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En la actualidad se dispone ya de una bibliografia sufi
cientemente documentada como para profundizar en el conocimiento de
la evolucidén de los diferentes pardmetros biogquimicos en el suero -

sanguineo de animales sometidos a irradiaciones.

No obstante en el conjunto de estos estudios de Biogqui-
mica comparada se nota la falta del correspondiente a sueroc de pe-—
ces, lo cual no deja de resultar chocante al considerar por un lado
la encrme variedad de especies animales estudiadas (Gerber G.B. Alt
man K,I. 1970) y por otro, el hecho de gue se hayan puesto de mani-
fiesto con absoluta clarividencia las repercusiones de toda una se-

rie de condiciocnamientos ecoldgicos sobre el suerc de los peces.

El trabajo mds antiguo correspondiente a andlisis elec-
troforético de proteinas séricas de peces, concretamente carpas, -
que aparece en la bibliografia del presente trabajo data de hace ya
treinta afios y fué llevado a cabo por Moore (Moore D.H. 1945). No -
se ha tenido especial interés en remontarse hasta los origenes de -
la investigacidn en este campa, por tanto se ignora si es este autor
el primero o uno de los primeros que investigaroﬁ sobre proteinas sg

ricas de peces 0 bien si existe alguno anterior a é€l.

Ciertas variables como son : sexo, edad, madurez sexual,
migraciones, ayuno, tipos diferentes de stress, temperatura, salini-
dad, intoxicacidn por residucs industriales, enfermedaaes, etc. pro-~
ducen modificaciocnes apreciables en los electroforegramas de suero -
de peces. (Fujiya M. 1961) ; (Drilhon A. Fine J.M, 1983) ; (Thoms M.
L. Mc Crimmon-H.R. 1964) ; (Bouck G.R. Ball R.C. 1965) ; (Booke H.E.
1964) ; (Hunn J.B. 1967) ; (Thurstone R.N. 1967) ; (Tsuyuki 1965) ;
(Harris J.E. 1974).



Todos estos trabajos pusieron de manifiesto la gran sen
sibilidad del método electroforético para detectar alteraciocnes fi-
sioldgicas que se producen como consecuencia de los condicionamien-

tos ambientales ya citados.

A la vista de los hechos parece 1légico utilizar el métg
do de electroforesis cuando nos proponemos contribuir a la descrip-
cidn del sindrome de irradiacidn en peces, y particularmente el tipo
electroforesis disco-gel gue aporta mayor rigueza de datos. Es previ
sible que este procedimiento de andlisis de proteinas pueda resultar
un buen indicador de los cambios fisioldgicos que acompafian a los e-

fectos letales y subletales de la irradiacidén.



I.1. PROTEINAS SERICAS DE PECES.

I.1.1. Funciones y diferencias genéticas de las proteinas

Las proteinas séricas de los peces han sido estudiadas
con amplitud suficiente debido al importante papel gue desempefian
en el mantenimiento de la homeostasis fisioldgica del cuerpo del -

animal. (Booke 1964).

Las proteinas en colaboracidn con otros sistemas de la

sangre participan en actividades diversas como son @

. Coagulacidén de la sangre
Mantenimiento de la tensién coloidosmdtica del plasma y por tan-
to de la regulacién del metabolismo del agua y de la viscosidad
plasmética
Regulacidén del pH
Vehiculo de trasporte y medio de salubrizacidén
. Funciones enzimdticas propias
. Funciones inmunoldgicas, nutritivas y de recambic
Funciones reguladoras del metabolismo implicado en los sistemas
de reparacidn.

Se ha podido comprobar que existen diferencias notables
y caracteristicas especificas en los distintos modelos electroforé-
ticos, aobtenidos en condiciones equiparables para las distintas es—
pecies, segldn era de esperar. Estos modelos tipicos de cada especie
son altamente reproducibles y las diferencias en cuanto a cantidad
y asusencia o presencia de componentes, se vid que es significativo.
Asi se encontraron diferencias apreciables debidas al sexa, concre-

tamente en pollos de gallinaceas (Moore 1945).

Como resultado de la constitucidn genética y de la in—-
fluencia de factores del entornoc y fisioldgicos que encuentran, apa
recen variaciones intraespecificas en las proteinas del suero sangui

neo de las diferentes especies animales. (Harris J.E. 1974),



En 1972 Cherkashchenco y col. estudiaron las proteinas
séricas de los peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos. Uno de
sus méltiples hallazgos consistid en apreciar el efecto de la edad

sobre la cantidad de las proteinas séricas de las aves.

Los resultados de estudios electroforéticos de las pro

teinas séricas de los peces pueden resumirse asi :

12, - LLos modelos de proteinas séricas de la sangre varian por la -
accidn de ciertos factores como son : sexo, madurez, productos gui
micos, alimentacién, métodas de captura, (Shireman 1974) asi como

muestreo repetido, localizacidn de la extraccidén de la sangre, es—
casez de oxigenc disuelto en el agua, poblaciones salvajes y pobla

ciones de criaderao, etc. (Thurstone 1967).

22, - Normalmente los cambios inducidos son similares a los modelos
’
obtenidos en personas sometidas a condiciones de hipoxia. (Dunn y

Pearce 1961).

32,- Las diferencias debidas a las variaciones genéticas individua

les se dan en las proteinas de los peces de agua dulce.

Las proteinas séricas de dace (leuciscus leuciscus) -
aungue presentan variaciones en todos los componentes del suero en
cuanto al ndmero y concentracidn, sin embargo no parecia existir -
una relacién definida con el sexo, la edad, ni con la epoca de des
ove (excepto unc de los componentes de una fraccién). Estos compo-
nentes presentaban evidentemente variaciones significativas indivi

duales, e indicaban el altc grado de variacidn intraespecifica. -
(Harris J.E. 1974).
No obstante en alglin caso se ha llegado a correlacionar

los cambios en las proteinas séricas del pez con alguna de estas mag

nitudes. (Booke 1964) (Harris 1971).



Esta aparente discrepancia podria justificarse conside
rando que como los modelos de las proteinas séricas de algdn pez —
en particular, dependen no solamente de su constitucidén genética -
sino de factores fisioldgicos y del entorno, estos cambios serian
a menudo demasiado complejos o no suficientemente consistentes para

ser atribuidos a tales factores con cierto grado de certeza.

La complejidad se ha visto incrementada al aumentar el
ndmero de componentes, pero éstos llegan a identificarse por homo-
logfa con los componentes del suero humano, cuando una identifica-

cibn exacta podria resultar dificultosa. (Harris J.E. 1974).

I.1.2. Fracciones proteicas detectadas en el suero de peces

En el caso de ‘dace, (leuciscus, leuciscus) si bien exis
ten grandes similitudes entre las muestras séricas, no puede afir—
marse que dos modelos de ejemplares distintos sean realmente idénti
cos., Se llegaron a identificar nueve proteinas como méximo en cada
suero y cinco como minimo. En algunos modelos se resclvieron acci--
dentalmente fracciones mds difusas peroc se excluyeron debido a la -

dificultad que ofrecian para su cuantificacidn.

Las diferentes fracciones se denominaron asf : 1(a,b) ;
2 3(a,b) ; 4(a,b) ; S(a,b) en orden decreciente de movilidad elec
troforética. En ciprinidos segin muestra la tabla I se detectaron -
por diferentes métodos electroforéticos, como médximo doce compaonen—

tes y como minimo cuatro. (Harris J.E. 1974).

o
De las proteinas séricas de’bluegill (1epomis macrochi-
rus) se llegaron a separar por electroforesis en acetato de celulo-

sa cuatro grandes fracciones de proteinas séricas (Shireman 1974).

Trabajando con barvos (barvus fluviatilis) se encontra
ron cinco fracciones séricas gque por su disposicidn se equipararon
a las observadas en el hombre, denominandolas : albdmina,.{l,>di ,
? , r globulina (cada muestra de suero era mezcla de cincuenta -

sueros).
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En el caso de leuciscus cephalus se pudieron diferenciar
en el diagrama electroforético la albumina,d‘,)ﬁx globulina, mientras
gue la JL y 1a(3 aparecen como si fuesen una sola fraccidn, si bien en
algln caso parece insinuarse su resolucidn en dos; por esto parece 16—
gico gue se acepte tambien en estas especies la existencia de las glo-

bulinas:{zy P que serfan mds dificiles de diferenciar entre si. (Planas

y Gras 1957).

El estudio sobre separaciones electroforéticas del suero de
diferentes peces, llevd al autor a la conclusidn de que el modelo de pez
normal presenta cuatro manchas sobre papel, es decir cuatro bandas para

cada curva electroforética.

Generalmente el suero humano normal presenta tambien cuatro
bandas en la curva electroforética sabre papel, correspondientes a cua-

tro componentes denominados : albﬁmina,&gﬂﬂbulina,egﬂﬂbulina,x globulina.

Los peces empleados en esta experiencia pertenecian a dos cla
ses diferentes : Teledsteos y Elasmobranguios, notandose una diferencia

notable entre los diagramas electroforéticos de unos y de otros.

Los electroforegramas de Elasmobranquios muestran una banda
hacia el lado del cdtodo, mientras gue todas las bandas del sueroc de Te

leostens migran hacia el lado del &nodo,

La fg. (1) muestra las curvas electroforéticas correspondien
tes a : (1) Pagrosomus major; (2) Sebastodes inermis; (3) Sparus srvinho
mis; (4) Acanthbius flavianus; (5) Platycephalus indicus; (6) Astroconger
myriaster; (7) Spheroides rubripes; (8) Raja kenojei; (9) Cynias manazo;
y  (10) Cyprinus carpio.

Aungue hay algunas diferencias en la forma de las curvas de

Teleosteos, sin embargo parece ser aproximadamente la misma, especial-

mente la distancia de migracidn de las bandas.
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Comparandc estas curvas con las curvas procedentes de
sueros de peces sometidos a la exposicidn de materiales téxicos -
da la impresidén de que puede ser un método apto para medir los e-

fectos de deterioro. (Masaru Fujiya 1961).

Se ha intentado determinar si realmente existe un mo-
delo de proteinas séricas caracteristico entre peces de la misma
especie y procedentes de la misma poblacidn, y gué variaciones e-
xisten entre modelos de sueros de individuos sometidos a una.ten—
sién fisica o quimica antes de la extraccién de la sangre. La ex—
periencia fué realizada con salmo gairdneri, y se llegé a la con-
clusidn de que en esta especic de pez a causa de las diferencias
individuales, no ha sido posible caracterizar un " modeloc tipo "
de electroforesis disco-gel a partir del suero. El1 méximo de ban—
das aparecidas de un modo permanente era de diez, denominando 1 a
la més répida y 10 a la m&s lenta. Aunque el perfil presentaba -
diez fracciones standard, en la fraccién 10 aparecian agrupadas -
dos bandas, y tres en la fraccién 9. El1 perfil indicaba la posibi
lidad de bandas adicionales en las fracciones 8 y 6 aungue estas no
eran claramente discernibles en el gel. La fg. 2 muestra el perfil
densitométrico de un modelo de electroforesis disco-gel de sueroc -

de trucha arco iris salvaje (salmo gairdneri)

Los modelos obtenidos de la misma muestra de suero en
geles diferentes eran replicables aln cuando migraron en corridas

distintas. (Thurstone 1967).

I.1.3. Identificacién de las fracciones proteicas de dace (leucis—

cus, leuciscus).

Las diferentes fracciones proteicas detectadas en sue
ro de dace (leuciscus, leuciscus), se denominaron : 1(a,b); 23 3
(a,b); 4(a,b); 5(a,b) en orden decreciente de movilidad electrofo

rética. (Harris J.E. 1974).



Los componentes 1a y 1b se han considerado como prealbg
minas porque migraron mds rapidamente que el componente principal,
la albdmina. Estos componentes aparecen invariablemente en casi to-
dos los casos conteniendo mormalmente del 14 al 16 % del total de —
proteinas. La prealbimina mds rdpida es la 1a, que fué también la -
mds abundante, Estas prealbliminas 1a y 1b aparecen también en el e-

lectroforegrama de leuciscus cephalus,

Las prealblminas de suero de pez se han resuelto en o-
tras ocasiones usando un gel patrdn. (Fine y col 1963) ; (Nyman -

1965) H (Luckyanenko y col 1967).

£l componente 2 forma una ancha banda intensamente teﬁi
da, es la fraccidn mds grande y prominente del suero de pez. Fué i-
dentificada como albdmina por diferentes autores : Summerfelt en ci
prinidos 1964, por fraccionamiento de sales ; Snieszko 1966 por ané
lisis quimico en truchas arco iris (salmo ggirdneri). Alcanza algo
menos de la mitad del contenido total de proteinas séricas en la ma
yor parte de los casos. lL.os porcentajes de albdmina de suero de ‘da~
ce? coinciden con los publicados por Chandresakar 1959 para ciprini

dos de agua dulce.

La fraccidn 3 fué menos uniforme variando entre 4 y 22%,
aparece en la zona de las postalbdminas y consta de una ancha banda
difusa, circunstancialmente aparece una segunda banda igualmente di-

fusa situada muy préxima a la anterior.

Las transferrinas, ceruloplasminas, hemoglobina libre,
protombina etc. se encuentran probablemente entre las fracciones 3
y 4 y las fracciones mds pequefias de suero de Hace? Esto parece eg
tar confirmado por el hecho de que se demostrd que las transferrinas
del suero de salmdn cuando se separan en geles de poliacrilamida o
almidén, se encuentran tambien en las fracciones 3 y 4. (H. Anwar -

comunicacién personal) ; (Payne y col 1971).



Las inmunoglobulinas aisladas del suero de salmdn, cuan
do se separan sobre geles de poliacrilamida se detectan también co-
mo una banda difusa en una regidn correspondiente al componente 4 -

del suero de " dace ".

La fraccidén 5 es el componente de menor movilidad y na-
da mids entrar en el gel de poro peguefio forma una banda bien defini
da de intensidad regularmente uniforme, variando normalmente entre
9 y 14 %. Ocasionalmente aparece en esta zona una segunda banda gue
es a menudo menos intensa que la banda principal y ligeramente mds

movible.

Se.demostrﬁ gue el componente 5a del suero correspondia
a @ lipoproteinas, fué encontrado solamente en suero de peces hem
bras y que habian desovado, nunca pudo identificarse en peces macho.
La electroforesis subsiguiente a la separacidn de las lipoproteinas
en machos y hembras confirmd ésto. Al fin una lipoproteina mostrd -
estar implicada en cambios de madurez e iniciacidn de produccidén de
huevos en las hembras de ambos peces : ciprinidos y salmdnidos. -

(Vanstone & Ho 1961) ; (Krauel & Ridgway 1963) ; (Summerfelt 1964).

En resumen, los componentes 1a y 1b son prealbdminas, -
el componente 2 es albdmina y las fracciones 3, 4 y 5 en virtud de
sus respectivas movilidades electroforéticas pueden ser considera—-—

das como & , (3 , K globulinas respectivamente.

La prqporcién alblmina/globulina era regularmente uni--
forme, aunque algin pez mostrd valores extremadamente altos, la ma-
yor parte de los peces daban valores entre 1.4 y 1.9. Estos valores
coinciden con los publicados para leuciscus 1.13 y 1.31 (Planas y
Gras 1957) y para sébala (brevoortia tyranus) 1,28 y 2.08 (Lepkovaky
1929). No existfa correlacidn entre la proporcién A/G y la edad y —
sexo de leuciscus, leuciscus y aparentemente tampoco existia corre-
lacién con los cambids de temperatura comc habian divulgado en el -

caso de las truchas (Meisner & Hickman 1962). Sin embargo existia -



una reduccién relativa de la albdmina durante los meses mds frios
del afio, Varios autores descubrieron la existencia de una disminu
cién en la cantidad de albdminé y/o en la préporoidn‘de A/G duran
te el invierno (Saito 1957) ; (Khailov 1963). Durante este tiempo
tiene lugar también una disminucidn general en todas las protei-—
nas séricas (Saito 1957) ; (Sorvachev 1957) ; (Flemming 1958). Co
mo las proteinas de lé dieta son como un precursor directo de las
proteinas del plasma (Harper 1965), estos efectos debidos al in——
vierno o a bajas temperaturas; donde el alimento de los peces es-—
t4 notablemente reducido, parece ldgico. Se ha comprobado, que, -
efectivamente el efecto de inanicidn sobre las proteinas séricas

es comparable al efecto de invernacién. (Sorvachev 1957) ; (Love

1970).

I.1.4. Comparacidén del suero de pez y humana.

Al cotejar las proteinas séricas humanas y de pez se

pudo comprobar gue :

Las prealbdminas, componente 1, correspondientes a -
las bandas 1a y 1b aparecen en el caso de leuciscus cephalus, si
bien con una movilidad equiparable a la albdmina humané. También
se resolvieron estas prealbdminas en el suero de dace pero no en

suero humano,

El componente 2 aparece en ambos sueros de pez y huma
no, en el caso de los peces constituye la fraccidn mayor pero es

menos movible que la albdmina del suero humano,

Aunque las proteinas séricas de'Hace“(leuciscus, leucis
cus) correspondian en general a los componentes de sﬁero humano en
una relacidn espacial, las movilidades electroforéticas de los com
ponentes del suero de pez parecen ser bastante menores que aquellas
de suero humano. Por ejem. una serie de investigaciones han demos-—
trado que el componente mayor del suero de Teleosteos es realmente
andlogo a la =t globulina del suerc humano més bien gue a la albd

mina, (Summerfelt 1964) ; (Snieszko y col 1966). El hecho de que -



el componente 2 del suero de " dace " tenga la movilidad de la d
globulina e incorpare tinte lipido, no excluye la posibilidad -

de gue de hecho sea albdmina.

Se encontrd una proteina igualmente capaz de incorpo
rar tinte lipidico, en la misma posicidn del electroforegrama de
suero de " golden shiners " (Summerfelt 1964, 1966) ; " eel "o~
(Drilhon 1954) ; "cool", (Wilkins 1967) y en otras especies de -
vertebrados, (Commun y col 1953) ; (Crenshaw 1962). Hay que tener
en cuenta gue la albdmina a menudo tiene moléculas de acidos gra-—

sos libres unidas a ella. (West y col 1967).

El componente 3 gue estd ocasionalmente como dos bandas
separadas, se encontrd en esta zona de las postalbdminas en suero -
. ] . . .
de ‘dace (leuciscus, leuciscus). Ambas bandas regularmente difusas,

se encuentran muy cerca la una de la otra.

En la separacidn de proteinas séricas de humanos aparece
en la zona de lés postalbdminas una banda regularmente densa seguida
por dos o tres bandas menos intensas. Estas eran normalmente los com
ponentes especificos del grupc y otras dJ. globulinas tales como pro-

tombina, ceruloplasmina, etc. (Davis 1964) ; (Luckyanenko y col 1967).

La segurda fraccidén mds prominente del suero humano es la
localizada en el centro, la transferrina, (Davis 1964). Ni el componen

te 4a ni el 4b del suerc de 'dace’ eran tan densos como 8ste.

Entre la transferrina y el origen se encontrapon varias -
bandas en ambos modelos de suero. En suerc humano y en orden decrecien
te de movilidad estas bandas son : haptoglobina dos Fracciongs,og‘ ma—
croglobulina,/g lipoproteina. Esta regién muestra un fondo difuso que

es el volumen ocupadoc por 75 globulina (Davis 1964).



Hay también en esta regidn de sueroc humano un nlmero de
bandas que no han sido identificadas. En la regidén correspondiente
de suero de " dace ", aparecieron la mayoria de las fracciones més

pequenas, en la zona inmediata al componente 4.

Se intentd identificar las lipoproteinas del suero de
" dace " (leuciscus, leuciscus) con cuatro ejemplares capturados en

el mes de agosto compardndolas despues con las del sueroc humano.

Se demostrd la existencia de dos lipoproteinas séricas
en ambos sueros gue migraban en las regicnes d y P respectivamen
te. Esto es comparable a los hallazgos de otros autores sobre lipo
proteinas séricas en ciprinidos y seres humanos. (Chandresakar 1959 )

y (Luckyanenko 1967) respectivamente.

En el suero de dace el componente G comprendia la ma-
yor parte de las lipoproteinas, aungue en la anguila el componente
& era el mayor. (Fine y col 1963). La movilidad més baja de las
proteinas de " dace " en comparacidn con sus respectivos componen-
tés humanos, fg. 3, estd de acuerdo con la observacidén de que tados
los componentes séricos de"dace" tienen menor movilidad gue sus co-

rrespondientes andlogos de suero humanao,

La fraccidn Sa corresponde a (*) lipoproteinas, la Sb &
d lipoproteinas tuvo una moviliaad ligeramente mayor en el suéro
humano que en el de'aace;‘pero en ambos casos deiaace’y seres huma-—
nos la @ ]ipoproteina fué el componente mds grande. Se sugirid gue
el componente 5b que se encuentra en el extremo final del gel de po
ro pequeno, casi en la conjuncidn entre el gel de poro grande y po-
ro pequefio, puede ser una inmunoglobulina. Al menos en suerc humano

podria tratarse de la 19S Y globulina. (Davis 1964).
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I.1.5. Factores que alteran las proteinas séricas de pez.

Sexo y madurez, -

El andlisis de regresidn indicd gue los estanques, la es
tacién del afio y el sexo, asi como las alteraciones de estas varia—
bles ejercen un efecto significativo sobre los modelos de las protel

nas séricas de " bluegill ", (Shireman J.V. 1974),

Las diferencias de sexo fueron significativas para cada
fraccién durante tiempos especificos. Las interacciones entre estan-
gues, tiempo y sexo fueron significativas, indicando que a periodos
distintos dentro de estanques distintos, el porcentaje proteico den-

tro de las fracciones varfia con el tiempa.

