 derivadas de la cepa DA78

N° de cepas que

) Alteracidn
la presentan

Forma celular anormal 11
Sensibilidad a desoxicolato (3 mg/ml) 9
Sensibilidad a cicloserina (20 ug/ml) 7
Autdlisis 6
Sensibilidad a novobiocina (75 ug/ml) 5
Sensibilidad a naranja de acridina (100 pg/ml) 5
Termosensibilidad (43°) 3
Sensibilidad a EDTA (5 x 10~* M) 2
Sensibilidad a luz ultravioleta 1
Sensibilidad osmdtica 1

Aparentemente normales 17
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D. 2. Actividad autolitica de un mutante de Salmonella typhimurium

L.V. Orce y D.N. Antdn.

Aunque hace muchos afios que se conoce la actividad autolitica de las bac-
terias, no ha sido aclarado todavia cudl es el papel desempefiado por las enzimas
autoliticas. Diversos autores han sugerido que ellas intervienen en el proceso
de septacidn, en el alargamiento celular y en la separacidén de las bacterias tras
la divisidn. Recientemente ha sido aislado un mutante de Salmonella typhimurium
que autolisa esponténeamente en caldo nutritivo. Este informe describe el com-
portamiento de dicha cepa.

La cepa DA126 crece normalmente en medio minimo y en caldo nutritivo; sin
embargo, en este iltimo medio se produce una autdlisis progresiva a las 2-3 ho-
ras de llegar a la fase estac1onar1a. Este fendmeno no ocurre cuando el caldo
es suplementado con Mg o glucosa (Fig. 1).

La autblisis parece ser independiente de la sintesis de macromoléculas
puesto que cuando la sintesis de proteinas es interferida con tetraciclina o
cloranfenicol, la de ARN con 5-fluoruracilo y la de ADN con &cido nalidixico
o fenetil alcohol, el proceso de autdlisis no sufre modificaciones. La sinte-
sis de proteinas, ARN y ADN, seguida por marcacidn con 14C-L-leucina, 14c_yracilo
y SH-timidina respectivamente, no presenta diferencias con el control. La de-
gradacidén de esas macromoléculas es también normal.

El efecto de la glucosa sobre la lisis no parece estar relacionado con
requerimientos energéticos ya que ni los inhibidores respiratorios (azida de
Na) ni los que inhiben o desacoplan la fosforilacién oxidativa (oligomicina,
rutamicina, arseniato y 2,4-dinitro fenol) son capaces de neutralizar la protec-
cidén brindada por el azficar. Ademds, dichos inhibidores no evitan la aparicidn
de lisis en cultivos en caldo sin glucosa.

La accidn de la glucosa parece debida a cambios de pH. En efecto, con
la excepcidn del Mg2 , cuya actividad no parece estar conectada con el pH, la
proteccidén dada por otros agentes estd determinada por el pH que alcanza el me-
dio a las 24 horas. De acuerdo con los resultados obtenidos, la actividad auto-
litica de DA126 necesita pH alcalino para manifestarse.

‘Cuando las bacterias son suspendldas en soluciones apropladas de buffer,
la velocidad de lisis (K) es mayor. La lisis de c&lulas de DA126 incubadas en
buffer a diferentes pH comienza inmediatamente y es mas pronunciada cuanto ma-
yor es el pH (Fig. 2). La expresidén grafica de la velocidad de lisis (K) en
funcidn del pH (Fig. 2, recuadro) indica que hay proporcionalidad directa en-
tre ambos. La lisis depende también de la fuerza idnica del buffer y de la
temperatura de incubacidn. Podemos ver en la figura 3 que hay una respuesta
lineal entre velocidad de lisis y temperatura en el intervalo entre 25 y u45°C.
En base a la pendiente de esa linea fue calculada una energia de activacidn
(Ea) de 13,4 kcal por mol. La Ea varia con el pH y presenta su valor mas bajo
entre pH 8,5 y 9,5 (Fig. 3, recuadro).

Ni la inhibicidén de lisis debida al pH &cido, ni la proteccidn dada por
el Mg son permanentes, por el contrario, la actividad litica queda anulada per-
manentemente si las c@lulas son hervidas durante 5 minutos o si se las trata
con HgCls o con AgCl durante 30 minutos a 0°C. El tratamiento con otros reac-
tivos de sulfhidrilos, tales como N-etilmaleimida, iodoacetamida o p-cloromer-
curibenzoato, no es efectivo.

Las paredes celulares parcialmente purificadas muestran en buffer el mis-
mo comportamiento litico que las células enteras. Las mureinas de DA126 y del ti-
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PO salvaje LT2 fueron, extraidas y sometidas a la accidn de pH crecientes. Los
mismos resultados fueron obtenidos con las dos mureinas, lo que indica que la
ureina "per se" no es responsable del comportamiento litico de DA126.

Con el fin de obtener indicios acerca del tipo de autolisina actuante,
fue estudiada la aparicidn de grupos reactivos en el sobrenadante de paredes en
lisis, detectando un incremento progresivo de grupos terminales amino, en tanto
que los grupos reductores se mantenian constantes. Estos resultddos sugieren
qQue la enzima litica es una amidasa o una endopeptidasa. Para identificar el
aminodcido causante del aumento en grupos aminoterminales, paredes celulares
fueron sometidas a autdlisis y muestras de sobrenadante fueron tratadas con 2,4-
dinitro-fluorbenceno (DNF). Los DNF-aminodcidos fueron separados por croma-
tografia en capa fina y comparados con muestras de DNF-aminodcidos puros, compro-
bando que es el &cido diamino pimélico el que proporciona los grupos aminotermi-
nales del sobrenadante de lisados de DA126. Este resultado indica que la enzi-
ma autolitica es una D-alanil-(D)-meso-diamino pimelil endopeptidasa.
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sis de DA126 a 37°C.
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D. 3. Propiedades de una mutacidn de envoltura que produce autdlisis en

Salmonella typhimurium

D.N. Antdén y' L.V. Orce.

La posible participacidén de las enzimas autoliticas en el crecimiento y
la divisidn celular ha sido discutida ampliamente aun cuando no son muchos los
datos concretos sobre el tema.

Entre los mutantes de envoltura aislados en S. typhimurium fueron detec-
tados dos cuyas caracteristicas de crecimiento indican la presencia de activi-
dad autolitica anormal. Por ello esas dos cepas, DA126 y DA149 fueron someti-
das a un estudio detallado, confiando en que podrian aportar informacién acerca
del papel de las autolisinas en el crecimiento normal y la divisién y contri-
buirian a aclarar aspectos de la accién inhibitoria de la radiacidn sobre
la divisidn celular.

Ambos mutantes crecen normalmente en medio minimo, pero los cultivos pro-
longados en caldo nutritivo presentan baja turbidez. Esto no es debido a mal
crecimiento sind a la lenta lisis exponencial que aparece cuando el cultivo al-
canza la fase estacionaria. Ademds, las dos cepas presentan sensibilidad au-
mentada a desoxicolato (DOC, 2 mg/ml), dodecil sulfato de sodio (DSS, 0,8%) y
EDTA (1,0 x 1073 M).

Las mutaciones autoliticas de las cepas DA126 y DA149 son estables, pues
no han sido observadas reversiones espontdneas ni inducidas por nitrosoguanidi-
na o dietilsulfato capaces de crecer en agar nutritivo alcalino a 43°. E1l lo-
cus que controla la autdlisis ha sido denominado envD, para diferenciarlo de
otros locus de envoltura ya identificados en Escherichia coli.

Para localizar el locus envD fueron realizados cruzamientos entre cepas
Hfr envD? y derivados auxotrdficos de DA126. Los resultados indicaron que el
locus correspondiente se halla situado entre los minutos 20-50 del mapa conven-
cional de Salmonella. Por medio de transduccidn, empleando los fagos P22 y KB1,
fue detectada cotransduccidn de envD con el marcador gal. La frecuencia de
cotransduccidn encontrada para la mutacidn autolitica de DA126 (16,8%) es si-
milar a la de DA149 (27,8%), lo que indica que ambas mutaciones pertenecen a
locus muy cercanos o, probablemente, al mismo locus, como lo sugiere el hecho
de que no hay recombinacidn entre ellas. Fue probada la sensibilidad a DOC,
DSS y EDTA de varios transductantes envDt de la cepa DA126. Todos ellos habian
recobrado la resistencia de la cepa normal, lo que indica que la misma mutacidn
produce la autdlisis y la sensibilidad a las drogas.

Para lograr una localizacidn mds precisa de envD, fue construida una ce-
pa con las mutaciones nadA y aroG, que estdn ambas muy ligadas a gal. Un deriva-
do gal de DA126 fue transducido con fago crecido en esta cepa; los transductan-
tes envD" fueron seleccionados y analizados para marcadores no seleccionados. Los
resultados - que aparecen en la Tabla 1 - indican que envD estd situado a la iz-
quierda de nadA, muy prdéximo a éste, puesto que hay entre ellos mds de 50% de
cotransduccidén.. Estos datos, junto con los resultados publicados para sucA (2),
demuestran que envD estd ubicado entre los genes sucA y nadA (Fig. 1).

Fue intentada la obtencidn de una cepa envD no lisdgena con el objeto de
descartar un posible papel del profago P22, presente en ambas cepas, en la autd-
lisis. El procedimiento empleado constd de varios cruzamiento sucesivos y una
transduccidn final que produjo un par de cepas sensibles a P22, no lisdgenas,
diferentes {inicamente en el alelo de envD: DA361 (envDl) y DA 362 (envDt). E1
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estudio de estas cepas isogénicas confirmd que el comportamiento autolitico de
las cepas envD no estd relacionado con la presencia del profago P22.

La mutacidn envD afecta también caracteristicas morfoldgicas de las célu-
las, pues observadas por microscopia de contraste de fase se advierte una gran
proporcidn de células mis cortas que las del tipo salvaje. Aparecen, ademis agrupa-
das con trecuencia en cortas cadenas de 4 a 10 células. La cepa DA149 también
muestra cadenas de células, pero el nimero de células pequefias es menor que en
cultivos de DA126. La introduccidn del alelo envD', por transduccidn, determi-
na que recuperen la apariencia normal. -

Por medio de microscopia electrdnica fue detectada otra anormalidad de
los mutantes envD. Murray et al. (3) demostraron recientemente que la tipica
divisidn por constriccidén mostrada por las bacterias salvajes en las condiciones
usuales, es un artefacto producido por la fijacidén. Sin embargo, en las mismas
condiciones, el {inico tipo de divisidn celular mostrado por los mutantes envD
es el producido por tabicamiento.

1.- Antdn, D.N. y Orce, L.V., Molec. gen. Genet., 1u44:97, 1976.

2.- Langley, D. y Guest., J.R., J. gen. Microbiol., 82:319, 1374,

3.- Guilleland Jr., H.E. y Murray, R.G.E., J. Bacteriol., 121:721, 1975. )
TABLA 1

Andlisis genético de 189 recombinantes envD seleccionados en una transduccién
entre DA236 (gal envDl) y fago crecido en DA247 (nadAl3 aroG)

Tipos de recombinantes N° de N°de "crossovers" re-
obtenidos colonias querido de acuerdo con
en cada el orden de genes que
nadA aroG gal clase aparece en la fig. 1
+ + - 81 2
- - - 58 2
- - + 26 2
- + - 21 2
+ - - 1 “
+ + + 1 y
+ - + 1 L
- + + 0 4




=72~

envD nadA aroG . gal
1 1 !

55.5
455

14.8 v

Figura 1.- Orden de los genes y frecuencias de
cotransduccidn (%), de acuerdo con los da-

tos de la Tabla 1.
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D. 4. Estudio genético de un mutante osmosensible de Salmonella typhimurium

D.N. Antdn.

Uno de los mutantes de envoltura celular aislados en Salmonella typhimu-
rium se caracteriza por presentar mltiples anormalidades en funciones controla-
das por la cubierta. La cepa DA82 produce cé&lulas esféricas en lugar de alarga-
das como ocurre en el tipo salvaje. Adem8s, la cepa muestra alteraciones en
su comportamiento osmético, que conducen a la aparicién de muerte exponencial
cuando las células son transferidas de un medio de osmolalidad normal a otro
con bajo contenido de sales. Estas alteraciones van acompafiadas por un incremen
to en la sensibilidad a antibidticos que actfian sobre la sintesis de mureina, ta
les como penicilina y cicloserina(1l).

Estamos realizando el estudio genético de la cepa DA82 con el objeto de
averiguar si cada una de las alteraciones observadas es producida por una muta-
cidn independiente, determinar la localizacidn de &stas en el mapa genético y
lograr la construccidn de pares de cepas isogénicas que no difieran mis que en
la mutacidn cuyos efectos deseamos estudiar. ‘ :

Fueron realizados cruzamientos entre cepas normales pertenecientes a dis-
tintos tipos de Hfr con mutantes auxotrdficas de la cepa DA82 . Por andlisis
de los recombinantes producidos fue obtenida una localizacidén aproximada para el
gen que controla la forma celular y la sensibilidad osmdtica (bac) en la regidn
de strA (min. 108) del mapa genético de Salmonella. Por medio de cruzamientos
apropiados fueron construidas donantes F¥ con el alelo bac™. Empleando estas
donantes con receptoras mutadas en marcadores de la zona identificada fue deli-
mitada la regién de posible localizacidn a los minutos 102-108, entre los marca-
dores argE y strA. Esos mismos resultados sugieren, con bastante certeza, que
la ubicacién de b bac es entre cod y strA (min., 104-108).

Dada la pequefiez de la regidn involucrada y la existencia de marcadores
apropiados en la zona, intentamos localizar con mayor precisidén al gen bac por
cotransduccidn con esos marcadores. Empleando los fagos de uso habitual en
Salmonella: P22 y KB1, realizamos numerosos intentos, todos ellos con resultados
negativos (Tabla 1). Esta incapacidad para demostrar contransduccidn del gen
bac con genes de la regidn en la que parece estar situado, sugiere que la dis-
tancia entre ellos es mayor que la longitud del fragmento de ADN transducido por
los fagos usados (aproximadamente 2,6 . 107 daltons). No se conocen en S. ty-
phimurium fagos que transduzcan trozos mayores, perg se sabe que el fago P1
de Escherichia coli transduce piezas de hasta 6 . 10’ daltons. Recientemente
ha sido demostrado que la resistencia de S. typhimurium al fago P1 se debe a que
éste es incapaz de adsorberse sobre dicha especie y se han hallado mutantes de
S. typhimurium en los cuales alteraciones especificas del lipopolisacérido permi-
ten la adsorcidén de P1 a la célula (2). En estos mutantes la multiplicacidn del
fago P1 se produce normalmente y el comportamiento en transduccidén es similar al
observado en E. coli (3).

Para probar cotransduccién de bac por medio del fago P1 fueron aislados
mutantes sensibles a P1 en diversas cepas con la mutacidén bac y con marcadores
de la zona de estudio. Realizadas las correspondientes transducciones pudimos
observar cotransduccidn de bac con los genes argE, aroC y strA. Las frecuen-
cias de cotransduccidn medidas (Tabla 1) permiten construir el mapa que aparece
en la figura 1, en el cual las distancias han sido calculadas de acuerdo con la
ecuacidn de Kemper (4).

En las transducciones mediadas por el fago P1 fueron obtenidos pares de
cepas que difieren solamente en el alelo del gen bac. Estudios preliminares
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realizados con estas cepas indican que la mutacidén bac~, aparecida en la cepa
DA82, tiene amplios efectos pleiotrdpicos, ya que no sélo controla la forma celu-
lar y la sensibilidad osmdtica, sino que es también responsable del incremen-

to de la sensibilidad a la penicilina y a la cicloserina, produce ademd@s, aumen-
tos en la sensibilidad al desoxicolato (3 mg/ml) y a la novobiocina (75 ug/ml)

y afecta la utilizacidn de ciertos carbohidratos.

1.- Antdén, D.N., J. Bacteriol., 109:1273, 1972,
2.~ Ornellas, E.P. y Stocker, B.A.D., Virology, 60:491, 1974,
3.- Mojica-A, T., Molec. gen. Genet., 138:113, 1975,

4, - Kemper, J., J. Bacteriol., 117:94,'1974.

TABLA 1

Frecuencia de cotransduccién (%)

con fago
Entre marcadorgs \ KBL 1
argE* - bac : <0,5 1,0
argE* - cod <0,5 © 20,0
cod* - bac | <0,2 17,4
aroC* - bac <0,5 11,7
aroC* - strA 4,5 56,6
strA* - aroC - 67,2
strA* - bac - 4,3
aroC* - strA - bac - 1,8

bac* - aroC <0,5 -

#* Marcador seleccionado
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D. 5. Efectos del "shock" osmdtico sobre la sintesis de macromol@éculas en un

mutante osmosensible de Salmonella *v-himurium

D.N. Antdén y C.J. Quintans.

En un trabajo anterior quedd demostrado que cuando el mutante osmosensi-
ble DA82 es transferido a un medio nutritivo de baja osmolalidad ("shock" osméti-
co) se detiene el crec1m1ento y la divisidn celular y se produce muerte exponen-
"cial de las cé&lulas (1). El presente trabajo tiene por objeto describir los
efectos del "shock" osmdtico (S.0.) en la sintesis de macromoléculas en DAS2,"

El comportamiento mostrado por DA82 luego del pasaje de un medio normal a
uno de baja osmolalidad, depende de la naturaleza de ambos medios. Las c&lulas
de DA82 dan una supervivencia mucho mds alta cuando son pasadas a un medio mini-
mo diluido (E-20) que cuando se las coloca en un medio rico de similar osmolali-
dad (caldo SIN). Por el contrario, las bacterias crecidas en medio minimo (E),
son mds sensibles al S.0. que las células crecidas en caldo normal (caldo CON).
Es decir, que el efecto mayor lo observamos cuando ponemos en caldo SIN células
que han crecido en medio E. En algunos experimentos fueron transferidas al me-
dio E-20 bacterias crecidas en medio E. Este .tratamiento produce inhibicidn en
el crecimiento y la divisidn, pero no causa muerte celular; tras un lapso de
aproximadamente 4 horas las c@lulas se recuperan y reinician su crecimiento.

Como observamos en la figura 1 A, la transferencia a caldo SIN de cé&lulas
crecidas en medio E detiene inmediatamente la incorporacidn de uracilo y leucina
marcados en material insoluble en TCA frio. La incorporacidn de timidina, a pe-
sar de ser fuertemente deprimida por el S.0., continfia durante mis de 200 minu-
tos. El agregado de NaCl a los cultivos inhibidos estimula prontamente el cre-
cimiento y la divisidén celular. De igual manera, la incorporacidn de timidina,
uracilo y leucina también recomienza (Fig. 1 A).

El mismo comportamiento observamos cuando estudiamos la sintesis de ADN,
ARN y proteina en células transferidas a E-20 (Fig. 1 B). Sin embargo, en es-
te caso, el S.0. produce finicamente una disminucidn muy ligera de la viabilidad.
Por lo tanto la muerte osmdtica no seria debida a la inhibicidn de sintesis ma-
cromolecular que causa el "shock" osmdtico.

Estudiamos la degradacidn de macromoléculas en cultivos de DA82 someti-
dos a S.0. en caldo SIN o medio E-20, no observando pérdidas significativas de
los precursores radioactivos prev1amente 1ncorporados en el ADN (3H-timidina),
ARN ( Yc-uracilo) o protelna (3H- leucina), ni siquiera en las células mantenidas
en "shock" osmético por mds de 5 horas. Esto demuestra que la inhibicién en la
sintesis no va acompafiada por un aumento en la destruccidn de las macromoléculas
estudiadas. '

Investigamos la posible induccidn de B-galactosidasa durante el S.0. con
el objeto de averiguar si la inhibicidén en la sintesis de ARN se limita a los
tipos estables o afecta también al mARN. Como Salmonella no utiliza lactosa,
pasamos a una derivada de DA82, un factor F'-lact de E. coli K12. Hicimos cre-
cer la cepa en medio E y la sometimos a S.0. en caldo SIN. Tomamos muestras de
los cultivos en caldo SIN y CON a distintos tiempos y tratamos, unos con IPTG
para inducir la sintesis de mARN de B-gal, y otros con agua para tener los con-
troles no inducidos. Los resultados obtenidos demuestran que la inhibicidn os-
mética no impide la sintesis de mARN puesto que en las muestras inducidas en
caldo SIN aparece un considerable nivel de actividad de B-galactosidasa.

El comportamiento de DA82 durante el S.0. se asemeja mucho a la "res-
puesta estricta" mostrada por células normales cuando son privadas de algflin
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aminoicido. Por ello investigamos la sintesis de PPGPP y PPPGPP en cultivos
inhibidos osmdéticamente, ya que ha sido demostrado recientemente (2) que la
respuesta estricta esté caracterizada por la acumulacién de esos dos nucledti-
dos. Los experimentos realizados demostraron que en la accidn del S.0. sobre
la sintesis de macromoléculas no interviene la respuesta estricta, pues en los
cultivos sometidos a S.0. no hay aumento en el nivel de PPGPP ni PPPGPP.

Postulamos que la sintesis macromolecular normal requiere una conforma-
cidn especifica de la membrana y que los efectos del "shock" osmdtico son debi-

dos a que la defectuosa pared celular de DA82 permite un estiramiento excesivo
de la membrana que resulta én la pérdida de esa conformacidn.

l

1.- Antdén, D.N., J. Bacteriol., 109:1273, 1972,
2,- Cashel, M., J. Biol. Chem., 244:3133, 1969.
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Figura 1.- Efectos del "shock" osmdtico sobre la incorporacidn de
precursores marcados en ADN, ARN y proteina. A: células cre-
cidas en medio E, pasadas a caldo SIN (@) y caldo CON (+) a
tiempo 0. B: c@lulas crecidas en medio E, pasadas a medio
E-20 (0) y E (+) a tiempo 0. A los 120 minutos (flecha),

NaCl 0,1 molal fue agregado a pOP010neS de los cultivos en
caldo S]N y medio E-20 (e).
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D. 6. Modificaciones en la resistencia a la radiacidn ultravioleta de una

cepa osmosensible de Salmonella typhimurium

C.J. Quintans.

Al estudiar la influencia de la osmolalidad del medio en la respuesta a
la radiacién ultravioleta (254 nm) de la cepa DAB2 de Salmonella typhimurium (1)
encontramos que la osmolalidad del medio en el momento de la irradiacidn no in-
fluye en la sensibilidad, pues el comportamiento no varia cuando cé&lulas en fase
logaritmica son irradiadas en medio minimo M9 (2) diluido al 20% (medio SIN) o
en el mismo medio adicionado con 0,1 molal NaCl (medio CON).

Sin embargo, cuando previamente a la irradiacidn las bacterias son incu-
badas en esos mismos medios, aparecen diferencias de comportamiento entre ellas.
Tras 60 minutos de incubacidn en SIN, las células muestran un considerable aumen-
to en su resistencia a la radiacidn ultravioleta, en tanto que las bacterias man-
tenidas por igual lapso en CON no alteran su respuesta a la irradiacién (Fig' 1).
La resistencia del cultivo en SIN se mantiene en incubaciones de por lo menos 5
horas. En cambio, la sensibilidad del cultivo en CON experimenta una disminucidn
en el momento en que éste entra en fase estac;onarfg—y alcanza el nivel de resis-
tencia mostrado desde varias horas antes por el cultivo en SIN.