Con todo\se demostrd gque los porcentajes proteicos de ca
da fraccibén ofrecian una tendencia similar en machos y hembras inma-
duros de'bluegillf Sin embargo el factor decisivo fué la cantidad re
lativa de la fraccidn 4 durante la epoca de reproduccién en las hem—
bras. No es extrafio un aumento en una fraccidn tratandose de animales
oviparos. (Mac Kinley y col. 1953) ; (Mac Cully, Maw, Common 1959),
aparentemente se trata de una mezcla de compuestos lipoproteicos., —

(Bailey 1957).

Es preciso considerar el sexo como una variable cuando -
se comparan fracciones proteicas de peces tomados de estanques dife-
rentes. Las diferencias en el porcentaje proteico entre las fraccio-
nes fueron estadisticamente significativas, superiares a las de los
estanques pero se debian a la influencia de ambos : sexo y época. -

(Shireman 1974).

Trabajando con proteinas séricas de peces herbivoros se
observaran ligeras diferencias debidas al sexo, apreciando tambien -

que las albdminas decrecian con la edad del pez. (Adamova y col 1973).



Se hizo un andlisis de muestras de suero procedentes de
28 hembras y 20 machos de trucha arco iris (salmo gairdneri), captu
rados por el procedimiento de cucharilla " dip net ", en los cana——
les del criadero, a fin de determinar las posibles variaciones del
modelo atribuibles al sexc y madurez. Dos machos eran inmaduraos (hg
bia dificultad para determinar el sexo sin examen microscépico), ca
torce eraﬁ madurcs (se apreciaba el sexo sin ampliacién) y cuatra -
estuvieron " a punto " (se desprendia el esperma o los huevos al ma
nejar el pez). Catorce hembras fueron maduras y catorce inmaduras.
Se observaron diferencias significativas en las fracciones 6 y 9 -
gue se referian a madurez pero no pudo atribuirse ninguna a la frac

cidn de sexo.

Tan solo se encontraron dos hembras " a punto " de deso
var entre los peces del criaderc sometidos a prueba, ambas exhibie-
ron en la fraccidn 10, cantidades de proteinas que eran excesivamen
te grandes para ser controladas por el densitdmetro. Se estimd gue
estas bandas contenian mds de un 70 % del contenido total de protei

nas.

Muestras de ocho hembras maduras (se aprecia el sexo -
sin necesidad de ampliacidn), observadas en otros tests pusierdn -
tambien de manifiesto esa fraccidn excepcional. La fraccidén 10 en -
muestras de machos o hembras inmaduras no excede del 13 % en conteni
do proteico, Una-intensa banda se aprecid tambien en dos truchas a
punto de desovar, salmo gairdneri y dos salmo clarki, en las mismas

condiciones capturadas en el rio y lagos cercanos. (Thurstone 1967).

Productos quimicos. -

Sulfito de cobre.- Se expusieron carpas de 20 cms. de longitud

en agua conteniendo Cu en cantidades de 0.1 ; 0.2 3 0.5 ; 1.0y 2.0

mg/1 durante veinticuatro horas.



Las curvas electroforéticas para cada concentracidn apa

recen en la fg. 4

A la vista de éstas se aprecia una profunda diferencia

cuando el contenido de Cu alcanza una concentracién de 0.5 mg/l.

Se 1llegd a la conclusién de que la concentracidén umbral
capaz de inducir un efecto nocivo, estd entre 0.2 y 0.5 mg/1 de Cu

(Masaru Fujiya 1961).

. Sulfato de cobre.- Se hicieron experiencias sobre cincuenta y

un peces en series de cuatro experiencias. Los peces control mostra
ron diferencias significativas respecto a los modelos procedentes de
peces expuestos a la accidn del Cu, en las fracciones 7 y 10 de tru-

cha arco iris (salmo gairdneri) ; (Thurstone 1967).

Fujiya en 1961 sugirid que el andlisis electroforético
de suero sanguineo de peces ha demostrado ser un instrumento util pa
ra detectar la polucidn, Se notaron cambios notables en los modelos

de salmo gairdneri sometidos a niveles letales de sulfato de cobre,

La naturaleza compleja de las reacciones del Cu sobre los
peces se desconoce. Se sabe gue metales pesados, incluidos el Cu, for
man compuestos insolubles cuando se combinan con proteinas en el mu--
cus segregado por el tejido epitelial externo de los peces. Se sabe ~

gue eso interfiere la respiracién. (Doudoroff y Katz 1953).

(Fromm y Schiffman 1958) ; (Holland y col 1960) concluye—
ron que el tejido epitelial externo es capaz de retener metales pesa-

dos, incluso Cu, de la penetracidn a los tejidos internos.

Algunos trabajos recientes muestran cambios histopatolégi
cos definidos bajo condiciones prolongadas de concentraciones bajas -
de metales pesados (Crandall y Goodnight 1963), asi como acumulacidn

tisular de ciertos metales pesados (Fromm y Stokes 1962).



. Sulfito sbdico.- Concentraciones grandes de sulfito disuelto en
el agua causaron un descenso notable en el oxigeno diéuelto. Adn asi
no existian diferencias significativas entre los peces de control vy
alguno de los grupos de peces cometidos a las sales de sulfito. Es—
tos datos son parecidos a los obtenidos en la experiencia sobre con-
centraciones bajas de oxigeno, en las que se obtienen diferencias no

significativas entre los grupos de control y los tests,

. Hidréxido sédico y acido sulfirico.- Para el hidréxido sédico -
hubo un cambio significativo en la curva electroforética sobre papel
cuando la concentracidn alcanzé los 40 mg/l. E1 cambio mds notable sin

embargo se observd al alcanzar los 60 y 90 mg/1l.

Una concentracién de 20 mg/l de acido sulfirico produjo
un cambio muy notable en el suero de pez. A simple vista se aprecid
un cambio histoldgico en las branquias. En conexidn con el fendmeno

aparece un cambio significativo en la curva electroforética sobre pa

pel del suero.

. Acetato de plomo.- Diez carpas tests se mantuvieron durante cua
renta dias en agua conteniendo 1.0 mg/l de Pb. Se recogieron especies
muertas al cabo de los 9, 20, y 21 dias. Siete peces sobrevivieron -
durante la totalidad del periodo de experiendia, pero casi todos que

daraon supersensibilizados y una peguefia tensidn les producia shock.

La fg. 5 muestra las grandes diferencias entre curvas e-
lectroforéticas de sueros de carpa expuestos a la accidn del Pb y car

pas normales.

En estas experiencias la carpa sobrevivid durante veinti

cuatro horas en una concentracién de 50 mg/l de Pb.

Se ha comprobado sin embargo gue una exposicidn prolonga
da a una concentracién de Pb mucho mds baja, 1.0 mg/l de Pb, produjo

un efecto nocivo en su cuerpo. [Masaru Fujiya 1961).
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Baja concentracidén de oxigeno en el agua.-

Se han encontrado diferencias significativas en los per
files de plasma de dos de las tres especies de peces estudiados en
condiciones de escaso oxigena. Se notaron cambios en dos de las seis
fracciones obtenidas en perfiles de electroforesis en papel del“blug
gilla(lepomis macrochirus) y una de las cinco fracciones obtenidas -
en el perfil del " largemouth base " (micropterus salmoides), " yellow

bullheads " (ictalurus natalis) no manifestaron cambios de perfil.

Se sugirid gue los niveles de oxigeno disuelto 2.7 ppm -
en las condiciones del test pueden representar una escasa o nula ten

sién para estas especies. (Bouck y Ball 1965).

No se apreciaron sin embargo cambios significativos en -
el perfil del suero de trucha arco iris (salmo gairdneri), sometidos
a niveles de oxigeno disuelto del orden de 1.3 ppm. En realidad no -
se notaron cambios significativos en los modelos de trucha arco iris
sometidos durante un mes a un descenso de oxigeno hasta de 0.1 ppm.

(Thurstone 1967).

Poblacidn salvaje y poblacidn de criadero.-

Se tomaron muestras de nueve truchas arco iris (salmo -
gairdneri) salvajes para ver si existian variaciones entre loé mode—
los de sus proteinas séricas y los modelas de peces de vivero. Los -
peces salvajes seéleccionados eran hembras maduras, capturadas por -
electroshock y retenidas durante un periodo de adaptacién de 48 horas,

antes de sacarles la muestra de sangre.

A un némero equiparable de hembras irnmaduras procedentes
de la poblacidn del criaderc capturadas por electroshock, se les extra
jo la muestra immediatamente despues de la captura. Se tomaron tambien
hembras maduras del criadero por el método de cucharilla " dip net " -

Utiles para ser comparadas.



Se encontraron diferencias significativas entre los per
files de peces salvajes y los de ambos grupos del criadero en las -
fracciones 1 y 6. Los peces del criadero gue no habfan sido someti-
dos a electroshock mostrarcon diferencias respecto de los otros dos

grupos en las fracciones 6 y 8.

En la experiencia sobre los diferentes métodos de captu-
ra tambien aparecid una diferencia significativa en la fraccién 8 -

aunque no aparecid ninguna en la fraccidn 6. (Thurstone 1967).

Al interpretar estas diferencias entre los modelos de -
peces de criadero y peces salvajes, hay gue tener en cuenta las di-
ferencias de dieta de estos dos grupos. Los peces del criadero se —
mantuvieron a base de bolitas de harina, en opésicidn al forraje in

gerido por los peces salvajes.

Las diferencias de modelos se manifestaron entre mues—
tras de suero procedentes de carpas alimentadas con alimentos dife-
rentes canteniendo cantidades variables de proteinas, (Lysack y Wo-
jeik 1960), y tambien entre lampreas de mar que habfan estado en -
ayunas durante periodos diferentes de tiempo, concurriendo estados

diferentes de desove. (Thomas y Mac Crimmon 1964).

Falta de alimentacidn en peces cultivados.-

El resultado de esta experiencia llevada a cabo por -
(Masaru Fujiya 1561) sobre peces de la especie A. myriaster, apare-
cen en la fg. 6, como puede apreciarse no se nota nada anormal en -
el diagrama hasta el dia sesentaitresavo, en gque las bandas se des—

vian.

Se pensd que probablemente las experiencias no cubririan
un periodo mds largo de ocho semanas y que los peces habrian sido ali

mentados.



Se concluyd que las diferencias respecto a las curvas de
control indicarian cambios debidos a la exposicidn a la accidn de ma

terial tdxicao.

Método de captura.-

La experiencia consistid en hacer comparaciones diversas
sobre 126 peces, truchas arco iris (salmo gairdneri) para determinar
los efectos de las diferentes métodos de captura sobre los mudelas -

del suero sanguineo.

Los métodos usadas fueron : anzuelo y sedal, " gill net ",
eletroshock y cucharilla " dip net ". Se hicieron comparaciones entre
los modelos de proteinas séricas capturados por estos cuatro procedi-

mientos.

El método de captura de cucharilla " dip net " mostrd di-
ferencias significativas respecto de los otros métodos en la fraccidén
1, del procedimiento de anzuelo y sedal en las fracciones 4 y 10y -

del procedimiento de electroshock en la fraccidn 8.

Los procedimientos de anzuelo y sedal y electroshock ofre

cen diferencias significativas en cada una de las fracciones 4 y 8.

Las dos fracciones gque acusaron diferencias significativas
en las experiencias de sexo y madurez no muestran tales diferencias -

significativas enh ésta. (Thurstone 1987).

Previamente se habfa comunicado la existencia de diferen-
cias significativas en los modelaos de proteinas del ﬁlasma de truchas
arco iris [salmo gairdneri) capturados con jabea, anzuelo y sedal y -
electroshock., Se habia usado electroforesis en papel y se obtuvo un -
perfil con cinco fracciones de plasma. (Bouck y Ball 1966). Pero es--
tas diferencias en los modelos debidas a los métodos de captura pue--
den ser el resultado de las diferentes respuestas hormonales. (Thurs—

tone 1967).



Muestreo repetido.-

En el trabajo con trucha arco iris (salmo gairdneri),
anteriormente citado, se vid que los machos presentaban un aumento
significativo en la Fraccidn 10 entre la segunda y la tercera ex——
traccidn y las hembras ofrecian un aumento significativo en las -

fracciones 6 y 9 entre la primera y la segunda extraccidn.

Para determinar el efecto de muestreo repetido sobre -
los modelos de suero sanguineo se sometieron tres veces a extrac—-—
cidn de muestra cuatro machos maduros y ocho hembras inmaduras. -

(Thurstone 1967).

Localizacidn de la extraccidén de sangre.-

Se hizo un andlisis comparando los perfiles de ocho -
hembras inmaduras sometidas a muestrec a partir de la aorta dorsal,
con diez hembras inmaduras sometidas a muestreo a partir del cora-
26n para determinar las posibles variaciones resultantes de la lo-

calizacidn de la extraccidén de la sangre.

Se encontraron diferencias significativas en los perfi
les de sangre tomados de la aorta dorsal y de la sangre tomada del

corazén en las fracciones 4, 8 y 10.

:

Otras posibles causas de las diferencias en proteinas séricas de pez.-

En el mencionado trabajo sobre trucha arco iris (salmo
gairdneri) se expone toda una serie de causas adicionales capaces
de originar cambios. Sabido es gue los modelos de gel en poliacri-

lamida aportan un mayor nimero de fracciones séricas.



Se comprobd gque realmente rno existen dos modelos de -
muestras séricas distintas que puedan considerarse idénticos y gue
pocos, fueron suficientemente semejantes para.que no pudiera apre-
ciarse algin grado de diferencia en ellos. Debido a esta gran va-—
riedad de diferencias individuales, no ha sido posible caracteri--
zar un modelo normal de electroforesis disco gel para el suero de

salmo gairdneri, trucha arco iris.

Los cambios en el perfil pueden producirse por intro——
duccidén o incremento de una proteina dada, por la eliminacidn de -
una proteina determinada o bien por un cambio en la estructura de
una proteina, que es motivo suficiente para alterar su movilidad -

electroforetica.

Como resultado de una tensidén o esfuerzo se produce un
aumenta en el flujo endocrino gue puede afectar a las proteinas sé
ricas totales. Este cambio no puede medirse por los procedimientos
actuales aungue puedan ocurrir cambios medibles en otras proteinas

en respuesta a este fluja.

La destruccidn del tejido y como consecuencia el flujo
de proteinas celulares al torrente sanguineo, puede ser tambien una
de las causas del cambio en los modélos de proteinas séricas. La -

lesidn puede ser por trauma o bien por degradacidn fisioldgica.

Alguna proteina puede tambien incorporarse a alguna -
muestra de suero como resultado de la hemolisis durante la més cui

dadosa extraccidn de sangre.

En varias especies de peces, incluida la trucha arco -
iris (salmo gairdneri) e hibridos de trucha arco iris, se ha dado
el caso de aparipién de hemoglobinas mdltiples. (Hashimoto y Matsuu
ra 1959) ; (Schuman 1959) ; (Buhler 1963) y (Tsuyuki y col. 1965)

respectivamente.



Este polimorfismo celular puede ser debido a una hemolj
sis indetectada o bien a un derrame celular gue vierten en ambos ca

sos proteinas al torrente sanguineo. (Bouck y Ball 1965).

£l polimorfismo de la transferrina del sugro fué divul-
gado por (Moller y Naevdal 1966), guienes usaron electrbforesis de -
gel almidén/agar y examinaron el suero de " coalfish " (gadus virens)
" pollac " (g. pollachius) "whiting " (g. merlangus). Todos estos -
tipos de polimorfismos genéticos serian independientes de ciertos -

tests a los que los peces estarian sujetos y cuya influencia se pue

de reconocer sobre los datos del test. (Thurstone 1967%).

Se aprecid la existencia de una fraccién de migracidn —
lenta en el suero de hembras de salmén " coho " (oncorhynchus kisutch)
de 2.5. afos de edad, se pensS que podria tratarse de lipaovitelina.

En esta experiencia se eliminaron las muestras séricas de peces gue
estaban desovando y de aguellas que acababan de desovar. (Vanstone

y Chung-Wai Ho 1961).

Igualmente se comprobd la aparicidén de una fraccidn de
migracidn rdpida en plasma procedente de lampreas maduras (petromi—
zon marinus) ; (Rall y col. 1961). Afos mds tarde se encontraron en
estas mismas especies diferencias apreciables en los modelos de sug
ros de peces de Sexo distinto, en la fase de predesovacién que no a

parecian en la fase de maduracidn.

En un estudic sobre ocho peces estonianos no se encontra
ron diferencias intraespecificas entre machos y hembras inmaduros pe
ro las albdminas y las globulinas de migracidn répida aumentaron du-

rante el periodo de desovacién, (Kirispun 1964),

Se ha apreciado la existencia de una fraccidn separable
sobre gel de poliacrilamida gue parecia ser similar a la fraccidn ca
racteristica de migracidn lenta de hembras " a punto " encontrada en

salmo gairdneri. Esta fraccidn no ha sido identificada. (Tsuyuki 1966).



En el trabajo sobre "dace" (leuciscus, leuciscus), reite
radamente citado, se afirma que aparentemente no existe correlacidn
entre los cambios de temperatura y la proporcidn A/G como habfan pu—
blicado en el caso de las truchas (Meisner & Hickman 1962). Durante
los meses de diciembre a abril hay una reduccién relativa de la albg
mina, es decir los meses'més frios del afio. Varios autores han confir
mado la existencia dé una disminucidén en la cantidad de alb@mina y/o
en la proporcién A/G durante el invierno. (Saito 1957) ; (Khailov -

1963).

Durante este tiempo ocurre tambien una disminucidn gene-
ral en todas las proteinas séricas, (Saito 4957) H (Sérvacﬁev 1957) ;
(Flemming 1958). Como las proteinas de la dieta son como un precursor
directo de las proteinas del plasma, (Harper 1965), estos efectos en
invierno o a bajas temperaturas parecen ldgicos ya que el alimento de
los peces en esta epoca estd notablemente reducido. Y en efecto se ha
comprobado que el efecto de la inanicidn sobre las proteinas séricas
es comparable al efecto de invernacidn, (Sorvachev 1955) ; (Love 1970).
Cuando a ratas hambrientas se les permitia reanudar su alimentacidn -
una proporcidn notable de las proteinas sintetizadas de nuevo en el -

higado es albdmina. (Wilson y col. 1967) ; (Harris J.E. 1974).

A través de todos estos datos se aprecia una variabilidad
considerable en los modelos de las proteinas del suero de trucha arco
iris (salmo gairdneri) procedentes de una poblacidn de criadero y una
ulterior variacidn entre ésta poblacidn y un grupo de truchas arco ——
iris éalvajes. Se notd que las variaciones en peces de aguabsalada e-
ran menores que las encontradas en peces de agua dulce, de donde se -
deduce que los peces dulceacuicolas ofrecen una diversidad genética

mayor gue los peces de agua salada. (Tsuyuki y Roberts 1966).

Es un hecho gue los peces cultivados tales como la carpa
ofrecen muchas diferencias individuales mientras que los peces salva-

jes presentan modelos méds estables, (Masaru Fujiya 1961).



Desde el punto de vista bioldgico las variaciones indivi
duales de las diferentes especies de peces es el problema mds impor-

tante a la hora de interpretar resultados.



~ I.2 RADIACIONES IONIZANTES Y SU ACCION SOBRE LAS PROTEINAS Y OTRAS MAG
NITUDES DEL SUERO DE MAMIFEROS.

I.2.1. Naturaleza de las radiaciones ionizantes e interaccidén con la

materia.

Se intenta aqui desarrollar simplemente de una manera some
ra la accién de las radiaciones iocnizantes sobre la materia, puntuali-

zando no obstante las caracteristicas esenciales del fendmeno.

Cualguier radiacidn ionizante corpuscular & electromagnéti
ca se puede considerar en cuanto a su interaccidén con la materia se re
fiere, como una_particula de masa m, carga Ze y velocidad v. Las radia
ciones alfa, beta, asi como protones y deuterones etc. son esencialmen

te particulas cargadas.

La radiacién alfa estd compuesta por ndcleos de Helio de gran
poder ionizantes y capaces tambien de excitar a los &tomos. Su recorrido
es carto debido precisamente a su gran capacidad de ionizacidn, gue pro-

voca una pérdida sGbita de energia.

La radiacién beta consiste en una emisién de electrones pro-
cedentes del ndcleo de ciertos dtomos. Lo misma gue las radiaciones alfa
producen ionizacidén y excitacidn de los &tomos pero en menor escala gue
aguellas. Su recorrido es por ello mds largo ya que no pierde tan pronto

su energia.

En el caso de los neutrones se trata de particulas sin carga
eléctrica. Teniendo en cuenta la naturaleza ligera de todos los &tomos gue
componene el material bicldgico, parece probable gque el mecanismo de inter
accidn sea el de colisidn elédstica, tratdndose de neutrones moderadamente
energéticos. Como en los tejidos de los animales el elemento mayoritario
es el Hidrdgeno las caolisiones originan protones. Estos protones llevan -

carga positiva, atraviesan los tejidos y crean una elevada densidad de io= .

nes.



Finalmente estédn las radiaciones X y gamma, constituidas
ambas por fotones electromagnéticos, son simplemente una radiacidn.
Su energia oscila entre 0.3 y 5 MeV. Si la energia es menor de 0.3 -
se manifiesta efecto fotoeléctrico y la absorcién del cuanto causa -

la ionizacidén del &tomo, emitiendo un electrén.

Cuando la energia es mayor, el fotdn y los electrones 1i
bres entran en colisidn (efecto Compton), causando deflexién del e——
lectrdn y del fotdn. Los rayos X y gamma penetran profundamente en —
el material de baja densidad la profundidad depende del voltaje, en
consecuencia.la transferencia de.energia por unidad de longitud de -
trayectoria, varia, siendo poca para radiaciones duras o de poca log
gitud de onda. Estas radiaciones penetran més profgndamente gue las
particulas cargadas porgue no reacciocnan inmediatamente con la materia

dentro de la cual penetran.

En Gltima instancia la interaccidn de las radiaciones io
nizantes con la materia se puede considerar como una interaccién en—
tre la materia y particulas cargadas, dotadas de gran energia, pres—

cindiendo incluso de la propia naturaleza de las radiaciones ionizantes.

La probabilidad de que en una interaccidn entre la parti
cula cargada répida y el 4tomo tenga lugar una trasferencia de ener-
gia es directamente proporcicnal a la carga de la particula répida -
Ze e inversamente proporcional a su energia cinética y al valor de -
energia trasferido.

oM e® (29)2 dw

df = .
¢ m v< we

e = carga del electrdn ; m = masa del electrdén ; Z = multiplicidad -
de carga de la particula ; W = energia del &tomo ; v = velocidad de

la particula.



E1l ndmero de trasferencia energética o energia absorbida
por unidad de volumen en un material dado depende de Z, ndmerc atdmi
co efectivo y del ndmero de 4dtomos por unidad de volumen N. (Pollard

1970).

a
2e 22 dw
v NZ T

dy= NZdf = —>

A partir de estas consideraciones se llega a la ecuacidn
de Bethe Bloch, que expresa cémo la trasferencia lineal diferencial
de energia depende en lo que a material absorbente se refiere, exclu
sivamente, de su densidad electrdnica y de su potencial de ionizacidn

medio. (Dertinger 1970).

2 2
dE 4Re” (ze) om v 2,2
— A — NZ (1n -1n(1—(s)-

- Fe)

. .. . . ndmero de dtomos
(3= v/c ; I = potencial de ionizacidn medio ; N =

cm3

A la vista de esto podemos apreciar cdmo la absorcidn de
las radiaciones ionizantes es un fendmeno puramente mdsico que depende
de la densidad electrdnica por unidad de volumen del material de que

se trate.

No hay por tanto especificidad a nivel molecular nmi incluy
so atdmico adn traténdose de materiales biolﬁgicos, ya gue la diferen
cia entre 1os.nﬁmeros atémicas de los elementos presentes en dichos ma
teriales suele ser muy peguefa. Tan sdlo cabria una posibilidad mayor

de interaccién tratdndose de P § bhien de S frente a los de C, H y 0.



1 2.2. Los seres vivos pluricelulares como blanco de la accidn ioni-

zante,

La radiacién ionizante produce en organismos vivos pluri
celulares una serie de lesiones perfectamente localizadas, dentro de
la jerarquizacidn molecular de la celula en general y sobre ciertas

celulas del organismo en particular.

El estudioc de los efectos producidos por las radiaciones
ionizantes sobre los seres vivos puso de manifiesto una serie de he-

chos :

. Las lesiones sobre las moléculas o estructuras moleculares de -
la célula gue estén presentes en gran ndmero, y cuya existencia esté&
programada y producida por otra molécula o estructura, no son impor-
tantes. Puede suceder gue dentro de cada espacio, tan sélo algunas -
unidades aparezcan dafiadas, tal es el caso de las proteinas y de alan

acido nucleico tipo HNA;

. Las lesiones en moleculas o estructuras cuya especie esté repre
sentada por un Unico o muy pocos ejemplares y que ademds dependa de
si misma para su reproduccidn, tiene mayor trascendencia. La impor—-
tancia en definitiva depende de la significacidn de esa molecula en

la célula, tal es el caso del DNA,

Como consecuencia de lo anterior si bien dependiendo de la in--

tensidad de la lesién, sélo cuando ese DNA alterado se manifieste (y
lo hard de una manera anémala) podrd apreciarse la lesidn, desencadge
nando procesos irreversibles, importantes, que pueden ocasionar la -

muerte de la célula.

. Existen sistemas de reparacidn automdtica de las lesiones produ

cidas que se disparan coma consecuencia de la misma radiacién y que

son eficaces a determinadas dosis.

Dentro de la orcanizacidn funcional de laos vertebrados -
podemos considerar tres tipcs de células : las que se estén dividien
do y multiplicandose constantemente (epitelio basal del intestino y

fraccidn de Stem Cell activos de los organos hematopoyéticos), las -



que lo hacen de una manera mds o0 menos continuada (las g@nadas) y
las que normalmente ni se multiplican ni se dividen una vez que -
el animal ha alcanzado el estado adulto o bien lo hacen muy lenta

mente .

Los dos primeros tipos de células van a ser el blanco
fundamental de la radiacién y las lesiones producidas en ellas se
manifestardn rédpidamente ya gue estén en trancé de divisién. No -
sucede io mismo con el tercer grupo, en este tipo de células las
lesiones tan 5610 se manifestardn tanto en cuanto afecten de una
manera particular a alguna reac;idn en concreto, o bien, cuando -
las dosis sean lo suficientemente altas como para provocar un co-

lapso total en la dindmica celular.

Los vertebrados poseen organos que cumplen funciones
diferentes pero al mismo tiempoc relacionadas entre si mediante -
una intima comunicacidn a través de sus redes arteriales y veno-
sas, enviandose continuamente comunicacidén e intercambiando mate
rial energético. En este sentido, cualguier evento producido en
una parte determinada del organismo, puede ser objeto de estudio
a partir de las manifestéciones aparecidas por este sistema de -
intefcomunicacién en otros muchos, especialmente en 103 componen

tes sanguineos y concretamente, en las proteinas plagmdticas.

Hemos de tener en cuenta, seglin se ha comprobado en
experiencias realizadas sobre proteinas marcadas con isotopos ra
diactivos, que las proteinas plasmiticas, en virtgd de la posibl
lidad que tienen de atravesar las paredes de los capilares, se -
encuentran en equilibrio con una cantidad igual de las mismas -
proteinas situadas en los liquidos intersticiales y en la linfa.
Sirven ademds como elementos de nutricidn en el recambio protei-

co celular a que obliga el metabolisma,



Las proteinas plasméticas junto con las de los liguidos
intersticiales y la linfa constituyen asi un sistema proteico, el -
de las proteinas extracelulares, gue estd en Intimo contacto y egui
librio con los tejidos del organismo gue constituyen tanto los orga
nos formadores de estaslproteinas (higado principalmente y reticulo
histiocitario y linfoide) como los gue podriamos llamar consumido--

res o utilizadores de ellas.

I.2.3. Efecto de la radiacidn ionizante sobre las proteinas séricas

totales.

El efecto inmediatc de la radiacién gamma sobre la tota
lidad de las proteinas séricas de los animales es un descenso desde
los dos a los cuatro dias subsiguientes a la radiacidn. Esta dismi-
nucidén en ocasiones puede venir precedida de una subida pequeﬁg y —

transitoria.

La concentracidn de albdmina disminuye mucho més que la
de las globulinas y en consecuencia la proporcién albdmina/globulina
disminuye. (Cornatzer Engelstad y Davison 1953) H (Kohn 1950) ; (Kohn
1951) ; (Prosser 1947) ; (Soberman 1951) ; (Stender 1952) ; (Supplee
1952).

La técnica de electroforeSis ha permitido un estudio -
mds concreto de los cambios producidos en las proteinas séricas : ra
tas, (Fischer 1955) ; (Glinos 1963) ; (Hohne 1955) ; (HBhne 1952) ;
(Kashkin 1966) ; (Peters 1960) ; (Roesler 1967) ; (Sassen 1963) ; —-
(westphal 1953) ; (Winkler 1956) ; hamster, (Ditzel 1962) ; ratones,
(Grabar 1963) ; (Mathé 1959) ; (Sassen 1966) ; cabras, (Waldschmidt
1961) ; monos, (Leone 1959) ; perros, (Goldwater 1957) ; (Muntz 1949)
; conejos, (Mac Laughlin 1957) ; y el hombre. Todos ellos manifiestan
una disminqcién en la albdmina y un aumentc variable en « y(} globu~

linas.



Aungua se notd una ligera caida en la alblmina y una ele
vacidn aﬂdi_globulinas, (Glinos 1963), al cabo de 24 horas de la ex
posicién, los cambios en las proteinas séricas no son normalmente ng

tables hasta los cuatro dias despues de la exposicidn.

Las" globulinas en general decrecen despues de la ra—-
diacién, pero una infeccién o autoinmuno respuesta (Ghaossein 1963) ;
(Mathé 1959) ; (Sassen 1963) ; puede ocasionalmente causar un aumen—

to en la fraccidn de globulina (y en prealbﬁmina).

Las prealbdminas que representan tipos diferentes de prg
teinas en especies diversas, normalmente decrecen en ratones y ratas,
(Sassen 1963, 1966) pero se conoce muy poco acerca de su comportamien

to en otras especies.

Se ha observado un aumento en glicoproteinas, (Eyans 1968)
(Glenn 1960) y especialmente en lipoproteinas de conejos, (Andreoni -
1955) ; (Hayes 1955) ; (Hewit 1953) ; (Wiehrmann 1958), perros, (Enten
man 1955) ;(Herwit 1956) ; y ratones (Rehnborg 1962), irradiados. La -
opalescencia del suerc en conejos irradiados 5ugiere un aumento en li-

poproteinas y es un sintoma de muerte inmediata. (Rosenthal 1949).

El aumento en lipoproteinas puede estar relacionado con la
lesidn muscular posterior a la radiacidn, (Milech y col. 1954, 1956) ;
(Weiner y col 1955) pero mds probablemente refleja la inanicién y la -
incapacidad de los animales irradiados de adaptar su metabolismo al -
estado de inanicién. La direccidn y curso temporal de lds cambios en -
las lipoproteinas difiere de unas especies a otras, (Entenman y col., -
1955) ; (Hewitt y col. 1956) ; conejos, (Andreoni y col 1955) ; (Arient
y col 1966) ; (Hewitt 1956) y perros, (Goldwater y col 1956). En ratones
las lipoproteinas de baja densidad aumentan y las lipoproteinas de den-
sidad alta disminuyen, (Rehnborg y col 1962), pero en conejos, ambas 1i

poproteinas de baja y alta densidad aumentan. (Hayes y col, 1955) H (HE
witt 1956).
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La fg. 7 muestra los cambios en la concentracién, en fun
cidn del tiempo, de : proteinas totales, prealbdmina, albdmina, beta
globulinas, y gamma globulinas, en el suero de ratones sometidos a —
radiacidén X (GDOR). Notese gue las proteinas totales, alblmina, preal
bdmina, alfa y beta globulinas disminuyen, mientras que beta sub-dos

globulinas aumentan.

I.2.4. Causas capaces de originar alteraciones en las proteinas séri-

cas despues de la irradiacidn.

Las variaciones en la concentracién de las proteinas del
suero pueden proceder de alteraciores en la sintesis, catabolismo &

bien del intercambio entre el espacio intra y extravascular.

La fg. 8 muestra un esqguema semicuantitativo, simplifica
do, del metabolismoc de proteinas séricas en la rata. Las proteinas -
del espacio intravascular vienen representadas por sus bandas elec——
troforéticas, y las del espacio extravascular (albdmina y fibrindge-
no solamente) por cuadrados, hay gue advertir que las dimensiones del
pool del espacio extravascular son dudosas. Las proporciones de sintesis
y catabolismo, vienen aproximadamente indicadas por la longitud de las
reépectivas flechas. Las cifras que estdn sobre las flechas, indican -
mds 0 menos la mitad del tiempo de vida de las proteiﬁas en dias. Los
cambios posteriores a la radiacidn aparecen en linea de puntos y los -

controles en linea de trazoc continuo.

La sintesis de proteinas séricas ha sido estudiada emplean
do metionina, lisina, glicocola, fenilalanina, triptofano, etc. marca-

dos como precursores.

La incorporacidn de metionina al total de proteinas y en -
las alblminas, baja despues de la irradiacién, (Mehran y col. 1968) ;
(saritskin y col. 1964) ; (Smolicrev y col. 1957) ; (Stevens y col. -

1953) ; (Zamayatkina y col. 1584) ; pero en Xy P globulinas es normal



o aumenta. (Kollmorgen y col. 1964) ; (Radionov y col., 1959).

Por otro lado la incorporacidn de fenilalanina § tripto
fano en la albdmina es normal en ei animal global, (Reuter y col, -
1967), & en higado perfundido, (Reuter y col. 1966) ; (Sassen y col.
1965), pero en4d y G globulinas estd elevado. Cuando la glicocola
se uFiliza Como precursor se da una incorporacién alta a los tres -
dias y una ineorporaeidn baja en el tiempo subsiguiente a una exﬁo—

sicién de 300 r de neutrones. (Baker y col. 1967).

Los conjuntos de alanina y triptofano no aparecen exce
sivamente alter;dos en el higado despues de la rgdiaciﬁn, (Reuter y
col. 1967), sin embargo el metabolismo de la metionina‘esté proba~
blemente modificado. (Neuwirt y col. 1963). Asi, muyAposiblemente la
sintesis de proteinas séricas no estd disminuida inmediatamente des-
pues de la irradiaﬁidn, en el caso de ciertas fracciones, incluso -

puede estar incrementada.

La sintesis de albdmina en higado perfundido, estd inalte
rada y la de glicoproteinas dcidas aumentd, (Johq y col. 1968),sin em
bargo la recuperacidén albuminoidea en ratas que presentaban un empobre

cimiento de albdminas estd retardada. (Staehler y col. 1968).

La incorporacién de glucosamina a las (5 globulinas estd -
elevada perc entre fracciqnes comparables de K globulinés egté ligera~
mente disminuidg. A pesar de la caonsiderable depresidn de niveles de -
anticuerpos en animales irradiados, (Hektoen y col. 1915) ; (Taliafe——
rro y col. 1964}, se encontré que la incorporacidn de triptofanb y fe-
nilalanina en las " globulinas esté& incrementada dqspues de la irradia

cidn. (Heuter y col. 1967).

Quizé& no todas las ‘ globulinas portan informacidn inmunold
gica y el porcentaje de ‘ globulinas no especificas puede aumentar des

pues de la irradiacidn.



La determinacidn de la proporcién de desaparicién de las
proteinas marcadas a partir del sﬁero 0 bieﬁ del organismo en general,
nos permite evaluar la cantidad de proteinas metgbolizadas, asi como
la pérdida en.ios compartimentos extravasculares del organismo. La eli
minacién y destrgccidn de proteinas por el higado'aislaqo, no esté‘clg
ramente alterado en ratas irradiadas, (Reuter y~c01. 1967). Por el con
trario las proteinas marcadas, especialmente la albﬁmina, (LeFaure y.-
col. 1965] ; (Stevens 1953) ; (Szabo y col. 1958), %ibrinégeno, (Shaber
y col. 1963) ; y X globulinas desaparecen mds répidamente de la circula
cidn del animal total despues de la irradiacidn, aunque la radioactivi-
dad del organismo total no disminuye proporcionalmente (Gerber y col. -

1966) ; (Reuter 1967).

La pérdida de proteinas en el espacio extravascular es una
justificacidn para estas explicaciones, {Shaber 1953). Como se discutid
en otra parte la permeabilidad de ciertos tejidos(piel, integtino y cere
bro) a las macrormoleculas aumenta despues de la irradiacidn, sin embargo
medidas directas del espacio extravascular con glbamina marcada indicaron

un descenso mds bien que un aumento. (Sassen y col. 1968).

En animales irradiados, las proteipas marcadas con 1311 y sus
productos de degradacién, aparecen en el contenido géstrico de donde fue-
ron eliminados, debido en parte a la retencién géstriga. (Telia y col.
1969). El recuento para evaluar los productos de degradacién de las pro-

teinas en todo el cuerpo no es muy satisfactoric en animales irradiados.

I.2.5. Efecto de las radiaciones ionizantes sobre otras magnitudes del

suero de mamiferos.

I.2.5.1. Fosfatasa alcalina.
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La fosfatasa alcalina del suero de los animales evolg

ciona al ser sometidos éstos a la radiacidn ionizante,

En ratones sometidos a la accién de rayos X (600 r),
el efecto inmediato consiste en una caida de la concentracidn en
sangre, mas pronynciada a partir de la segunda a la sexta hora -
postirradiacidn; posteriormente sufre dos o tres oscilaciones su
cesivas seguidas de un descpnso muy notable, llegando a‘menos de
la mitad de la concentracién inicial 11 dias despues de la irrg
diacidn. Permanece asi hasta el dfa 24 en gue asciende para recu
perar finalmente el valor del punto de partida al cabo de 25 dias

(Drouet J. Legrand A. Brunet G. Goyffon M. 1972). fg. 9.

I.2.5.2. Urea.

Otra manifestacidn subsiguiente a la radiacidn ionizan
te de mamiferos, ratas concretamente, es la variacidn de la concen

tracién de urea en sangre.

Aunque el N2 procedente de la urea en sangre aumenta -
en los periodos de tiempo en gue se producen cambios en lé concen—
tracién de las proteinas séricas, se supone que no es consecuencia
de un acelerado catabolismo proteico sino mds bien una retencidn -
del metabolito, ya que disminuye paralelamente su eliminacién por

via renal (Galarza A. Carriazo D. Feijoo B. 1971). fg. 10.

En el mismo sentido de posible aumento de la concentra
cidén de la urea en sangre, apunta Gerber (Gerber G.B. Altman K.I. -

1970) y Hempelmann (Hempelmann L.H. Lisco H. 1952).

I.2.5.3. Hemoglobina.

Tambien la hemoglobina ve alterada su concentracidn en

sangre como efecto inmediato de la radiacidn ionizante.
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Se trata de ratas blancas sometidas a la radiacidn ip
nizante, cuya concentracidén de hemoglobina en el suero desciende
1/3 de su valor inicial a lo largo de un periodo de tiempo de 6 -
horas despues de la radiacidn (quarza A. Carriazo D. Feijoo B. -

1971). fg. 11.

I.2.5.4, Lipidos.

El colestercol, fosfolipidos, &cidos grasos y lipopro-
teinas, vienen elevados en sus concentraciones séricas despues de

una irradiacién total de conejos (Lucio N.R. Simon K,A, 1957).fg. 12

El aumento de los lipidos del plasma se debe probablemen
te a un aumento en la sintesis " de novo ", ya que el palmitato mar-
cado desaparece de la sangre en proporcién normal, lo cuel indica que
su utilizécién estéd inalterada. Sin embargo la incorporacién de pre-

cursores lipidicos viene aumentada (Gerber G.B. Altman K.I. 1970).

La direccién de los cambios y el tiempo en que se produ
cen en las lipoproteinas difieren de Qnas especies'a otras (Entenman
1955) ; (Hewitt 1956). En ratones las lipoproteinas de densidad baja
aumentan su concenfracidn despues de la irrédiacidn, en los de densi

dad alta disminuye la concentracidén [Rehnborg G.S. y col. 1962).



I.3. EFECTO DE LA RADIACION GAMMA SOBRE LAS PROTEINAS SERICAS DE

PEZ-

I.3.1. Efecto de la radiacidn ¥ sobre proteinas séricas totales.
!

El estudio se realizdé sobre“bluegill“[lepomis macro-—

chirus). Se emplearon peces de un afio de 50 a 75 cm. de longitud,
estos peces fueron climatizados en acuarios a 202C durante 30 -~

dfas (Ulrrickson G.U. 1971).

Despues de la aclimatacidén se expusieron a la accidn
de rayos gamma en tres grupos distintos, unos a 1000 r, otros a

2000 r y finalmente un tercer grupo a 3000 r a razén de 167 r/mteQ.

En el andlisis final el registro se dividid en tres
partes : gamma globulinas, beta globulinas y alfa globulinas com
plejo albuminoideo. La linea de separacién de las & globulinas
y alblminas era confusa hasta gue el complejo fué considerado co

mo una unidad.

Durante la experiencia murieron veintiun peces del -
grupo de los 3000 r y nueve del grupo de los 2000 r. Se emplearon
solamente datos procedentes de los once primerqs dias de la expe-
riencia, ya que la mortandad en el grupo de los 3000 r Dpligé a

terminar la experiencia en este grupo al cabo de dicho tiempo.

Como se puede apreciar en la fg. 13 hubo un descenso
en el nivel de las proteinas séricas de los peces control durante
los diez primeros dias, a partir de los cuales dicho nivei aumen-
té. Al cabo de diecisiete dias se alcanzd un nivel equivalente al

del punto de partida de la experiencia.

El descenso inicial puede ser una manifestacién del ma

nejo y tensidn de malla o bien de degradacidn.

Las proteinas séricas del grupc de peces de 1000 r dis

minuyeron a lo largo de la experiencia y alcanzaron un nivel -
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significativo, mds alto que los peces control despues de cinco -
dias.

Las proteinas séricas del grupo de peces de 2000 r -
disminuyeron suavemente las dos primeras horas, despues aumenta—
ron hasta los diez dias, siendo su nivel significativamente més
alto que el de los peces control desde los siete dias hasta el -

final de la experiencia,

El nivel de proteinas séricas del grupo de peces de
3000 r disminuyd radicalmente en las dos primeras horas, despues

aumentd en los once dias siguientes.

Los peces sometidos a la accidén de 3000 r difieren -
significativamente del grupo de peces del control en cada perio-
do de prueba, excepto despues de 5, 7 y 9 dias cuando el nivel -

ascensional se aproximaba al nivel de control.

T. 3. 2. Hematocrito.

Los valores del hematocrito de los peces control dig

minuyeron a lo largo de la experiencia segln muestra la fg. 10,

En el grupo de peces de 1000 r el hematocrito aumen-
tS hasta el septimo dfa, despues disminuyd hasta el final de la
experiencia. Las diferencias entre los niveles de hematocrito -
del grupo de peces de 1000 r y el del grupo de peces control, no

fué nunca significativo, mds alla de 0.75 de probabilidad.

Los niveles para peces de 2000 y 3000 r disminuyeron

durante los tres primeros dias, despues aumentaron,

Loé peces del grupo de los 2000 r no difieren signi-
ficativamente de los controles hasta los trece o quince dias des
pues de la irradiacién, mientras gue los del grupo de los 3000 r
mostraron niveles significativamente mé&s bajos gque los controles

a partir de los tres a cinco dias.
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L 3.3. Grupo de peces sometidos a la accién de 1000 r.

oi}

Durante las veinticuatro primeras horas siguientes

la radiacidn no hubo diferencias entre los peces sometidos a
1000 r y los controles. Despues de 3 a 5 dfas el hematocrito y -
las proteinas totales fueron significativamente més altas gue -
los controles. E1 incremento en el total de proteinas es debido

principalmente a un aumento en G, globulinas.