El agregado de dcido nalidixico (15 ug/ml), un inhibidor de la sintesis
de ADN, impide la adquisicién de resistencia por las bacterias en SIN, pero no
afecta la respuesta de las células en CON, ni modifica la respuesta del cultivo
en SIN una vez que la resistencia se ha m: manlfestado (Fig. 2).

El agregado de cloranfenicol (150 ug/ml) -a cultivos en SIN no modifica en
nada la respuesta de &stos, por el contrario, cuando afladimos este inhibidor de
la sintesis de proteinas a cultivos en ggg a los 60 minutos se produce una su-
bida en la resistencia a UV. hasta el nivel propio de las bacterias en SIN (Fig.
3). Este efecto del cloranfenicol es impedido por la presencia simultfnea de
dcido nalidixico.

La resistencia desarrollada por DA82 durante la incubacidn en un medio de
baja osmolalidad tiene caracteristicas similares a las que se manifiestan cuando
bacterias incubadas en medio de osmolalidad normal llegan a la fase estacionaria
o cuando son sometidas a tratamientos que impiden la iniciacidn de nuevos ciclos
de replicacidén. El &cido nalidixico, que inhibe la elongacidn del ADN, impide
la adquisicidn de esa resistencia, pero es incapaz de revertirla cuando las bac-
terias ya se han vuelto resistentes. El cloranfenicol, que impide la iniciacidn
de nuevos ciclos de replicacidn, muestra una induccidn de resistencia que en el
caso de las bacterias en SIN se superpone al efecto del medio.

Es un hecho conocido que las bacterias con cromosomas en estado de reposo
son mas resistentes al efecto de las radiaciones que aquellas que se hallan en
crecimiento. Se ha postulado que esa resistencia se debe a que la reparacidn
del dafio producido por radiaciones es mds eficiente en c@lulas con cromocomas
completos, o bien a que el punto de replicacidn es especialmente sensible a las
radiaciones (3).

Los resultados experimentales aqul presentados sugieren que en medio SIN,
probablemente como consecuencia de la inhibicidn de la sintesis de macromoléculas
provocada por la baja osmolalidad (4), la cepa DA82 deja de iniciar nuevos ciclos
de replicacidn de su ADN y al entrar su genoma en reposo adquiere mayor resisten-
cia a la radiacidn ultravioleta.
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Antdén, D.N., J. Bacteriol, 109:1273, 1972.

Adams, M.H.,' Bacteriophages, Interscience Pub. Inc. N.Y., 1958.
Hanawalt, P.J., Photochem. Photobiol., 5;1, 19686.

Antdn, D.N. y Quintans, C.J., El presente informe (D.5).
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D. 7. Recuperacidn por incubacién en medio liquido de Salmonella typhimurium
DAS2. |

I. Influencia de la composicién del medio

C.J. Quintans.

La incubacidn en un medio liquido no nutritivo, durante un lapsoc mds o
menos prolongado, permite la recuperacidn parcial de suspensiones bacterianas
irradiadas con luz ultravioleta. La recuperacidn se manifiesta como un aumento
en el niimero de bacterias sobrevivientes con respecto al observado inmediatamen-
te despuds de la irradiacidén. Este fendmeno, denominado recuperacién por incu-
bacidén en medio liquido (RIL), depende de la actividad del mecanismo enzimdtico
de reparacidn por escisidn, que se encarga de eliminar los dimeros de pirimidi-
nas producidos pcr la radiacidn y reparar los huecos abiertos por ese proceso
en el ADN.

rara estudiar las condiciones de tratamieato que permiten una recuperacidn
dptima en el mutante osmosensible DA82 (1), en primer término determinamos el
efecto de la composicidn del medio de irradiacidn sobre la RIL. Como podemos
apreciar en los resultados que aparecen en la tabla 1, la composicibén del me-
dio de irradiacidn tiene gran importancia en la recuperacidn, pues cambios en
el mismo, producen grandes variaciones en la eficiencia de la RIL. La irradia-
cidn en la solucidn compleja M9-20% permite una recuperacidn muy superior a la
observada con soluciones de una sola sal, aunque la osmolalidad sea igual en to-
dos los casos. Entre las sales puras observamos también diferencias, siendo la
mds eficaz KCl, luego NHyCl, MgCls y finalmente NaCl.

En segundo lugar investigamos la conveniencia de eliminar completamente
del medio de irradiacidn los vestigios dejados por el medio empleado para hacer
erecer las bacterias. Dicho medio contiene glucosa, que tiene un efecto inhi-
bitorio sobre la reparacidén (2). Como podemos ver en la tabla 2, el lavado por
centrifugacidn de las bacterias a irradiar produce dos efectos diferentes: un
aumento de la resistencia a la luz ultravioleta y una disminucidn de la capaci-
dad de recuperacién, que queda anulada con apenas dos lavados.

Finalmente efectuamos experimentos destinados a determinar la composicidn
més adecuada para el medio de incubacidn, agregando distintas sales a muestras
de bacterias irradiadas en M9-20% e incubando durante 2 horas. Comparamos en-
tonces la viabilidad en cada muestra con la observada en la suspensidn no incu-
bada. Como muestra la tabla 3 y detallamos en otra parte de este informe
la osmolalidad del medio de incubacidn modifica fuertemente la eficiencia de la
recuperacidn. Cuando es mantenida la misma osmolalidad observamos importantes
diferencias en la efectividad de alguna de las sales usadas. En tanto que NaCl
y KC1 permiten recuperaciones semejantes o aun superiores a las obtenidas con el
buffer M9 no diluido, la eficiencia de NHyCl y MgClo es mucho menor.

De los resultados obtenidos podemos concluir que las condiciones para ob-
tener una buena respuesta de RIL en la cepa DA82 son:

1) Al efectuar el cambio de las bacterias del medio de crecimiento al de
irradiacidn, no deben ser efectuados lavados por centrifugacidn, ya que con ese
tratamiento disminuye la capacidad de RIL. Una buena recuperacidn puede ser ob-
tenida lavando el pellet, sin resuspenderlo, con el medio de irradiacidn.

2) La capacidad de recuperacidn depende ampliamente de la composicidn del
medio de irradiacidn, siendo M39-20% el mis adecuado entre los medios probados.

3) La composicidn del medio de incubacidn influye considerablemente en
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la recuperacién. En este efecto no cuenta finicamente la concentracidén de las
sales usadas, sino tambi&n la naturaleza de las mismas.

Incubando en medio de osmolalidad normal (250 mOs) compuesto por mezclas
complejas de sales (M3) o en esas mismas mezclas diluidas (M3-20%) y adiciona-
das de soluciones puras de NaCl o KCl1 0,1 m, las recuperaciones obtenidas son
Sptimas.

1.- Antén, D.N., J. Bacteriology, 109:1273, 1972.
°2.- Quintans, C.J., El presente informe (D'9).
TABLA 1

Composicidn del medio de irradiacién y eficiencia de RIL

t

Fraccidn de Fraccidn de Relacidn
Medio de sobrevivientes sobrevivientes de
irradiacidn . a tiempo O a las 2 horas recuperacidn
- (Fo) (F2) (F2/Fo)

M9-20% 6,2 x 10~3 1 x 10-1 1.612 .
0,025 m ‘
NaCl 2,7 x 10-4 3,3 x 10-2 122
0,025
KC1 2,0 x 10-4 7,2 x 10-2 360
0,025
NH,C1 1,25 x 10~% 2,7 x 10-2 216
0,0187 .
MgClo 8,5 x 107° 1,5 x 10-2 176

Células creciendo en fase logaritmica con una D.0.g5q9 de aproximadamente
0,700 fueron divididas en alicuotas y sedimentadas por centrifugacidn.
Cada uno de los pellets fue enjuagado, resuspendido en una de las solucio
nes listadas en la tabla 1, hasta una D.O.gsn de aproximadamente 0,100 e
irradiadas con una dosis de 5S40 erg/mm2. La osmolalidad fue llevada a
aproximadamente 250 mOs., agregando buffer M9 concentrado y las distin-
tas muestras fueron incubadas a 37°C con agitacibn durante 2 horas. La
viabilidad fue determinada por recuento en agar nutritivo.
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TABLA 2
. . ‘ . Tiempo de Fraccibn de Relacién de
Tratamiento previo a Medio de . . a s .
la irradiacisn incubacisy  incubacidn sobrevivien- recuperacién
(horas) tes
Las células fueron reco- M9-20% 0 1,5 x 10-5 1
lectadas por centrifuga-
cidn. El pellet fue en- M9-20% 2 9 x 10-4 60
juagado con M9-20% y re-
suspendido en M9-20% MS-20% + 2 4,5 x 10-2 3.000
' 0,1 m NaCl
Las células fueron reco-
lectadas por centrifuga- M3-20% 0 2,6 x 10-° 1
cidn. El pellet fue re- -
suspendido en M9-20%, M9-20% 2 8 x 10-5 3
centrifugado nuevamente
y resuspendido en M9-20%  M9-20% + 2 3,2 x 10-3 123
0,1 m NaCl
Las cé&lulas fueron reco-
lectadas por centrifuga-
cidn. El pellet fue re-  M9-20% 0 4 x 107° 1
suspendido en M9-20%, nue :
vamente centrifugado y re M9-20% 2 4,2 x 1075 1,05
suspendido en M9-20%, vuel
to a centrifugar y a resus M9-20% + 2 1,5 x 10~% 3,75
pender en M9-20% ~ 0,1 m NaCl
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TABLA 3

Eficiencia de RIL en diferentes medios de incubacibn

Composicidn Tiempo de Fraccién de Coeficiente de
deg medio incugacién sobrevivientes recuperacién
M9-20% 0 6 x 10-° 1
M9-20% 2 2,6 x 10-% R
M9 no
diluido 2 2,4 x 102 400
M9-20% +
0,1 m Na Cl 2 3,3 x 10-2 533
MS-20% ,

0,1 m k&1 2 3 x 10-2 500
M9-20% +
0,1 m NH,C1 2 3,5 x 10-3 58
M9-20% +
0,067 m MgClg 2 1,1 x 10-3 18

Bacterias en fase logaritmica (D.0. g50 -0,700) fueron recolectadas por centrifu-
gacién. El pellet fue enjuagado con M9-20% y resuspendido en esa solucibén hasta

D.0.g50 de aproximadamente 0,100. La suspensidn fue irradiada con 540 erg/mm?2 de
luz ultravioleta y dividida en alicuotas que recibieron los agregados detallados

en la tabla. Las muestras fueron incubadas durante 2 horas a 37°C con agitacidm.
La viabilidad fue determinada por recuento en agar nutritivo.
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D. 8. Recuperacidn por incubacidn en medio liquido de Salmonella typhimurium
DAB2,

II. Influencia de la osmolalidad del medio en la reparacidn por escisidn

C.J. Quintans.

La reparacidn por escisidn del dafio inducido por la luz ultravioleta pue-
de tener lugar durante la incubacidn de las bacterias irradiadas en medios no nu-
tritivos. La eliminacidén de los dimeros de pirimidinas formados en el ADN por la
irradiacidn requiere la accidn de un complejo sistema enzimitico que, bisicamente,
se cumple en varias etapas:

1) Incisidn: es producida por endonucleasas especificas que efectlian la hi-
drdlisis de una unidn fosfodiester cercana al dimero.

2) Escisidn: llevada a cabo por enzimas exonucleoliticas que realizan la re-
mocidn del dimero de pirimidina y algunos nucledtidos adyacentes.

3) Reinsercidn: es debida a la accidn de ADN-polimerasas que vuelven a lle-
nar el espacio dejado vacante por los nucledtidos removidos en la etapa anterior.

4) Sellado: lo efectfia una nucledtido ligasa y comprende la formacidn de
una unidén fosfodiester entre un grupo 5'fosfato y un oxhidrilo 3'.

Fue estudiada la capacidad de recuperacidn por incubacidn en medio liquido
no nutrltlvo (RIL) de bacterias de la cepa DA82 (1) irradiadas con una dosis de
540 erg/mm? de luz ultravioleta (254 nm).

Observamos que en un medio de osmolalidad normal (medio CON, aproximadamen-
te 250 mOs.) la recuperacidn producida en el nlimero de bacterias viables por una
incubacidn de 2 horas supera en mds de 800 veces el obtenido sin incubacidn. La
incubacidén en un medio andlogo, pero de baja osmolalidad (SIN, aproximadamente
50 mOs) permite una recuperacidn de apenas 10 veces (fig. T). El agregado de 0,1
molal NaCl al medio SIN lleva a &ste al mismo nivel de osmolalidad del medio CON
y permite un rdpido cambio de la velocidad de recuperacidn que resulta similar a
la de las células en CON (fig. 1). No existen antecedentes de este tipo de com-
portamiento, y la cepa control DA78 (1) se mostrd indiferente a la osmolalidad
del medio en cuanto a su capacidad para efectuar RIL.

Dado que la RIL es una manifestacidn del funcionamiento del mecanismo de
reparacidn por escisidn (2) fueron estudiados algunos pardmetros representativos

de la actividad de este sistema.

Determinando la desaparicidn de dimeros de pirimidina del ADN de bacterias
irradiadas e incubadas en CON y SIN encontramos que existe una gran diferencia en-
tre ambos medios en cuanto a la velocidad de eliminacién de dimeros. Las bacte-
rias en CON, escinden dimeros de su ADN mucho mis rdpidamente que las incubadas en
SIN (fig. 2). Esta diferencia desaparece en forma aparentemente inmediata, me-
diante el agregado de 0,1 molal NaCl a las bacterias incubadas en SIN.

Como consecuencia de los procesos de reparacidn se producen cortes de una
sola banda en el ADN de las bacterias irradiadas, que a su vez, producen una dis-
minucidn del tamafio de las cadenas, lo que se pone de manifiesto cuando es deter-
minado el peso molecular del ADN disociado a pH alcalino. Estudiamos la varia-
cidén del peso molecular del ADN de cé&lulas de DA82 irradiadas con U.V. e incubadas
en CON y en SIN. Tanto en SIN como en CON comprobamos una disminucidn equivalente
del peso molecular tras una hora de incubacidn (fig. 3). Sin ambargo, a las dos
horas de incubacidn observamos que el ADN de las células en CON retornaba a los

valores iniciales, demostrando la finalizacidn del proceso de reparacidn, en tan-
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to que el ADN de las células incubadas en SIN mantenia: los valores observados
a la hora de la irradiacidn (fig. 3).

De estos resultados podemos concluir que como consecuencia de la incubacidn
en SIN la cepa DAB2 es afectada en forma reversible en su capacidad de efectuar
reparacién por escisidn. Esta alteracidén, debida probablemente a cambios en las
envolturas celulares producidos por la baja osmolalidad del medio, afecta la esci-
sidén presumiblemente a nivel de la etapa exonucleolitica.

1.- Antén, D.N., J. Bacteriol., 109:1273, 1972.
2.- Rupert, C.S. y Harm, W., Adv. Radiat. Biol., 2:1, 1966.
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Figura 1.- Recuperacién por incubacién en medio 11
quido de S. typhimurium DA82. Bacterias irradia
das con 540 erg/mm?Z fueron incubadas en CON ( -
o en SIN ( ); a los 40 y 80 min. se "~ separa-
ron alicuotas de SIN que se continuaron incubando
previo agregado de 0,1 m NaCl. La viabilidad se
determind por recuento en agar nutritivo.
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Figura 2.- Escisidn de dimeros de pirimidina por DAB2 irradiada con 540
erg/mm2 e incubada en CON o SIN. Las bacterias se marcaron previamen-
te con timidina tritiada y el contenido de dimeros se determind por hi-
drdlisis del ADN con dcido férmico y cromatografia en papel. La acti-
vidad se determind por centelleo liquido.
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Figura 3.- Peso molecular medio del ADN de bacterias irradia-
das con 540 erg/mm2 e incubadas en CON y SIN. E1l ADN se
marcd con timidina tritiada y se corrid en gradientes de
sacarosa alcalina.
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D. 9. Recuperacidén por incubacidn en medio llquldo de Salmonella typhimurium

DA82. III: Efecto de los 1nh1b1dores de la sintesis de macromoléculas.

C J. Quintans.

La incubacidn de bacterias de la cepa DA82 (1) en medio SIN (2) produce,
simultdneamente con la disminucidn de la capacidad de efectuar recuperacidn en
medio liquido (RIL), la inhibicidn de la sintesis de macromoléculas (3).

Con el fin de determinar si estos dos hechos estin relacionados, fueron
efectuados experimentos en los que fue probado el efecto de diversos inhibidores
de la sintesis de macromoléculas sobre la RIL. Como inhibidor de la sintesis de
ADN fueron utilizados &cido nalidixico (15 ug/ml) y fenetil alcohol (0,25% v/v);
para ARN empleamos 5-flfior-uracilo (50 ug/ml) y para proteinas usamos tetracicli-
na (50 ug/ml), eritromicina (20 ug/ml), cloranfenicol (20 ug/ml) y puromicina
(67 ug/ml).

También realizamos experimentos de RIL con cada una de estas sustancias
en presencia y ausencia de glucosa 0,1% en el medio. Experimentos anteriores ha- '
bian demostrado que en este sistema la glucosa tiene la propiedad de anular la
RIL y que este efecto puese ser revertido por algunas drogas. Dicho azficar pue-
de entonces servir para poner en evidencia diferencias en el comportamiento de
los inhibidores estudiados.

Los inhibidores empleados pueden ser clasificados en tres grupos en base
a la respuesta provocada por su accidn:

1) Puromicina, 5-fl@ior-uracilo y &cido nalidixico: su presencia no modifi-
ca la RIL ni en presencia ni en ausencia de glucosa (fig. 1 B).

2) Cloranfenicol: deprime la RIL en medio CON hasta niveles similares a
los observados en medio SIN. Esta respuesta es similar en apariencia a la que
produce el agregado de glucosa a un cultivo en CON. Sin embargo, aunque la glu-
cosa y el cloranfenicol por separado inhiben la RI. RIL, cuando son agregados juntos
no tienen ninglin efecto sobre dicha funcidn. Esta neutralizacidn en sus efectos
muestra que el modo de accidn de ambas es distinto y antagdnico.

Tanto la tetraciclina como la eritromicina pertenecen a este grupo, aunque
la intensidad de accidn a las concentracidnes empleadas es menor que la observada
con cloranfenicol (fig. 1).

3) Fenetil alcohol: la incubacidn en presencia de esta droga inhibe la RIL
en medio CON hasta llevarla a los mismos valores encontrados en medio SIN; sin-
embargo, a diferencia del cloranfenicol, no neutraliza la accidn inhibitoria de
la glucosa.

Los resultados obtenidos sugieren que la inhibicidén de la RIL observada en
medio SIN no es causada por la detencidn de la sintesis de ADN, ARN o proteinas,
separadamente. Es digna de mencidn la similitud observada entre la accidén del
fenetil alcohol y el efecto del medio SIN. Este compuesto ha sido ampliamente
utilizado como inhibidor de la sintesis del ADN en estudios de replicacidn. Pos-
teriormente fue demostrado que sus efectos no son tan espec1f1cos como se preten-
dia en un principio, ya que ejerciendo su accidn primaria en la envoltura celular,
afecta la permeabilidad y, en forma secundaria, inhibe la sintesis de macromolé-
culas, deprime la respiracidn, favorece el pegado de ligandos e inhibe la repa-
racidn. La incubacidn de DA82 en SIN provoca efectos anilogos. Es pues posible
que el fenetil alcohol pueda ser utilizado como una herramienta {itil para facili-
tar la comprensidn de las bases moleculares del comportamiento del mutante DA82.
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1.- Antdén, D.N., J. Bacteriol., 109:1273, 1972.

2.- "Quintans, C.J., El presente informe, D.6.
3.- Antdn, D.N., Quintans, C.J., El presente informe, D.5.
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Figura 1.- Bacterias de la cepa DA82 crecienco en fase logaritmica fueron
recolectadas por centrifugacién. El pellet fue enjuagado con M3 20% y
resuspendido en el mismo medio. la suspensidn se irradid con una do-
sis de 540 erg/mm2 y se dividid en alicuotas que fueron incubadas a
37°C con agitacidén. Las alicuotas marcadas CON contenian NaCl 0,1 my
en los casos indicados, inhibidor a la concentracidn dada en el texto.
Las alicuotas marcadas SIN fueron incubadas directamente sin agregados.
La viabilidad se determind por recuento en agar nutritivo.
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D. 10. Alteraciones de la divisidn celular en un mutante termosensible de

Salmonella tzghimurium

A.T. De Micheli y D. N. Antén.

La cepa DA138 presenta, como minimo, cuatro propiedades alteradas: sensibi-
lidad a desoxicolato (DOC, 3 mg/ml), forma celular anormal, autdlisis en buffer
Tris-HC1 (pH 8,5- 37°C).y termosensibilidad (tms).

Mediante cruzamientos entre una derivada auxotrdfica de esta cepa y cepas
Hfr con diferentes drdenes de transferencia, fue localizada la mutacidn de termo-
sensibilidad entre metA (min. 128) y leu (mln. 3) (1). Empleando dos Hfr con
origenes muy proximos pero sentidos de transferenc1a contrarios se pudo acotar
la ubicacidén de la mutacidn tms al segmento 0-3 min. Por @ltimo, fueron analiza-
dos 254 transductantes leu+ obtenidos en una cepa termosensible, con fago crecido
en una dadora normal ara . En base a las frecuencias de cotransduccidn medidas
entre los marcadores leu-ara (53,1%), leu-tms (11 8%) y leu-ara-tms (1,2%) esta-
blecimos que el orden de esos genes es ara- leu-tms.

Por su ubicacidn la mutacidn tms parece pertenecer al gen divC ya localiza-
do en S. typhimurium (2). Al igual que la finica mutacién divC descripta hasta
ahora (2), la mutacidn tms de DA138 es capaz de devolver el fenotipo liso a mu-
tantes constitutivos de histidina.

En el estudio de distintos recombinantes de los cruzamientos y transduccio-
nes anteriores observamos segregacidn entre sensibilidad a DOC, autdlisis y termo-
sensibilidad; esto demuestra que estas tres alteraciones estin determinadas por
genes diferentes. No fue estudiado afin el control genético de la variacidn de
forma.

Estudios preliminares sobre el '"mapeo" de sensibilidad a DOC indican que
el gen correspondiente se halla en las cercanias de metA (min. 128). Con respec-
to a autbélisis, ha sido demostrado que la mutacidn que causa esta alteracidn en
DA138 no es alélica con las mutaciones envD que producen un fenotipo parecido en
otros mutantes de envoltura de S. typhimurium (3).