Un aumento en el porcentaje de $> globulinas did lu-—
gar a una disminucidn en el porcentaje de (3 globulinas—-complejo
albiminoideo. Sin embargo esto no afectd al area electroforética
del complejo o a la cantidad de & globulinas—- albdmina en el sue

ro. Este modelo aparecid once dias despues de la irradiacidn.

En general el grupo de peces sometido a 1000 r difie
ren exclusivamente de los controles en el procentaje de las % -
globulinas, area electroforética total y concentraciones de volu

men de G, globulina en el suero.

I.3.4. Grupo de peces sometidos a la accidn de 2000 r.

Durante las 24 primeras horas descendieron la totali
dad de 1las proteinas séricas, gamma globulinas, beta globulinas,
alfa globulinas, alblminas y area electroforética total. Durante

esta experiencia murieron seis peces.

Despues de tres dias las gamma y beta globulinas au-
mentaron. Durante el resto de la experiencia se notaron aumentos
en el hematocrito, proteinas totales, beta globulinas y alfa glo

bulinas - albiminas.

En general podemos decir que los peces del grupo so-
metidos a 2000 r difieren significativamente de los controles en
las proteinas totales, concentracidn de beta globulinas en el -

suero y concentracién de alfa globulina - albimina en el suero.
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T. 3.5. Grupo de peces sometidos a la accién de 3000 r.

La cantidad de proteinas descendid en los peces someti
dos a 3000 r en todas las pruebas durante los tres dias siguientes
a la irradiacidn. Durante este periodo murieron ocho peces. Cuatro
peces murieron entre el quinto y sexto dia y nueve entre el décimo

y undécimo dias.

Como en el grupo de peces sometidos a 2000 r los aumen

tos ocurrieron a partir del séptimo y hasta el undécimo dias.
Aparecen diferencias significativas respecto de los pe

ces del control en beta globulinas y en el complejo de alfa globu-

lina - albdmina.

En general podemos decir que los peces del grupo some-
tidos a 3000 r respondieron de modo diferente a los controles a un

nivel de 3;EL9U, en ocho de los doce tests.

I.3.6. Conclusiones.

De la irradiacién de todo el cuerpo se infiere una re-
duccién del complejo alfa globulina - albdmina los dos o tres pri-

meros dias despues de la exposicidn. A esto siguid un incremento y

despues un descenso.

Las beta globulinas fué la fraccién mds sensible y dis

minuyS radicalmente en las dos primeras horas, despues aumentd.

Las gamma globulinas aumentaron durante tres dias, des

pues disminuyeron.

Excepto para la fraccidn de beta globulinas, se obser—
vé que se necesitaban exposiciones semiletales para llegar a dife-
rencias significativas entre peces irradiados y los controles. -
Las ;ariaciones en la concentracién de proteinas estaban en propor
cidn directa con la intensidad de la radiacién. Estos resultados -

concuerdan con los obtenidos sobre mamiferos por Baker (Baker y -



col. 1963) ; (Winkler y col, 1956) ; y los estudios sobre peces de

Epstein ( Epstein y col. 1959).

La reduccidn inicial en la concentracién de prateinas,
es probablemente consecuencia del aumento de permeabilidad vascu—-—
lar (Mount y col. 1964). Las disminuciones en las fracciones beta,
alfa y albiminas y el aumento en gamma globulinas, indican que se
redujeron las proteinas de peso molecular mds bajo, mientras que —
aumentaron las proteinas de pesoc molecular méds alto. La pérdida de
albdmina podria explicarse por una filtracién a través de la pared
gastrointestinal, (Birke y col. 1962) ; (Bromfield y col 1964). Es
tos investigadores concluyeron gue la lesién en el sistema de capi
laridad intestinal y epitelio gdstrico sucedid por una pérdida ex—

cesiva de proteinas.

Los animales de experimentacidn que recibieron 1200 r
tenian una excrecidn urinaria mds alta que los controles, indican-—

do asi que 1200 r es una dosis umbral.

Despues de la irradiacién parece ser que se praoduce -—
una rotura dentro de las largas cadenas de proteinas en fragmentas
que poseen una actividad osmdtica considerable. Estos fragmentos —
salen de los tejidos lesionados llevando consigo considerables can
tidades de sodio. La pérdida de sodio y proteinas de una manera -—
continuada aumentd la permeabilidad, bajé la presién osmdtica y -

condujo a una pérdida de agua. (Bowers 1951).

En el presente estudio se sospecha que puedan estar le
sionados los mecanismos de osmorregulacidn debido al incremento en
el volumen de hematocrito y concentracidén de proteinas en los gru-

pos de 2000 y 3000 r al ser comparados con los peces control (Ul--
rickson G.U. 1971).



I.4. EFECTOS DE LAS RADIACIONES IONIZANTES EN EL TRACTO GASTRO
INTESTINAL DE MAMIFEROS.

I.4.1. Tiempo de supervivencia de mamiferos despues de la irra-

diacidn.

A fin de encuadrar el estudio sobre peces, se hace
una alusién muy somera al efecto producido por estas radiacio—
nes en mamiferos, mds concretamente en ratones que es el caso -

mds ampliamente tratado por los investigadores.

Los animales expuestros a dosis de radiacidén compren
didas entre menos de 1kr hasta varios kr, morian a los pocgs -
dias de exposicidn despues de que la capa epitelial del intesti-

no delgado habia sido destruida.

El tiempo de supervivencia caracteristico para las -
especies : ratén y rata de 3 a 4 dias; conejos de indias, hams—
ter y monos alrededor de 5 dias, es independiente de la dosis -

dentro de la gama total de dosis capaces de ocasionar la muerte

gastrointestinal.

Supuesto quela mwerte prematura, inmediata, puede -
ser evitada, a veces se observa un sindrome gastrointestinal re-
tardado. En estas condiciones las ratas y los ratones mueren al
cabo de 5 a 8 dias despues de la exposicidn. (Bond y col. 1965 ).

Aunque otras regiones del tracto gastrointestinal -
sean ligeramente menos radiosensitivas que el intestino delgado,
asumen sin embargo un papel mds importante en la muerte, solamen
te en circunstancias especiales, ya gue su proporcién de reempla
zamiento de células es mds lento gque el del intestino. Asi la -
irradiacién de la regién oral o de la cabeza del ratén con Zkr &
mds da lugar a la llamada " muerte oral " despues de 9 dias, apa
rentemente porque los animales no son capaces de camer. (Quastler

y col. 1959).



I.4.2. Alteraciones morfoldgicas del intestino delgado de ratas

originado por la irradiacidn.

Algunas células del intestino delgado muestran alte
raciones morfolégicas despues de exposiciones pequefias, del or-
den de los 100 r. Los cambios en la poblacidn celular llegan a

ser altos solamente despues de dosis superiores a los 500 r.

Al caba de un periodc de tiempo comprendido entre -
las O y las 3 horas despues de la irradiacién se producen las -

siguientes anomalias :

La actividad mitStica queda temporalmente interrumpida, -

produciendose ademds lesiones en los cromosomas.

Aparecen tambien lesiones en las membranas mitocondrial vy

nuclear.
. Las mitocondrias aumentan de volumen.
Formacidn de citolisomas en ndmero superior a los lisosomas.

Entre las 3 y las 24 horas subsiguientes a la irra-

diacidn ademds de las anomalias anteriormente citadas :
Scbreviene la muerte de algunas células en la interfase.

. E1 ndcleoc aumenta de volumen,

Se produce un aumento relativc del ndmero de células en -

forma de copa.
. Hay alteraciones vasculares, concretamente oclusidn,
Deépues de 1 a 3 dias de la irradiacidn :
- a dosis bajas

. Se produce una recuperacién gradual en la reanudacién de

la actividad mitética en las criptas.



- a dosis altas = 1000 r

. Tiene lugar una despoblacidn progresiva de las criptas y de

las vellosidades,

Las vellosidades aparecen a veces cubiertas por células ané

malas.
Despues de 3 dias subsiguientes a la irradiacidén.
- a dosis bajas
. Hay una recuperacidn.
- a dosis altas = 1000 r

Se produce despoblacién de las criptas y de las vellosida——

des.

Aunque algunas células del epitelio mueran en la in-
terfase durante la primera hora despues de la exposicién, este -
tipo de muerte no es tan importante para el intestino irradiado
como la incapacidad de las células para reproducir células herma
nas normales y vivas, es la llamada " muerte de reproduceidn .

(Gerber G.R. Altman K.I., 1970).

L4.3. Migracién de las células del epitelio intestinal despues

de la radiacidn.

Ultimamente se ha llegado a un conocimiento més pro-
fundo de la cinética celular en el intestino delgado, que ha per
mitido conocer mejor los cambios histoldgicos, funcicnales y big
guimicos de la renovacién celular. (Bond 1965) ; (Patt y col -

1963).

El tiempo de generacifn en las células del stem en

las criptas del intestino delgado de ratdn es alrededor de 12

dias, de los cuales 7 u B son necesarios para la sintesis del

DNA.



Algunas de las células recientemente formadas se re-
producen, otras se diferencian y se desplazan hacia las vellosi-
dades. Despues de cierto tiempo de desplazamiento, alrededor de
2 dfas, hacia el extremo de la vellosidad, las células son lanza

das al lumen intestinal.

Debido a que despues de la irradiacién no se forman
nuevas células, las vellosidades intestinales llegan a estar deg
pobladas despues de 3 dias y el animal muere. Como el desplaza—-—
miento de las células desde las vellosidades continua durante un
periodo de tiempo especifico, el tiempo de supervivencia en el -

sindrome gastrointestinal es fundamentalmente independiente de -

la dosis.,

La dosis umbral para el sindrome gastrointestinal -
puede ser calculada a partir de las siguientes consideraciones -

(Hornsey S. col 1963) ; (Vatistas 1968) ; (Withers H.R. 1968).

. Una cripta contiene 35 células y 7 u 8 criptas aportan célu

las a una vellosidad.

. Una dosis de 800 a 1000 r bastaria para proporcionar un nd—
mero suficiente de células incapaces de reproducirse, de tal
modo que las restantes no bastarian para mantener la capa -
epitelial nBCBSitada por las vellosidades para sostener la

vida.

La D, (dosis letal) de las células de la cripta in-
testinal no es muy grande, 100 r (Withers y Elkind 1968), lo mis
mo que las células del stem de médula osea pero las células de -
la cripta tienen una gran capacidad de reparacidn (Factor de re-

cuperacién 60).

Dos consideraciones ponen de manifiesto el papel fun

damental de la cinética celular en el sindrome gastrointestinal.



a) Los ratones axénicos, es decir libres de gérmengs, esteri~
les, tienen una proporcidén méds baja de reemplazamiento celular vy
un tiempo a través del vello mds largo (4.3 dias en lugar de 2.1
dias) (Matsuzawa y Wilson 1965) que el ratdn normal. Probablemen—
te las células son desplazadas mds lentamente desde las vellosida
des hacia el lumen en ausencia de bacterias. Sin embargo el tiem-
po de supervivencia despues de dosis que producen sindrome gastrog
intestinal es proporcicnalmente mds largo (7.3 dias en lugar de -
3.5 dias) y la dosis umbral es a menudo mis alta. (Matsuzawa y -

Wilson 1965).

b) La praoporcidn normal de prqliferacién celular se altera por
irradiacién continua pero el epitelio intestinal puede adaptarse
répidamente para dosis relativamente altas (400 r/dia) (Lamerton
1966). En tales animales la poblacidén celular en las criptas dis-—
minuye y las vellosidades se hacen mds cortas, Al cabo de pocos -
dias se alcanza un nuevo régimen permanente y el ciclo vital de -
las células supervivienteé se acorta, efecto que puede represen—-—
tar un retorno a un tipo de renovacién celular mds enérgico., En -

estas condiciones la capa epitelial se sostiene.

Cuando la irradiacidn ha terminado las células se re-
generan rdpidamente y se restablece una poblacidn de células epi-
teliales normal en pocos dias. Es probable que el ciclo celular -
aparezca acortado al redenerarse el epitelio tras una radiacién -

especial. (Gerber G.B.; Altman K.I. 1970).

I.4.4, Metabolismo de macromoléculas en intestinoc de mamifero -

irradiado.

Como consecuencia de la pérdida del epitelio intesti-
nal se produce una disminucién en el peso de la mucosa, en el con
tenido de DNA y de proteinas (Conard 1956) ; (Feinstein y Butler
1952) ; (Kay y Entenman 1959) ; (Maisin 1966).



El contenido de DNA es aparentemente un indicador més
sensible de la lesidn radiocactiva en el intestino, (Mole y Temple

1959) gue el propio peso.

La incorporacién de precursores radioactivos en el DNA
se reduce a 10 minutos despues de la exposicién, (Looney 1966) ; -
(Abrams 1951) ; (Maisin 1966) ; (Nygaardy Potter 1959, 1960, 1962);
(Sherman y Quastler 1960),

El ndmero de células capaces de sintetizar DNA sigue -
siendo el mismo durante este tiempo pero las células en la fase S
incorporan menos precursor radiocactivo en el DNA, (Looney 1966). -
Como resultado el ndmero de células en la fase S se reduce. Hay -
que tener en cuenta que la sintesis del DNA despues de la irradia-

cidn depende no sélo de la dosis, sino tambien de la proporcidn de

la dosis. (Looney 1966).

La fg. 15 indica la incorporacién de timidina tritiada
en el DNA, en funcibn del tiempo de exposicidn a 12.5 r/mt? (circu
los) y 300 r, (puntos). La timidina tritiada se inyectd inmediata-—
mente despues de la exposicidn. Adviertase que el efecto de la ra-
diacidn sobre la sintesis del DNA depende no sélo de la dosis de -

radiacién sino tambien del tiempo durante el cual se irradia.

Durante las horas subsiguientes a la radiacidén la in—-—
corporacién en el DNA disminuye progresivamente, alcanzando un va-
lor minimo al cabo de 8 horas despues de la exposicién, Este es el
instante en gue todas las células gue estédn en la fase S o en Gl -

en el momento de la irradiacidn, han completado la sintesis del -

DNA,

El comportamiento subsiguiente a la sintesis del DNA -
estd determinado por la duracidn del retraso mitdtico y la duracidn

de la regeneracidn en el epitelio de la cripta.
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La incorporacién de precursores en el RNA, (Abrams -
1951) ; (Maisin ?956), es menos sensible a una accidn inmediata
de radiacién que la incorporacidn en el DNA. Depues de continuar
la irradiacién la sintesis de RNA disminuye y los precursores de

RNA se acumulan. (Rysina 1959).

La sintesis de las proteinas no estéd alterada inme——
diatamente despues de la irradiacidn, (Abrams 1951) ; (Gerbaulet
1963) ; (Looney 1966) ; pero disminuye durante el segundo o ter-
cer dia en el intestino, (Il'Ina y Petrov 1959) ; (Lipkin y Quast
ler 1963), cuando las células son ya andmalas y contienen tan s6lo
unos cuantos ribosomas. Durante la recuperacién, la sintesis de -
proteinas aumenta por encima de 1lo normal 6 dias despues de la i-

rradiacién con 700 r. (Chaika 1965) ; (Edwards y Gadsden 1964).



I.5. EFECTO DE LA RADIACION IONIZANTE EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL
DE PEZ DORADO CARASSIUS AURATUS.

I.5.1. Tiempo de supervivencia del pez dorado, carassius auratus,

despues de la radiacién X, influjo de la temperatura.

Se ha dicho que el tiempo de supervivencia de peces, -
(BaCQ y Alexander 1961) ; ranas, [Patt y Swift 1948) ; vy mamiferos
invernantes, (Smith y Greman 1951) ; (Doull y Petersen 1952), des-
pues de una exposicidn total de rayos X, estd notablemente aumenta

do por un mantenimiento continuo de los animales en un entorno frio

(Hyodo 19B5a).

Al contrastar las curvas de mortalidad de peces dora--
dos sometidos a una irradiacidén de 8 kr de rayos X, mantenidos pos
teriormente uncs, a una temperatura ambiental de 229C y otros a -
490 durante un periodo de observacién de 200 dias siguientes a la

irradiacidn, se llegd a los siguiente resultados :

La mayor parte de los peces dorados gue habian sido ex
puestos totalmente a 8 kr de rayos X, sobrevivieron durante mds de
cien dias si se mantenian en un entorno de 4°C, el resto de los pe
ces igualmente irradiados murieron dentro de los 10 dias subsiguien
tes al ser mantenidos a una temperatura de 229C. El entorno térmico
frio inhibid el desarrollo de la lesidn histoldgica del epitelio -

intestinal que ocurrié er un entorro caliente (Hyodo 1965a).

Si los peces irradiados que habian sido mantenidos a -
4eC durante 40 a 100 dias se trasladaban a entornos de 222C morian
dertro de los 10 dias subsiguientes al traslado, mostrando en el -

epitelio intestinal una lesidn tipica (Hyodo 1965a).

La diferencia en la duracidén del tiempo de superviven-—
cia entre peces mantenidos a 229C y 4°C estd relacionada con la di

ferencia que media entre la irradiacidn y la aparicidn de las le-—



siones histoldgicas intestinales en ambos casos. Esto hace suponer
que en peces dorados como en mamiferos la lesién intestinal estd -
directamente relacionada con la muerte radioactiva, al menos para

dosis comprendidas entre 4 y 32 kr (Hyodo 1965b).

Se observaron alteraciones en la actividad de la fosfa
tasa 4cida y de la fosfatasa alcalina en las células del epitelio
intestinal de peces dorados mantenidos a temperaturas diferentes -
despues de la radiacidén X pero no se encontrd una correlacidn di——
recta entre los cambios histoquimicos en la actividad de estas en—
zimas y el desarrollo de los cambios histoldgicos del intestino -

despues de la irradiacién.

Esto hace suponer gue probablemente la recduccidn del —
ndmero de células epiteliales despues de la irradiacidn juega un -
papel mds importante en la muerte intestinal radioinducida que el

cambio en la actividad de la enzima en las células (Hyodo 1968).

I.5.2. Cambios histoldgicos en el epitelioc intestinal, influijo de

la temperatura,

El confinamiento de peces dorados de control, no irra-
diados a una temperatura de 49C durante un periodo de 200 dfas, no
puso de manifiesto cambios histoldgicos perceptibles. Sin embargo
en peces irradiados mantenidos a 42C durante un periodoc de tiempo
similar, 200 dias, se desarrollaron notables lesiones intestinales,
si bien al cabo de 100 dias de la irradiacidn, el epitelio intesti

nal estaba adn escasamente afectado.

Las células epiteliales se ordenaron con regularidad,
mostrando cada una un nlcleo oval, localizado cerca de la membrana

basal. No obstante entre los 40 y 100 dias despues de la irradiacidn



la cromatina del clcleo de las células epiteliales se tifid fuerte
mente con hemateina, formando grupos en lugar de estar distribuida

por igual en las células del epitelio normal (Hyodo 1965a).

Al cabo de los 200 dias, los cambios en el intestino
de peces mantenidos a 42C eran similares a los que presentaban los

peces mantenidos a 229C, ocho o diez dias despues de la irradiacidn,

a saber :

. Los pliegues de la mucosa intestinal se redujeron en altura,

estaban aplanados.

Las células del epitelio intestinal estaban aumentadas de ta

marfio pero notablemente disminuidas en ndmero.
Los nicleos de las células estaban aumentados (Hyodo 1965a).

Estd claro gue la lesidn por irradiacidén del intestino
se desarrolla adn a 49C, si bien la proporcién de desarrollo estd

intensamente disminuida a esta temperatura tan baja (Hyodo 1965h).

El desarrollo de la lesidn por irradiacidn en animales
depende de la proporcién del metabolismo celular, tanto, que los -
tratamientos postirradiatorios que influyen sobre el metabolismo -
celular pueden alterar la proporcidn de aparicién de los efectos -
de la radiacidn ionizante sobre los animales (Bacg y Alexander —-

1961).

I.5.3. Proparcién de migracidn de células epiteliales a diferentes

temperaturas.

Varios dias despues de la inyeccidn de timidina SH se
encontraron algunas células epiteliales marcadas en la zona distal

de los plegamientos intestinales. Se vid que la proporcién de mi—



gracidén de células del epitelio intestinal era muy lenta a bajas

temperaturas y que la vida de las células llega a ser muy larga.

Se supone gue la lesidn intestinal por despoblacidn
de células epiteliales puede ser en gran parte responsable de la
muerte despues de la irradiacidn con dosis comprendidas entre -
los 4 y 32 kr., (Hyodo 1968). Y gue probablemente la prolongacién
del tiempo de supervivencia de peces despues de la irradiacién -
por mantenimiento a temperaturas bajas, sea debido a un retraso
en la despoblacidn de las células intestinales por prolongacidn
del ciclo mitético y de la vida de las células del epitelioc in--

testinal.

Por otro lado el porcentaje de las figuras mitéticas
marcadas y la proporcidn de migracién de las células marcadas es
td modificado por la irradiacidn, Estd claro pues que el cambio
de poblacidn celular del epitelio por radiacién X estd originado
principalmente por el cambio en el ciclo mitdtico de las células

(Hyodo 1968).

I.5.4. Proporcién de timidina 3H incorporada por las células del

epitelio intestinal durante un periodo de 200 dias despues de la

irradiacidén,

El examen detallado de autorradiografias de intesti-
no de peces no irradiados dentro de las 24 horas despues de una
inyeccidén de timidinra 3H, revelaron que a ambas temperaturas de
229C y 49C, el marcado se encontrd solamente en las células epi-
teliales localizadas en el fondo de los pliegues de la mucosa in

testinal.

Tambien se encontraron solo en esta regién del epite
lio intestinal, especialmente en la zona limite entre la parte -
de una sola capa y la parte seudoestratificada del epitelio, fi-

guras mitdéticas.



Esto hace suponer que la proliferacién de las células
del epitelio y la sintesis del DNA nuclear tiemen lugar en este -

area especial del epitelio intestinal.

El marcado alcanzd el méximo en menos de 3 horas cuan
do los peces se mantenian a una temperatura de 229C despues de la
inyeccidn de timidina, pero si la temperatura era de 42C el méximo

se alcanzaba entre las 24 y 44 horas.

Esto indica que la cantidad de timidina 8H incorporada
por las células del epitelio intestinal es més pequefia a 42C que a
229C, gque el ndmero de células que participan en la etapa de sinte
sis del DNA por unidad de tiempo es tambien mds pequefic a 42C gue
a 229C, y en definitiva que la sintesis del DNA viene retrasada a

baja temperatura (Hyodo 1965b).

A partir de las curvas que'dan la variacidén del ndmero
de figuras mitdSticas en funcidn del tiempo despues de la inyeccidn
de timidina 3H a distintas temperaturas, se llegd a evaluar "gro—

sso modo", la duracidn de cada uno de los periodos del ciclo mitdé-

tico.

Asi la duracidn media del periodo de postsintesis Gy

a 252C, 152C y 69C era sobre 2, 4 y 44 horas respectivamente, mi--—
diendo el tiempo desde la inyeccidn de timidina SH hasta la apari-
cidn de mitosis marcadas. El periodo de mitosis M a 252C, 15°C y -
£2C era aproximadamente de 2, 4 y 36 horas respectivamente, a par-
tir de la aparicién ce un % de mitosis marcadas desde O a 100 %. -
La duracidén del periodo de sintesis S a 259C y 15°2C fué de 9 y 24

horas respectivamente a partir de las curvas que indican las mito-
sis marcadas er la primera cgeneracidén. La duracién del periodo S a

62C es excesivamente larga para ser medida a partir de los datos -

de la experiencia.



Estos resultados indican claramente que el ciclo mitd
tico de las células del epitelio intestinal en el pez dorado se -

prolonga a temperaturas bajas (Hyodo 1968).

I.5.5. Efectos de la radiacién X sobre la sintesis de DNA en pez

dorado a temperaturas diferentes.

S5i se inyecta a los peces timidina 3H Jjustamente des-
pues de la irradiacidén con 1, 2 y 8 kr de rayos X y se sacrifican
a distintos tiempos despues de la inyeccidn, el nidmero de células
marcadas no difiere apreciablemente del control no irradiado den-
tro de un periodo de 3 y 6 horas a 252C y 152C respectivamente. -
Despues de este periodo las cé&lulas marcadas degeneraron, y el nd
mero de células marcadas se aproximé a cero dentro de las 24 ho——

ras a 259C o 48 horas a 159C en el grupo de 8 kr de irradiacidn.

En el grupo de 1 kr y 2 kr el ndmero de células marca
das se recuperd despues de una reduccién temporal. La recuperacidn

celular a 152C tardd mds tiempo que a 259C,

La actividad de sintesis de DNA de las células prolife
rativas asi como su actividad mit&tica estén completa y permanente
mente inhibidas inmediatamente despues de la irradiacién con 8 kr.
La recuperacisn a partir de la lesidén procedid despues de una cai-
da durante 48 a 72 horas a 259C y 72 a 120 horas a 152C despues

de la irradiacién con 1 kr o 2 kr en las células epiteliales.

A la vista de los resultados de la fg 16 se aprecia que
las células en trance de sintesis de DNA durante la radiacién X apa
recen blogueadas en la fase Gé entre 3 y 6 horas a 252C, a 15°C el
blogueo continua siendo efectivo al cabo de 6 a 12 horas despues de
la irradiacién, E1 tiempo de disminucidn y recuperacidén de la acti-

vidad mitética es a 152C doble que a 2529C.
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Variaciones del ndmero de¢ células marcadas en el epitelio
intestinal de pez dorado por efecto de la radiacién a di-
ferentes temperaturas .,



% de mitosis marcadas en el intestino a diferentes temperaturas

despues de una irradiacidn subletal.

Tiempo despues de la inyeccidn de

Condiciones timina titriada (horas)
i tal
experimentales 1 3 6 12 o4
25eC Control 1 65 100 39 0
1KR D 5 80 87 0
15¢eC Control 0 1 90 99 98
2KR ? 32 100

A partir de las observaciones presentes parece posible
que la recuperacidn encontrada en todo el organismo a los pocos -~
dias despues de la irradiacién pueda ser debida a la recuperacidn
encontrada en la poblacidn celular del epitelio intestinal. (Hyodo

Taguchi 1970).

I.5.6. Efecto de la radiacidn X sobre la proliferacién celular en -

las células del epitelio intestinal de pez dorado, Carassius auratus,

a diferentes temperaturas.

Es sobradamente conocido gque la radiosensibilidad de las
células proliferativas varia durante el ciclo generativo en células de
mamiferas "in vitro" (Tolmach y col. 1965) ;(Djorodjevic y Tolmach -
1.967) ; Las experiencias sugieren variaciones en la sensibilidad du-
rante el ciclo celular en células del epitelio intestinal de ratones
"in vivo". (Lesher 1967). En peces dorados irradiados con dosis suble
tales, aparecen tambien ciertos cambios en la radiosensibilidad duran

te la divisidn (Hyodo 1964).



. Las células que se encuentran en la fase S continuan sintetizan

do DNA durante la irradiacidén.,

. Las células gue se encuentran en la fase G2 estdén dispuestas pa

ra iniciar el proceso de mitosis.

. Las células en trance de mitosis llegan a dividirse pero la fa-

se mitdtica viene retrasada.

. La iniciacién de sintesis de DNA tambien viene retrasada inmedig

tamente despues de la irradiacidn.

. Tanto el retraso de la mitosis, el bloqueo de G2 como el retrasc
en el proceso de sintesis de DNA, son superados despues de un cierto
tiempo. E1 tiempo viene en funcién de la temperatura y de la dosis de

irradiacidn.

La restauracién del regimen normal de proliferacidn hace
pensar que las células més dahadas han sido eliminadas del comparti-
mento de proliferacidn y que la proporcidn de eliminacidn depende -

tambien de la temperatura.

El epitelic intestinal es capaz de restablecer una ciné-
tica de proliferacidn celular en regimen permanente despues de la re

cuperaciédn de la lesidén por radiacidn subletal.

Estos resultados coinciden con los hallados en las célu-—
las del foliculo intestinal de ratones en los puntos mds importantes,
si bien el factor tiempo es completamente distinto (Hyodo y Taguchi

1970).



I.6. EFECTO DE LA RADIACION GAMMA SOBRE EL DNA " IN VITRO "

I.6.1. Radiolisis del agua.

No deja de ser sumamente sugestivo para el investigador,
el intento de llegar a un conocimiento exhaustivo de la naturaleza -
de las alteraciones moleculares provocadas por las radiaciones y en-
contrar la evidencia de qgue dichas alteracicnes son la causa respon-

sable de la muerte celular.

El procedimiento inmediato podria consistir en el estudio
de los efectos de la radiacidn in vitroc sobre el DNA. Sin embargo gue
daria aln pbr demostrar que realmente la célula viva sufre esas mis—-—
mas alteraciones y ver hasta que punto pueden esas causas ser respon-—

sables de los efectos observados en el material vivo.

El efecto inmediato de la irradiacidn de una solucidn acug
sa seria evidentemente la radiclisis del agua. Weiss en 1.960 propuso
una hipétesis para tratar de explicar el mecanismo de la radiolisis -
del agua. A través de sus experiencias llegd a la conclusidn de que po
siblemente existirian dos especies primarias o polarones H¢D+ y HZD—’

originados ambos, por una deslocalizacidn de cargas en las redes ioni-

v
O\

cas.,

+
HO
50, + 2H

N
a

'




Parece ser gque este polardn positivo tiene una vida

sumamente corta desapareciendo segin la reacién (Hochandel 1964)

+ +

H_O HO ————— H.O OHse

2ot T R

La especie oxidante radioinducida en el agua OH® no -

presenta naturaleza ionica, se trata de un radical no cargado for
+

mado por la reaccidn del polardn positivo HZD con el agua. (Ho—

chandel 1968).

Simultaneamente con el polardn se desprende un electrdn
dotado de gran ehergia cinética. Mientras este electrdn conserve su
Ee podrd actuar él mismo como particula ionizante frente a otras
moleculas de agua, aumentando asi el ndmero de pares ionicos. Cuan-—
do la Ec del electrén tienda a cero aparecen otros procesos gque -

dan origen a especies diversas altamente reactivas.

Una primera posibilidad consistirfa en la reaccién de re
+
combinacién con su ién gemelo el polardn positivo H20 para dar lu-

gar a una molecula de agua superexcitada.

+ —
0 ———— HO
H2 + le —— 5

Este agua superexcitada puede a su vez disociarse en dos

radicales : H* y OH®

Puede ocurrir gue el electrdn consiga salir de la zona de

. q . . . +
posibilidad de recombinacién con su idn gemelo HZO , €N cuyo caso se
solvata. Los dipolos de agua forman en torno suyo como una especie de

pantalla frente a la interaccidn con otras cargas, creandose asi una



zona de energia potencial minima. Este electrdn solvatado debe su
posible existencia como especie reactiva, al valor sumamente bajo

de la constante de velocidad de reaccidén (I) a pH?7

(1) e + HO OH 4+ He
aq 2
gue manifiesta una gran energfa de activacidn implicada en el efec
to de pantalla. Asi el e mientras ofrece escasa reactividad fren
aq -
te a moleculas muy abundantes de su entorno, reacciona sin embargo

activamente frente a otras especies mas escasas, como los iones -

+ . R s s e
H30 y» presentes en la solucidn antes de iniciarse la radiolisis.

- +
HO - HO H
(11) eaq + Hy 5 + ’
II e 0 -~ 0"
(111) ey * 0 A

En definitiva el destino del eaq depende de las concen-—
traciones de H30+ y 02. En medic acido la via seguida viene natural
mente dada por la ecuacidn II. El radical He es la Unica especie re
ductora con vida media suficientemente larga como para poder reaccio
nar con los solutos. En medio alcalinoc no hay tal reaccidn II, el -
e permanece inactivo ya que tiene lugar una reaccién de neutrali

ag
zacidn seglin

HO + OH 2H20



La especie D£~ obtenida a partir de la reaccién III
actua sobre los protones de la solucidn acuosa, dando lugar al ra

dical hidroperoxido HOé segdn la reaccidn IV

() H -~ o°
(1v) , + HO,

A este ién hidroperoxido tambien se puede llegar por

reaccién del 02 con la otra especie reductora, el He

(v) He + 0 - Ho£

Ambas especies reductoras ea y H desaparecen en -

q
presencia de 02 oxigeno molecular, independientemente del pH de
trabajo, originando radicales tales como D§~ y HOé que modifican

radicalmente su reactividad frente a los solutos.

La presencia o ausencia de 02 ni tampoco el pH del me
dio afectan en absoluto a la naturaleza de la especie oxidante, el

radical OHe

Cabe tambien la posibilidad de que estos radicales -
reacciocnen entre si para alcanzar estructuras moleculares estables.
Lo inmediato seria la reaccidén entre la especie reductora y oxidan
te para dar lugar a la molecula de agua. También tendria lugar 1la
reaccidn de radicales identicos originando especies moleculares es
tables y tipiéas de la radiolisis del agua, hidrégeno molecular Hg

oxigenada. H_0O_.

y agua oxigenada 59
En la fg.17se resume graficamente lo dicho respecto a -
la dindmica de las reacciones en el senc del agua por efecto de -

las radiaciones ionicas
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I.6.2. Mecanismos de reaccidn del radical OHe

En un intento de simplificacidn del arduo problema que
se presenta al pretender interpretar el mecanismo en lﬁs pfocesos
de degradacidén radiolitica se considerd en primera aproximacidn -
que tan s6lo los radicales OHe actuarian como verdaderas especies
reactivas, siempre y cuando hubiera en la solucidn oxigeno molecu-

lar disuelto en cantidad suficiente.

Este radical OHe dotado de alto potencial oxidante o-
frece tres posibles modalidades de reaccidén, en virtud de las cua-
les alcanza la estructura electrdnica estable reducida, el idn oxi

drilo DH_.

a) Reduccién por trasferencia electrdnica. Se trata de un proce
dimiento tipico frente a iones inorgénicos en general, ya ca

tiones u aniones.

+ + ~
Fe'l  +  OHe - Fe T+ oW

X + OHe - X + OH

b) Reduccidn por trasferencia de 4tomo de hidrdgeno. Es el meca-
nismo normal de reaccidn frente a solutos orgdnicos saturados.
Frecuentemente da lugar a reacciones radicales en cadena, por

ejem., polimerizaciones radioinducidas

A A
1 1

Rz—\—CH +  OHe R2>C~ + HQO
R/ H/



Cuando la reaccidn tiene lugar en presencia de oxigeno

molecular se forman hidroperéxidos.

R R
1\ 1\

R—Cs + O - R —C-~0-0¢
2/ e 2/

R R
3 3

c) Reduccién por adicidn a insaturaciones. Tratandose de molecu
las con insaturaciones olefinicas, el radical queda incorpora
do al doble enlace etilénico, lo cual normalmente da lugar a
reacciones en cadena gue producen polimerizacidn. (Dainton -
1948). Estas reacciones en cadena en presencia de oxigeno mg
lecular dan lugar a la formacidn de hidroxihidroperoxi - de-
rivados. (Scholes y col 1960).
0 O _He
. 2 2
R-CH =CH. + O0H® ——~—» R-CH-CH OH ———w R-CH-CH OH ———= R-CH-CH -OH + O
2 2 | 2 ] 2 2
o 0 H
2 2
Si la adicidn se produce en un compuesto aromdtico, se

forma en primer lugar el hidroxiderivado con la ulterior posi

bilidad de reaccionar en presencia de 02. (Daniels y col 1956).

La constante de velocidad de reaccidn de adicidn de un -
compuesto aromdtico viene en funcidn de la distribucién de la
densidad electrdnica en el compuesto. Sin embargo el orden de
magnitud resulta similar al gque adquiere esa misma constante
en el caso de la hidroxilacidn radioinducida del benceno.

1

9 - 1
k=4.9 x 10 M sec . (Dorfman y col 1962).



Tratandose de las bases gque componen el DNA las constan
tes de velocidad de oxidacidn por el radical OHeson del mismo orden
de magnitud independientemente de gue se trate de bases pdricas 0 -
pirimidinicas y gue se encuentren ya simplemente como bases libres,

nucleosidos o nucleotidos. (Scholes 1965).

1.6.3. Efectos producidos por el radical OHe sobre la molecula de DNA,

El primer fendmeno gue podemos observar al irradiar DNA
" in vitro ", consiste en una reduccidn progresiva del peso molecu—
lar medio, gue se refleja en cualguier pardmetro hidrodindmico : coe

ficiente de velocidad de sedimentacidn, viscosidad intrinseca, etc.

La degradacidn radiolitica del DNA se produce coma conse
cuencia de una interacidn entre los radicales libres radioinducidos
en el agua y los componentes de cada una de las cadenas polinucleoti
dicas, sin especificidad respecto de esos componentes., El resultado
de este ataque radical es la discontinuidad de la cadena, es decir -

la rotura.

E1l hecho de la disminucidn del tamafc de las moleculas -
de DNA, su degradacidén, en suma, hasta alcanzar una distribucién ho-
magenea de peso molecular, se debe a la coincidencia aleatoria de dos
roturas simples en cadénas opuestas, a una distancia expresada en nd
méros pares de nucleotidos, menor gue cierto valor h. (Hagen 196?).

La fg. 18 muestra las diferentes posibilidades respecto de lo dicho.

En la fg. 19 aparecen algunas de las posibles vias reac-
tivas despues de la adicidn del radical OHe al doble enlace 5,6 de

una pirimidina. El caso mds simple corresponde a la irradiacidén en -



- 77 -

—— = -
-———
- -
——— —

Estructura bicatenaria mantenida por enlaces de hidrogeno.

-

Roturas simples sobre distinta cadena que no conducen
a rotura doble.

—O—é—o—O—O\OO/O—O—b—O—

Rotura de enlace sobre una de las dos cadenas (rotura simple).

- ——

Pusibles roturas en —{P——(?——g}{—(}~—()/r£)

|
la estructura bica- '
| i

tenaria del DNA
O—O—O\’- |
: h .
Roturas simples sobre distinta cadena que conducen
a rotura doble.

-————

Fig. 18



BUTPTWIITA BUN 3p g = ¢ 2DeTUS ITQOP TEB *HO [EVIpPeI [9p uUQIOIpe el op sandsap UQTOOVAI 3P SUTA SI[QTSO]

>=

-]

””_W_
\ X
. |

$0311nM}1qIDQOS)

Y

A
ou-|
i
HO
H
$9102116
H ouu
N |

H
o

(_H O *H=-0CH +be )

OPDAIS3P 0JPIYIP

HO
H

HCO

oppA1iap i1xo04ad

0PIY1X0.p 1Y

o]

Ulﬂ@o

H

(=)(9) outpiw
(*)lis) -titd
!

Fig. 19

0I00



presencia de oxigeno molecular, donde el producto primordial es un
hidroxibhidroperoxi - derivado. £1 correspondiente a timina es per-
fectamente estable a pH neutro, (Scholes y col. 1960) ; (Latarjet
y col 1961, 1963) ; (Scholes y col 1956) ; (Daniels y col 1956) ;
(Exert y col 1957, 1959, 1960) ; no asf el de citosina y uracilo
gue se descpmponen dandoc una mezcla de citosinglicol y ac. 4 aming
—isobarbiturico en el primer caso y de uracilglicol en el segundo.
(Latarjet y col 1963). Estos productos hidroxihidroperoxi - deriva
dos aparecen en mayor proporcidén pero ciertamente no son los Gni--
cos gue se producen, parece ser que alcanzan el 50 % de los produc

tos radiocinducidos (Scholes 1963).

f A N
. CIT ?}NGLICDL AD. 4-AMINO
H H ISOBARBITURICO
HN -40
HN OH < 2HN OH
——— r——— 2 r——
H N
H H H
URACILGLICOL

La radiolisis de las purinas ofrece una situacidn adn -
mds oscura, no obstante parece que el radical OHe en presencia de -
oxigeno molecular gueda incorporado en el doble enlace internuclear,
dando origen por postericr adicién de oxigeno a un radical hidroxihi

dro-peroxido. (Scholes 1952) ; (Hems 1960) ; (Ponnamperuma y col 1961)



( Conlay 1963) ; { Hollan y col 1967).

En ausencia de oxigenoc la oxidacién por el radical OHe
parece ser que tiene lugar en el anillo imidazélico, ya que se ha
llegado a encontrar el derivado correspondiente de la guanina, el

2,6 diamino-5-farmamido--4-hidroxipirimidira. (Hems 1960).

OH

=T

N CHO

H_N NH
2

I.6.4. Rotura internuclentidica radioinducida.

A partir de la experimentacién pudo demastrarse cémo la
alteracidn radioinducida de las bases no comporta necesariamente la

produccién de roturas internuclectidicas.

Parece ser que la accidén de las especies radicales sobre
la desoxirribosa adguiere un relieve notable dentro del mecanismo de
rotura internucleotidica. La desaxirribosa puede ser atacada incluso
por el radical reductor si bien es cierto que frente a €1 ofrece una
reactividad escasa. Es evidente sin embargo el ataque de la especie
oxidante a la desoxirribosa del nuclecotido como lo demostraria, la -
formacidn de oftofosfato inorgénico, dicho desprendimiento no se pro

duciria en el caso de que el ataque del radical tuviera lugar en la

base.



La oxidacidn por el OHes del C [30 al formar un grupo carbg
nilo en posicién beta respecto al OH en C (5) parece ser que induci--—
ria la hidrolisis del ester fosfato. Ezte mecanismo asi como el que pg
siblemente se produciria en el casoc de que la alteracidn de la base -
provocara la hidrolisis del enlace N-glucosidico aparecen en el esgue-

ma de la fg., 20.

Los datos sobre valares de rendimientos radioliticos (Ulrrich
y col 1971), indican gque en el 80 % de las roturas de enlaces internuclec
tidicos radioinducidos aparecen terminales de 5° fosfato en el polinucleo
tido resultante, en un 30 % simultaneamente con los antedichos terminales
comparecen bases libres, y en otro 30 % de los casos se liberan nucleoti-
dos alterados. Lo cual parece indicar que las vias de reaccidn que apare-
cen en la fg.20 ofrecen eficacia equivalente y que entre todag justifica-

rian el 80 % de los casos de aparicién de terminales 5° fosfato.

En resumen a partir de la radiolisis de soluciones de solutos
orgénicos asf como de la estructura en solucidén del DNA podemos inferir -

las siguientes consideraciones :

a) que el proceso de radiolisis estd realizado en definitiva por una -
Unica especie reactiva, el radical OHe siempre y cuando la solucidn esté
en equilibrio gaseoso con el aire y las concentraciones de solutoc sean ba
Jjas.

b) en el mecanismo de rotura internucleotidica, el atague radical a la

desoxirribosa adquiere relieve especial, si bien no exclusivo.

c) que entre las cuatro bases no parecen existir diferencias notables

de reactividad frente al radical OHe
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d) que a pesar de las roturas de enlace internucleotidico en sus

cadenas, el DNA conserva su estructura como macromolécula bicatena-—
ria.

Dada su estructura y teniendo presente lo anteriormente
dicho se puede considerar que la molécula de DNA ofrece una reacti-
vidad uniforme frente al radical OHe y por tanto el punto preciso
en el biopolimero dénde los radicales oxidantes inducirian la rotu-

ra internucleotidica seria seleccionado al azar, la rotura internu-

cleotidica debe suceder estocdsticamente.