Dado que las otras mutaciones presentes en DA138 pueden influir en el estu-
dio de las alteraciones producidas por la mutacidn tms, este alelo fue transferido
a una cepa salvaje. Por medic de transduccidn con ?Egb crecido en DA138 y una re-
ceptora leu~ apropiada, obtuvimos la cepa DA470 cuyas caracteristicas de resisten-
cia a DOC, autdlisis normal, forma celular normal e incapacidad para crecer en a-
gar nutritivo a 43°C demuestran que ha recibido de DA138 solamente la sensibili-
dad a temperatura. Para el estudio de los efectos de la temperatura sobre el
crecimiento y la divisidn celular fue empleada la cepa DA470.

En experimentos de cin&tica de crecimiento y viabilidad establecimos que
cuando un cultivo crecido a 32°C es transferido a 43°C hay una detencién casi in-
mediata de la divisidn celular. Sin embargo no se produce inhibicidn del creci-
miento, ya que la densidad &ptica del cultivo aumenta en forma semejante a la del
control a 32°C (fig. 1). Esto resulta en la formacidén de filamentos, aparentemen-
te no segmentados, que pueden ser observados con microscopia de fase.

La incapacidad para dividirse a 43°C no es irreversible. Cuando los fila-
mentos son pasados de 43°C a 32°C comienzan a dividirse muy rdpidamente al princi-
pio, hasta alcanzar en 50 minutos el titulo correspondiente al control en el mo-
ment? del cambio. Una vez alcanzado éste, siguen dividiéndgse a la velocidad nor-
mal (fig. 2).

El fendmeno de recuperacidn producido por el pasaje a 32°C ocurre aun en
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presencia de cloranfenicol (32 ug/ml), aunque el nfimero de divisiones que se pro-
duce es menor (fig. 2).

La septacidn de filamentos producida por un aumento en la presidén osmdtica
del medio ha sido descripta para varios mutantes de E. coli (4) y S. typhimurium
(2). En la cepa DA470 el agregado de NaCl (concentracidn final 0,25 M) estimula
la divisidn de los filamentos formados a 43°C. El efecto de las sales es parcial
ya que el titulo obtenido es menor que el alcanzado por pasaje a 32°C y la pen-
diente del aumento no es tan pronunciada.

Los resultados obtenidos sugieren que durante el crecimiento a 43°C se |
acumula alguna sustancia cuya concentracidn determina la aceleracidén de la divisidn
observada tras el pasaje a 32°C. Algunas de esas divisiones pueden producirse
sin que haya sintesis de proteinas. Concluimos entonces que la alteracidn pre-
sente en DA470 afecta uno de los pasos finales del proceso de divisidn celular.

1.- Sanderson, K.E., Bacteriol. Rev., 36:558, 1972,

2,- Ciesla, Z., Bagdasarian, M., Szczurkiewicz, W., Przygofiska, M. y
Klopotowski, T., Molec. gen. Genet., 116:107, 1972.

3.- Antén, D. y Orce, L., Mqlec. gen. Genet., 1u44:97, 1976,

4, - Ricard, M. e Hirota, Y., C.R. Acad. Sci., 268:1335, 1969,
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Figura 1.- Comportamiento de Dau70 en caldo nutritivo
a 32°C (%) y a 43°C (a). La flecha indica el mo-
mento en que una alicuota del cultivo creciendo a
32°C fue transferida a u43°C.

Densidad éptica (650 nm)
Nimero de. cé&lulas viables.
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Bacterias por mi.

%0 1o 150 780 280 330
Tiempo (min)

Figura 2.0 Crecimiento de DA470 en caldo nutritivo a 32°C ).
A los 30 minutos (primera flecha) una alicuota del cultivo
creciendo a 32°C es transferida a 43°C (4). A los 120 mi-
nutos. (segunda flecha), alicuotas del cultivo de 43°C son

pasadas a (%) 32°C, (®) 32°C con 32 Ug de cloranfenicol y
a (%) 43°C con 0,25 M de ClNa.
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EFECTOS SOMATICOS DE LAS RADIACIONES IONIZANTES (ONCOLOGIA)

E. 1. Evolucidn de la infeccidn viral en animales totalmente irradiados.

Virus aparentemente pasajeros
J. Mayo, y J.H. Lombardo.

Como uno de los efectos inmediatos de la irradiacidn total del cuerpo en
seres humanos y animales de experimentacidn es la infeccidn por agentes bacteria-
nos (1), particularmente de origen enddgeno, fue iniciada una linea de investiga-
cidn para establecer la importancia de los agentes virales como causa de infeccidn.

Fue demostrado que animales naturalmente inmunes morian como resultado de
la infeccidn viral, si eran inoculados con este agente luego de irradiados (2).
El virus utilizado (aftosa) fue adaptado por pasaje en animales irradiados a los
animales normales, constituyendo un nuevo factor de enfermedad (3).

Estos estudios fueron hechos extensivos a virus con la propiedad de trans-
formar células normales en neopldsicas dada su importancia como agentes oncogéni-
cos de efectos inmediatos y alejados pos-irradiacidn (1).

Los trabajos realizados demostraron que un virus sin actividad bioldgica
demostrable, existente en una linea celular BHK 21 cl 13, manifestd sus propieda-
des infectantes y oncogénicas luego de su pasaje por animales totalmente irradia-
dos con dosis de 600 rads (4, 5, 6, 7).

. Estas cé&lulas portadoras del virus, denominado BHK por su origen, producen
en el Hamster un sarcoma indiferenciado, del cual fue obtenida una linea celular.
De ambos materiales obtuvimos suspensiones acelulares conteniendo el virus BHK,
al cual investigamos sus propiedades, particularmente la oncogénica (7).

El sedimento y el liquido sobrenadante obtenido por centrifugacién de la
suspensidn acelular fue separado en diversas fracciones por cromatografia en co-
lumna, analizada quimicamente y por marcacidn radioisotdpica y determinada su pro-
piedad oncogénica por transformacidn de células normales en el animal y en culti-
vos celulares.

Para verificar la produccidn de estas fracciones por parte de las células
neoplasicas fueron utilizadas células de la linea cultivada "in vitro", obtenida
a partir del tumor del animal. Las células del cultivo en el orden de 2.107 fue-
ron alojadas en c@maras de difusidn de paredes con poros de 220,50 y 10 nm de §.
Estas c@maras fueron implantadas en la cavidad peritoneal del Hamster adulto e
investigada la produccidn de un tumor. Igual procedimiento seguimos "in vitro"
colocando las c@maras de difusidn en contacto con cultivos primarios de células
del contenido peritoneal del Hamster adulto y células embrionarias de Hamster.

Mediante los procedimientos antes mencionados fue demostrada una fraccidn
de P.M. >15 , 107 correspondiente al agente viral y otra fraccidn de aproximada--
mente 3 . 108, individualizada como el ARN viral. Ambas fracciones producen la
transformacidn de cultivos primarios de células embrionarias de Hamster y originan
un sarcoma en este animal cuando las cé&lulas tumorales son alojadas en cémaras de
Gifusidn implantadas en la cavidad abdominal del Hamster.

"In vitro" fue observada la transformacidn de las células del contenido pe-
ritoneal del Hamster adulto por el virus BHK.

Fue demostrado que el virus original, considerado inactivo, produce luego
de su pasaje por animales totalmente irradiados la transformacidn de la linea BHK
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21 cl 13,§indicando una modificacidn en la expresiln del genoma viral original.

Estas experiencias demuestran las propiedades oncogénicas de un coronavi-
rus existente en la linea BHK 21 cl 13, que se manifiestan con claridad luego del
pasaje de las células portadoras del virus por animales totalmente irradiados.

Fueron demostradas las propiedades oncogénicas del genoma del virus, el
cual actuaria aisladamente como uno de los mecanismos naturales de transformacidn
de células normales en neopldsicas, tanto en el animal como en cultivos "in vi-
tro" sin necesidad del virus completo.

Cabe hacer notar que las cé&lulas BHK 21 cl 13 son utilizadas en uno de
los mé&todos de elaboracidn de vacunas antiaftosas en animales que proveen carne
para el consumo humano y en la experimentacidn viroldgica y oncolbgica.

1.- Bacq, Z.M. y Alexander, P., Fundamentos de Radiobiologia. Edit. Acribia,
Zaragoza, Espafia, 196u4.
2,- Mayo, J., Rivenson, S., Lombardo, J.H., Abadie, G.E. y Smolko, E.E., Pro-

ceedings of the Nuclear Society. Topical Meetings. San Juan, Puerto Ri-
co, PRINC, 135:215, 1969.

3.- Lombardo, J.H., Mayo, J,, Abadie, G., Rivenson, S. y Smolko, E.E., Rev.
Onvest. Agrop. I.N.T.A., Serie A. Patol. Anim., 5:87, 1969.

b, - Bernard, W. y Tournier, P.,, Ann. Inst. Pasteur, 107:447, 1964,

5.- Klein-Szanto, A.J.P., Conti, C.J. y Mayo, J., Z. Krebsforsch., 80:277,
1973.

6.- Mayo, J., Moreira, J.L., Lombardo, J.H., Conti, C.J. y Rivenson, S.,

Archiv fur Experim. Veter. Med., 5:853, 1971,

7.- Mayo, J., Lombardo, J.H., Klein-Szanto, A.J.P., Conti, C.J. y Moreira, J.L.,
Cancer Res., 33:2273, 1973.
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E. 2. Evolucidn de la infeccidn viral en animales totalmente irradiados.

Virus con actividad oncogénica demostrada

J. Mayo.

‘

En la misma linea de una investigacidn anterior (1) estd en estudio el
comportamiento de virus de actividad oncogénica demostrada y de sus células por-
tadoras en animales totalmente irradiados (2, 3).

Para este fin fueron transplantadas en ratones C3H/Ep por via intraperi-
toneal 107 células de un carcinoma mamario espontdneo de la misma cepa. Los
animales fueron previamente irradiados con 400 rads (irradiacidn total del cuer-
po).

Al quinto pasaje en animales totalmente irradiados fue observada una mo-
dificacidn del desarrollo del tumor. Los nddulos aislados intraperitoneales
observados previamente fueron reemplazados por nddulos miltiples pequefios, im-
plantados en el peritoneo, ascitis hemorrigica y numerosas células neoplésicas
en suspensidn. Actualmente estamos efectuando 11 pasajes en animales totalmen-
tete irradiados, conservando el tumor las mismas caracteristicas. Las cé&lulas
de los nddulos peritoneales son ficilmente cultivables "in vitro" como cultivo
primario y a partir de &stas estdn siendo efectuados los repiques a fin de ob-
tener una linea celular que permitird estudiar el comportamiento de estas cé&lu-
las y su contenido viral luego del pasaje por animales totalmente irradiados.

1.- Mayo, J., Lombardo, J.H., Klein-Szanto, A.J.P., Conti C.J. y Moreira, J.L.,
Cancer Res, 33:2273, 1973.
2.- Sarkar, N.H. y Moore, D.H., Virology, 61:38, 1974.

3.- Nandi, S. y McGrath, C.M., in Advances in Cancer Research, 17:353, 1973.
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F. PATOLOGIA

F. 1. Efectos de la irradiacidn en la epidermis de la rata: grupos sulfidri-

los y disulfuros.

A.C.C. Frasch, M.E. Itoiz, H.E. Volco y R.L. Cabrini

Los efectos de las radiaciones sobre los grupos SH y SS constituye ac-
tualmente un tema controversial. Csermely, Panfilis y Santini (1) no encon-
traron ninguna variacién con dosis entre 100 y 1.000 rads, mientras que Gue-
rrier, Catay&e y Varenne (2) hallaron una disminucidn de los mlsmos después de
7.000 rads aplicados por cobaltoterapia en epidermis humana.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un método para la evaluacidn
cuantitativa de grupos SH y SS, mediante el barrido microespectrofotométrico
de secciones coloreadas con Mercury-Orange (3). *

La piel dorsal de siete ratas Wistar recien nacidas fue irradiada a tra-
vés de colimadores de plomo de 300 y 1.200 yu de ancho. La fuente de rayos X
fue un difractor Philips PW, a 30 kV y 20 mA, con un tubo con &nodo de ecobre y
filtro de niquel del que se obtiene un haz de rayos X précticamente monocromé-
tico de 1,54 A y 8 kV de enerpia.

Fue aplicada una dosis {inica de 16 Krads durante 5 minutos, realizando
luego cortes seriados, que fueron coloreados con las siguientes técnicas: 1)
hematoxilina-eosina (H-E); 2) Mercury-Orange para la demostracién de grupos
SH y 3) Mercury-Orange con reduccidn previa en &cido tioglicélico 0,4 M para
la demostracién de grupos SH y SS. El espesor de las capas basal, espinosa,
granulosa y cdrnea fue medida en los cortes de H-E. Los cortes fueron cuan-
titados mediante barridos microespectrofotométricos en un Cytoscan Zeiss qon
platina movible autométicamente.

La mayor concentracién de grupos SR fue encontrada en el estrato basal,
disminuyenco paulatinamente hacia la superficie. En cambio, los grupos SH y
S8 cuantitados juntos llegan a sus mdximos valores en el estrato cérneo.

to a sus valores normales, siendo este incremento mé&s marcado a nivel de la ca-
pa espinosa (Fig. 1 A). Por el contrario, la concentracidn media de dichos gru
pos disminuye en los estratos basal y espinoso donde la mayor concentracidn de
grupos SH fue encontrada en el epitello normal.

— e — — —— — — — ——— —

los y disulfuros aumenta en la epldermls irradiada. La relacién irradiado/con-
trol obtenida, es similar a la hallada para los grupos SH demostrados aislada-
mente. La concentracidn media de los grupos SH + SS disminuye sin embargo en
los estratos basal y espinoso, encontrando menores variaciones en los estratos
superficiales.

Relevantes variaciones de ambos grupos estudiados fueron encontradas en
las capas granulosa y cérnea a los 4 dias post-irradiacidn. Las células epite-
liales de las ratas recien nacidas tardan 3 dias en llegar del del estrato ba-
sal al cérneo. Esto implicaria que las nuevas c&lulas germinales formadas po-
seen un metabolismo alterado o que la lesién en la dermis ‘sub-epiddrmica impide la
correcta nutricidn de las c@lulas basales.

Las alteraciones metabdlicas, junto con las variaciones en los grupos es-
tudiados en la epidermis irradiada y las alteraciones ultraestructurales halla-
das en el estrato cérneo indiecarian una aceleracidn en el proceso de la querati-



-98-

nizacién y una alteracidn cualitativa y cuantitativa de la queratina formada.

1.- Csermely, E., Panfilis, G y Santini, R. G. ital. Derm. 109: 175, 1968.
2.~ Guerrier, Y., Catayée, G. y Varenne, D. Société de Biologie de Montpt-
llier, p. 942, 1965.
3.- Volco, H.E., Frasch, A.C.C., Itoiz, M.E. y Cabrini, R.L. (en prepara-
cibn).
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Figura 1.- Valores totales (A) y medios (B) de grupos SH.
R e/c: relacidn experimental/control.

Los resultados corresponden a los animales irradiados con una ranura de
300 (...) y 1.200 p (///) de ancho.

B: basal; S: espinosa; G: grénulos; H: cérnea; p: probabilidad usan
do el "test" de Student para datos apareados.
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Abreviaturas iguales a las utilizadas en la figura 1.
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F. 2. Efectos de la irradiacién en la epidermis de rata: variacidn de la suc-

cinato deshidrogenasa, lictico deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato deshi-

drogenasa, en funcidn de la zona y edad del animal irradiado.
M.E. Itoiz y A.C.C. Frasch.

En varias comunicaciones previas se ha hecho referencia a los variados
aspectos que presenta la epidermis a las‘altas dosis de rayos X en la cola de
la rata recien nacida.

Ademds, se ha hecho hincapié en los cambios del metabolismo glucolitico

con disminuciones de la actividad de enzimas que forman parte del ciclo de Krebs
y un aumento de las enzimas asociadas al ciclo de las pentosas (1-3).

Por estos motivos parecid de interés estudiar la influencia de otros fac
tores como la edad y la estructura de la epidermis irradiada, los que podrian

modificar el grado de la respuesta enzimitica.

Diez ratas Wistar, de 3 y 12 dias de edad fueron irradiadas en la planta
derecha (zona desprovista de foliculos pilosos) y en la porcién distal de la co-
la. La planta izquierda y los 2/3 proximales de la cola fueron utilizados como
controles en el respectivo animal. El total de animales fue sacrificado a los
4 dias post-irradiacién.

Los cortes fueron coloreados con las técnicas histoquimicas para la de-
mostracidén de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Gl-6-P Dh), succinato deshidro-
genasa (SDh) y l&dctico deshidrogenasa (LDh). (4, 5).

Las actividades enzimiticas fueron medidas microespectrofotométricamente.

El contenido enzimdtico total (CET) de SDh y LDh aumentd en todos los ca-
sos estudiados, excepto en la planta de los animales de 7 dias de edad. La con-
centracidn media (CEM) disminuyd, indicando una menor actividad enzimitica por
unidad de tejido. En todos los casos las mayores variaciones ocurrieron en la
cola y en los animales de menor edad.

La G1-6-P Dh mostrd un aumento en los valores de CET y CEM en todas las
condiciones utilizadas (Fig. 1). Tal como ocurre con las otras enzimas estudia-
das, las mayores variaciones fueron encontradas en los animales de menor edad.

A pesar de que el contenido total de esta enzima es mayor en la cola que
en la planta, la menor acantosis reaccional de esta iltima zona es responsable
de los mayores valores obtenidos por unidad de volumen (CEM) en la regidn plan-
tar.

La presente comunicacién confirma resultados anteriores con respecto a
la disminucidén de SDh y LDh y el incremento de Gl1-6-P Dh en la epidermis irra-
diada.

Los animales de menor edad sufrieron mayores alteraciones morfoldgicas
y enzimdticas en la epidermis irradiada.

La diferencia obtenida entre la planta y la cola pareceria indicar que
la presencia de foliculos pilosos en la cola irradiada aumenta el grado del da-
flo producido.
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Figura 1.- Contenido enzimdtico total y concentracidén enzimitica media de SDh,

LDh y G1-6-F Dh.

diados y controles.

La ordenada muestra la relacidn entre los valores irra-

p: probabilidad usando el "test" de Student para datos apareados.
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F. 3. Cambios histoenzimdticos en la epidermis de heridas irradiadas.

I.B. Giménez, M.E. Itoiz y R.L. Cabrini.

El estudio del proceso de cicatrizacidn de heridas experimentales ofre-
ce la oportunidad de analizar el comportamiento de un epitelio en activa proli-

feracidn cuando es sometido a diferentes tipos de injuria.

En trabajos anteriores, nuestro laboratorio y algunos otros grupos de tra
bajo, analizaron la actividad metabdlica del borde acantésico de las heridad de
piel normal encontrando que en el epitelio disminuye la actividad enzimdtica del
ciclo de Krebs a valores que estén en relacidn inversa a los valores del espesor
epitelial alcanzado. Estas disminuciones son coincidentes con un incremento de
las actividades del "shunt" de las pentosas (1-2).

Tomando el mismo modelo utilizado para estas experiencias, hemos analiza-
do la respuesta epitelial en heridas irradiadas, en ratas Wistar a las que se
les efectud en la zona dorsal y lumbar dos heridas de 1 x 1 cm. La herida de
la zona lumbar fue irradiada con rayos X y la de la zona dorsal, adecuadamente
blindada, fue tomada como control. Cada herida recibid una dosis de 6.000 rads.
La irradiacidn fue efectuada a los pocos minutos de producir la herida. Los a-
nimales, en lotes de 5, fueron sacrificados a los 7 y 14 dias post-irradiacidn.
Fueron estudiadas la Succino Deshjdrogenasa y la Glucosa-6-Fosfato Deshidrogena-
sa demostradas histoenzimatoldgicamente en cortes de criostato sin fijar, segiin
la técnica de Nachlas et al. (3) y Hess et al. (4). Las heridas dorsal y lum-
bar de cada animal fueron cortadas y procesadas en un mismo bloque. Las medi-
das microespectrofotométricas de la reaccién histoquimica de las dos enzimas ci-
tadas fueron efectuadas con un Cytoscan Zeiss, con platina automdtica. En cada
herida fueron efectuados 6 barridos desde la basal hacia la superficial en la
zona del borde acantdsico, obteniendo los siguientes datos: cantidad total de
enzimas (CTE) y espesor epitelial (EE). Dividiendo estos dos valores obtuvi-
mos el contenido enzimdtico medio (CEM). La relacidn entre los valores del sec
tor irradiado y el de control de cada espécimen fueron graficados.

A los 7 dias observamos en las heridas irradiadas una caida de la activi-
dad enzimitica, tanto para la SDh como para la Gl-6-F Dh, unida a una débil res-
puesta proliferativa (Fig. 1-2). En cambio, a los 14 dias la Gl-6-F Dh aumentd
el CET, pero el CEM a pesar de que aumentd con respecto a los 7 dias, no llegd
a alcanzar los niveles normales (Fig. 1-2).

Los valores obtenidos indican que la irradiacidn produce un retardo en
las variaciones metabdlicas que normalmente se cumplen en el epitelio en cica-
trizacién de heridas, dado que en las heridas irradiadas el cuadro enzimdtico
de los 14 dias fue similar al observado a los 7 dias en las heridad sin irra-
diar. Lste retardo puede haber sido causado en parte por dafio en la nutricidn
epitelial, ya que ha sido demostrado en el mismo modelo experimental una menor
cantidad inicial de vasos en las heridas irradiadas que luego va compensindose
a medida que transcurre el proceso de cicatrizacién (5).

Estos datos nos han inducido a estudiar el comportamiento epitelial du-
rante tiempos mis prolongados de cicatrizacién, a fin de observar si la dosis
utilizada modifica solamente el ritmo de los procesos o bien si &stos sufren mo-
dificaciones tardias que impiden la completa reparacidn.
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F. 4. Localizacién ultraestructural de la fosfatasa &cida en epidermis normal
e irradiada. |

B.M. de Rey, M.E. Itoiz, A.C.C. Frasch y R.L. Cabrini.

Clésicamente, la fosfatasa &cida, asi como otras enzimas hidroliticas han
sido localizadas en la epidermis y descriptas como enzimas lisosomales (1, 2).
Sin embargo su localizacidn estd alin en discusidén. Itoiz et al. (3) han descrip-
to que la fosfatasa acida en la epidermis irradiada muestra un marcado incremen-
to en la capa granulosa. Este modelo ya analizado con microscopia &ptica fue uti-
lizado para el estudio a nivel ultraestructural de epidermis normal e irradiada.

En la epidermis normal la mayor concentracién de actividad eszimitica fue
hallada a nivel de la capa granulosa; la zona espinosa mids profunda no presenta-
ba reaccidn, pero en la zona superficial de esta capa fue observado un fino pre-
cipitado intracitoplasmético. , .

En la capa granulosa el producto de la reaccidén fue encontrado en grandes
cantidades en el citoplasma. En la zona de transicidén hacia el sector queratini-
zado fue observado un frente de reaccidén extracelular que en algunas zonas mostra
ba una estriacidén similar a la de los queratinosomas. Una reaccién importante fue
hallada en los espacios extracelulares de la capa cérnea asi como también zonas
reactivas intracelulares que fueron interpretadas como invaginaciones de la mem-
brana de las c@&lulas cérneas (4).