La rotura internucleotidica no lleva necesariamente im-

plicito la rotufa de la doble cadena. Para que esto se produzca ya

'

se dijo anteriormente que es precisc la coincidencia y ademds enfren

tadas, de roturas simples en cada una de las cadenas. Esta coinci--

'

dencia de las dos roturas sucede estocdsticamente y como consecuen-

cia de una desestabilizacién local. Normalmente se consideran coin-

cidentes, roturas simples en cadenas distintas separadas por h + 1

pares de nucleotidos.

I.6.5. Reparaci6n enzimdtica de la radiolesidn en la cadena del DNA.

'

El fendmeno de la.reparacién en el caso de radiolesiones
en las cadenas del DNA, ha sido mds estudiado y estd mds esclarecido
en el caso de radiaciones ultravioleta, gue cuando se trata de radia

ciones gamma.

Los mecanismos de reparacién encargados de corregir los
efectos de la irradiacidn no ofrecen demasiada especificidad respec-
to a las alteraciones estructurales, excepto en el caso de Fotorreég
tivacidn, el sistema enzimdtico se limita a reconocer la localiza--

cién de la alteracidn gue puede ser de naturaleza muy diversa.



Actualmente se conocen hasta cuatro mecanismos distintos
de reparacidn de posibles lesiones estructurales en la cadena poli-

nucleotidica de DNA,

. empalme, que reconstruye la cadena polinucleotidica interrumpi

da por roturas simples.

. monomerizacidén de los dimeros de pirimidina " in situ " por -
desdoblamiento, lo cual requiere la absorcidn de un fotdn dotado de

cierta energfa.
. proceso de escisién-resintesis.
. recombinacidn.

Fué en 1966, a raiz de las experiencias de Mc. Grath vy

Wwillians, confirmadas por Kaplan (Kaplan 1966), cuandoc se llegé a

la conclusién de que realmente las radiolesiones gamma podian ser
reparadas por un proceso postirradiatorio., Si bien actualmente se -~
tiene certeza sobre la reparacién de la radiolesién gamma no obstan
te no se ha conseguido diferenciar con absoluta clarividencia todas
y cada una de las etapas del proceso, por lo menos tal y como se cg

nocen en el caso de la radiacidn ultravioleta.

El proceso de reparacidén por emplame de discontinuidades
polinucleotidicas ha sido puesto de manifiesto con absoluta eviden—
cia, se ha comprobado que las reparaciones vienen realizadas por una
eﬁzima, la polinucleotidoligasa, (Weis y col 1967) ; (Gefter y col.
1967) ; (Olivera y col 1967), esto hoy parece fuera de duda. No obs
tante no ocurre lo mismo con el mecanismo de escisidn-resintesis que

no se ha podido poner de manifiesto.



Tambien parece evidente que la reparacidn de roturas de
la cadena polinucleotidica se realiza independientemente de su ori-

gen.

Se piensa actualmente que la degradacidn del DNA induci
da por la irradiacién es sencillamente un praceso de degradacidn en
zimdtica con éignificaciﬁn fisioldgica en la célula y due normalmen
te estd controlada por la regulacidn genética. Este control es lo -
gue precisamente queda iﬁaotivado como consecuencia de la irradiacién,

en estas condiciones la degradacidn del DNA alcanza enormes proporcio

nes de consecuencias fatales para la propia célula.

La irradiacidn actla como disparador del procesc gue con:
tinuaria hasta que pudiera ser controlado o bien guedaria definitiva
mente incontrolado. Los mutantes rec y exc se manifiestan impotentes
para recuperar el control del proceso de degradacién_despues de haber
sido dispargdo por la irradiacién u otro agente inductnr de roturas

simples (Bridges y col. 1968).

El hecho de gque la sensibilidad de la célyla a la irra-
diacidn venga en funcidn de cualquier proéeso capaz de inhibir la -
sintesis de proteinas, parece indicar que la citada sintesis de brg
teinas es necesaria para recuperar el contrql sobre el proceso de -

degradacidn del DNA.

Seria realmente interesante conocer la naturaleza de las
proteinas regueridas para conseguir el control sobre la degradacidn
del DNA pero lamentablemente hasta el presente se ignora. (Frampton

1966) ; (B. Men 1955) ; (Mifetic 1961).



La posibilidad de actuacidén de la polinuclectido ligasa
depende naturalmente de que se llegue a controlar la degradacidn del
DNA 1o mas pronto posible. Tan sflo entonces la ligasa podria cum——
plir su misidn reparando las roturas simples originadas en las cade-

nas del DNA.

A la vista de las presentes conclusiones, cabe preguntar
se si el mecanismo de trasformacidén de la molécula de DNA celular in
serto en el material biolégico seria realmente el mismo cuando este
material es sometido " in vive " a la accidn de las radiaciones ionizan
tes. Concretamente, si las roturas simples de la molécula de DNA que
se han encontrado como radiolesidén primaria " in vitro " serfan tam-

bien las responsables de la muerte celular.

El problema es arduo. En la actualidad segin Pollard -
(Pollard 1970) existen dificultades insuperables para conseguir la -

evidencia de tal afirmacidn.

i

Una de ellas consiste en las limitaciones encontradas pa
ra conseguir macromoleculas de DNA de tamafio aceptable. Simultaneamen
te can la degradacidn radiolitica de la molecula de DNA se inicia la
degradacidn enzimdtica de dicha macromolecula. Ambos procesos de de-
gradacién radiolfitico y enzimdtico se solapan, hasta el punto de hacer
imposible la diferenciacidén de los efectos de uno y otro. Otro incon-
veniente que aumenta la complejidad del problema es e; proceso de re-
paracién por empalmes de roturas simples, que se inicia inmediatamen-

te a la irradiacién gamma.

Aungque no se ha podido conseguir la evidencia de que las
roturas simples en las cadenas de la macromolecula de DNA sean la cau
sa primaria de la muerte celular. El sentir undnime dentro del campo
de la investigacidn, admite gue dichas roturas simples en la cadéna -

polinucleotidica son las radiolesiones gamma in vivo de mayor relieve

bioldgico.



I.7. AMINOACIDOS LIBRES EN DIFERENTES ORGANOS ANIMALES,

I.7.1. Aminoacidos libres en tejidos de organismos superiores.

La organizacién de los seres pluricelulares comporta la
presencia de aminoacidos libres en los diferentes tejidos constitu-—
cionales. Algunos de estos aminoacidos, los esenciales para la vida
de los seres superiores, proceden de la dieta, tales son : lisina,
metionina treonina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina y trip
tofano. Hay tambien otros no esenciales que proceden de trasformacig
nes metabdlicas como por ejem. arginina, histidina, tirosina, citru-

lina taurina, etc.

Los seres superiores se alimentan esencialmente de vege-
tales y animales que poseen proteinas especificas. Estas proteinas -
asi ingeridas se someten dentro del plan general del metabolismo a -
la accidn catab&lica, guedando reducidos en dltima instancia a sus -
elementos unitarios, los aminoacidos. El1 torrente sanguineo traspor-
ta posteriormente dichos aminoacidos a los distintos tejidos del nue

vo organismo, que los incorpora.

El conjunto de aminoacidos libres presentes en los teji-
dos, nos di idea a cerca del turnover y degradacidén de las protei
nas del organismo, tambien aporta informacidn sobre la posible inter
conversidn de unos aminoacidos en otros, y finalmente, algurnos de -
ellos constituyen el material esencial para la elaboraciﬁn de las pro

teinas tipicas de la especie.

Otros aminoacidos no proteicos estdn implicados en proce
sos metabSlicos diferentes como biosintesis de urea, e incluso de ami
noacidos proteicos tales como lisina, arginina etc. actuando de inter

mediarios clave.



Ya en 1924 Bollman, Mann y Magath demostraron la impor
tancia dei higado en el mantenimiento de los niveles normales de -
aminoacidos en la sangre y en los tejidos. Este drgano estd en con
diciones de trasformar los aminoacidos en urea y evitar de esta for
ma posibles trastornos originados por el aumento excesivo del nivel
de aminoacidos en plasma. El andlisis de aminoacidos en el plasma -
de perros hepatectomizados, por técnicas cromatogréficas, detectd un

aumento de nivel en 15 aminoacidos o derivaios.

En misculo se notd ademés de un aumento notable en el -
nivel de glutamina acompafiado de una disminucién de 4cido glutdmico,

aumento en los niveles de otros aminoacidos.

El efecto de ausencia de higado sobre los niveles de ami
noacidos aparece mds claramente en el cerebro que en otros drganos
o tejidos.uGran parte dei aumento de aminocacidos se debe a la subi-
da de glutamina que aumenta su nivel cinco veces sin el correspon--
diente descenso de dcido glutdmico. En el ligquido cerebroespinal su
concentracidn excede con mucho a la del plasma sanguineo. Estos ni-

veles tan altos de glutamina comportan peguefios pero definitivos au

mentos de otros aminoacidos, tales como fenilalanina y tirosina.

La administracidn intravenosa de grandes cantidades de
glucosa suprimidé la acumulacidn de aminoacidos en plasma y misculo
de perros hepatectomizados. El1 efecto de la glucosa consiste en es-—

)
timular la Formacidn de insulina en el péncreas, que a su vez provo
ca la sintesis'de proteinas a partir de los aminoacidos del plasma
y del mdsculo. En perros sin péncreas pero con higado no se alcanzan

esos niveles tan altos de aminoacidos en el plasma y en los tejidos,

debido a la formacidén de urea por parte del higado, lo cual viene a



confirmar la idea anteriormente expuesta sobre el efecto de la in

sulina (Flock y Bollman 1961).

I.7.2. Intercambio de aminoacidos entre plasma y cerebro,

El aumento de aminoacidos en el cerebro estd regulado
de tal modo que cuando las concentraciones de un cierto ndmero de
aminoacidos del plasma sufren un incremento, se produce un inter-
cambio rédpido entre plasma y cerebro. Estos hechos gue se compro-
baron en aminoacidos con funciones dcidas, bdsicas o neutras tales
como &cido glutémico, lisina y leucina, hacen pénsar gue el trén
sito de aminoacidos al cerebro probablemente no esté dirigido ex-

clusivamente por una difusién pasiva.

La proporcidn de intercambio que es hasta cierto pun-
to proporcional al nivel de aminoacidos en el cerebro, se puede -
analizar por medio de un trazador administrado por via intraveno-
sa. No obstante el fendmeno es especifico para los distintos ami-

noacidos, no todos aumentan su intercambio en la misma proporcidn.

El trasporte de aminoacidos se produce no solo a tra-
vés de la membrana celular, sino de otras varias, la membrana nu-
clear entre ellas. En el casc concretc del cerebro la complejidad
aumenta debido a la complejidad anatdmica e histoldgica del propio
érgano. E1 proceso del trasporte cerebral debe considerar toda una
serie de membranas : las membranas de los drganos, las membranas —
de los diferenfes tipos de células, ademds de otros Facpores tipi-
cos del cerebro, tales como procesos Celulares; vainas de mielina

etc. (Lajtha A. 1962).



I.7.3. Flujo de aminoacidos desde el cerebro

Los mecanismos de trasporte y consiguientemente del con
trol de los niveles-de metabolito en cerebra, funcionan en ambas di

recciones.

Los niveles de sustrato en el cerebro se pueden mantener
por debajo de los del plasma bien por medio de una barrera de entra
da, por un intercambib tal gue para una cierta cantidad de entrada
pase una cantidad equivalente en direcciﬁn opuesta, o bien por un -
sistema de permeabilidad seiéctiva capaz de trasportar los sustra——

tos fuera del érgano.

Las diferencias entre las proporciones del plasma y del
cerebro en el equilibrio indican las variaciones en la eficiencia
de dicho trasporte de un sustrato a otro, o al contrario la capaci
dad del tejido para incorporar cantidades diferentes de los distin

tos sustratos,

El descenso en los niveles de aminoacidos en el cerebro
alin cuando el nivel en el plasma sea mds alto puede producirse ade-
més de por un trasporte activo, por alguna de estas tres causas f -
a) incorporacién a proteinas. b) trasformaciones metabdlicas. c) flu
jo desde una zona cerebral donde el nivel de qminoacidos es mds alto

gue el del plasma,

a) Experiencias realizadas con aminoacidos marcados demostraron
gue no hay tal incorpofacién de aminoacidos en exceso a las protel
nas, es muy poco probable que haya sintesis neta de prPteinas en ce
rebro adulto que ya no crece. Al cabo de una hora de penetracidn del
material marcado en el cerebra se incorpord tan’solo un 8 % a las -

praoteinas.



b) Al estudiar el metabolismo cerebral de los aminoacidos, se com
probé que los aminoacidos marcados estaban presentes como tales en -
el cerebro, no se lograron encontrar cantidades apreciables de otros
metabolitos marcados. Cabria la posibilidad de que la disminucidn de
niveles cerebrales se produjera a través de un metabolismo mds lento
y una salida répida del cerebro de los metabolitos formados, en cuyo
caso se Jjustificarian la ausencia de productos metabdlicos en el ce-
rebro. Una explicacidn de este tipo es sin embargo muy poco probable

ya que los aminocacidos no se metabolizan répidamente.

c) Los aminoacidos administrados intracerebralmente en lugar de -
reducirse a la zona inmediata al lugar de administracidn, se encon—-
traron distribuidos por todo el cerebro. Actualmente no se puede pre
cisar la direccidn de los gradientes de concentracidén de aminoacidos
ni en que dimensiones se establece. Se comprobd una desaparicidn ré-
pida del liquido cerebroespinal, de tal modo gque el trasporte puede
suceder entre cerebro y plasma, cerebro y liguido cerebroespinal o -

bien entre éste y el plasma.

El flujo de aminoacidos desde el cerebro cuando los nive
les del plasma no son elevados, despues de la administracidn intrace
rebral de cierta dosis, es especifico. Los niveles de cada aminocaci-
dos fueron descendiendo pero no con la misma intensidad. Estos hechos
hacen pensar en la especificidad de los procesas de trasporte con la

posibilidad del control individual de paso de algdn metabolito deter

minado.

Es posible gque exista un trasportador distinto para cada

aminoacido o grupo de aminoacidocs en el cerebro (Lajtha A, 1962).



I.8. EFECTO DE LAS RADIACIONES IONIZANTES SOBRE LOS AMINOACIDOS LI
BRES DE ORGANOS ANIMALES.

I.8.1. Efecto de la radiacidén ionizante sobre los niveles de amino

acidos en cerebelo y cerebro.

Las radiaciones ionizantes producen entre otros muchos
efectos alteraciones en el metabolismo animal gque se reflejan en -
variaciones en los niveles normales de aminoacidos libres en los -

diferentes érganos.

El presente estudio se realizd en cerebro y cerebelo -
de ratas en periodo de desarrollo desde 2 a 60 dias‘de edad, some-

tidos a la accidén de rayos X (450 R).

En el caso del cerebelo de ratas podemos considerar va
rios grupos de aminoacidos a) los gue muestran un aumento general
en Funcién de 1a edad del animal tales como &cido glutémico, gluta
mina, GABA y 4cido aspdrtico. b) los que muestran una disminucién
como taurina, fosfoetanolamina y cistationina c) los que no ofre—-—

cen cambios con la edad como alanina, glicocola, treonina y serina.

La radiacidn X, (450 R), indujo los siguientes cambios.
Dentro del grupo del glutamico se produjq un aumento del 95 % en -
GABA 8n los 9 diaq subsiguientes al nacimiento del animal, asi co-‘
mo de alanina pero en los dltimos estadios del dgsarrollo ya no se
aprecian estos cambios. A los 60 dias de vida el'nivel del 4cido -

glutdmico era mds bajo en ratas irradiadas gue en las del control,

igualmente descendid el nivel de glicocola.

La radi-widn X no afectd al contenido de aminoacidos -
de la corteza : . .isal, no obstante en la médula cerebral se obser
varon nivele. ©ds altos de GABA, fosfoetanolamina y serina pero las

diferencias carecian de significacidn estadistica.



‘Los cambios inducidos por la radiacidn X pueden signifi
car alteraciones en el metabolismo y/o retraso aparente de las dife

rentes poblaciones celulares del cerebro en trance de desarrollo.

El aumento observado en GABA puede reflejar que la ra-——
diacidn X interfiere la trasformacién de GABA en semialdehido succi
nica. Los bajos niveles de cistationina en los 9 primeros dias de -
vida pueden indicar que la radiacidén X inhibid el desarrollo de las

células de alto contenido en cistationina.

Asi mismo se observd al cabo de 9 dias de irradiacidn -
un aumento estadisticamente significativo de urea en todos los teji
dos cerebrales en cerebelo este aumento persistid hasta los 22 dias
de postirradiacidn, wvolviendo a valores normales cuando el cerebro
estuvo completamente maduro. Como el trénsito cerebro - sangre es -
hasta cierto punto posible al cabo de 9 dias de vida, un nivel alto
de urea en el cerebro puede reflejar un nivel igualmente alto de urea

en sangre. (Valcana, Hudson, Tinivas 1972).



II MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES






II.1. Material bioldgico.

La experimentacidn que se describe en este trabajo fué

realizada en peces dorados, Carassius auratus, adquiridos en esta-

blecimientos comerciales de Madrid.

El peso aproximado de los peces estaba comprendido en—
tre los 7 y 15 g. Antes de ser utilizados los peces se cohservaron
durante un periodo de dos semanas en tanques de aclimatacidn a una
temperatura de 25t1 2C, manteniendose rigurasamente dicha tempera-

tura a lo largo de todo el proceso experimental.

La densidad de poblacién en los tanques fué en todo -
-1
momento inferior a 0.3 pez. 1 , garantizandose una adecuada satu-—
racién de oxigenc en el agua mediante aireacidn por borboteo de

0.15 litros de aire por 1 de agua y hora.

Para la alimentacidn de los peces se ha utilizado un -
pienso comercial ordinario que era suministrado una vez al dia a -

razdn de unos 30 mg por pez y dia.

I1.2. Irradiacién y dosimetria.

a) Fuente de irradiacidn.

Se utilizd el dispositivo de irradiacidén NAYADE de 1la

Seccidn de Aplitacidn de Isotopos de la Junta de Energfia Nuclear.

Dicha fuente es de tipo piscina y esté& compuesta por -
veinticuatro elementos activos de c0 Co con una actividad total apro
ximada actualmente a los 7.000 Ci. Estos elementos activos pueden -
ser colocados en forma de corona circular, pudiendo obtener asi, con

precisién una geometria reproducible.
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La posibilidad de colocar las muestras a diferentes
alturas y la utilizacidn de geometrias de diametros y ndmero de
elementos diferentes hizo posible la irradiacién a intensidades

+ +
de dosis comprendidas entre 2.3 - 0.6 krd y 10.7- 2.6 krd.

b) Condiciones de irradiacién.

Los peces, en lotes de cinco ejemplares, se irradia
ron dentro de un recipiente cilindrico y herméticamente cerrado
de polimetacrilato. Disponian de un litro de agua para nadar 1i
bremente, y sobre ella habia otro litro de aire para asegurar -
la adecuada cdncentraoidn de oxigeno en el agua durante la irra
diacién. Las dimensioﬂes del recipiente de irradiacién asi como
la distribucidn de intensidades de dosis dentro de &1 aparecen

en la fg. 21.

c) Dosimetria.

Para lamedida de dosis de irradiacidn gamma se ha uti
lizado la dosimetria de Frike (Frike H. y Hart E.J. 1966) ; que -
es el dosimetro mds extensamente usado dentro de la gama de dosi-

metros gquimicos actualmente disponibles.

Estd basado en gue la accidn oxidante de la radiacidn,
a través de los radicales radioinducidos, sobre una solucién acida
de sal ferraosa en agua saturada de aire, produce una cantidad de -

Fe (III) proporcional a la dosis de radiacién recibida.

La determinacién de la concentracién de Fe (IIT) produ
cido se hizo por espectrofotometria en un UNICAM SP-700 de doble -
haz y cé&lulas de cuarzo, con un paso de luz de un centimetro. Las
lecturas se realizan a una longitud de onda de 304 nm. utilizando

como blanco la solucidn dosimetro sin irradiar.



Los célculos de las dosis se realizan suponiendo que se
oxidan un promedic de 15.5 4dtomos de Fe por cada 100 eV de energia

absorbida por la solucién (valor de G) y que G(Fe (r11) ) = 2174 M

-1
cm a 23.79C. Estos datos fueron determinados con gran precisidn,
(Frike y Hart 1966). El coeficiente de absorcién molar del Fe (III)

depende de la temperatura.

Es esencial la limpieza de los materiales en cantacto -
con la solucién dosimetro. La dosis puede medirse con un error infe

rior al 2 %.

Los tiempos de irradiacidén del dosimetro deben ser tales
qgue la dosis recibida no sea superior a 40 krd, intervalo de validez

del valor de G utilizado.

d) Preparacidn de la solucién dosimétrica.

La composicidn de la solucidn dosimétrica es la siguiente :

Sulfato ferrosoc aménico . « ¢« ¢« « « « « « «» 0,001 M
Cloruro sddico e s e e e e s e« . o 0,001 M
Acido sulfdrico v e s s s s s s s« 0.4 M

La adicién de clorurc sddico segiin Frike disminuye la oxi
dacién incontrolada del Fe (II) a través de las impurezas orgénicas,
perd atn asi debe prestarse gran atencidn a la limpieza de los mate-
riales y pureza de los reactivos. Una vez preparada la solucidn se guar

da en la oscuridad y a baja temperatura, para evitar asi su oxidacidén.

e) Célculo de la dosis.

Para calcular la dosis recibida por el dosimetro a partir
del espectro del Fe{III) formado durante la irradiacidén, se utilizan

los datos siguientes :



valor de G = 15.5

densidad de la solucidn dosimétrica = 1.024 g/cc
coeficiente de extincidn molar del Fe(III) a 23.79C =
=21 M en!

Con estos datos resulta que la dosis recibida por el do

simetro es :
a
dosis = 2.8 x 10 x A/d rad.

Siendo A la absorbancia medida a 304 nm y a 23.72C de la
solucidn irradiada con respecto a la solucidén sin irradiar, y d es el

paso optico expresado en cm.