Si bien la reaccidén enzimftica fue similar en epidermis normal e irradia-
da, hubo un marcado incremento en esta iltima. Los precipitados de la capa gra-
nulosa eran mucho mds abundantes que en los controles. Lo mismo fue observado
en las capas granulosa y cbrnea. No fueron encontrados lisosomas en la capa ba-
sal del epitelio irradiado. Por otro lado, fueroh observadas claramente las va-
cuolas lipidicas perinucleares radioinducidas, ya descriptas previamente (4).

Aunque es posible observar algunos lisosomas en las capas espinosa y gra-
nulosa del epitelio, su escaso nfimero no justifica la marcada actividad de la
fosfatasa &cida encontrada en estas capas. Los lisosomas participan en la des-
truccidén de las membranas intracelulares a medida que se avanza en la diferencia
cidn celular hacia la cé&lula queratinizada. Aunque este proceso comienza en los
estratos inferiores, es mis evidente hacia las capas mds superficiales de la piel,
lo que coincide con la zona de gran incremento en la actividad de fosfatasas dci-
das. Presumiblemente esta enzima participa en los mecanismos de digestidn intra-
celular (5). Los numerosos queratinosomas encontrados en las capas subcérneas
han sido considerados como un tipo especial de lisosoma y relacionados con el pro-
ceso de queratinizacién. Numerosas estructuras estriadas reaccionantes han sido
encontradas en nuestro material.

La actividad de fosfatasa &cida ha sido relacionada también con actividad
fagocitica.

En nuestro modelo experimental la irradiacién origina un aumento en la que
ratinizacién, ligado a un incremento en la actividad enzimitica. Incrementos si-
milares han sido descriptos en cé€lulas que aumentan su catabolismo o sufren una
regresidn. Se puede inferir que bajo estas condiciones experimentales la respues
ta epitelial a la radiacidén es una hiperqueratosis coincidente con una aceleracidn
de los mecanismos de destruccidn celular.
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F. 5. Alteraciones cuantitativas de proteinas y &cidos nucleicos en la acanto-

sis reaccional de la epidermis irradiada.

C.J. Conti, I.B. Giménez y R.L. Cabrini.

El incremento en el espesor epitelial ha sido descripto como uno de los
fendmenos més sobresalientes en la piel sometida a irradiacidén aguda. Este in-
cremento que depende de la dosis y el tiempo post-irradiacién, ha sido atribui-
do al edema y degeneracidén hidrdpica del tejido epidérmico.

El propdsito del presente trabajo fue determinar modificaciones cuantita-
tivas de proteinas y &cidos nucléicos, con el fin de evaluar la posibilidad de
obtener patrones de referencia en el estudio cuantitativo de enzimes para dife-
renciar modificaciones reales de aquellas producidas por dilucién durante la de
generacidén hidrdpica. : -

Areas de dos centimetros del tercio medio de la cola de ratas de 4 a 5
dias fueron expuestas localmente a irradiacién X de 250 kV.

Para la determinacidén de proteinas y &dcidos nucleicos fueron utilizadas
las técnicas de Amarillo Naftol S y Gallocianina cromo-Alumbre, respectivamen-
te. Para la determinacién de ADN fue empleada la técnica de Feulgen usando un
tiempo de hidrolisis predeterminado de 35 minutos a 28° en ClH 5N. Las deter-
minaciones fueron llevadas a cabo mediante un microespectrofotdmetro Cytoscan
Zeiss, barriendo los epitelios desde la capa basal hasta la superficie en cada
seccidn. A fin de evitar variaciones, ya sea en el espesor de los cortes o en
las reacciones histoquimicas, el &rea irradiada y el &rea de control de cada
caso fueron medidos en el mismo corte, siendo utilizado el cociente entre los
dos valores.

La cantidad de proteinas y &cidos nucleicos totales en las epidermis i-
rradiadas con 8 Krads se incrementd concomitantemente con la acantosis reaccio-
nal. Sin embargo la concentracidn de esas sustancias decrecid desde el tercer
dia post-irradiacidn (Figs. 1-2); la epidermis irradiada con 4 Krads tuvo un
comportamiento similar.

En la epidermis irradiada con 8 Krads la concentracidén de ADN decrecid
a partir del 2° dia, llegando a un minimo el dia 4° y permaneciendo en ese va-

lor hasta el dia 6° (Fig. 3). La disminucidn en la concentracién de ADN fue
menos evidente para la epidermis irradiada con 4 Krads. En lo referente a la
cantidad total de ADN, el comportamiento fue diferente para 4 y 8 Krads (Fig. 4).

Las correlaciones y significaciones estadisticas para los distintos pa-
rémetros de este estudio son dadas en la Tabla siguiente.

Proteinas Acidos nucleicos ADN
Concentra- Conte- Concentra- Conte- Concentra- Conte-
cidn nido Espe- cidn nido Espe- cidn nido  Espe-
total sor total sor total sor
Tiempo
post- r=-0,61 r=0,41 r=0,68 r= -0,80 r=0,44 r=0,71 r= -0,79 r= -0,63 r=0,75
irrad. . 5,05 p 0,05 p 0,01 p 0,01 p 0,05 p 0,01 p 0,014 p 0,01 p 0,01
Espe- r=-0,57 r=0,83 r= -0,69 r=0,85 r= -0,73 r= -0,31
sor

p 0,05 p 0,01 p 0,01 p 0,01 p 0,01 p 0,05
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Estudios histolégicos, histométricos y ultraestructurales (1-3) de la
piel irradiada han mostrado que la acantosis reaccional es debida a un incre-
mento en el volumen celular, probablemente originado en una imbibicidn acuosa.
Esta, a su vez, se deberia a un incremento en la permeabilidad vascular, ya que
proteinas plasmdticas fueron detectadas en la epidermis (4). Sin embargo, es-
tudios realizados en piel irradiada con 28.000 rep no han mostrado un conside-
rable incremento de agua (5); incluso para dosis de 3.000 rads fue observada
una disminucién de la misma. Tambidn para las mismas dosis ha sido publicada
una disminucidén de hasta un 45% en las concentraciones de DNA y RNA, mientras
que en nitrdgeno proteico total no evidencid cambios importantes (6).

Nuestros datos han ilustrado el problema desde un punto de vista histo-
quimico. La cuantificacidén de las reacciones ha sido realizada mediante un
sistema de barrido unidireccional, sistema este que ha sido empleado exitosa-
mente en nuestro laboratorio para la cuantitacidén de la actividad enzimitica.

Para dosis de 4 y 8 rads fue obtenida una disminucidn en la concentra-
cibn de proteinas y &cidos nucleicos, lo que fue estimado como una légica con-
cecuencia de la imbibicidn acuosa. Sin embargo la cantidad total de estas sus-
tancias manifiesta un incremento considerable. Considerando que el incremento
del espesor epitelial es producido por un incremento del volumen celular, sin
alteraciones significativas en el nfimero de células (1, 3), una interpretacidn
tentativa de nuestros resultados apunta hacia una gigantizacidén de la célula
epidérmica, causada no sdlo por una imbibicidn auosa sino por un real incremen-
to del protoplasma celular.

La respuesta del ADN fue diferente en las dos dosis empleadas: el ADN
total incrementd en la epidermis irradiada con 4 Krads, pero disminuyd con 8
Krads. Este fendémeno requeriria una elaborada interpretacidn, ya que el con-
tenido en ADN en un dado volumen celular estd determinado por el nfimero y ac-
tividad de los nficleos, por los nficleos en proceso de degeneracidn, etc.

La técnica utilizada en este trabajo para el estudio de protelnas y
dcidos nucleicos es, en nuestra opinién, un adecuado instrumento para evaluar
respuestas celulares citoplasmiticas.

1.- Jadassohn, W.E., Bujard, R., Paillard, R., Wenger, P. y Gaudins,P.,
Acta Radiol. (Stockh), 34:469, 1950.

2.- Rey, B.M. de y Klein-Szanto, A.J.P., Strahlentherapie, 143:699, 1972.

3.- Rey, B.M. de y Cabrini, R.L., J. Investig. Derm., 60:137, 1973.

4, - Song, Ch.W., Anderson, R.S. y Tabachnick, J., Radiat. Res., 27:60u4,
1966.

5.- Lushbaugh, C.C. y Hale, D.B., Cancer, 6:683, 1953,

6.- Tabachnick, J. y Weiss, Ch., Radiat. Res., 11:634, 1959.
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F. 6. Respuesta del DNA de la epidermis irradiada a distintas dosis de rayos X.

C.J. Conti, I.B, Giménez y R.L. Cabrini.

Uno de los principales efectos de las radiaciones ionizantes sobre los
tejidos en proliferacidén es la disminucidn o pérdida de la capacidad reproduc-
tiva (1). Este efecto, que fue originalmente atribuido a la inhibicién de la
sintesis de DNA, parece ser producido por una serie de factores, siendo proba-
blemente el bloqueo mitdtico el mé&s importante (1).

La microespectrofotometria del DNA en nficieos individuales, a pesar de
ser un método adecuado para estudiar estos fenémenos, no ha sido empleado tan
frecuentemente para este fin, siendo ademds, la mayoria de los trabajos publi-
cados, estudios en tejidos neoplésicos irradiados (2,3).

En un trabajo previo habiamos encontrado que el contenido de DNA en la
epidermia irradiada varia de acuerdo con la dosis empleada (4). El1 propdsito
del presente, fue determinar los patrones de DNA en nficleos individuales de e-
pidermis irradiada,con el fin de ampliar la informacidn sobre metabolismo del
DNA en células no neopldsicas irradiadas.

Con tal propdsito fue usado el tercio medio de la cola de ratas de 4-5
5 dias, irradiadas con rayos X de 230 kV; el tercio proximal debidamente pro-
tegido sirvid como control. Después de dos horas de fijacidn en Carnoy, el ma-
terial irradiado con su respectivo control fueron procesados juntos, siguiendo
las técnicas comunes de inclusidn en parafina. Para la determinacién del con-
tenido de DNA fue utilizada la reaccién de Feulgen, empleando un tiempo de hi-
dr6lisis predeterminado de 35 minutos a 20° C en ClH 5N. Las determinaciones
microespectrofotométricas fueron llevadas a cabo con un microespectrofotdmetro
Cytoscan Zeiss. Los datos obtenidos expresados en unidades arbitrarias fueron
graficados en histogramas de frecuencia. )

La epidermis irradiada con 2 Krads mostrd un incremento del contenido en
DNA de alguna de sus células. Este efecto pudo ser visto claramente en el 4°
dia, pero en el 7°dia post-irradiacidén la distribucién del ADN parecid retornar
a los valores normales (Fig. 1).

La alteracidn de los patrones de DNA en los especimenes irradiados con
4 Krads fueron mids espectaculares; en este caso un segundo valor modal (aproxi-
madamente 4n) fue encontrado a partir del u4° dia; en el 9° dia el pico diploi-
de fue menor que el nuevo valor modal (Fig. 2).

Hasta el 3° dia los patrones para 8 Krads recuerdan a los de 4 Rads, pe-
ro posteriormente un importante niimero de células incrementd su cantidad de ADN
desplazando el histograma hacia la derecha y desdibujando los picos modales (Fig.
3).

Varios autores han encontrado diferencias en el comportamiento del DNA
nuclear en tejidos de mamiferos. Caspersson en 1958 estudiando el tumos de Ehr-
lich irradiado con rayos X, encontrd un considerable incremento de células que
poselan 4c valores de DNA (2). Esos resultados pudieron ser considerados con-
sistentes con la hipdtesis del bloque premitdtico. Sin embargo, después de los
trabajos de Caspersson, otros estudios arrojaron resultados diferentes. En tu-
mores uterinos y en lineas de cultivo de tejidos, la mayoria de las cdlulas i-
rradiadas mostraron valores de DNA mayores que el rango 2c, con un importante
nimero de células, que excedia valores de Yc y aun de 8c (probablemente célu-
las gigantes) (3-5). Por otra parte, un incremento del niimero de células en el
rango diploide-tetraploide fue la principal alteracidn encontrada en cultivos
primarios y cé&lulas de la médula dsea (6).

En el presente trabajo hemos podido reproducir en un tejido normal los



-113-

diferentes patrones de DNA descriptos en la bibliografia, modificanto la dosis
de irradiacidn.

Los efectos de las radiaciones sobre la reproduccién celular son bien co-
nocidos: retardo del movimiento de las cé&lulas a través del ciclo celular (espe-
cialmente fase S), inhibicidn mitdtica, formacién de células gigantes, etc.) (1).
Siendo relativamente ficil correlacionar estos efectos con las curvas de distri-
bucién del DNA para las distintas condiciones de irradiacidn, una interpretaidn
tentativa de nuestros resultados sugiere que diferentes niveles de radiosensibi-
lidad para esos parametros causaria patrones de DNA caracteristicos para las di-
ferentes dosis estudiadas. :

1.- Trowull, O0.A., En "Cells and tissues in culture". Ed. E.N. Willmer, vol.
2, cap. 2. Academic Press, 1966.

2.- Caspersson, T., Klein, E. y Ringerts, N.R., Cancer Res., 18:857, 1958.

3.- Richards, B.M. y Atkin, N.B., Brit. J. Cancer, 13:788, 1959.

4, - Conti, C.J., Giménez, I.B. y Cabrini, R.L., Strahlentherapie, 151:236,

5.~ ::2:2, A.H.W. y Paul, J., Int. J. Rad. Biol., 3:431, 1961.

6.~ Uyeki, E.M., Leuchtenberger, C. y Salerno, P.R., Exp. Cell Res., 17:405,

1959.
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diferentes patrones de DNA descriptos en la bibliografia, modificanto la dosis
de irradiacidn.

Los efectos de las radiaciones sobre la reproduccién celular son bien co-
nocidos: retardo del movimiento de las c&lulas a través del ciclo celular (espe-
cialmente fase S), inhibicidn mitdtica, formacién de células gigantes, etc.) (1)
Siendo relativamente fdcil correlacionar estos efectos con las curvas de distri-
bucidén del DNA para las distintas condiciones de irradiacidn, una interpretaidn
tentativa de nuestros resultados sugiere que diferentes niveles de radiosensibi-
lidad para esos parametros causaria patrones de DNA caracteristicos para las di-
ferentes dosis estudiadas. :

1.- Trowull, O.A., En "Cells and tissues in culture". Ed. E.N. Willmer, vol.
2, cap. 2. Academic Press, 1966.

2,- Caspersson, T., Klein, E. y Ringerts, N.R., Cancer Res., 18:857, 1958,

3.- Richards, B.M. y Atkin, N.B., Brit. J. Cancer, 13:788, 1959,

u,- Conti, C.J., Giménez, I.B. y Cabrini, R.L., Strahlentherapie, 151:236,

5.- ;gzg; A H.W. y Paul, J.; Int. J. Rad. Biol., 3:431, 1961.

6.~ Uyeki, E.M., Leuchtenberger, C. y Salerno, P.R., Exp. Cell Res., 17:405,

1859,
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F. 7. Estudio morfométrico de los cambios volumétricos en los gueratinocitos

irradiados.

A.J.P. Klein-Szanto, B.M. de Rey y R.L. Cabrini.

Con el fin de aclarar el mecanismo acantogénico de las radiaciones io-
nizantes y al mismo tiempo proveer datos basales cuantitativos que permitan el
posterior andlisis morfométrico a nivel ultraestructural, fue realizado un es-
tudio morfométrico a nivel de microscopia dptica que nos permitid obtener la
densidad numérica (N_) de los queratinocitos (nfimero de células por unidad de
volumen) por mm3 de estrato epidérmico. Ademds de este pardmetro, fue deter-
minado el volumen relativo que ocupan los estratos en la epidermis (Vy) y lue-
go, realizando un simple c&lculo se pudo obtener el volumen individual absolu-
to de las c&lulas epidérmicas. Esto fue realizado utilizando técnicas de este-
reologia citoldgica (1) que ya fueron ampliamente utilizadas en la evaluacidn
cuantitativa de una serie de epitelios malpighianos (2).

La irradiacidn con 16 Krads de rayos X de 230 Kv fue realizada en las co-
las de ratas Wistar de 4 dias de edad, estudiando la epidermis a las 24, 48,72
y 96 horas post-irradiacidn. El conteo estereoldgico fue llevado a cabo en
cortes de Epon de 2 micrones de espesor, previamente coloreados con PAS y azul
de toluidina. El N de los estratos basal y espinoso disminuyeron durante el
periodo estudiado (Tabla 1), lo que correspondid con un gradual aumento en el
volumen absoluto de las células (Figura 1 ). En el estrato basal las células
llegaron a un volumen miximo de aproximadamente 3 veces el valor control a las
96 horas después de la irradiacidn. Las células espinosas mostraron modifica-
ciones volumétricas del mismo orden de magnitud en funcién del tiempo post-i:
rradiacidén transcurrido.

Un andlisis de variancia en el que fueron comparados los animales con-
troles y los experimentales, demostrd que la radiacién modifica significativa-
mente el volumen celular. Otro andlisis de este mismo tipo, en donde fueron
contrastados los grupos de animales irradiados’ solamente, reveld que el volu-
men celular varia significativamente en funcidn del tiempo post-irradiacidn.
El V, del estrato basal disminuyd en un 20% durante los primeros 4 dias des-
pués de la irradiacibén, mientras que el V, del estrato espinoso aumentd alre-
dedor de un 40% (Tabla 2).

Los cambios volumétricos encontrados en las células epidérmicas habian
sido anteriormente descriptos como ocasionados por una imbibicidn acuosa a ni-
vel celular (3). Estudios recientes en los cuales fueron determinadas cuanti-
tativamente ciertas enzimas, proteinas, &cidos nucleicos y grupos sulfidrilos
(4), como asimismo estudios estereoldgicos a nivel ultraestructural (5), demos
traron que las cé&lulas irradiadas, a pesar de haber sufrido un dafio letal o
sub-letal, son capaces de sintetizar nuevos componentes que pasan a incremen-
tar el volumen absoluto de los elementos celulares y contribuyen juntamente
con la imbibicidn acuosa a la produccién de una célula hipertrdfica que en
ciertas condiciones de irradiacidn es capaz de intervenir exitosamente en un
proceso de reparacidn.
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Weibel, E.R. y Bolender, R.P., "Stereological techniques for electron
microscopic morphometry." In "Principles and techniques of electron
microscopy." Vol, 3, Ed. Hayat, M,E., pp. 237-296. Van Nostrand
Reinhold Co., New York, 1973.

Klein-Szanto, A.J.P., Banoczy, J. y Schroeder, H.E., Pathologia Europea,
11:189, 1976.

Rey, B.M. de y Klein-Szanto, A.J.P., Strahlentherapie, 143:699, 1972.

Klein-Szanto, A.J.P. y Cabrini, R.L., Int. J. Radiat. Biol., 18:235,
1970. "“

Rey, B.M. de, Klein-Szanto, A.J.P., Cabrini, R.L., El presente Infor-
me Bianual, F.8, :

TABLA 1

NGmero de células epidérmicas por 1 mm° de volumen epidérmico (N_)

Estrato basal Estrato espinoso

3 3 3 3
Control 2.549 x 10° *+ 1.172 x 10° 560 x 10° + 187 x 10
1 dia post-irrad.  1.586 x 10° *+ 656 x 10° 428 x 105 * 57 x 103
2 dias post-irrad. 503 x 103 + 161 x 103 252 x 10% + 10 x 103
3 dias post-irrad. 620 x 10 + 351 x 105 225 x 103 + 19 x 103
4 dias post-irrad. 374 x 103 ¢ 195 x 103 182 x 108 + 30 x 103

TABLA 2

Densidad de volumen de los estratos epidérmicos, expresados en mm® de

estrato epidérmico por 1 cm® de epidermis

Estrato basal ** Estrato espinoso ##
Control 204 + 53 (n = 20) 581 + 72 (n = 20)
1 dia post-irrad. 165 + 27 (n = 5) 642 + 34 (n = 5)
2 dias post-irrad. 171 + 28 (n = 5) 751 + 46 (n = 5)
3 dias post-irrad. 158 + 32 (n = 5) 735 + 53  (n = 5)
4 dias post-irrad. 168 + L (n =5) 746 + 66 (n = 5)
Razdn F### 4,05 23,52
F.99 (35) 3,91 3,91

*%

Kk

Media desvio estandar (n = niimero de animales)

Andlisis de variancia de los grupos controles e irradiados
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F . 8 Estereologia de la epidermis irradiada

B.M. de Rey, A.J.P. Klein-Szanto y R.L. Cabrini.

En trabajos anteriores hemos descripto las alteraciones morfoldgicas ul-
traestructurales de epitelios malpighianos sometidos a altas dosis de radiacidn
(1,2). Sin embargo estos estudios morfoldgicos - si bien son indispensables -
deben ser complementados con un afialisis cuantitativo que ofrezca resultados ob-
jetivos y reproducibles y que posibiliten las comparaciones estadisticas de los
mismos.

El propésito de este trabajo es analizar la respuesta epitelial a la ra-
diacidn por medio de métodos estereoldgicos que permitan delinear la secuencia
de sucesos que, a nivel subcelular, caracterizan la reaccién de una poblacidn
celular heterogénea en distintas etapas de diferenciacidn.

La porcidn distal de la cola de ratas Wistar, de 5 dias de edad, fue
irradiada seglin la descripcién hecha en un trabajo previo(1). El muestreo del
material fue realizado de acuerdo con las especificaciones detalladas por
Klein-Szanto et al. (3). Las medidas para evaluar los pardmetros estereoldgi-
cos fueron realizadas sobre una grilla coherente multipropdsito de 567 puntos,
que cubria 45 p? de tejido. Los métodos usados fueron: conteo de puntos e in-
tersecciones de lineas y de nfimero de organelas, segilin las especificaciones de
Weibel et al. (4). Todos los datos fueron sometidos al "test" de andlisis de
varianza.

Los resultados del andlisis morfom@trico aparecen resumidos en las figu-
ras 1 a 7. Los parametros estdn expresados por unidad de volumen de tejido epi-
telial y por unidad celular espinosa o basal.

Del andlisis de la informacidén asi obtenida surge la posibilidad de con
siderar el procesos post-irradiacidn como una reaccidn a la injuria a nivel ti-
sular y a nivel celular. En el primer caso los datos expresados por unidad de
volumen epitelial nos informan sobre un proceso en el cual, luego de transcurri
das 48 y 72 horas desde la irradiacién, predomina un estado de dilucidn de los
componentes tisulares, resultando asi que 1 cm3 de epitelio irradiado tiene cua-
tro veces menos células basales y dos veces y media menos células espinosas que
los respectivos controles no irradiados (5). Ademds, en ese volumen hay menos
mitocondrias, menos volumen nuclear, menos membranas nucleares y plasmiticas
que en igual volumen de tejido no irradiado. Por el contrario, el volumen de
los filamentos citoplasméticos sufre un considerable incremento.

Cuando los datos son expresados por célula, el proceso muestra un desa-
rrollo distinto. Si bien las c&lulas de ambos estratos han aumentado gradual~
mente de volumen absoluto (5), también se ha incrementado el volumen que ocu-
pan las distintas entidades contenidas en ellas. Podemos entonces delinear las
caracteristicas de una célula irradiada como una célula hipertréfica cuyos nfi-
cleos son hasta seis veces mds grandes, con membranas nucleares que acompafian
el crecimiento nuclear y que en algunas condiciones experimentales lo superan,
explicando las imdgenes de invaginacidén nuclear post-irradiacién (1, 2). Esta
célula llega a duplicar el nfimero de sus mitocondrias, cuyo volumen absoluto
también aumenta significativamente y a cuadruplicar el volumen de tonofilamen-
tos.

Las células irradiadas han sido tradicionalmente consideradas como ele-
mentos con distinto grado de alteracidn, sin embargo, a la luz de estos resul-
tados podriamos mds bien interpretarlas como una unidad funcional adaptada a
nuevas condiciones fisioldgicas y en la cual los mecanismos homeostidticos ope-
ran efectivamente para restituir un estado de equilibrio estable que, de tener
éxito, resultard en la recuperacidén del tejido. E1 fracaso de los mecanismos
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adaptativos llevard al sistema a un punto de no retorno que conduciré indefec-
tiblemente a la muerte celular, La declinacién obtenida en algunos pardmetros
entre las 48 y las 72 horas, podria indicar la entrada de la célula en una fa-
se degenerativa que conducird a la necrosis del tejido. ’

1.~ Rey, B.M, de y Cabrini, R.L., J. Invest, Dermatol., 60:173, 1973.
2,- Rey, B.M, de y Cabrini, R.L., J. Submicr. Cytol., 5:157, 1973.
3.~ Klein-Szanto, A.J.P., Banoczy, J. y Schroeder, H.R., Pathol. Europ.,

11:189, 1976.

4,- Weibel, E.R. y Bolender, R.P., "Stereologic techniques for electron micros-
copic morphometry". In "Principles and techniques of electron microscopy".
Vol, 3. Ed, Hayat, M.E., p. 237. Van Nostrand Reinhold Co. New York,
1973,

5.~ Klein-Szanto, A.J.P., Rey, B.M. de y Cabrini, R.L., El presente informe
Bianual, F. 7.
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Figura 3.~ Cambios inducidos en los nficleos de las células epidérmicas
entre 0 y 72 horas post-irradiacidn con rayos X.

3.1 FEn la densidad de volumen de los niicleos (anu)'

3.2 En el volumen absoluto de los nficleos (vnu)'
3.3 En la densidad de superficie de la membrana nuclear (Svnu)'

3.4 En la superficie de las membranas nuclares por célula (Snm)'

B: estrato basal A: estrato espinoso.
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Figura 4.- Cambios en los pardmetros mitocondriales inducidos por 16
Krads de rayos X.

4.1 En la densidad de volumen de las mitocondrias (vai)’
4,2 En el volumen de la fraccidén mitocondrial de las células

4.3 En el nlimero de mitocondiras por cc de estrato (Nvmic)'

4.4 En el niimero de mitocondrias por célula (Nmic)'

B: estrato basal A: estrato espinoso
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F. 9. Efectos de la irradiacidn local (cabeza y molares) en ratas sometidas a

movimientos ortoddncicos.

A.M, Ubios, A.C.C, Frasch, R. Ldpez Otero y R.L. Cabrini.

La reabsorcidn del hueso constituye uno de los problemas bioldgicos més
interesantes. Un método para provocar reabsorcidn dsea por medios puramente me-
cdnicos es la aplicacidn de una fuerza ortoddéncica, la que al ser aplicada so-
bre un diente produce la reabsorcién de la superficie dsea alveolar, especial-
mente en las zonas de presidn.

En trabajos anteriores hemos demostrado que una vez aplicada la fuerza,
comienza un ripido y progresivo incremento de las superficies &seas en reabsor-
cibn, en tanto que los osteoclastos aumentan en niimero luego de un intervalo de
varias horas (1).

En animales sometidos a irradiacidn total (900 r.) hemos encontrado un
progresivo aumento de la superficie de reabsorcidn y del nfimero de osteoclastos,
siempre siguiendo la cronologia observada en animales no irradiados (2).

El objeto de este trabajo es comprobar los efectos que provoca la irra-
diacidén local sobre la reabsorcién 6sea, en las condiciones antes mencionadas.
Para ello hemos utilizado ratas Wistar de 200 gr de peso, segfin las siguientes
condiciones:

Irradiacidn de la cabeza dosis 1.200 rads
" de un molar " 6,000 "
" "nn " 1" 20.000 "
1" "nn 1" " L“O.OOO "

La mitad de los animales irradiados fue sometido, 48 horas despuds, a la
accidén de una fuerza ortodéncica durante 48 horas. A otro grupo de animales no
sometidos a irradiacidn les fue colocado el aparato ortoddncico y fueron sacri-
ficados 48 horas después. Por {iltimo, utilizamos un grupo de animales no some-
tidos a condicidn experimental alguna.

Los resultados fueron obtenidos mediante métodos histoldgicos e histomé-
tricos (3).

La irradiacién local en la cabeza y en los molares con 3.000 y 6.000 rads,
no produjo cambios significativos al ser comparados con los animales sometidos a
irradiacién total. En cambio,al aumentar la dosis de radiacién a 20.000 rads,
fueron apreciados, tanto en el porcentaje de reabsorcidn como en el nfimero de
osteoclastos, incrementos similares a los obtenidos con dosis totales de 900
rads, especialmente en el caso en que los animales fueron sometidos también a
la fuerza ortoddncica (Figs. 1 y 2). En animales sometidos a 40.000 rads de
irradiacién X en el molar y a fuerza ortoddncica, aparecid un porcentaje menor
de reabsorcidn (54,12%), en tanto que el niimero de osteoclastos se elevd al 30%.

Estos datos nos permitirian pensar que la irradiacidn no afecta los meca-
nismos que desencadenan los procesos de reabsorcidén por la aplicacidn de una fuer-
Zza ortoddncica,

Es evidente que las dosis empleadas en la irradiacidn total son mucho més
efectivas que las empleadas localmente para provocar cambios semejantes. Este
hecho resulta razonable ya que en la irradiacidén total intervienen factores gene-
rales que influirian sobre la respuesta. En cuanto a las células que intervienen
en este proceso, los osteoclastos, hemos comprobado una vez mds que siguen en com-
portamiento observado en animales no irradiados. Es decir, que sin negar una
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intervencidén en el proceso de reabsorcidn, es eyidente que éste no es iniciado
por loe osteoclastos, como lo demuestra el hecho de su retrasado incremento res
pecto a la reabsorcidén, Por otra parte, es claro que la irradiacidn no 1mp1de
la formacidén de los osteoclastos, con ninguna de las dosis empleadas por noso-
tros, especialmente cuando provocamos su formacidn por la aplicacibén de la fuer-
za ortoddéncica. Este hecho confirma nuestros hallazgos en el setido de la for-
macidn de los osteoclastos. En efecto, hemos comprobado en un trabajo previo
que no se forman por la divisidn mitética de sus nficleos, ya que no sintetizan
DNA. Este hecho indica que la radiacidn ha actuado sobre un proceso de forma-
cién celular en el que no participa la divisién mitética.

El gran incremento del nlimero de osteoclastos en los animales sometidos
a dosis de 40.000 rads en el molar y sometidos a fuerza ortodéncica, podria de-

berse a una mayor necesidad en el proceso de eliminacidn de detritus.

1,- Lépez Otero, R., Parodi, R.J., Carranza (Jr.), F.A. y Cabrini, R.L.,
J. Period. Res., 8:327, 1973.

2.- Parodi, R.J., Ubios, A. M., Mayo, J. y Cabrini, R.L., J. Oral Path.,
2 1, 1973.

3.- Ubios, M.A. y Cabrini, R.L., J. Dent. Res. Suppl. N° 5, 50:1160, 1972,
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F. 10. An&lisis morfométrico comparativo de la semimucosa del labio y de lia
piel

H.E. Lanfranchi y B.M. de Rey.

El epitelio oral posee caracteristicas particulares de acuerdo con su
ubicacidn en la cavidad bucal.

La semimucosa, por ser un epitelio situado entre la piel y la mucosa
presenta caracteristicas morfoldgicas particulares que la diferencian de dichos
epitelios.

Varios autores (1, 2, 3) han utilizado diversos métodos morfométricos para
caracterizar la mucosa oral en distintas zonas, pero carecemos de datos cuanti-
tativos sobre el epitelio de la semimucosa del labio.

La aplicacidnde técnicas esteroldgicas en diversos epitelios nos permi-
tid el conocimiento de sus estructuras morfoldgicas y la descripcidn cuantita-
tiva de los mismos. Es de nuestro interés la caracterizacidén del epitelio de
la semimucosa del labio por tratarse de un epitelio de transicibn entre la piel
y la mucosa. Es por ello que hemos realizado la comparacidn de tres especies
distintas de mamiferos, en donde las caracteristicas morfoldgicas de dicho te-
jido son ostensiblemente diferentes, con el fin de relacionar los distintos es-
tratos que conforman dichos epitelios y compararlos con sus hombélogos de la
piel.

A tales fines fueron utilizados 10 labios de vacas y ratas Wistar de
250 gramos de peso y 10 labios humanos.

Todas las muestras fueron fijadas en formol al 20% e incluidas en para-
fina, cortadas con un espesor de 7 u aproximadamente y coloreadas con Hematoxi-
lina-Eosina.

La utilizacidn de los principios estereoldgicos nos proporcionan una ra-
pida evaluacidn de los volimenes relativos de las estructuras estudiadas en los
cortes histolégicos. La densidad de volumen (V,) puede ser estimada mediante
el conteo de los puntos proyectados sobre los diversos estratos, con relacidn
a los puntos totales del sistema utilizado por Weibel (4).

Los valores dados por la V, (densidad de volumen), fueron obtenidos a
partir de la fraccibén de puntos proyectada sobre los estratos epiteliales.
En esta forma fueron obtenidas las densidades de volumen de cada uno de los es-
tratos epiteliales.

Conociendo el volumen de la grilla utilizada y la densidad de volumen de
los estratos epiteliales, es factible establecer su relacidn para obtener el vo-
lumen relativo de cada una de ellas.

El volumen epitelial relativo puede ser relacionado con los parametros
fijos del sistema utilizado para obtener el espesor de dicho epitelio y de cada
una de las capas que lo componen.

Los datos obtenidos (que figuran en la Table 1), muestran los volimenes
relativos de los estratos epiteliales en semimucosa y piel de las especies es-
tudiadas y en ella podemos apreciar que los estratos de los epitelios de la va-
ca presentan valores mayores que en el hombre y que en la rata.

La Tabla 2 expresa las alturas de las distintas capas epiteliales en la
piel y en la semimucosa de las tres especies estudiadas y es dable observar que
la semimucosa de la vaca mide mds de 1 mm de espesor, la del hombre 150 u y la
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de la rata 100 u

La Tabla 3 nos muestra el porcentaje de los distintos estratos epitelia-
les, manteniendo la semimucosa una relacidn similar en las tres especies estu-
diadas.

El interés principal de nuestro estudio fue evaluar los vollimenes rela-
tivos de los distintos estratos epiteliales. Mediante el método de conteo de
puntos fue posible caracterizar los epitelios en estudio, ya sea en lo que res
pecta a sus vollmenes como a sus espesores asi como al volumen relativo de ca-
da uno de los estratos.

El andlisis de los resultados obtenidos mostrd que el volumen y el espe-
sor de la semimucosa duplica los valores encontrados en la piel. Este incremen-
to tiene lugar a expensas del estrato espinoso, lo que indicaria una especiali-
zacidn funcional que caracteriza a un epitelio intermedio entre la mucosa y la
piel.

Los datos de nuestro estudio muestran que a pesar de que los volfimenes
epiteliales de la semimucosa de cada una de las especies estudiadas son signi-
ficativamente diferentes entre si, la relacidn porcentual de las capas consti-
tuyentes de dichos epitelios se mantiene constante, lo que indicaria la accién
de mecanismos que actuarian como reguladores de la relacidén de volfimenes entre
los estratos epiteliales,

1.- Amakiri, S.F., Brit. Vet. J., 129:227, 1973,
2,- Hashimoto, K., Arch. Oral Biol., 16:397, 1971.
3.~ Meyer, M. y Schroedes, H.E., Cell Tiss. Res., 158:177, 1975.

4.-  Weibel, E.R., Kistler, G.S. y Scherle, W.F., J. Cell. Bil., 30:24, 1966.
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TABLA 1

Densidad de volumen ocupado por los estratos epiteliales e¢n semimucosa y piel

. * . q*
Estratos Par@metros Unidades Semimucosa Piel
Vacas Ratas Hombres Vacas Ratas Hombres
Cérnea - Vv mm 93%14  14%2 16+3 60£22 143 16tk
cm3
mm3
Granulosa Vv - 7+0 - 57+14 L+1 8+2
cm3
3
Espinosa Vv D0 527+6  44*11 9148 222447 14%5  30%9
em3
mm?
Basal Vv 3 54+7 T+2 11+3 47410 6+2 10+0
cm

* El andlisis de la varianza indicdé que las diferencias entre estratos
son estadisticamente significativas, con un p <99%.

TABLA 2

Altura de los estratos epiteliales en piel y semimucosa

. ) Semimucosa® Piel*
Estratos Parémetros Unidades—

Vacas Ratas Hombres Vacas Ratas Hombres

0,122 0,019 0,020 0,077 0,019 0,021

Codrnea Altura mm
0,018 +*0,002 0,003 0,028 +0,005 0,009
0,010 0,075 0,005 0,005

Granulosa Altura ™m '

+0,001 +0,019 0,000 0,001
0,687 0,066 0,121 0,289 0,019 0,039

Espinosa Altura mm
+0,098 +0,026 +0,005 +0,062 +0,004 10,011
0,071 0,010 0,039 0,061 0,008 0,013

Basal Altura mm

+0,009 #0,001 0,011 0,013 #0,001 +0,005

* E1 andlisis de la varianza indicd que las diferencias entre estratos
son estadisticamente significativas, con un p <99%
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TABLA 3

Relacidn porcentual entre estratos epiteliales

. ; ; Semimucosa® Piel*®
Estratos Pardmetros Unidades

Vacas Ratas Hombres Vacas Ratas Hombres

14 19 13 16 36 25

Cérnea %
+2 1 +1 +5 +8 +1
11 15 11 11

Granulosa %
+1 +2 +1 +1
78 59 78 58 37 u8

Espinosa %
+3 +10 +2 +5 +8 +2
8 11 9 11 16 16

Basal

+1 +1 +1 +2 +1 +4

El andlisis de la varianza indicé que las diferencias entre estratos no son
estadisticamente significativas, con un p <99%.

*% El andlisis de la varianza indicd que las diferencias entre estratos son
estadisticamente significativas, con un p <99%.
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F. 11. Datos morfométricos basales de la epidermis humana normal

A.J.P. Klein-Szanto¥*

Mediante la aplicacidn de técnicas estereoldgicas de microscopia electrd-
nica (1) fueron determinados los valores basales que caracterizan la composicidn
de la epidermis humana normal a nivel ultraestructural.

Los resultados, expresados en densidad de volumen (V) y densidad de su-
perficie (S,) de las organelas y componentes mds importantes de los queratinoci-
tos de la piel pueden ser grdficamente visualizados en las figuras que acompafian
el presente informe.

Los dos sitios que fueron elegidos para efectuar este andlisis no mostra-
ron diferencias significativas y fueron, en general, similares a los datos encon-
trados en otros epitelios malpighianos (1, 3). Los datos obtenidos sirven de re-
ferencia para estudios de epidermis en donde este tejido se encuentra alterado
en forma experimental o espontinea.

1.~ Weibel, E.R., Int. Rev, Cytol., 26:235, 1969.
2.- Meyer, M. y Schroeder, H.E., Cell Tiss. Res., 158:177, 1975,

3.- Klein-Szanto, A.J.P., Banoczy, J. y Schroeder, H.R., Pathol Europ.,
11:189, 1976. .

* Este trabajo fue realizado en parte en el Departamento de Biologia Estructu-
ral Oral de la Universidad de Zurich, Suiza.
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Gradientes de los parémetros estereoldgicos de las organelas y componentes
celulares mis importantes de los queratinocitos, en cuatro estratos de
la epidermis de la regidn de la cresta iliaca y de la regidn submamaria
(10 casos de personas del sexo femenino, de alrededor de 21 .afios de edad).
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F. 12. Estudio esterecldgico de los queratocitos claros y oscuros de la

epidermis humana

Aplicando técnicas estereolbgicas de morfometria a nivel ultraestructu-
ral, fue estudiada la composicidn submicroscdpica de las células epiteliales de
los estratos basal y espinoso de la epidermis humana normal (1). Esto premitid
la evaluacidn comparativa de los queratocitos oscuros y claros del estrato ba-
sal (2), con las células suprabasales del estrato espinoso.

Los resultados,resumidos en la figura adjunta y expresados en densidades
de volumen y densidades de superficie de los componentes celulares mis importan-
tes, indican que las c&lulas basales oscuras presentan valores intermedios entre
los obtenidos para las células basales claras y los de las c&lulas suprabasales.

Esto indicaria que los queratocitos basales oscuros son c&lulas ya dife-
renciadas a pesar de estar localizadas en la capa basal, en la cual pueden per-
manecer un lapso indefinido de tiempo, para luego ascender a la capa espinosa.

1.-  Weibel, E.R., Int. Rev. Cytol., 26:235, 1969,

2.~ Breathnach, A.S., An atlas of the ultraestructure of skin. J.A. Chur-
chill, London 1971, pag. 108.

* Este trabajo fue realizado en parte en el Departamento de Biologia Estructural
Oral de la Universidad de Zurich, Suiza.
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Fracciones de volumen ocupados por los distintos componentes celulares
en funcidén del volumen individual de cada tipo celular.

SC : célula suprabasal

ceC : célula basal clara

DC ; c&lula basal oscura

NK : clula no epitelial

N : nficleo

Fi : filamentos citoplasméticos

Fib : tonofilamentos

Mi : mitocondrias

RIB : ribosomas

ER : reticulo endopldsmico rugoso

MEL : melanosomas

CGS : matriz intracelular

SyNM : densidad de superficie de la membrana nuclear
SyPM : densidad de superficie de la membrana cito-

plasmética
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F . 13. Ultraestructura de la epidermis inyectada con Actinomicina D

B.M. de Rey y Cabrini, R,L.

Distintas alteraciones que involucran la organizacidn nuclear y citoplas-
midtica, asi como modificaciones marcadas en los mecanismos de queratinizaciédn
han sido descriptos en la epidermis irradiada con rayos X y B (1, 3).

Con el objeto de analizar las causas intimas de estos procesos fueron usa-
das drogas cuya accidn a nivel molecular es perfectamente conocida, para lo que
fueron inyectados 0,04 ml de Actinomicina D en forma subcutinea a ratas de 5
dias de edad, sacrificéndolas a las 40 horas post-inyeccibn.

El material procesado para microscopia electrénica con las técnicas de
rutina mostrd a nivel de la epidermis, células basales y espinosas con edema in-
tracelular y una leve acantosis. C&lulas claras alternaban con otra de mayor
densidad electrdénica. Numerosas c&lulas mostraban mitocondrias alteradas con
crestas modificadas. Eran muy conspicuos grupos de vacuolas lipidicas densas,
de ubicacidén perinuclear. Manojos de tonofilamentos rodeaban el nficleo. Los
nicleos mostraban un tamafio algo mayor y sus membranas aparecian intactas. No
fue observada lobulacidn ni fragmgntacién del material nuclear ¥ aparedieror

muy escasas inclagiones nucleares.

El rasgo mds llamativo de la accidn de la Actinomicina D es la altera-
cidn nucleolar observada en todas las capas epiteliales. La segregacidn de
los componentes del nucleolo es diferente seglin el estrato que sea analizado.
Imégenes de total segregacidn fueron observadas a nivel de la capa granulosa y
espinosa superior, mientras que en otras células de la misma zona los elemen-
tos granulares desaparecian y sblo permanecian regiones fibrilares.

El estudio a nivel ultraestructural de los efectos de la Actinomicina D
sobre la epidermis nos permitid caracterizar morfoldgicamente un proceso bien
conocido a nivel molecular. Esta droga inactiva los "templates" de DNA involu-
crados en la sintesis de precursos ribosomal (2).

A nivel ultraestructural esta droga afecta la organizacién mitocondrial
y el reticulo endopldsmico y sus cambios morfoldgicos recuerdan en parte a los
producidos port-irradiacién con rayos X (1, 3). La presencia de células claras
con baja densidad de tonofibrillas y ribosomas reflejarian a nivel citoplasmi-
tico las alteraciones moleculares experimentadas por los precursores del DNA
ribosomal. Es interesante seflalar las modificaciones sufridas por los nucleo-
los en los distintos estratos epiteliales, que podrian ser comparadas con una
cronologia similar descripta por Simard y Bernhard (4). En las capas basal y
espinosa proximal la segregacidén nucleolar caeria dentro de la definicién de
microsegregacidn (5), en la cual es posible identificar &reas mis claras y mis
densas de componentes granulares y fibrilares.

Referencias
1.- Rey, B.M. de y Cabrini, R.L., J. Invest. Dermatol., 60:137, 1973.
2.~ Perry, R.P., Natl. Cancer Inst. Monograph., 18:325, 1965,
3.- Rey, B.M. de y Cabrini, R.L., J. Submicr. Cytol., 5:157, 1973.
4, - Simard, R. y Bernhard, W., Int. J. Cancer, 1:463, 1966.
5.- Svoboda, D., Racela, A. y Higginson, J., Biochem. Pharmacol, 16:651,

1967.
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F. 14, Tiamino piroftsfatasa y fosfatasa &cida. Su localizacibn ultraestruc-~

tural en piel de rata,
M.E. Itoiz, B,M, de Rey y R.L, Cabrini.

En este trabajo describimos la localizacidn de la tiamino-pirofosfatasa
TPPase) enzima que cataliza la hidrdlisis de la cocarboxilasa, en la piel nor-
mal de ratas Wistar. La actividad de esta enzima ha sido detectada a nivel ul-
traestructural en otros tejidos (1), pero no hemos encontrado datos sobre su ac
tividad en la epidermis. Se tratdé ademis, de correlacionar la existencia de
TTPase con la actividad de la Fosfatasa Acida (Ac Pase).

Fueron usados trozos de 1 x 2 mm de la piel de la cola de rata Wistar de
10 a 15 dias de edad, los cuales fueron fijados en glutaraldehido al 2% durante
15 minutos. Luego de cortarlos por congelacidn, fueron incubados para demostra
cidn de TPPase y Ac Pase, de acuerdo con la té&cnica de Goldfisher et al. (2) y
Gomori-Barka (3) respectivamente, Fueron realizados controles con cortes de hi-
gado y rifiébn y con piel incubada sin substrato y con agregado de fluoruro de so-
dio. Luego de la reaccidén, los cortes fueron fijados en osmio e incluidos en
Epon para obtener cortes ultraflnos (13), los cuales fueron observados en micros
copio Philips 330,

La localizacidén de la TPPase fue observada en las estructuras dérmicas y
epldermlcas. Las vesiculas pinocitdsicas de los endotelios mostraron una inten-
sa reaccidén. Tambi&n reacciona muy intensamente el aparato de Golgi de las cé-
lulas endoteliales y fibroblastos. En la epidermis la mayor parte de las célu-
las basales, espinosas y granulosas reaccionan finicamente en su aparato de Gol-
gi. Esta actividad fue detectada en los sdculos internos de dictiosoma, dejan-
do sin reaccidn la porcidn central de las vesiculas.