Cuando las medidas se hacen a una temperatura diferente de

23.72C la correccién de la dosis leida se hace mediante la expresidén :

dosis medida a TeC
10.007 (TeC ~ 23.7)

dosis corregida =

donde T es la temperatura de la solucidén irradiada en el momento de la

lectura en el espectrofotdmetro, expresada en 2C.

f) Dosis suministradas.

Las dosis acumuladas en las irradiaciones realizadas han -

sido las siguientes :

+
70 peces en 14 lotes de cinco 2.3 - 0.6 krd.
: +
70 peces en 14 lotes de cinco 5.3 - 1.3 krd.

|+

35 peces en 7 lotes de cinco 10.7 - 2.6 krd.



I1.3. Toma de muestras.

A los tiempos oportunos contados a partir de la irradia
cidn y despues de haber permanecido en tangues a 259C, los peces -

fueron sacrificados para la correspondiente toma de muestras.

La sangre se tomd por puncidén con un capilar para hema-
tocrito, en la base de las branquias. Seguidamente los capilares fueron
centrifugados en un microhematocrito tipo Gril-Cel durante 9 minutos a
11.000 rpm, lo cual perﬁitiﬁ la separacidn de las celulas sanguineas y
el suero correspondiente a cada lote de peces. Este suero fue més tar-
de utilizado para las determinaciocnes electroliticas disco-gel y restan
tes determinaciones analiticas que mds adelante se detallan. Dada la ra
pidez con que coagula la sangre de estos peces fue preciso realizar la -

toma de muestras con cierta agilidad.

Despues de sacrificados los peces y a lo largo de todo el -

proceso de manipulacién se mantuvieron en un bafic de hielo.

Laos intestinos utilizados en el estudio de la biosintesis
de DNA, se obtuvieron por diseccién, y fueron meticulosamente lavados

con solucidn de ClNa 0,14 M. previamente a su utilizacidn.

IT.4. Marcado radioactivo de la biosintesis de DNA,

Para la biosintesis de DNA marcado'se ha empleado 3H timi-
dina como trazador. Una hora y media antes del sacrificio de cada pez
se le inyectd intraperitonealmente una cantidad de timidina tritiada -

proporcional a su tamafioc a razén de Zr.Ci.g- .

3
La H-timidina utilizada estd marcada en el grupo metilo
y procedia del Radiochemical Center (Amershan), siendo su actividad
especifica de 2 Ci /mmol y su concentracién de 0.5 pg/ml. Las dilui-

ciones oportunas antes de inyectar se hicieron con NaCl 0.14 M.



Durante el tiempo que trascurrid entre la inyeccidn
radioactiva y su sacrificio, los peces permanecieron en tanques
aislados por razones de contaminacién radioactiva, perc en ellos

. . . . +
se mantuvo siempre la misma termostatizacidén a 25 - 1 °C,

II.5. Magnitudes bioguimicas del suero.

IT.5.1. Proteinas totales.

Reunidos los sueros procedentes de cinco peces, se rea
1lizé la determinacidén de la concentracién en proteinas totales me-
diante el método de Lowry (Lowry 0.H. Bosenbrough N, S. 1951), en -
una versién adaptada a pequefios voldmenes de muestra (Schacterle G.

R. Pollack R.L. 1973).

El método de Lowry estd basada en la aparicidén de caolar
como re;ultado de la reaccidn del biuret de las proteéinas con el -
ion Cu en medio alcalino, y la posterior reduccidn de fosfomolibdi
co - fosfotungstico por la tirosina y triptofano presentes en las

proteinas tratadas.

Puede ser aplicado al caso de proteinas disueltas en al
cali o bien precipitadas en dcido sin més gue introducir pequefias mo

dificaciones, es especialmente apto en el caso de :

evaluacidn de proteinas durante fraccionamientos enzi
‘miticos. ‘

. evaluacidén global de proteinas tisulares, particular-
mente cuando na hay gue dar valores individuales;
medidas de cantidades muy pequeﬁasAde proteinas o bien
proteinas sumamente diluidas y proteinas mezcladas con
sustancias gue contienen nitrdégena.

andlisis de gran ndmerc de muestras proteicas similares,

tales como precipitados de antigeno-anticuerpo.



Se preparan los siguientes reactivos :
A. - Solucidén de Na2r:03 al 2 % en NaOH 0.1 N
B. - Solucidn de CuSO, al 0.5 % en tartrato potdsico al 1 %

C. - Solucién alcalina de Cu que se obtiene mezclando 50 ml de solu

cién A y 1ml de solucidén B.
D. - Reactivo Folin diluido 1/ con agua destilada.

Paralelamente a la muestra se hizo una determinacién de
concentraciones de sercalbdmina comprendidas entre 50 jugm y 250 ugm

para obtener la curva patrdn.

El volumen de muestra es de 1 ml con una concentracidn
previsible de proteinas comprendida en la curva patrén. Se afadieron
5 ml de solucidén C, agitandb y dejando en reposo 10 minutos, ya que
si bien la reaccidn con el Cu no es instantanea, al cabo de ese tiem

po es completa,

Se adiciond 0.5 ml de reactivo D, y se agité inmediatameg
te, permaneciendo 30 minutos en reposo para conseguir el desarrollo -
del color. lLas proteinas tratadas previamente con Cu alcanzan una colg
racidn méxima frente al reactivo Folin cuando la reduccién se hace a
pH 10, pero a este pH el reactivo es solamente activo durante un tiempo
muy corto. El retraso de unos pocos sgs puede rebajar la intensidad de

color.

Lé disminucién en la actividad del reactivo parece estar
en funcién de la desaparicién del amarillo original del fosfomolibdato
y probablemente es debido a la disociacién del Fosfato‘y del molibdato.
No abstante el color con las proteinas continua desarrollandose unos -
minutos despues gue el reactivo se hace incapaz de reaccionar con nue-

vas cantidades de proteinas afiadidas. Posiblemente la primera reaccidn



da lugar a reajustes, ya que el espectro de absorcién cambia en tiem

pos. camprendidos entre 3 y 30 min,

La relacién color - concentracién de proteinas no es 1li-

neal.

II1.5.2. Fosfatasa alcalina.

Los diferentes métodos para la evaluacién de la activi—
dad de la fosfatasa alcalina se basan en las diferencias entre los -
espectros QB absorcién de p-nitrofenolfosfato, p-nitrofenclatoc y p-ni
trofenol libre. En nuestro caso se realizd por el micrométodo de Bessey
(Bessey 0.A. 1946). Esté basado en la determinacién de la velocidad de
hidrélisis del p-nitrofenclfosfato seguida espectrofotométricamente por

la liberacién de p-nitrofennl.

Despues de eliminar el grupo fosfato del p-nitrofenoclfosfa
to para formar p-nitrofenolato, el mdximo de absorcidén varia de 310mp
a 400 mu. Al convertir el p-nitrofenclato en p-nitrofencl libre por aci

dificacién, el mdximo de absorcién varia otra vez.

Como la fosfatasa alcalina tiene un pH elevado, las desvia-
ciones de mds de 0.1 unidades de pH pueden afectar significativamente a

las lecturas.

En caso de que el suero tenga una concentracidn de fosfata
sa muy alta, se puede reducir el volumen de suero a su mitad e incluso

a su cuarta parte sin cambiar otros volumenes.

El grado de hidrélisis en 30 minutos es proporcicnal a la
concentracién de la enzima, pero despues de este tiempo no lo es estric

tamente, no obstante no conviene prolongar el tiempo de incubacidn.



En caso de gue como consecuencia de la hemolisis, hubiera
hemoglobina, seria necesario tener en consideracién que ésta absorbe
considerablemente menos luz a 415 mu que a 40 m, lo cual es razén su

ficiente para preferir la longitud de onda mds larga.

El proceso se realiza afiadiendo SO pl de suero sobre 2 ml
de sol. 50 mMtampdn de glicina pH 10.5, 0.5 mM MgClz, 5.5 mM sal s6di

ca de b—nitrofenolfosfato. Se determina la velocidad de hidrdélisis a

IT1.5.3. Hemoglobina.

La determinacién de la concentracién de hemoglobina en el
suera se realizd por espectrofotometria del complejo meta homoglobin-

cianuro (Van Kapen E.J. Zijlstra W.G. 1961).

El mero hecho de que el meta hemoglobin-cianuro sea el dni
co derivado de la hemoglobina que permite la preparacidn de soluciones
standard estables durante meses y a veces anos, hace que este compuesto
sea preferido a los demés para determinaciones fotométricas de hemoglo-
bina. Otro motivo importante a favor del método es el hecho de que la -
mayor parte de los derivados pueden ser trasformados en meta hemoglobin-

cianuro.

Hay que resaltar tambien que el desarrollo de color no viene
influenciado por la presencia de proteinas pldsmicas. Se trata en suma
de un procedimiento espectrofotoelectrico facil para la determinacidn de

hemoglobina bajo la forma de meta hemoglobincianuro.

La turbidez, debida a las proteinas plasméticas gque precipi
tan, se evita afiadiendo una pequefia cantidad de un detergente (Sterox -

SE) que tambien favorece la lisis rdpida de los globulos rojos.



S0 Ml de suero, se afiaden sobre 5 ml de una solucidn de
fosfato dihidrdgenopotésico 1mM, 0.75 mM de cianuro potdsico y 0.60

mM de ferricianuro potésico.

Posteriormente se determina la absorbancia a 516 nm.

I1.5.4. Urea.

La urea en suero se determind por el método de Fawcett y

Scott, (Fawcett J.K. Scott J.E. 1960) basado en la produccién del

jon amonio por ureasa a partir de la urea del suero y su posterior

determinacién colorimétrica con fenol, nitroprusiato e hipoclorito

en medio alcalino.

La interaccidn del amoniaco, fenato e hipoclorito produ-
ce una curva de absorcién que presenta un méximo cuya posicién depen
de de factores tales como concetracién de reactivos y presencia de -
catalizadores. La relacidn entre concentracién y densidad optica es

lineal.

Es importante afiadir los reactivos répidamente uno tras
otqo ya gque por cada minuto entre la adicién del nitroprusiato y el
hipoclorito la densidad optica final disminuye alrededor de 1.5 %.
La luz solar tambien produce disminucién en la densidad optica, por
lo cual es mejor llevar a cabo la reaccién donde la luz solar sea -

minima o bien desarrollar el color en la oscuridad.

La temperatura ejerce tambien un efecto importante so—

bre la rapidez e intensidad del desarrollo del color.



Se ha detectado la inteferencia por parte de sustancias
que ordinariamente se encuentran en el plasma u orina, son cinco -
las sustancias que pueden interferir. En realidad de estas cinco -
tan solo una, la hemoglobina interfiere seriamente. Adn en concen——
traciones bajas de urea, la interferencia es positiva y negativa pa
ra altos. Esto indica que la exactitud del método disminuye cuando

hay hemolisis.

Cuando se trata de cantidades especialmente grandes de
urea, existe la posibilidad de diluir la solucién final para la me-
dida de la absorcién sin tener que repetir el ensayo desde el prin—
cipio.

No deja de ser interesante el hecho de que el procedimien
to sirva igualmente para plasma, orina u otro material bioldgico sin

modificacidén especial.,

La hidrdlisis de la urea se realizd afadiendo 20 Ul de
suero snpre 100 Ul de sol. a 2‘pmg/ml de ureasa en 50 mM tampdn fos-

fato pH 6.5 e incubando a 37 °C durante 10 minutos.

£1 ion amonio liberado se determind pDrAcolorimetria a -
530 - 570 nm despues de desarrollar el color a 37 2C durante 15 minu
tos en la siguiente mezcla : 50 mM fencl, 0.08 mM nitroprusiato s6di
co, 6 mM hipoclorito sédico y 0.06 N NaOH.

ureasa
0
Urea + 2 HzD - (NH4) co,

. + . . R
Los iones NH4 reaccionan con fenol e hipoclorito forman

do un color azul cuya intensidad es proporcional a la concentracidn

de urea.



II.5.5. Gliceridos totales.

Se ha utilizado el micrométodo basado en el procedimien
to de Eggstein (Eggstein M. 1966) en el cual, despues de una saponi
ficacidén total por potasa etanSlica, se valora enzimdticamente la -
glicerina por un sistema en el que se fosforila mediante gliceroqui

nasa en presencia de ATP,

El ADP que se origina en esta reaccién es utilizado por
la piruvatoquinasa para convertir el fosfoenolpiruvato en acido pi-
rlvico. Finalmente &ste se reduce mediante lééticodeshidrogenasa a
lactato con la correspondiente oxidacidén de NADH a NAD+ y consiguien

te disminucién de absorbancia a 340 nm.

Glicerina + ATP —_——— Glicerina 1P + ADP

ADP + PEP w Piruvato + ATP
. v + +
Piruvato + NADH + H ————a Lactato + NAD

La saponificacidn se realiza afiadiendo 200 ul de suerc a
SDO'PI de solucién 0.5 N de potasa alcoholica a 60 -— 70 2C durante -

20 a 30 minutos.

La determinacidn espectrofotométrica tiene lugar en una
mezcla de reaccién de la siguiente composicidén final : 0.08 Ma tampon
trietanolamina pH 7.6, 3.2 mM MgSDa, 0.2 mM NADH, 1.3 mM ATP, 0.4 mM
PEP.

Réspecto a las enzimas 16‘pg/m1 de lacticodeshidrogenasa,
8 yg/ml de piruvatoguinasa y 16 Pg/ml de g}iceroquinasa. Antes de la
adicidn de esta Gltima se determind la absorbancia para tomarla como
valor de referencia respecto al cual se calcula la velcci@ad de reac

cidén.



II. 6. Separacién, identificacién y cuantizacidn de las proteinas

séricas.
Ser-ctas

Para el estudio de las proteinas de suero se ha utilizada
la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida de Davis (Davis
B.J. 1964). Para conseguir el cumplimiento de las condicicnes de Kohl
raus que garantizan una electroforesis en disco se ha utilizado como

electrolito una solucidén SmM TRIS/CIH y 38 mM de glicina pH 8.3.

Los geles tenian la siguiente composicidn :

gel inferior.

ml conc. conc. final
a) TRIS/C1H pH 9.3 3 1.17 M 145 mM
TEMED 0.128M 16 mM
b) acrilamida 6 28 % 7 %
bisacrilamida 0.75 % 0.19 %
c) persulfato amonico 12 0.14 % 0.07 %
d) agua destilada 3
gel superior
ml conc. conc., final
a) TRIS/C1H pH 7.6 1 a.5 M 83 mM
TEMED 0.25 M 41 mM
b) riboflavina 1 0.004% 0.0007 %
c) acrilamida 2 10 % 3.33 %
bisacrilamida 2.5 % 0.83 %

d) sacatosa 4 40 % 26.7 %



La electroforesis en gel de poliacrilamida permite aumen
tar el fraccionamiento de mezclas proteicas por cuanto se combina el
fendmeno de migracidn electroféretica con el fendmeno de ultracentri
fugacidn molecular, al poder obtener geles sintéticos cuya trama de
poro efectivo puede ser ajustada a voluntad desde 400 a 10 K sepa—

rando componentes de 10.000 a 1.000.000 de peso molecular.

£l gel se prepara mezclando en proporciones adecuadas a-
crilamida y bisacrilamida entre otras sustancias. La metilenbisacrila

mida de fdérmula

=CH=-C~-N{=CH =N -C =CH =
CH, = CH NH = CH, = MH CH = CH,

tiene dos extremos cen dobles enlaces por lo cual es capaz de polime-
rizarse e incluir en la cadena otros restos. E1 grupoc - CH2 - hace de

puente entre las dos cadenas de acrilamida.

El polimero estaria formado por cadenas largas con colas de
bisacrilamida, colas que a su vez pueden incrustarse en otra cadena dan
do asi lugar a un entrecruzamiento. Debido a este entretejido las cade-
nas del polimere quedan relativamente fijas, favoreciendo la resistencia
mecanica del gel. E1 tamefic del poro dependerd de lo tupido que sea el en

trecruzamiento de cadenas, es decir del n? de cadenas /unidad de volumen.

Los geles de poliacrilamida son termoestables, trasparentes,
mecanicamente fuertes y quimicamente inertes. Ademds no existe corrien-
te electroendosmética pues el gel es inerte en su capacidad de polariza

cidén con el agua al paso de la corriente electrica.

Se utilizd un equipo de electroforesis analitica vertical,
con tubos de 75 mm de longitud y 6 mm de diametroc interior. Se traba jo
siempre a intensidad constante de 2.5 mA por tubo durante 2 a 2.5 horas.

La temperatura se mantuvo siempre préxima a 15 2C dado el sistema de re

frigeracidn de que dispone el equipo.



Para facilitar la deteccidn de las bandas electrofore-
ticas se procedid al tefiido de los geles sumergiendolos por espacio
de 2 horas en una solucidn 0.55 % de negro amido en 7.5 % de &cido
acetico. El destefiido del colorante no Fijado por las proteinas se
consegufa manteniendo los geles en dcido acético al 7.5 % y finalmente
sometiendolos a una nueva electroforesis con intensidad de 10 mA por

tubo y utilizando como electrolito dcido acético al 7.5 %.

La cuantificacidn de las bandas tefiidas se realiz® por
registro en un microdensitdmetro CANALCO, gue ademds del registro prg
porciona el valor del area bajo cada banda mediante un dispositivo -

de integracidn.

Para la identificacidn de cada banda se ha utilizado el va
lor de su movilidad relativa a la banda de alblmina, la cual en todos

los casos, resultd muy facilmente localizable.

II.7. Determinacidn de dcidos nucleicos en tejidos.

Para la determinacidn del contenido tisular en dcidos nu
cleicos se ha empleado el método cldsico de Schmidt-Tennhauser, en una

versién actualizada de Munro (Munro H.N. Fleck A. 1966).

En realidad los 4cidos nucleicos tienen tres componentes
quimicos diferentes : bases plricas y pirimidinicas, ribosa o desoxirri
bosa y fésforo. Por tanto los métodos para la determinacidn de &cidos
nucleicos tienen necesariamente que estar basados bien en la valoracién
del fdsforo del estracto, reacciones especificas para las pentosas o en

la absorcidn intensa de rayos ultravioleta por las bases.

Los métodos basados en la absorcidén de radiaciones ultravio
. leta y determinacidn del fésforo, no distinguen entre BRNA y DNA, solamen
te se pueden aplicar cuando ambos dcidos nucleicos se han separado pre-—

viamente como en el procedimiento de Schmidt-%annhauser.



€l procesoc comprende tres partes : a) preparacidn previa
de las muestras de tejidos b) extraccidén y si es preciso separacién
de los dcidos nucleicos. c) aplicacidn de los procedimientos especi

ficos para valorar los dcidos nucleicos en el extracto.

11.7.1. Preparacién previa de las muestras de tejido.

Este estadio supone en primer lugar, la toma de muestra
del tejido seguido de su desintegracidn, en unas condiciones tales

que las nucleasas queden inhibidas.

Lo normal es homogenizar la muestra de tejido congelado,
rapidamente manteniendo el recipiente en una mezcla de agua y hielo.
Se trata de cortar el tejido lo mds rapidamente posible y homogenizar

lo en agua helada operando seguidamente con el homogerado.

11.7.2. Extraccién de los dcidos nucleicos proteinas y otras macromo-—

leculas por eliminacién de compuestos de bajo peso molecular.

Existen ciertos componentes de los tejidos que pueden in
terferir en el andlisis de los dcidos nucleicos, por ejem. nucleotidos

libres y oligonucleotidos.

El procedimiento corrientemente usado para la eliminacidn
de estas sustancias que interfieren consiste en precipitar las protei
nas, dcidos nucleicos y otras macromoleculas con &cido helado, normal
mente HCIOA. Se centrifuga y se separa el sobrenadante gue contiene las
moleculas de bajo peso molecular. E1l precipitado suele lavarse varias
veces con dcido frio, centrifugando cada vez a fin de que la eliminacidn

sea completa. Estas aguas de lavado se incorporan al sobrenadante ante

rior.



La experiencia ha demostrado que con el uso de concentra
ciones altas de 4cido percldrico, se corre el riesgo de eliminar otraos
materiales ajenos a la fraccidn normal dcido soluble, se llegd a la -
conclusidn de que era menester reducir la concentracidén de percldrico
a 0.2 N para eliminar la fraccidn 4cido-soluble, soslayando asf el -~

riesgo de solubilizar RNA.

Si el 4dcido percldrico estd caliente no sdlo solubiliza

RNA sino tambien DNA.

11.7.3. Separacidn de ambos dcidos nucleicos RNA y DNA.

E1l procedimiento estd basado en el hecho de que el dcida
nucleico RNA de levaduras se hidroliza con 4&lcali entre 15 y 17 oC en
un periodo de tiempo de 24 horas mientras que el &cido nucleico DNA

de timo resiste en estas condiciones.

E1l mecanismo de la diferente resistencia por parte de am-
bos &cidos nucleicos frente a los alcalis fué aclarado por Fono (Fono
A. 1947) y por Brown y Todd (Brown D.M. Todd A.R. 1955). Estd basado
en el comportamiento diferente con los alcalis del enlace 3-5 fosfo-

diester entre nuecleotidos adyacentes en el RNA y el DNA.

En el caso del RNA, al exponerlo a la accidn de los alcalis
se forma un triester ciclico con el grupo hidroxilo en el C (2) de la -
ribosa el cual se hidroliza expontaneamente produciendo nucleotidos en
2°6 37

En el caso del DNA la desoxirribosa no tiene el grupo hidqg
xilo en el C (2) y en consecuencia no puede formar el fosfodiester en

2' 6 3"



11.7.3.1. Condiciones para la hidrdlisis alcalina del RNA.

E1l hecho de emplear KOH para provocar la hidrdlisis alca
lina del RNA, radica en que forma un fosfato insoluble entre 0 y 409C,
lo cual permite la eliminacidén de los iones K+ de la fraccidn RNA y la
terminacidén de la hidrdlisis, en el momento en que se afade HC]D4 para

la precipitacidn del DNA.