En la capa cdrnea observamos cuerpos intensamente reaccionantes de aproxi
madamente 100-300 & de didmetro; en algunos de ellos pudimos detectar estriacio-
nes laminares. Observamos también elementos reaccionantes estriados o membra-
nosos dentro de las células cérneas, con didmetros que llegan a los 580 A. En
los cortes incubados con FlNa todos los elementos descriptos mantienen su acti-
vidad TPPasica, aunque en algunos casos algo disminuida.

La Ac Pase mostrd actividad en todos los estratos celulares. En la capa
basal se ve un pequefio nlmero de lisosomas reaccionantes. Los queratinosomas
son mds abundantes en las c&lulas granulosas y estdn localizados cerca de la
membrana celular.

En los espacios intercelulares de las capas granulosa y cérnea fueron ob-
servados abundantes grédnulos estriados con reaccidn positiva. Ademds, dentro
de las células granulosas aparece un intenso precipitado difuso. En la capa
cdérnea las células que poseen este tipo de precipitacidén difusa alternan con
otras cuyo citoplasma estd totalmente libre de reaccidén. Los elementos membra
nosos intracelulares de la capa cérnea, que son TPPase positivos poseen también
actividad de fosfatasa &cida. Los controles incubados con FlNa mostraron una
total inactivacidn de todas las zonas Ac Pase positivas.

En general, los patrones de distribucién de la Ac Pase encontrados en la
piel de rata son similares a los ya descriptos en piel humana o de otros anima-
les de laboratorio (4, 5). La localizacidn de la TPPase en el aparato de Golgi
de c@lulas dérmicas y epidérmicas es también similar a la descripta en otros te-
jidos. La utilidad, repetidamente sugerida, de esta reaccidn como marcadora del
aparato de Golgi, aparece particularmente evidente a nivel de la epidermis, da-
da la dificultad para localizar esta organela en las preparaciones de rutina.
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La presencia de elementos TPPase y Ac Pase positivos en las capas super-
ficiales, que pueden ser identificados como queratinosoma o como producto de
descarga de estas organelas en el espacio intercelular es un hallazgo de inte-
rés. Cabe hacer notar que en las células espinosas no hay grénulos TPPase po-
sitivos, pero observamos, en cambio, queratinosomas con Ac Pase.

La persistencia de gridnulos con actividad TPPasica en las preparaciones
tratadas con FlNa sugiere la coexistencia de ambas enzimas en los queratinoso-
mas de las capas mis superficiales. Hashimoto (6) demostré la presencia de fos
folipidos dentro de estos grdnulos que el 1llamd "cementosomas". Este hecho, jun
tamente con el hallazgo de las actividades enzimiticas aqui descriptas, permiten
suponer que estos grénulos no son solamente "estructuras cubiertas por una mem-
brana que contienen fosfatasa &cida", sino elementos mds complejos, ya que en el
curso de los diferentes estadios de la diferenciacibén celular aparecen en ellos
diferentes actividades enzimdticas. Queda afin por investigar si estos queratino
somas estdn involucrados en el proceso de muerte celular y descamacién o en la
formacidén de una sustancia cementante de las c&lulas cdrneas.

Las zonas activas de gran tamafio encontradas dentro de las células cbr-
neas podrian corresponder a invaginaciones de la membrana celular.

1.- Goldfischer,S., Essner, E. y Schiller, B., J. Histochem. Cytochem., 19:
349, 1971,

2.- Goldfischer, S., Essner, E. y Novikoff A.B., J. Histochem., Cytochem.,
12:72, 1964.

3.- Borgers, M., Schaper, J. y Schaper, W., J. Histochem. Cytochem., 19:
526, 1971.

b, - Olson, R.L. y Nordquist, R.E., J. invest. Derm., 46:431, 1966.

5.~ Rowden, G., J. Investig. Derm., 49:181, 1967.

6.- Hashimoto, K., Arch. Derm. Forsch., 240:349, 1971.
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F. 15. Diferencias adaptativas de la superficie de las células cdrneas

B.M. de Rey y C.C, Conti,

La posibilidad de investigar superficies celulares que brinda el micros-
copio de barrido, evidencid el hecho de que varios epitelios queratinizados
normales y patoldgicos muestran una arquitectura peculiar sobre la superficie
de sus células cdrneas.

Numerosos autores han descripto estructuras especiales sobre las cé&lu-
las cérneas de palmas normales y en ciertas entidades patoldgicas de la piel
(1). En este trabajo es analizada la organizacidn de las superficies superior
e ‘inferior de las células cdrneas de epitelios queratinizados de ratas y huma-
nos en distintas partes del organismo y a diferentes edades del individuo, bus-
cando la posible relacién entre la estructura de las uniones de la células cdr-
neas y la interaccidn de este estrato con el medio ambiente.

La epidermis de pata y palma de rata Wistar de 16 a 35 dias de edad,
muestra estructuras organizadas sobre la superficie de las cé&lulas cdrneas.
Estas estructuras son morfoldgicamente diferentes, seglin se trate de la super-
ficie superior o inferior de la cé&lula cbérnea. La superficie inferior muestra
vellosidades muy abundantes, con un didmetro medio de 1,5 u. En la superficie
superior de las células cdrneas aparecen poros de aproximadamente 1 u de dime-
tro. Tanto las microvellosidades como las depresiones son mds regulares y es-
t4n mds desarrolladas en las zonas mids profundas de la capa cdrnea. Por otra
parte, la piel de planta y palma de animales recien nacidos, asi como la de
animales adultos no muestra estructura alguna en la superficie de sus células
cérneas. Experiencias similares realizadas con la técnica de "stripping" de
la capa cdrnea en seres humanos demostraron una distribucibén similar de estas
estructuras en funcidén de la edad del individuo. Otras zonas del cuerpo, co-
mo el abdomen, las extremidades, etc., no muestran estructuras en la superfi-
cie de las células cdrneas, independientemente de la edad del individuo.

Estos resultados nos permiten postular que la citoarquitectura superfi-
cial encontrada en la capa cdrnea de las superficies plantares de ratas y hom-
nres, serian especializaciones adaptativas que caracterizarian a epidermis que
estin sometidas a un gran desgaste mecdnico. El estrato cOrneo es sumamente
resistente a la traccidn mecdnica (2), aun cuando las capas superficiales sean
naturalmente descamantes; si la erosidn mecdnica es muy intenza, como ocurre
en palmas y plantas, las sustancias cementantes - aparentemente mucopolisacd-
ridos - (3), no serian suficientes para evitar una excesiva descamacidn y se
desarrollaria consecuentemente una estructura de "anclaje" entre las Celulas.
Esta estructura se desarrollaria en animales de experimentacién cuando comien
zan a desplazarse por las jaulas y en los sitios mds expuestos a la erosidn.
En humanos el tiempo equivalente seria cuando comienzan a caminar y tomar ob-
jetos con la mano, es decir, entre los 12 y 15 meses de edad.

Especializaciones de las células cdrneas semejantes a las aqui descrip
tas fueron observadas en mucosa oral, piel soriftica, liquenes, etc., todos
caracterizados como tejidos con un alto "turn over" y una gran descamacidn.
La presencia de estas estructuras superficiales caracterizaria epitelios de
alto indice de recambio celular y de acuerdo con Christophers(4), epitelios
cuyas células no estdn organizadas en columnas. Por otro lado, las otras cé-
lulas cdrneas estudiadas aqui - las pertenecientes a zonas del cuerpo no so-
metidas a fuerte desgaste - no presentan estas modificaciones superficiales,
lo que estaria de acuerdo con datos previos (4) que caracterizan a estos epi-
telios como de bajo indice mitdtico y ordenamiento columnar de sus cé&lulas.

-
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Montagna, W, y Parakkal, F,F., "The epidermis'", In "Structure and func-
tion of skin", Academic Press, New York, 1974,

Mentos, D.N, y Eisen, A.Z., J. Invest. Dermatol, 56:165, 1971,

Bonnsville, M.E., Weinstock, M. y Wilgram G., Ultrastr. Res., 23:15,
1068,

Christophers, E., Z. Zellforsch Mikrosk Anat., 114:441, 1971,
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F. 16, Efecto de la descalcificacidn sobre la microespectrofometria de

Feulgen

I.B, Giménez, C.J, Conti y R,L. Cabrini,

Los métodos convencionales de descalcificacién (solubilizacidn del Ca en
‘medio &cido) tienen una activa accién despolimerizante sobre los &cidos nuclei-
cos. Esto constituye un serio impedimento para realizar estudios microsespec-
trofotométricos sobre contenido de DNA en tejidos calcificados.

En el presente trabajo hemos usado distintos descalcificadores con el
fin de valorar el uso de los mismos en estudios microespectrofotométricos del
DNA de tejidos calcificados.

Higado, bazo y hueso maxilar de rata Wistar adulta fueron expuestos a
la accidn del 4cido nitrico al 7 %, al &cido picrico (solucién de Bouin) y al
EDTA tris pH 7; 9, 12, 24 y 72 hs, fueron los tiempos que fueron mantenidos los
tejidos bajo la accidén del &cino nitrico. En &cido picrico fueron dejados 3
dias y en EDTA 15 dias. Realizamos la técnica de Feulgen con distintos tiempos
de hidrélisis (1,2). Las medidas microespectrofotométricas fueron realizadas
con un Cytoscan marca Zeiss con platina automdtica, bajo las condiciones des-
criptas en un trabajo previo (3).

El material tratado con &cido nitrico y &cido picrico mostrd una consi-
derable pérdida en el contenido de DNA, llegando en la mayoria de los casos a
una negatividad total de la reaccidn de Feulgen. Los materiales sometidos a
la accidén del EDTA mostraron curvas de hidr8lisis similares a los controles
(Grédfico 1), conservando la relacién de ploidia de los tejidos estudiados (Ta-
blas I y II).

Los presentes resultados, obtenidos en c&lulas de distintos tejidos,
parecen demostrar que la relacidn estequiométrica de la reaccibn de Feulgen
no es modificada por el tratamiento con EDTA tris pH 7. De acuerdo con lo
expuesto, consideramos que la descalcificacidn por este método puede ser usa-
da como técnica de rutina para el estudio microespectrofotométrico del DNA en
tejidos calcificados.

1.- De Cosse, J.J. y Aiello, N., J. Histochem. Cytochem., 14:601, 1966.
2.- Deitch, A.D., Wagner, D y Richart, R.M., J. Histochem. Cytochem, 16:
371, 1967.

3.- Giménez, I.B. y Conti, C.J., J. oral Surg. (En prensa).
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TABLA I
N ’ Contenido
de DNA
50 diploide 2,61 0,20
Hepatocitos
40  tetraploide 5,59 0,34
Linfocitos 50 diploide 2,52 0,17
Células conectivas 50 diploide 2,59 0,19

Valores citofotométricos en diferentes tipos celulares someti-
dos a técnicas convencionales para el estudio del DNA por me-
dio de la reaccidn nuclear de Feulgen.

TABLA II
N Contenido
de DNA

50 diploide 2,65 0,29
Hepatocitos 40 tetraploide 5,63 0,4k
Linfocitos 60 diploide 2,66 0,26
Células conectivas 40 diploide 2,74 0,30
Osteocitos 60 diploide 2,75 0,28
Células epiteliales 30 diploide 2,83 0,32
Odontoblastos 30 diploide 2,81 0,29

Valores citofotométricos del DNA en distitos tipos celulares
sometidos a técnicas de descalcificacidn con EDTA tris pH 7

y posterior reaccidn nuclear de Feulgen.
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F. 17, Aplicacidn del método microespectrofotométrico para cuantitacidn del

del DNA en patologia humana

I1.B, Giménez, C,J, Conti, R,L, Cabrini, F, Schajowicz¥*, M, Solanot#*%
y B. Lema**

El Laboratorio de Patologia del Departamento de Radiobiologia se ha de-
dicado a la descripcidn de alteraciones y entidades patoldgicas por medio de
datos cuantitativos a nivel histoldgico., De esta forma fue integrado un gru-
po de trabajo especializado en técnicas microespectrofotométricas (1,2). Es-
tas técnicas han sido usadas en patologia a fin de obtener informacidn que per-
mita un diagndstico rdpido y precoz de lesiones pretumorales y tumorales (3).

En este informe presentamos una serie de trabajos realizados conjunta-
mente con centros de patologia, interesados en la utilizacidén de este tipo de
técnica.

Todo el material presentado fue procesado de la misma manera: fijacidn
en formol, inclusidn en parafina siguiendo las técnicas rutinarias y la reac-
cidn nuclear de Feulgen para visualizar el DNA. Las determinaciones cuantita-
tivas fueron realizadas en un microespectrofotdémetro Cytoscan, marca Zeiss,
con una longitud de onda de 560 mu.

Lesiones orales (Figura 1)

Por medio de la microespectrofotometria del Feulgen fueron determinados
los patrones de distribucidén del DNA de las c&lulas basales del epitelio de cua
tro lesiones orales: quiste radicular, queratoquistes, leucoplasia y carcinoma
epidermoide.

Los histogramas de los quistes radiculares presentaron un pico bien defi-
nido en el rango diploide y una pequefia desviacidn hacia la derecha. Los que-
ratoquistes presentaron, ademds del pico en el rango diploide, otra poblacidn
de c&lulas, definiendo un segundo pico en el rango tetraploide.

En las leucoplasias de la cavidad oral fueron encontradas dos distribu-~
ciones diferentes. Las leucoplasias, que tanto clinica como histolégicamente
eran lesiones no agresivas, presentaron un pico bien definido en el rango di-
ploide y un porcentaje de células en el rango diploide-tetraploide. Las leu-
coplasias diagnosticadas como lesiones mis agresivas, presentaron un pico mo-
dal con valores mas altos.

En los carcinomas orales los patrones de distribucidén fueron semejantes
a los presentados en la bibliografia para otros tumores: picos modales mal de-
finidos y dispersidn de los valores.

Tumores de la serie cartilaginosa (Figura 2)

Con el fin de evaluar la posibilidad de establecer el grado de maligni-
dad de tumores de la serie cartilaginosa por medio de la microespectrofotome-
tria del DNA, fueron estudiados cuatro condromas y seis condrosarcomas con di-
ferente grado de malignidad, comparando los resultados con el andlisis histopa-
toldgico.

® Registro Latinoamericano de Patologia Osea, Hospital Italiano, Capital
Federal.

*%  Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Rivadavia, Capital Federal.
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Los condromas presentaron un pico modal, coincidente con el pico modal
de los linfocitos tomados como conirol diploide y poca dispers.én de valores.

Los condrosarcomas, agrupados segiin el grado de malignidad histolégica
presentaron: los de bajo grado (grado I), un pico modal igual al de los linfo-
citos controles, pero a diferencia de los condromas, los histogramas presenta-
ron asimetria hacia la derecha, es decir, c@lulas en rango diploide-tetraploi-
de (células de proliferacidn). Los de grado II (mediano grado) presentaron un
valor modal diferente al de los linfocitos, manteniendo la asimetria hacia la
derecha. Por {iltimo, los condrosarcomas de grado III (alto grado) presentaron
dos picos modales bien definidos, uno en el rango tetraploide con respecto a
los linfocitos y el otro en el valor doble con respecto al primero.

Metaplasia pavimentosa de cuello de {itero (Figura 3)

Fueron estudiados siete casos de metaplasia pavimentosa completa e in-
completa, con el fin de estableces posibles alteraciones en los patrones de
DNA y correlacionarlos con las displasias y carcinomas de cuello uterino. EI1
material fue obtenido de biopsias y piezas quirfirgicas (histerectomias). En
cada caso fueron medidas 100 c@lulas pavimentosas.

Los valores obtenidos fueron graficados en histogramas de frecuencia.
La figura 1 muestra el histograma correspondiente a cé&lulas pavimentosas nor-
males; se observa una distribucién unimodal, con un pico localizado prdximo
al determinado por los linfocitos. En la figura 2 se observa la distribucidén
del DNA en cé&lulas metaplisicas. El pico modal es similar al encontrado en
los epitelios normales, pero, ademids, presenta una pequefia asimetria hacia la
derecha, determinando un segundo pico en el rango tetraploide.

Diversos estudios del DNA nuclear en varios tumores han mostrado aneu-
ploidia y dispersién de los valores (4). Por otra parte, fueron realizados
intentos de correlacionar las alteraciones del DNA con la evolucidn de los tu-
mores (5). En nuestro estudio esta correlacién pudo ser observada en las
leucoplasias orales y los tumores cartilaginosos. En éstas fueron encontrados
varios patrones de DNA, desde la distribucidn normal y unimodal de los condro-
mas hasta la distribucidn aneuploide y bimodal de los condrosarcomas de grado
ITI.

En las leucoplasias orales encontramos un comportamiento similar. En
aquellos casos donde el cuadro histoldgico indicaba un pronéstico benigno, el
patrén de DNA se caracterizd por presentar valores diploides y poca dispersidn
de éstos. En cambio en aquellos casos donde el cuadro histoldgico  presenta-
ba lesiones mis agresivas, el valor modal de los histogramas se encontrd des-
plazado hacia la derecha.

Los quistes radiculares y los queratoquistes son dos lesiones orales
que tienen un cuadro histoldgico semejante, pero sus evoluciones son distin-
tas. En el presente estudio los patrones de distribucidn del DNA de cada le-
sidn presentaron caracteristicas particulares.

La metaplasia pavimentosa de cuello de {itero presentd una distribucién
semejante a la normal, con un pico diploide bien definido, pero con mis cé&lu-
las en actividad (asimetria hacia la derecha). Las pequefias diferencias encon-
tradas entre el pico modal de los linfocitos y el pico modal del epitelio del
cuello uterino, probablemente es causado por modificaciones en la estequiome-
tria del Feulgen entre los diferentes tipos celulares.

Del andlisis de estos datos se desprende la posibilidad de poder usar
la microespectrofotometria del DNA como un eventual método en patologia, para
el diagndéstico diferencial de lesiones que, teniendo un cuadro histolégico se-
mejante, evolucionan en forma diferente, como se evidencia en el andlisis de
los quistes orales y los condromas y condrosarcomas de bajo grado. Ademds, se
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vislumbra la aplicacidn del método para el diagndstico precoz de lesiones pre-
cancerosas y cancerosas.

1.- Giménez, I.B. y Conti, C.J., J. oral Surg. (en prensa).

2.- Schajowicz, F., Giménez, I.B., Conti, C.J. y Cabrini, R.L., Bol. Soc.
Arg. ort. Traum., 2:148, 1976,

3.- Atkin, N.B. y Baker, M.C., Brit. J. Cancer, 23:329, 1969.

4, - Sandritter, W., Carl, M, y Ritter, N,, Acta Cytol., 10:26, 1966.

5.~ Atkin, N.B., Richards, B.M. y Ross, A.J., Brit. J. Cancer, 13:773, 1958.

Para la realizacidn de este trabajo se contd con la colaboracidén de la
Citedra de Patologia, Facultad de Odontologia, U.B.A., del Registro Latinoame-
ricano de Patologia Osea, Hospital Italiano y del Servicio de Patologia, Hos-
pital Rivadavia, Buenos Aires.
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F, 18, Estudio microespectrofotométrico sobre la cuantitacién de la reaccidn

de plomo para la demostracién histoquimica de la fosfatasa 8cida.
R.L. Cabrini, A,C, Frasch y M.E, Itoiz

El uso de la microespectrofotometria en la cuantitacidn de reacciones
histoquimicas se ha extendido en los filtimos afios debido a su practicidad, lue-
go que fueron determinadas las condiciones para su validez, Habiendo sido des-
arrollada para la cuantitacidn de &cidos nucleicos (1), estd siendo ahora apli-
cada a la histoquimica enzimdtica. Usando este método han sido determinadas
ya actividades de enzimas hidroliticas y oxidativas en diferentes condiciones
experimentales (2-5).

No hemos encontrado en la literatura, informacidn sobre la aplicabilidad
de la microespectrofotometria a la cuantitacidn de la actividad de la fosfatasa
&cida demostrada mediante la reaccidn de precipitacidén de plomo, de tipo Gomori.
Este método ha sido filtimamente muy utilizado debido a la facilidad de su apli-
cacidn al nivel ultraestructural. Por ello resulta interesante determinar las
condiciones bajo las cuales esta técnica puede ser aplicada al anidlisis micro-
espectrofotométrico. '

En este trabajo fueron usados dos tipos de modelos: a) cortes de conge-
lacidn de rifidn de rata Wistar y prdstata humana; b) poliacrilamida a la cual
le fueron incorporadas cantidades variables de homogeneizado de préstata huma-
na como fuente enzimdtica.

Los rifiones de rata fueron fijadoé en formol neutro durante 24 horas a
L° C y cortados en un criostatao. Luego fueron incubados durante, 3, 6, 9, 12,
15, 18, 21 y 24 minutos en el medio de Gomori (1950).

Los cortes de prdstata humana fueron incubados durante periodos de 6, 9
y 12 minutos. '

La actividad enzimdtica del homogeneizado fue determinada bioquimicamen-
te mediante el método de Andersh (6), usando un "kit" comercial de Boehringer-

Manheim C.

La poliacrilamida fue preparada segin el método utilizado por van Duijn
et al (7), mezclando acrilamida y bis-acrilamida con los activadores y acelera-
dores para su polimerizacidn. El homogeneizado de prdstata sin diluir y dilui-
do al 6, 12, 18, 24 y 30% en agua destilada, fue mezclado con la preparacidn de
poliacrilamida antes de agregar el acelerador. Luego de agregar éste, la mez-
cla fue comprimida entre dos vidrios separados entre si por cubreobjetos de 145
U de espesor. Todos los filmes de cada espéeimen fueron preparados cobre el mis
mo vidrio, a fin de evitar errores debidos a diferencias de espesor. Después de
la polimerizacidn, los modelos de poliacrilamida fueron incubados en el medio de
Gomori durante periodos variables, con la misma técnica que la utilizada para
los cortes de tejidos.

Reacciones de control: &) modelos dé poliacrilamid4 sin homogéneizado que
fueron incubados simultaneamente con los modelos enzimiticos para comprobar la
ausencia de precipitados de plomo inespecificos.

b) Modelos de poliacrilamida con homogeneizado, inhibidos inespecificamen-
te con &cido tricloroacético al 1% durante 10 minutos antes de la incubacidn.

¢) Incorporacidn de fluoruro de sodio, 0,01 M en el medio de incubacién,
para inhibir especificamente la fosfatasa &4cida.

Microespectrofotometria: las medidas fueron realizadas en un Cytoscan
Zeiss con platina de barrido. Con uno de los modelos de poliacrilamida fue
realizado previamente un espectro de absorcidn entre 470 y 660 nm. Como vemos
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en la figura 1, no hay un pico definido de absorcidn, por lo que decidimos
efectuar las medidas a 550 nm, Las determinaciones microespectrofotométricas
fueron efectuadas por medio de barridos programados en meandro, sobre &reas de
150 x 150 u, La magnificacidn total fue de 60 x. Los valores finales fueron
registrados como la integral de las densidades dpticas obtenidas durante el ba-
rrido, En la corteza renal fueron medidas zonas tomadas al azar, mientras que
en los cortes de prdstata fueron medidas las zonas de los acinos. Todos los
experimentos fueron repetidos 5 veces, tomando un filme o un corte diferente
cada vez y barriendo en &l una sdla drea de 150 x 150 u, Cada punto de las cur
vas obtenidas correspondieron a los valores automdticamente integrados durante
el barrido del "spot" luminoso sobre el &rea elegida. Para cada experimento
fue calculado el coeficiente de correlacidn lineal.

Fue encontrada una correlacidn lineal entre las medidas microespectrofo-
tométricas y los tiempos de incubacidn en todos los modelos. En la figura 2
aparecen los valores obtenidos de la corteza renal y la prdstata. En los mode-
los de poliacrilamida la relacidn lineal fue demostrada usando una cantidad fi-
ja de homogeneizado incorporado, incubado durante diferentes periodos. Esta co-
rrelacidén fue mantenida hasta los 60 minutos de incubacidn. . Después de este
tiempo, las densidades Spticas se hacen demasiado altas para ser registradas
sin error por el microfotdmetro.

La posibilidad de que el tiempo de incubacidn intensificara la tincidn
inespecifica de la poliacrilamida fue investigada incubando simult&neamente mo-
delos con y sin homogeneizado incorporado. En los modelos sin homogeneizado fue
obtenida una lectura de fondo constante -en todos los tiempos de incubacién (Fig.
3).

Bioquimicamente, las determinaciones de la extincién (actividad de fosfa-
tasa 8cida) en funcidn de la concentracidn del homogeneizado de prdstata en vo-
léimenes fijos de agua destilada, indicaron una relacidn lineal (Fig. 4). Del
mismo modo, las medidas microespectrofotométricas de la reaccidn histoquimica
de los filmes de poliacrilamida fueron proporcionales a las cantidades de homo-
geneizado incorporado a los mismos (Fig. 4 b). El coeficiente de correlacidn
lineal fue r = 0,996 - 0,999; p % 0,001 en todos los casos.

Finalmente, el agregado de fluoruro de sodio al medio de incubacidn evi-
td la coloracidn de los filmes de poliacrilamida, obteniendo de ellos medidas fo-
tométricas constantes, independientes de los tiempos de incubacidn (Fig. 5).

En estos experimentos la relacidn lineal entre densidades Spticas y con-
centragiones enzimidticas parecen suficientes para justificar las lecturas micro-
espectrofotométricas directas del precipitado de sulfuro de plomo. En nuestra
opinidn, la especifidad de la reaccién para la fosfatasa &cida queda probada
por la inhibicidén del fluoruro de sodio y por las determinaciones bioquimicas,
para las cuales fue empleado un método corrientemente utilizado en la préctica
médica. Los euipos que pueden barrer &reas extensas con un pequefio "spot" lu-
minoso son muy f{tiles para la eliminacidén del error distribucional, que es u-
na de las fuentes de error m&s importantes en la medicidén de precipitados no
homogéneos, como el del sulfuro de plomo, ya que es imposible aplicar el méto-
do de la doble longitud de onda, debido a que las extinciones son similares en
un rango amplio del espectro.
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Figura 1,- Espectro de absorcidén de la reaccidn pa-
ra fosfatasa &cida (20' de incubacidn) en un
filme de poliacrilamida a la cual le fue incor-
porado igual cantidad de homogeneizado de prés-
tata, antes de la polimerizacidn.
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-156-

F. 19, Cuantitacién de esterasas inespecificas "in situ"

R.L. Cabrini, A.C, Frasch y M,E, Itoiz.

Suero bovino no hemolizado, conservado a -20°C fue utilizado como fuen-
te de enzima y para demostrar la presencia de arilesterasa y aliesterasa en
el mismo (3650 IU) fue usado el método bioquimico de Burlina y Galzigna (1).

Los modelos usados para la demostracidn histoquimica estaban compuestos
por una solucidn con diferentes concentraciones de suero, de acrilamida al 7,5
% en buffer fosfato 0,1 M pH 7,2. Esta solucidn fue polimerizada entre dos
vidrios con espaciadores de 240 p de espesor y a continuacidn fue aplicada la
técnica histoquimica de Gomori para la demostracidén de esterasas inespecifi-
cas (2).

Las medidas microespectrofotom@tricas fueron realizadas en un Cytoscan
Zeiss a una magnificacidn total de x 14,5 y a una longitud de onda de 540 nm,
previamente determinada mediante un espectro de absorcidm.

La figura 1 muestra el producto formado en funcidn del tiempo de incu-
bacidn para cada una de las concentraciones de suero utilizadas, mientras que
la figura 2 muestra la relacidn lineal existente entre las concentraciones de
suero usadas y la velocidad de. la reaccidn. Estos resultados indican la vali-
dez de la cuantitacidn microespectrofotométrica de esta reaccidn. El método
histoquimico dio una respuesta lineal entre los 9 y 22 minutos de incubacidn
en nuestras condiciones experimentales. Tiempos de incubacidn menores produ-
cen reacciones no lineales debido probablemente a la dificultad en la penetra-
cibén del sustrato en los modelos de poliacrilamida.

En el método histéquimico utilizade fue calculada la velocidad de la
reaccidn por minuto entre los 9 y 22 minutos.

i.- Burlina, A. y Galzigna, L., Clin. Chim. Acta, 39:255, 1972.

2,- Gomori, G., Microscopic histochemistry, principles and practice.
The University of Chicago Press, Chicago, 1952.
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F. 20. Cuantitacidén autorradiogréfica por mé&todos microfotométricos.

A.M, Ubios y R.L. Cabrini,

La evaluacidn cuantitativa de las imdgenes autorradiogrificas es de par-
ticular importancia para la interpretacidén de las mismas. Dado que los méto-
dos tradicionales de cuantitacién autorradiogrédfica son imprecisos y tediosos
(1), hemos adaptado el uso del microespectrofotémetro Cytoscan Zeiss a tales
fines,

Fueron utilizados tres tipos diferentes de material sensible: Stripping
Film ARIO, Emulsidén NTB3 y pelicula fotogrdfica positiva, determinardo el tama-
fio de los granos de cada una de ellas. Para las mediciones microfotométricas
fue utilizado el microespectrofotdmetro Cytoscan Zeiss. En cada &rea medida
fue hecho el recuento del nfimero de granos, calculando la correlacién entre el
nlimero de granos respecto a las medidas obtenidas con el aparato. También fur-
ron utilizados microautorradiografias de cortes de piel, coloreados con hema-
toxilina-eosina, provenientes de animales inyectados con diferentes actividades
iniciales ‘de timidina tritiada: 1 - 5 - 10 y 30 uC/gr de peso. En todos los
casos el tiempo de exposicidn fue de 14 dias. Condiciones de medida: longitud
de onda 450 u; objetivo de inmersidn; diagrama de salida.

El tamafio de los granos resultd ser de 'uniformidad aceptable para cada
uno de los materiales sensibles investigados: Stipping Film 0,5 u+0,1; emul-
sién 0,6 u*0,1 y pelicula fotogrdfica 0,6 y + 0,1. Para un &rea de medida
de 64 p2 con objetivo de inmersidén, el aparato comienza a discriminar a partir
de la presencia de 8 granos por campo, haciendo entonces las medidas proporciona-
les al nfimero de granos para cada uno de los materiales estudiados: Film fotogré-
ficor = 0,963 p < 0,001; Stripping Film r = 0,951 p < 0,001 ; emulsién r =
0,975 p < 0,001, Las medidas obtenidas de corte de piel, para un mismo tiempo de
exposicidén, demostraron ser proporcionales a la actividad inicial inyectada, tan-
to en las medidas fotométricas como en el recuento de grdnulos (Tabla 1).

La regularidad del tamafio de los granos avala la fidelidad de respuesta
de la medida microfotométrica. Los métodos autorradiogrdficos cuantitativos se
han apoyado en la respuesta de cada grano revelado en relacién a la radiocactivi-
dad presente (2). Las medidas obtenidas de radioautografias de cortes de piel
han demostrado la proporcionalidad de la medida microfotométrica respecto a la
actividad inicial inyectada. Estos resultados estédn de acuerdo con los de un
trabajo anterior (3), en el que fue comparada la respuesta autorradiogrédfica
(recuento de granos) con medidas obtenidas en un contador de centelleo liquido.
La proporcionalidad de la medida microfotométrica respecto al niimero de granos
presentes en el mismo campo, asegura la validez del método propuesto, que, ade-
mds, cuenta con la ventaja de ser rdpido y sensible. Resulta muy interesante
la posibilidad que brinda el microfotémetro de medir autorradiografias, donde
las caracteristicas de localizacidn del compuesto marcado (como 32?, 18p e
histidina tritiada) hace muy dificil otro tipo de cuantitacidn. Dado que con
el método propuesto se elimina el factor personal, la medida ademis de mlds ra-
pida se hace mds confiable, por lo que lo postulamos como método de rutina, es-
tableciendo en cada caso previamente las condiciones dptimas de medicidn.
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1.- Rogers, A.W., Technique of autoradiography. Elsevier Publishing Co.,
pég. 137, Amsterdam, 1969, '
2,- Herz, R.H., Lab, Invest., 8:71, 1959,
3.- Ubios, A.M. y Cabrini, R.,L., Int. J. Appl. Rad. Isotopes., 24:311,
1973,
TABLA 1

Tiempo de exposicidn : 14 dias

1 C 5 C 10 C 30 ¢

{
% Transm. 86,45 + 5,83 79,25 + 8,02 68,20 + 7,69 49,30 + 12,57
N°de granos 5,83 % 2,40 12,65 + 3,85 17,20 # 4,12 25,20 + 5,30

Las medidas obtenidas de cortes de tejidos provenientes de animales mar-
cados con diferentes actividades iniciales de timidina tritiada, demos-
traron que para un mismo tiempo de exposicidén, la marcacidn es propor-
cional a la actividad inyectada y que las medidas obtenidas con el mi-
crofotdmetro, expresadas en % de transmitancia estin en relacidn al nti-
mero de granos presentes sobre cada nficleo.
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F. 21, Localizacidn de 32P mediante métodos autorradiogpéficos,

A.M. Ubios, F.S. Silberman*, R.L. Cabrini, F.F. Miranda** y 0. Degrossi**

Entre los numerosos isdtopos radicactivos utilizados con fines ferap&u-
ticos, el 32p en forma de fosfato crémico coloidal (CROP) (1), ha sido propues-
to para el tratamiento de las osteoartritis humanas, razdn por la cual conside-
ramos de importancia el conocimiento de la real localizacidn del isdtopo en las
diferentes zonas de la superficie articular.

A tal fin fueron utilizadas ratas Wistar de 300 gr de peso, a las cua-
les les fue inyectado 32P en la cavidad articular de sus rodillas, sacrificdn-
dolas en grupos, luego de 1, 14 y 28 dias., También fueron usados perros, uno
de cuyos grupos habia sido operado para provocar artrosis experimental, en una
de sus rodillas, inyectdndoles a los 30 dias post-operacién 1 mC de 32p, A o-
tro grugo de perros considerados como controles, también les fue inyectado 1
mC de °“P. En ambos casos los animales fueron sacrificados 14 dias después de
haberles sido aplicada la inyeccidn.

En muestras equivalentes de sinovial, menisco y cartilago de platillo y
cdndilo, fueron efectuadas mediciones de actividad en un contador de pozo. Fue-
ron tomadas macroautorradiografias de las ratas y microautorradiografias de las
ratas y los perros, efectuando medidas microfométricas con un Cytoscan marca
Zeiss.

Las medidas de actividad de sinovial, menisco, platillo y céndilo, demos
traron la prevalencia de la captacidn de 32 P por la sinovial respecto de las o-
tras piezas medidas, tanto en los perros artrdsicos como en los normales (Tabla
I). : -

En las ratas fueron observados algunos cambios histoldgicos aislados:
cuadros inflamatorios crdénicos, presencia de vasos neoformados, células xanto-
matosas en la sinovial y degeneracién mixoide de la médula. En los perros tes~
tlgos no fueron encontrados cambios histoldgicos atribuibles a la accidn del

2p (CROP); los perros operados mostraron las alteraciones tipicas de la artro-
sis.

Las macroautorradiografias evidenciaron la presencia de isbtopos dentro
de la cavidad articular, tanto en los animales sacrificados el dia de la inyec-
cién, como los sacrificados a los 14 y 28 dias después de la misma.

Las microautorradiografias de los animales normales (perros y ratas)
mostraron el depdsito del 2p (CROP), préacticamente en toda la superficie sino-
vial y con menor intensidad en los macrdfagos del interior del tejido (Fig. 1).
Las microautorradiografias de los perros artrésicos evidenciaron una muy inten
sa marcacidén a nivel de la superficie sinovial, en forma de depdsitos irregula-
res y en células macrofigicas del interior de las vellosidades cercanas a los
vasos. Sobre las superficies cartilaginosas dafiadas también pudo ser visto el
depdsito del isdtopo. Medidas microfotométricas demostraron una relacidn 3:1

entre las medidas efectuadas en la sinovial con respecto a las del cartilago.

Los hallazgos histoldgicos indican que la dosis de 32p empleadas en pe~
rros producen dafio histoldgico al cabo de 14 dias. En las ratas, probablemen-
te debido a que las dosis inyectadas son mayores, hemos encontrado algunos cua
dros histolégicos atribuibles a la accidn del isdtopo radioactivo.

Las medidas de actividad realizadas con el centelleador de pozo demostra-’
ron la mayor captacidn del 32p por la sinovial, respecto a las otras zonas estu
diadas, tanto en los animales operados como en los que sirvieron como control.

*  Catedra de Traumatologia y Ortopedia, Fac. de Medicina, U.B.A.

%** Centro de Medicina Nuclear.
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El método autorradiogrdfico nos ha permitido determinar con adecuada pre
cisién la localizacidn del isdtopo, ya que fue detectado no sdlo sobre la super

ficie de la membrana sinoyial, sino en los macrdéfagos del interior del tejido.
Es interesante sefialar la menor intensidad de la marcacidén de los macrbfagos

a medida que se alejan de la superficie, imfgenes equivalentes en perros y ra-
tas, Un hallazgo significativo por las posibles implicancias de su uso en la

terapéutica, es la presencia del isdtopo sobre la superficie cartilaginosa,en-
contrada en los animales artrSsicos y la gran cantidad de c&lulas marcadas den
tro de las vellosidades.

Nuestras experiencias podrian llegar a permitir determinar el grado de
confianza o peligro (2) que pueda ofrecer el uso del 32P (CROP) y su transfe-
rencia en el tratamiento de las osteocartritis humanas, como asi también el pro
bable mecanismo de accidn sobre las mismas. -

1.- Anghileri, L.J., "La distribucién del fosfato crdmico coloidal (P-32) en
ratones. Influencia del tamafio de las particulas". Informe C.N.E.A.:
pdg. 158, 1965.
2.- Dyson, E.D., Health Phys., 12:1521, 1966.
TABLA T
Sinovial Menisco Cdndilo Platillo
porcenta’jes

Animales no
operados 53,11 15,97 18,46 16,33

Animales
operados 68,43 3,98 2,38 24,31
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Figura 1.~ Esquematizacidn de las mediciones efectua- -
das con el Cytoscan Zeiss, de autorradiografias
de sinovial de perro marcado con 32p en forma de
fosfato crdémico coloidal y expresadas en % de
transmitancia. Se notan tres claras zonas de
actividad, una sobre la superficie sinovial -
la mis activa - la segunda, medida en los macrd
fagos presentes en una franja de tejido que va
desde 1 hasta 100 j, a partir de la superficie
sinovial y la tercera - la menos activa - obte-
nida de los macrdéfagos de la banda de tejido
que va desde los 100 p en adelante.
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F. 22, Puesta a punto de técnicas de cultivos de piel para uso radiobiolégico

C.J, Conti y C, Pardini,

En los filtimos afios han sido realizados en nuestro departamento una se-
rie de trabajos sobre la morfologia y fisiologia de epitelios irradiados, uti-
lizando en todos los casos modelos "in vivo",

Con el fin de diferenciar los efectos directos de las radiaciones ioni-
zantes sobre la piel, de aquellos efectos que pudieran haberse producido in-
directamente (a través de dafio vascular, edema, etc.) hemos considerado
la posibilidad de introducir sistemas de cultivo de piel "in vitro" en nues-
tros laboratorios. '

Técnicas de cultivo: tres técnicas fundamentales fueron utilizadas:
a) explantes libres; b) explantes fijados mediante codgulo y c) c@&lulas libres.

a) Explantes libres (cultivo de brgano): fueron usadas diferen-
diferentes procedimientos - los explantes en la interfase gas-medio, con el
fin de lograr una buena oxigepacidn de las cé&lulas epidérmicas.

b) Explantes fijados mediante codgulo: pequefios trozos de piel
codgulos se forman mezclando 50:50 de plasma de pollo y extracto embriona-
rio). El codgulo fue cubierto con el medio de cultivo. Las cé&lulas migran
desde los mirgenes del explante y se fijan en la superficie del frasco.

c) Células libres: la epidermis fue separada de la dermis median-
dos de a epidermis mediante un tratamiento mecdnico. Las c&lulas libres fue-
ron sembradas en un frasco apropiado y cubiertas con el medio de cultivo.

Resultados:

a) Explantes libres: este tipo de cultivo tuvo un comportamiento
muy diferente, que dependié del material empleado (humano, rata, etc.). La
mayoria de las experiencias fueron realizadas en ratas teniendo en cuenta que
este fue el animal utilizado en las experiencias "in vivo". Sin embargo esta
no fue una buena eleccibn, debido a que los explantes de piel de rata mostra-
ron cambios degenerativos después de algunas horas de incubacidn, que no pu-
dieron ser retrasados usando diferentes medios de cultivo, distintos sueros,
ni mediante sobreoxigenacidén del cultivo. Tampoco la adicidn de corticoides

fue efectiva.

Por otra parte, este tipo de cultivo desarrolla una rédpida migracidn
de células epidérmicas, las cuales rdpidamente engloban todo el explante, lo
que reduce su intercambio de gas y nutrientes. Este fendmeno llamada epibo-
lia, pudo ser visto afin antes de 24 horas.

Los explantes de ratdn tuvieron un comportamiento similar al de la rata.
Los cultivos humanos y de pollo embrionario fueron mds resistentes, mostrando
pocos cambios degenerativos después de varios dias de cultivo.

b) Explantes fijados mediante codgulo; los explantes de rata y

et i - S —— o e e o S m——
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ratén mostraron una importante migracidn celular; sin embargo las células
epidérmicas fueron répidamente desplazadas por fibroblastos dérmicos,

c) Células libres:; las cé&lulas epidérmicas de rata tienden a con-

vitro", Los fibroblastos - cuando estuvieron presentes - fueron facilmente
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identificados dado sus caracteristicas morfoldgicas.

En el laboratorio han sido mantenidos queratinocitos en cultivo duran-
te varias semanas, en buen estado y mostrando figuras mitéticas en la mayor
parte de los casos.

El suero fetal parece ser un factor esencial en este tipo de cultivo,
ya que con suero bovino o equino fueron obtenidos resultados muy pobres. Por
otra parte, no hemos encontrado diferencias entre cultivos realizados sobre
superficies de vidrio o plisticas.
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F . 23, Microscopia electr8nica de cromosomas politénicos de Drosophila

melanogaster

W. F. Kirschbaum

El estudio de cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster median-

te microscopia electrdnica con fines citogené&ticos, estaba condicionado a que
antes fuera ideada y desarrollada una técnica que reuniera las siguientes ca-

racteristicas:

1.~ Que con un extendido de cromosomas politénicos incluidos en material
seccionable, pueda ser obtenido el material suficiente para estudiar un caso
determinado, con una cantidad suficiente de reserva que permita repetir el es-
tudio o efectuar otros, posteriormente,

2.- La posibilidad de seleccionar con microscopia &ptica el cromosoma ©
regidn de cromosomas incluidos.

3.- Que permita obtener cortes (seccionados en su totalidad) paralelos
al eje, de por lo menos un brazo bien estirado, de cromosoma o de una regidn
que contenga parte de varios cromosomas.

M. Sorsa (1) y D. Berendes (2) obtuvieron cortes extendidos de cromoso-
mas politénicos, pero que abarcaban @inicamente parte de los mismos, estando &s-
tos sbélo parcialmente estirados. Por lo tanto, para la finalidad perseguida
dichas técnicas no pudieron ser utilizadas. La técnica desarrollada por noso-
tros consiste en obtener extendidos de cromosomas entre dos cubre-objetos si-
liconados, utilizando orceina lacto ac@tica. Luego los cubre-objetos son des-
pegados con nitrdgeno liquido, efectuando una nueva fijacidn, deshidratando
con alcohol metilico y coloreando con acetato de uranilo en solucidn alcohdli-
ca en bloque. Despuéds de la inclusidn en resina Epon, el cubre-objeto debe
ser pegado con la misma resina sobre una placa de varios milimetros de espesor
de Epon; una vez polimerizado separamos el vidrio del cubre-objeto con nitrd-
geno liquido, quedando los cromosomas extendidos pegados sobre la placa de
Epon. Finalmente, con microscopia dptica, pueden ser elegidos los cromosomas
bien estirados que se deseen, que se mantienen visibles por conservar la colo-
racidn de la orceina, recortdndolos y confeccionando tacos con ellos. Los
cortes ultrafinos deben ser realizados con sumo cuidado puesto que Ginicamente
los 6 primeros cortes contienen cromosomas, debido a la extrema delgadez de
los mismos. Montando los cortes efectuados sobre grillas para cortes seriados
pueden ser obtenidas imigenes que abarcan la totalidad del brazo del cromosoma,
manteniendo la continuidad ininterrumpida de las estructuras, lo que permite un
andlisis sin confusidn de zonas y de secuencia de bandas.

Anteriormente habia sido desarrollada una técnica colocando sobre el cu-
bre-objeto una capa de carbdn (3) para facilitar el despegue del cubre de la
placa de Epon, pero el carbdn impedia un buen extendido de los cromosomas a pe-
sar de que el mismo era realizado con porta-objetos siliconados y solamente el
cubre llevaba una capa de carbdn con el cual era seguido el proceso. Los cro-
mosomas estirados en un mdximo son los que muestras una mejor resolucidn de
bandas de los mismos.

El resultado del andlisis submicroscdpico, comparado con los esquemas pa-
trén obtenidos por microscopia dptica, demuestran que solamente la tercera par-
te de las bandas dobles puede ser considerada como tales, en el brazo del cro-
mosoma 2R y la décima parte en el cromosoma 4., Ello es debido a que por micros-
copia electrdnica tnicamente pueden ser considerados dobles las bandas que ade-
mé de encontrarse separadas, mantienen zonas de contacto entre si, no pudiendo
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ser clasificadas como tales por su mayor ¢ menor grosor, A su vez, no se en-
cuentra una coincidencia completa de bandas entre los esquemas patrén y los
resultados del andlisis con microscopia electrdnica, Por ejemplo, encontra-
mos una banda adicional a niyel submicroscdpico en la zona 60F del brazo de

cromosoma 2R,

Referencias

1,- Sorsa, M,, Ann. Acad. Sci., fenn.,, Ser. A, IV Biol., 151:1, 1969.

2,- Berendes, H,D,, Chromosoma, 29:118, 1970,
3.- Kirschbaum, W.F, y Fromme, H.G., Drosoph. Inf. Serv., 50:, 171, 1973.
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SECCION IRRADIACION Y DOSIMETRIA

G. 1. Actividades - Afios 1975-1976

E.J. de Aisenberg y D. Prahic.

La tarea de esta Seccidn fue irradiar material bioldgico de interés para
distintos grupos de investigacidn con dosis pre-fijadas de radiacién X y Beta,
mediante un_equipo de radioterapia profunda "Philips" 250/15 y una fuente emiso-
ra Beta de 90sp.

Durante el periodo mencionado fueron realizadas los siguientes tipos de
irradiaciones:
A) Total de animales

a) Hamsters: # Condiciones: 200 Kv/8 mA/D.F.0.: 49 cm/0,5 mmCu-1,0 mmAl/

# Dosis solicitada: 600 rad a 800 rad.

# N°de animales: 290

el objeto de obtener la inmunodepresién e investigar
en los animales su comportamiento frente a la infec-
cién viral y transplante de células heterdlogas.

b) Ratas Wistar:

220 Kv/ 10 mA/49 cm/0,25 Cu-1,0 A1/83 keV.
# Dosis solicitadas: 500 rad a 1.000 rad.

—_—e e — - o — - ——

la inmunodepresidén. Uno de los estudios pos-irradia-
cidén estd dirigido a determinar diferentes parametros
del metabolismo de 1311 o 1257,

c) Ratones:

T,5/87 keV.
200 Kv/8 mA/36,5 cm/0,5 Cu-1,0 Al1/H.V.L. = 1,4/87 keV.
# Dosis solicitadas: 175/400/500/700 rad.

# N° de animales: 730

para inmunodeprimir. La cepa C57/Bl fue irradiada con
el objeto de investigar los mecanismos de la leucemia
radioinducida, con dosis fraccionadas de 175 rad una
vez por semana, durante 4 semanas.

B) Local de animales

a) Lengua de rata Wistar:
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~ 7 diado.

b) Planta de pata y colas de ratas Wistar
recién nacidas y jbvenes:

230 Kv/14 mA-0,25 Cu-1,0 A1/23,5 cm/83 keV.
# Dosis solicitada: 4-8-16-32 Krad.

# N° de animales: 420

# Finalidad: investigar el comportamiento de la epidermis
Irradiada.

c) Cabeza y columna de Hamster:

# Dosis solicitada: 800 rad

d) Timo de ratones recien nacidos:

# Condiciones: 220 Kv/12 mA/D.F.0.: 30 em/0,25 Cu-1,0 Al/
1,7 mm Cu H.V.L./EE: 83 keV.

# Dosis solicitada: 600-800-2.000-4,000 rad.

# N° de animales: 72

C.F.W. e investigar su efecto al transplante de tejidos.
La misma finalidad tuvo la irradiacidn de médula dsea
de Hamsters.

e) Tiroides de ratas Wistar adultas:
# Condiciones: 220 Kv/10 mA/D.F.0.: 21 em/0,25 mmCu-1,0 Al/

H.V.L.: 1,2 mmCu/EE: 83 keV.

# Dosis solicitada: 10 Krad

# N° de animales: 120

diacidén sobre pardmetros bio-quimicos y fisioldgicos
tiroideos, fueron irradiadas ratas Wistar con locali-
zacidén tiroidea, con dosis de 10 Krad y tiroides de
ratas y cortes de tiroides bovina con 1 Krad (ver pun-
tob ). Los estudios "in vivo" estdn dirigidos a

%ggerminar # pardmetros del metabolismo del 1311 y
I.

f) Herida de lomo de ratas Wistar adultas:

H.V.L.: 1,50 mm Cu/EE:90 keV.
# Dosis solicitada: 6 Krad.
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heridas irradiadas.

C) Insectos:

a) Drosophila:

# Cantidad: 43 recipientes
# Finalidad: I) Irradiacién a temperatura ambiente con 2 Krad:
machos con pre-tratamientos de hidroxitolueno butilado

(B.H.T.) para determinar el posible efecto protector,
estudiando translocaciones letales recesivos ligados al

sexo y muerte embrionaria.

II) Machos con pre-tratamiento con cloranfenicol para
estudiar la influencia de este antibidtico en la tasa
final de aberraciones cromosdmicas recuperadas. Tempe-
ratura ambiente; 3 Krad.

III) Temperatura ambiente y frio (0°C): irradiacién de
machos para estudiar la influencia de la temperatura en
los procesos de ruptura y reunidn cromosdmica y del da-

fio pre-mutacional.

D) Material bioldgico "in vitro":

a) Frascos Carrel:

H.V.L.: 1,2 mmCu EE:83 keV.

en monocapa, de embriones de Hamster y diferentes ce-
pas de ratones ("feeder layer"). Las mismas estuvieron
destinadas a facilitar la clonacidn de células de dife-
rentes lineas celulares utilizadas en la experimentacidn
radiobioldgica.

II) Fueron irradiadas lineas celulares con dosis frac-
cionadas para investigar el efecto de las radiaciones
ionizantes a nivel celular.

b) Vaso de precipitado con tiroides bovina y de rata:

mo de precursores de la sintesis de proteinas (Leucina
3H). '
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E) Vegetales
a) Plantas y semillas de cebada:
# Condiciones: 120 kV/15 mA/D.0.F.: 60 cm/sin filtro/

EE: 33 keV.

# Dosis solicitada: 750 rad.

de mejorar las especies estudiadas.

b) Citrus:

# Condiciones: 230 Kv/15 mA/D.O.F.: 38 cm/1,0 Al1/H.V.L.: 8
m AL/EE: 52 keV.

y

2

¢) Polen de maiz:

# Condiciones: 200 Kv/8 mA/D.F.0.: 48 cm/1,0 Al/H.V.L.: 7,6

# Dosis solicitada: 1 Krad.

F) Varios

a) Dosimetros de emulsidn fotogrdfica y
dosimétros termoluminiscentes (T.L.D.
de u4°F)

# Condiciones: Varias.

Discos: 100 mR a 800 mR.
# Cantidad: 200 placas y 80 discos

dosimetria personal.

Computo de horas de irradiacidn con rayos X

Afio Horas de N° total de
irradiacidn irradiaciones
1975 347 178
1976% 272 144

* Hasta el 16 de noviembre
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Otras instituciones que usan el Servicio de irradiacidn

(Afios 1975-1976)

Facultad de Odontologia, U.B.A.

Facultad de Medicina, U.B.A.

I.N.T.A., Castelar

Saneamiento ambiental. Salud Piblica.

Instituto Fitotécnico de La Plata.

Academia Nacional de Medicina.

Instituto de Investigaciones Leproldgicas de Rosario (S. Fe).

SECCION BIOTERIO

H. 1. Actividades- Afios 1975-1976

E1 Departamento de Radiobiologia cuenta con un bioterio convencional que
provee las necesidades de animales a los laboratorios de investigacion
bio-médica de la CNEA. Para estos fines cuenta en la actualidad con las
cepas consanguineas: A2G/Lab, A/5, Hairless, BALB/eDe, BALB/Ep, BB/Ep,
C57BL/Ep, CE/Lab, CF#1/ep, CFW/Ep, C3H/He, DBA/20e, y 101/Re. Ademas

de estas cepas de ratones existen en el bioterio dos cepas hibridas para
estudios de histocompatibilidad. En los ratones de cepas consanguineas
se efectuan registros de pedigree, indices de productividad, sexado,
destete y marcado.

Ademds se crfan ratas Wistar y hamsters, estos {ltimos con un escaso
porcentaje de animales albinos parciales.

A los efectos de mantener la colonia en Optimas condiciones de experimenta-
cién se efectuan los controles sanitarios correspondientes. Estos controles

para evitar contaminaciones internas y externas se realizan de acuerdo con
las recomendaciones del International Committee for Laboratory Animals y
serdn también aplicados al control sanitario del Bioterio Libre de Gérmenes
Patdgenos de la CNEA a habilitarse préximamente.
Aunque el Bioterio no ha sido disefiado con fines comerciales los excedentes
de la produccién de estos 2 Gltimos afios han sido utilizados por los
siguientes Institutos: CITEFA, Hospital Militar Central, CONYCET, Univer-
sidad de Buenos Aires, Universidad de Tucumdn, Universidad del Litoral,
Universidad de La Plata, Gobierno de 1a Provincia del Chaco, Municipalidad
de la Cfudad de Buenos Aires, y numerosas instituciones privadas.
La produccién anual del Bioterio durante este periodo ha sido la siguiente:
Ratones cepas puras(colonia primaria): 15.000
Ratones (colonia multiplicacién) 16.000
Ratas Wistar 6.000
Hams ters 1.100
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APENDICE
PERSONAL DEL DEPARTAMENTO DE RADIOBIOLOGIA

A. Investigadores

Aisenberg, E.
Altschuler, N.

Antdn, D.

Barmach, M.

Cabrini, R.L. (Gerente de Investigaciones)
Capalbo, E. '
Cartagenova, R.

Conti, C.J.

Gordon, M.

Kirschbaum, W.F.
Klein-Szanto, A.P.J.
Lombardo, J.H. (%)

Mayo, J.

Mazar Barnett, B.
Mufioz, E.

Orce, L.V. (Jefe de Departamento)
Quintans, C.

Rivelis, G.

Rey, B.M. de

Rodriguez, S.

Scavini, M.

Smolko, E.E.

Valmaggia, R.
Valsecchi, R.

Volco, H.E.

B. Investigadores Asociados (C.0.N.Y.C.E.T.)

Itoiz, M.E.
Giménez, I.B.
Pisarev, M.
Ubios, A.M.

C. Investigadores becados

Bonaba, R. (C.N.E.A., Uruguay)

De Micheli, A. ( C.N.E.A. )

Juvenal, G. (C.N.E.A.)

Lanfranchi, H. (Consejo Invest. de la Prov. de Bs. Aires)
Navarreti, H. (C.N.E.A., Uruguay)

(*) Hasta abril de 1976 en el Departamento.
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D) Personal Técnico

Alluz, M.Z.
Campafia, E.
Cabaleiro, E.
Defillipe, L.
Diaz, P.

Fava, P.
Fernandez, V.
Flores, A.M.
Latrichina, J.
Pardini, C.
Paz, C.
Pereyra, R.
Prahic, D.
Tignanelli, M.

E) Personal Auxiliar

Bertuzzi, M.
Caliva, M.
Dursi, F.
Echegaray, C.
Fernindez, L.
Ghiotti, L.
Gdémez, C.
Llacer, M.
Lopez, M.
Martinez, C.
Michelin, S.
Nicolao, E.
Piantoni, M.
Quevedo, M.
Taborda, E.

F) Secretaria
De Luca, M.T.



Aiello, L.O.
Aisenberg, E.
Altschuler, N.
Antdn, D.
Barmach, M.
Bergada, C.
Cabrini, R.L.

Capalbo, E.E.
Caro, R.A.
Ciscato, V.A.
Conti, C.J.
Curutchet, H.P.
Dahl, V.
Degrossi, 0.J.
De Micheli, A.T.
Frasch, A.C.C.
Figueiras, H.D.
Gagliardi, R.
Giacomini, S.V.
Giménez, I.B.
Itoiz, M.E.
Kirschbaum, W.

Klein-Szanto, A.J.P.
Kleinman de Pisarev,

D.L.
Kramar de Val-

maggia, E.P.
Kurchart, H.
Lanfranchi, H.
Lantos, C.P.
Lema, B.E.
Lombardo, J.H.
Lépez Otero, R.
Marcilese, N.A.
Mayo, J.
Mazar Barnett, B.
Miranda F.F.
Muficz, E.
Niepomniszce, H.
Orce, L.V.
Pardini, C.
Pisarev, M.A.
Pérez, L.N.
Prahic, D.
Quintans, C.dJ.
Quiroda, S.E.

Rey, B.M, de
Rodriguez, S.E.
Sala, G.

Santalla de Piro-
vano, M.C.

"11!>Z>t'33>6')1>

| [ I | o
] v v v
N

O oM

v

i

LI B R R S | [ L
NP OOFEFNPRPPRPOCOOF OO RO FE R
We v Ow - .

"':1"".1"'1"".13>B>B>"’1lb>>()"'13>>0

T
N

| AL I AU N DR S B | L U O T P R T |
- v Ne e ~J (o]

-

>>w>co>>mco?mwm>mmw>m>>
O NF RO PRPRORNONNFRPNONPRPRPYQORPOOR OFE
v

T
i =g

-176-

INDICE DE AUTORES

8
-4, D-5, D-10

-3, P-4, F-5, F-6, F-7, F-8, F-9, F-13, F-14, F-16
, P-21
-2, C-3, C-6

F-6, F-16, P-17, F-22

c-3, F-21

F-2, F-4, F-9, F-18, F-19

F-8, F-11, F-12

, A-3

E-2
B-2, B-3, B-4, B-5, B-7
B-2, B-3, B-5, B-6, B-7
D-3

A-2, A-3, A-4

D-6, D-7, D-8, D-9

F-7, F-8, F-10, F-13, F-14, F-15



Scavini, L.M.
Schajowicz, F.
Silberman, F.S.
Solanot, M.E.
Ubios, A.M.
Valsecchi, R.
Volco, H.E.

-177-



-178-

PUBLICACIONES

Ultrastructure of an odontogenic myxoma. Simes, R.J., Barros, R.E., Klein-
Szanto, A.J.P. y Cabrini, R.A. Oral Surg., 39:640-646, 1975,

Thyzmine pyrophosphatase and acid phosphatase, their ultrastructural locali-
zation in rat skin. Itoiz, M.E., Rey, B.M. de y Cabrini, R.L. Arch. Derm.
Forch., 252:131-138, 1975,

Aplicacidn del método microespectrofotométrico al estudio de membranas quis-

ticas. Giménez, I.B., Itoiz, M.E. y Albano, H., Rev. Asoc. Odont. Arg., 63:
101-103, 1975.

A quantitative microspectrophotometric study of the lead precipitation reac-
tion for the histochemical demostration of -acid phosphatase. Cabrini, R.L.,
Frasch, A.C.C. e Itoiz, M.E., Histochem. J., 7:419-426, 1975.

Andlisis histométrico de la microfluorescencia dsea. Strate, F.G.E., Dotto,
A.L., Lopez Otero, R. y Cabrini, R.L., Ortodoncia, 39:20-25, 1975.

Ultrastructural response of epidermis to actinomycin D. Rey, B.M. de y Ca-
brini, R.L., Dermatologica, 151:89-95, 1975.

Iodized o0il in the prophylaxis of endemic goiter in Argentine. Watanabe, T.,
Moradn, D., E1 Tamer, E., Stoneloni, L., Salvaneschi, J., Altschuler, N., De-
grossi, 0.J. y Niepomniczsze, H. PAHO Scient. Publ., 292:231, 1975.

The effects of iodized salts on iodine metabolism endemic goiter and cretinism:

continuing threats to world health. Degrossi, 0.J., Watanabe, T., Altschuler,
N., Ofiativia, A. y Salvaneschi, J. PAHO Scient. Publ., 292:251, 1975.

Molecular basis for the action of KI on thyroid protein biosynthesis. Pisarev,
M.A. y Aiello, L.0O. Excerpta Med. Endocrinol. Ser. p.9%, 1975,

Familial goiter with partial iodine incorporation block and euthiroidism due

to the deficient peroxidase defect. Niepomniszcsze, H., Degrossi, 0.J., Sca-
vini, L.M. y Curutchet, H.P. Excerpta Med. Int. Congress Ser. N°378. Proc.
Seventh Int. Thyroid Conference, Boston, Mass., June 9-13, pp 470-473, 1975.

Excerpta Med., Amsterdam.

Microspectrophotometric quantitation of nucleic acid and protein in irradiated
epidermis. Conti, C.J., Giménez, I.B. y Cabrini, R.L. Strahlentherapie, 151:
236-239, 1976.

Ultrastructural localization of acid phosphatase in normal and irradiated
epidermis. Rey, B.M. de, Itoiz, M.E., Frasch, A.C.C. y Cabrini, R.L., Cuta-
neous Pathol., 3:25-34, 1976.

Sulphydryl and disulphide groups in normal and irradiated epidermis. Frasch,
A.C.C., Itoiz, M.E., Volco, H.E. and Cabrini, R.L. Int. J. Radiat. Biol., 29:
301-309, 1976.

Envelope mutation promoting autolisis in Salmonella typhimurium. Antdn, D.N.
y Orce, V.L. Molec. Gen. Genet. , 144:97-105, 1976.

Studies on the mechanism of action of potassium iodide on thyroid protein
biosynthesis. Pisarev, M.A. y Aiello, L.O. Acta Endocr. (Kbh) 82:298-305,
1976.

Action of KI thyroxine and cyclic AMP on SH-uridine incorporation into the
RNA of thyroid slices. Pisarev, M.A., Aiello, L.0O. y Pisarev, D.L.K. de.
Acta Endocr., 83:313-320, 1976.
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Action of cyclic nucleotides on protein and RNA synthesis in the thyroid.
Pisarev, M.A. y Pisarev, D.L.K. de, Acta Endocr. En prensa, 1976.

Metaplastic conversion of the differentiation pattern in oral epithelium
affected by leukoplakia simplex. A stereologic study. Klein-Szanto, A.J.P.,
Banoczy, J. y Schroeder, H.E., Pathol. Europ., 11:189-210, 1976.

Graded alterations of epithelial differentiation pattern in buccal mucosa
affected by lichen planus. Klein-Szanto, A.J.P., Andersen, L. y Schroeder,
H.E. Virchows Arch. B. Cell Pathol., 22:2u45-261, 1976.

Architecture and density of connective tissue papillae of the human oral
mucosa. Klein-Szanto, A.J.P. y Schroeder, H.E. J. Anat. (Lond.). En pren-
sa, 1976.

Reslimenes

Estudios de pard@metros tiroideos en un primate Alouatta caraya, utilizando
1311 y moldculas marcadas. Valsecchi, R., Degrossi, 0.J. y Altschuler, N.
Rev. Biol. Med. Nuclear, 7:8, 1975.

Valoracidn radioinmunoldgica de firmacos de la digoxina. Pérez, L.N., Barmasch,
M. y Altsshuler, N. Rev. Biol. Med. Nuclear, 7:42, 197S.

Metabolismo de 131I en ratas nacidas de madres tratadas con antitiroideos. Val-
maggia, E.K. de, Valsecchi, R., Defilippe, A.L., Pisarev, M.A. y Altschuler, N.
Rev. Biol. Med. Nuclear, 7:42, 1875.

Cambios de actividad enzimatica en la epidermis irradiada en funcidn de la
edad y la zona de lesidén. Frasch, A.C.C., Itoiz, M.E., Volco, H.E. y Cabrini,
R.L. Rev. Biol. Nuclear, 7:162, 1975.

Estudio microespectrofotométrico del ADN en epidermis sometida a distintas
dosis de radiacidn X. Conti, C.J., Giménez, I.B. y Cabrini, R.L. Rev. Biol.
Med. Nuclear, 7:163, 1875.

Evaluacidén cuantitativa a nivel dptico y electrdnico del dafio por radiacidén en
epidermis irradiada. Rey, B.M. de, Klein-Szanto, A.J.P. y Cabrini, R.L. Rev.
Biol. Med. Nuclear, 7:163, 1975.

Ultrastructure of X irradiated lingual epithelium. Rey, B.M. de y Klein-
Szanto, A.J.P. J. Dent. Res., S4:631, 1975,

Processing of ultrathin oriented sectioms. €abrini, R.L. y Cabaleiro, E.B.,
J. Dent. Res., 54:631, 1975, '

Mitochondria in irradiated epithelium. Ultrastructural and stereological
analysis. Rey, B.M. de y Cabrini, R.L. J. Dent. Res., 54:632, 1975.

Ultrastructural analysis of epidermis injected with actynomycin D. Relation
to irradiated epidermis. Rey, B.M. de. J. Dent. Res., 5u4:632, 1975.

Microspectrophotometric determination of proteins and nucleic acids in irradia-
ted skin spithelium. Conti, C.J., Giménez, I.B. y Cabrini, R.L. J. Dent. Res.
S4:633, 1975.

Effect of local irradiation on the periodontal area of animals subjected to
orthodontic movements. Ubios, A.M., Parodi, R.J., Lépez Otero, R. y Frasch,
A.C.C., J. Dent. Res., 54:633, 1975.

A technique for localized irradiation of maxillar bone in laboratory animals.
Costa, R.0. y Frasch, A.C.C., J. Dent. Res., 54:633, 1975.
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Acid phosphatase activity in irradiated epithelium. Itoiz, M.E., Frasch, A.
C.C., Klein-Szanto, A.J.P. y Cabrini, R.L., J. Dent. Res., St:633, 1975.

Principles for quantitation of mineral content in microradiographies. Frasch,
A.C. y Cabrini, R.L., J. Dent. Res., 54:634, 1975.

Effect of localized X-irradiation on the growth rate of a rat incisor. Costa,
O0.R., Frasch, A.C.C. y Cabrini, R.L., J. Dent. Res., SL:634, 1975,

Microspectrophotometry in the quantitation of acid phosphatase activity in
tissue sections. Frasch, A.C., Cabrini, R.L. e Itoiz, M.E., J. Dent. Res.,
54:638, 1975,

Accidn de las radiaciones gamma sobre la molécula de anticuerpo. I. Estudios
inmunolédgicos del antisuero a tiroglobulina humana. Scavini, L.M., Rodriguez,
S.M., Degrossi, 0. y Mariano, E., Rev. Biol. y Med. Nuclear, 7:161, 1975.

Accidn de las radiaciones gamma sobre la molécula de anticuerpo. II. Estudios
inmunoldgicos del antisuero a albfimina sérica humana (ASH). Rodriguez, S.M.,
Scavini, L.M. y Capalbo, E.E., Rev. Biol. y Med. Nuclear, 7:161, 1975.

Reparacidn del dafio genético radio-inducido a distintas temperaturas en Dro-
sophila melanogaster. Mazar Barnett, B., Rev. Biol. y Med. Nuclear, 7:163,
1975,

Quantitative changes in ultrastructural architecture and in protein and nucleic
acid contents of irradiated epidermis. Rey, B.M. de, Conti, C.J., Cabrini, R.
L. and Klein-Szanto, A.J.P., Radiat. Res. (en prensa), 1976.
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