En el caso de muestras de tejidos animales, se ha compro-
bado que las condiciones dptimas para separar todo el RNA en forma &-
cido soluble exigen tratar las muestras ya procesadas con alcali 0.3 N

concretamente KOH, a 37 <C.

En estas condiciones suaves de alcali 0.3 Ny a 37 eC los
productos de la hidrdlisis se trasforman rapidamente en compuestos de
bajo peso molecular, como se puede apreciar por el hecho de que en un
periodo de 1 hora a esta temperatura, el efecto hipercrdmico sobre la

absarcidén UV. del RNA es completo.

No obstante algunos oligonucleotidos son resistentes a la
hidrdlisis alcalina debido al blogueo por un grupo metilo en el C (2)

de la ribosa que impide la formacidn del fosfodiester ciclico 2°- 3°.

Existen dos tipos de dificultades en la digestidn alcalina
gue afectan a la fraccidn de RNA y que comienzan a ser mds graves a me
dida que la hidrolisis progresa. Uno consiste en gue durante la hidrdli
sis se puede producir la desaminacidn de muchas bases, alterando de es
te modo el esbectro de absorcidn del hidrolizado. Otro es la posible -
degradacidn de varios componentes del tejido a componentes dcido solu~—
bles debido a la accidn del dlcali, dichos materiales pueden interferir

en la determinacidn final del RNA.



11.7.3.2. Estabilidad del DNA frente a la digestidn alcalima.

La resistencia del DNA a la degradacidn durante la diges
tidn alcalina ha sido discutida, conviene por ello precisar los 1imi

tes bajo los que el DNA es capaz de resistir la accidén del alcali.

Es posible pensar que el tratamiento en los estadios iqi
ciales del proceso, previos a la valoracidn del DNA, pueda acasiorar
cierta degradacidn atribuible normalmente a la formacidén de trieste-
res ciclicos como en el caso del RNA y consiguientemente aparece al-

go de DNA en la fraccidn dcido soluble del hidrolizado.

Tambien se ha estudiado la influencia de la temperatura
de incubacidn alcalina sobre la estabilidad del DNA, comprobando que
existe una gama de temperaturas suficientemente amplia dentro de la

cual el DNA permanece estable al ser incubado en alcali.

Se puede aceptar que el DNA permanece estable al ser tpg
tado con alcali 1 N a temperaturas inferiores a los 100 °C. Tan solo
cuando la perdida de bases pdricas ha dado lugar a la formacidn de é

cido apurinico se corre el riesgo de perder DNA durante la incubacidn

de alcali a 37 °C.

I11.7.3.3. Separacidn de la fraccidn BNA dcido soluble del hidrolizado.

La separacidn del RNA y del DNA al final de la digestidn

alcalina merece unma consideracidn.

En la separacidn del RNA es preferible emplear I—ClD4 que
no produce interferencias y ademds elimina los iones K+ del hidroliza
do en forma de perclorato insoluble. Conviene enfriar el hidrolizado
a 0 € antes de acidular a fin de obtener una precipitacidn mdxima,

se acidula hasta obtener una concentracidn de HClO4 0.2 N.



Estas candiciones producen una precipitacidn Sptima de
proteinas y DNA. E1 precipitado se lava posteriormente dos veces con

HClO4 0.2 N, llegando de esta manera a completar la separacidn de -

RNA y DNA.

I1.7.3.4. Tratamiento de la fraccidn DNA dcido_soluble del hidrolizadao.

Normalmente antes de aplicar cualquier procedimiento para

su valoracidn, el DNA se disuelve. Esto se consigue en medio fuertemen

te dcido.

El problema en conexidn con el procedimiento de Schmidt—Thqg
nahauser radica en que bajo condiciones suaves no se consigue una extrac
cidn total de DNA y si son muy enérgicas se pierde DNA por rotura de la
desoxirribosa. La solucidn es una situacidn de compromiso a base de HCID4

0.6 N a 70 € durante 20 minutos.

IT.7.4. Determinacidn de dcidos nucleicos por absorcidn UV.

La absorcidn de luz ultraviocleta por las bases plricas y pi
rimidfnicas en la regidn de 260 my nos ofrece un medic de evaluar las ~

cantidades de dcidos nucleicos.

Es menester tener en cuenta dos propiedades opticas importan
tes de los dcidos nucleicos o los nucleotidos en solucidén : el efecto hi
percrémico y la naturaleza aditiva de absorcidn de los nucleotidos en -

las mezclas.

El efecto hipercrdmico se debe a la liberacidn de la restric
cidn sobre los arbitales electrdnicos de las bases impuesta por las estruc
turas polinucleotfdicas. Resulta ademds ideal para obtener resultados repli

cables en el andlisis de 4cidos nucleicos por medida de UV.



En general se ha aceptado gque las propiedades dpticas de
las mezclas nuclectfdicas son las de los nucleotidos componentes, es
to ha encontrado aplicacidn en la obtencidn de proporciones de bases

en las mezclas de ribonuclectidos y de desoxirribonucleotidos.

Respectc a la evaluacidn del RNA por absorcidn UV. ya se
ha dicho que la digestidn alcalina en el métoda de Shmidt-Thannhauser
da lugar a la liberacidn de algunos productos de degradacidn de las -
proteinas solubles junto con ribonuclectidos, el grado de contamina—
cidn se hace progresivamente mds grande al aumentar el tiempo de incu

bacidn y la fuerza del alcali.

A fin de evitar estos inconvenientes se propuesieron tres

procedimientos

. Hacer medidas a dos longitudes de onda distintas en el espectro

UV. y corregir la lectura a 260 mJ para el componente proteico.

. Reducir al minimoc la liberacidn de péptidos, acortando el tiempo

de digestidn alcalina.

. Separar los peptidos por medic de resinas de cambio de ion o -

tambien por electroforesis.,

Las condiciones para la evaluacidn del DNA aplicando la ab
sorcidn UV. al método de Schmidt-Thannhauser no se han definido con tan
ta precisidn como las del RNA. Normalmente del precipitédo de DNA-pro-~
teinas obtenido por este procedimiento, se separa el DNA extrayendolo
en medio dcido fuerte. Se ha preferido el dcido percldrico al tricloro

acético, debido a que este Gltimo absorbe mds luz ultravioleta.

El problema de aplicar una extraccidn excesivamente enérgi
ca para recuperar integramente todo el DNA sin solubilizar material pep

tidico, se ha comentado ya con anterioridad.



II.8. Extraccidn, sescaracidn analitica y cuantificacidén de aminoaci

dos libres en bazo, higado, cerebro y mdscula.

Cada uno de los Srganos y fragmentos musculares, en gru
pos de cinco, correspondientes a peces irradiados y sacrificados a
tiempos oportunos, se guardaron separadamente tras la diseccidn, man

teniendolos congelados a -202C.

Al cabo de un mes como minimo comenzd el proceso de cada

uns de los grupes.

S homogenizaron con un Virtis en 10 ml de una mezcla de
metarclagua en proporcidn Z2 73/93 durarnte 10 minutos. Durante el pro
cezs de homogenizacidn se mantenia la temperatura baja por medio de

urn bafio de hislo y =al.

Seguidamente se agita el homogenado y se filtra en placa
filtrante n? 4, en el congelador a -202C. El retenido se lava dos ve
ces con mezcla de metanol-agua al 50/30, 18 ml cada vez. Los filtra-

reunidos ze llevan a sesuedad =2n un rotavapor Evapo-mix, termos—

A
—

m

tatizado, con agitacidn y bomba de vacio.

El residuo se diluye en 10 ml de agua destilada y se cen

0CC z, recogiendo el sobrenadante que se lleva

-

trifuga 12 minutos a

gezidu2 =2 resuspende en 10 ml de agua destilada
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sue gosteriormente se llevan a seosuedad.

El contenids de aminoacidos libres se introduce en un ana
lizador tipo Durrum modelz O - 30C aue ofrece como resultado un regis
Tro.

Lo 1 registro se identifican con la

o~ - - - —
cicos obteniod

n

¥
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ayuda del registro corresczndients a una mezcla estandar de aminoacidos.



En total se ha trabajado con 15 aminoacidos libres, que
son los gue aparecen de forma permanente en todos y cada uno de los
diagramas a tiempos diferentes correspondientes a cerebro, misculo,

bazo e higado de pez dorado e irradiado a 2.300 rads.

Los aminoacidos metionina y cisteina aparecen en dos o
tres diagramas tan solo y ademds con una cuantificacidén muy baja por

lo cual se excluyeron del conjunto objeto de estudia.

El analizador estaba especialmente adaptado para la eva
luacidn de amincacidos procedentes de proteinas y las cuantificacig
nes que ofrece se refieren siempre a una cantidad determinada de -
proteina. Como en nuestro caso se trata de aminoacidos libres en -
vez de manejar cantidades absolutas se optd por hallar el % de cada
uno de los aminoacidos dentro del conjunto de los quince sometidos

a estudio a diferentes tiempos postirradiacidn.

Los guince amioacidos considerados son : glicocola, ala
nina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, &dcidos aspérti
co y glutémico, lisina, arginina, histidina, prolina, fenilalanina

y tirosina.

En el caso de algunos amincacidos; concretamente leuci-
ra e isoleucina en bazo a 2 horas zostirradiacidn, arginina en mls-
culo a 1 y 48 horas ha sido necesario interpolar unos valores. E1 -
criterio seguido ha sido el siguiente : Se construyd la curva corres
pondiente a lgs valores absalutos de aminoacido que dé& directamente
el analizador y se zdoptaror wvalores en concordancia con la direccidn

seguida por la curva.



Los aminoacidos prolina v dcido glutdémico no dieron en
higado puntos suficientes como para poder reconstruir la curva con
cierto rigor cientifico por 1o cual ha sido preciso prescindir en
el cdlculo global de estos datos. La omisidn de las cuantificacio-
nes correspondientes a estos dos aminoacidos repercutiréd indudable
mente =obre el tanto por ciento de los restantes elevéndolo, condi
cifn cue habrd de ser tenida en consideracidn a la hora de enjuiciar

vy ciscutir los resultados,



IIT RESULTADOS Y DISCUSION






IIT.1. EVOLUCION POSTIRRADIACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS SE-
RICAS TOTALES EN SUERO DE PEZ DORADO {CARASSIUS AURATUS).

El descenso brusco de la concentracidn de proteinas tota-
les, es la més inmediata respuesta que se ha detectado en el suerc de
peces darados Carassius auratus, irradiados. En la fg. 22 puede apre-
ciarse cémo en un periodo de tiempo comprendido entre las 3 y 6 haras
consecutivas a la irradiacidn, dicha concentracidn ha disminuido has-
ta valores préximos al 70 % respecto a los peces control. El valor de
este descenso asi como la rapidez son independientes de la dosis de -

irradiacidn.

Tambien se deduce de la fg. 22, que independientemente de
las dosis estudiadas se alcanza con posterioridad una recuperacién -
practicamente completa de los valores primitivos de concentracién de
proteinas totales del suero. Por el contrario el retardo en conseguir
esta recuperacidn de concentracidn de proteinas totales presenta una
marcada dependencia con la dosis. Retrasos estimables entre 16 a 18
horas 24 y 48 horas corresponden respectivamente a dosis de irradia-

cidn de 2.300, 5.300 y 10.700 rads.

Ambos resultados estén de acuerdo con los cbtenidos por

Ulrickson (Ulrickson G.B. 1371) sobre "bluegill" (lepomis macrochirus).

En el caso de ratones sometidos a dosis del orden de los
€00 rads, las proteinas totales caen ininterrumpidamente sin notarse
inicio de recuperacién adn doce dfas despues de la irradiacién (Sa--
ssen A. Kennes F. Maisisn J.R. 1966). Sin embargo en peces sometidos
a dosis mucho mayores, 2.000 y 3.000 rads, la recuperacidén tiene lu-
gar dentro de las 16 - 18 horas o 24 horas despues de la irradiacidn,
aumentando el tiempo en funcidn de la intensidad de irradiacidn reci

bida, segln se ha dicho anteriormerte.



La recuperacidn en peces tales como "bluegill” (Ulrickson

G

Se

U. 1971) y pez dorado, nuestro caso, es evidentemente mucho mds in-
mediata gque en mami‘eros, esto hace suponer si los peces poseeran un
mecanismo de recuperacidn proteica ya distinto o simplemente mds efi-

caz oue el de los mamiferos.

En la fg. 22 se puede obsesrvar tambien, cémo la recupera-
cidn conseguida perdura al menos durante los 9 dias consecutivos a la

irradiacidn.

Estd claro cue aunque cualitativamente andloga, la reper—
cucidn de la dosis de 10.700 rads es cuantitativamente distinta. El1 -
descenso en concentracidn continua durante las primeras 24 horas has-—

ta alcanzar el 63 % del valor del control,

La recuperacidn no se inicia hasta despues de las 48 horas,

no llegando a alcanzar més de un 90 % del valor de referencia.

ITI.2. EVOLUCION POSTIRRADIACION DE LA CONCENTRACION DE OTRAS MAGNITU-

DES BIDQUIMICAS EN EL SUERD DE PEZ DORADO (CARASSIUS AURATUS).

En las fgas. 22 v 23 aparece la evolucidn de algunas magni

tudes bioguimicas del suero de peces irradiados a 2.300 rads.

IIT.2.1. Fosfatasa alcalina,

La concentracidn de fosfatacza alcalina asi como la de hemo
globina, presentan una evolucidn sue se corresponde muy estrechamente

-

con la de proteinas totales. Tal vez pudiera tenerse en cuenta un incrg
mznto transitorio de actividad Tosfatésica que aparece al cabo de 1 - 2
foras despues de la irradiacidn, antes de descender bruscamente hasta

valores préximos al 50 % de los de referencia fg. 23.
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El proceso postirradiatorio seguido por la fosfatasa al-
calina en peces irradiados es andlogo al de ratones sometidos a 600
rads, un fuerte descenso en las primeras horas (Drouet J. Legrand A,
BrunetAG. Goyffon M. 1972). Se maniFiesta.no obstante el mismo fend
meno gue en el caso de las proteinas totales, una recuperacién mu--
cho més rdpida en los peces gue en los ratones. La fosfatasa alcali
na de los peces alcanza su valor inicial al cabo de 24 horas miern—
tras que al tratarse de ratones no se consigue dicho nivel hasta las

72 horas,

I1I.2.2. Hemoglobina.

Tambien la hemoglobina sérica sufre en los peces un pro
ceso de descenso en la concentracién idéntico al que sucede en el -
caso de ratas en las horas inmediatas a la irradiacidn (Galarza A,
Garriazo D. Feijoo B. 1971). Mientras la recuperacién en ratas no se
inicia adn en la sexta hora de postirradiacién, en los peces al ca-
bo de ese tiempo aparece una recuperacidén tan répida como su caida

fg. 23.

ITI.2.3. Urea.

La urea sérica de peces irradiados ofrece una subida ini
cial en su concentracidn seguida de una serie de fluctuaciones duran
te las primeras 24 horas, aungue manteniendose siempre sobre los va-

lores de referencia en animales no irradiados fg. 23.

Esta subida coincide con los resultados obtenidos en ra-
tas blancas (Balarza A. Carriazo D. Feijoo B. 1971), asi como con las
afirmaciones de Gerber (Gerber G.B. Altman K.I. 1970) y Hempelmann

(Hempelmann L.H. Lisco H. Hoffman J.C. 1959). Hay gue temer en cuenta



no obstante que el procedimiento de Fawcett J.U. (Fawcet J.U. Scott
J. E. 1960) seguido en nuestro trabajo para la evaluacidén de la urea,
viene seriamente interferido por la hemoglobina, la cual no hemos po

dido evitar nunca en el sueroc de nuestra experiencia.

I1I.2.4 Glicéridos.

Los glicéridos del suero de peces dorados irradiados, -
disminuyeron de manera inmediata su concentracidn en solo alguna hora
hasta valores del 50 % del inicial, para, a diferencia de las restan-

tes magnitudes no recuperarse en el periodo observado fg. 23.

Estos resultados difieren de los obtenidos en mamiferos,
concretamente conejos, donde en general se aprecia una elevacidén de -
todos los lipidos séricos (Gerber G.B., Altman K.I. 1970). En ratones
no obstante se produce un descenso en la concentracidén de lipoprotei-
nas de densidad alta mientras gue las de densidad baja suben de con--—

centracidn (Rehnborg y col. 19€2).

III.3. EVO_UCION POSTIRRADIACION DE LOS REGISTROS ELECTROFORETICOS

DEL SUERO DE PECES (CARASSIUS AURATUS).

La fg. 24 presenta un conjunto de registros densitométri-
cos de las electroforesis de disco en gel de poliacrilamida, correspon
dientes a sueros de peces irradiados a 10.700 rads y sacrificados a di

ferentes tiempos post-irradiacidn.

La banda de la izguierda, banda (I) corresponde a la albd
mina y por ello se ha tomado como cuntz de referencia a efectos de -

identificacidn de las restantes bandas.



Las alfa-globulinas no han podido ser detectadas ya que
por su movilidad electroforética andloga a la de la hemoglobina en
las condiciones gue hemos trabajado, ha estado sistematicamente en-

mascarada por la banda {E) de la hemoglobina.

Las beta-globulinas estdn representadas por la banda (D)
mientras gue las gamma-globulinas lo estdn por las bandas (B+C) y -

(A), de acuerdo con su menor y mayor peso molecular.

En la tabla 2 y 3 se recogen los resultados de la varia-
cidn del valor porcentual de cada banda dentro de los respectivos —-—
electroforegramas, y las movilidades relativas de cada proteina a la
banda de alblmina respectivamente. La fg 25 muestra cédmo varian las

globulinas a diferentes dosis de irradiacidn en funcidn del tiempo.

Las gamma-globulinas de alto peso molecular, banda (A),
parecen no experimentar variacidn alguna en el caso de 2.300 rads, -
pero si en el caso de dosis altas, 10.700 rads. Este lncremento que
se presenta a las 7 = 9 horas post-irradiacién no parece significati
vo y desaparece a las 24 horas. A pesar de su baja significacidn pa-

rece corresponderse con la dosis comunicada.

Un incremento similar seguido por un descenso aparece -
tambien en los resultados obtenidos por Ulrickson (Ulrickson G.B.1971).
Parece ser gue en el caso de peces se necesitan dosis semiletales de
irradiacidn para llegar a conseguir diferencias significativas respec

to de los animales gue nos sirven de control,

Tratandose de ratones se praoduce un descensc inmediato -

(Gerber G.B. Altman K,I. 1970).

En el caso de las gamma-globulinas de menor tamafio molecu
lar banda (B+C), es evidente un fuerte descenso desde las primeras ho
ras, Este descenso es tantc méds profundo y més rdpido cuanto menor es

la dosis suministrada.



En el mismo sentido apuntan los resultados obtenidos por

Ulrickson en el mencionado trabajo sobre "bluegill”.

En el caso de 2.300 rads, la proporcidn de estas gamma-
globulinas se reduce a un tercio de las de los valores de referercia
durante la primera hora. Por el contrario con 10.700 rads, el descen
so tiene lugar a lo largo de las primeras 24-48 horas y reprecenta -
una reduccidn a la mitad. La dosis de 5.300 rads presenta un compor-
tamiento intermedio. En cualguiera de los tres casos parece iniciar-

se una lenta recuperacidn hacia los valores primitivos.

Las beta-globuliras, banda (D) se comportan de forma si-
métrica a las del grupo anterior ya que en las tres dosis estudiadas
se produce un marcado incremento tanto mayor y tanto mds inmediatc -
cuanto menor es la dosis suministrada. Asi a 2.300 rads se duplica su
porcentaje en un periodo de tiempo comprendido entre las 4 y £ horas
mientras que a dosis de 10.700 rads solo aumenta en un S0 % en un pe-
riodo de tiempo de 48 a 50 horas. En el caso de 5.300 rads el maximo
se presenta a las 24 horas. Tambien en los tres casos se observa una

progresiva vuelta a los valores de referencia.

En el caso de "bluegill" (Ulrickson G.B. 1971) se produ-
ce un descenso inicial durante las dos primeras horas seguido de un

aumento inmediato.

En otras especies animales el aumento de las beta-globuli

nas se produce inmediatamente despues de la irradiacidn,

No se han presentado las variaciones del porcentaje de la
banda de alblmina, precisamente porque apenas varian ni con la dosis

ni con el tiempo post-irradiacidn.
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Se podria resumir diciendo gque lo mds notable en la al-
teracidn del espectro electroforéticoc de las proteinas séricas de -
los peces irradiados, en funcidn de dosis y tiempo trascurrido son

los tres aspectos siguientes :

a) La alteracidén es tanto mds marcada y tanto mds inmediata cuanto
menor es la dosis administrada, al menos en el intervalo de dosis

estudiado.

b) La alteracién tiene lugar principalmente en el incremento del por
centaje de beta-globulinas y en la disminucidén del correspondien-

te a las gammé—globulinas de bajo peso molecular.

c) A mds de dos dias despues de la irradiacidn o a dosis del orden de
la decena de WKrads, en cualquier momento el espectro electroforéti

co del suero apenas presenta anormalidades.

ITI.4. EVOLUCION POST-IRRADIACION DE LA BIOSINTESIS DE DNA EN EL IN--

TESTINO DE PEZ DORADO (CARASSIUS AURATUS)

La determinacidn del contenido en DNA del intestino de -

los peces irradiados, proporciornd dos informaciones distintas :

Por un lado la comparacidn de los porcentajes de las frac
ciones &cido soluble y de DNA hace posible evaluar el grado de polime
rizacién de los polidesoxirribonuclectidos presentes en las células.
Por otro el céléulo por centellec liquidc de la cantidad de timidina
radicactiva incorporada permite estimar la velocidad de biosintesis -
del DNA, la cual es correlacionable con la velocidad de proliferacidn

celular en el tejido.



En la serie de 2.300 rads se aprecia un ascenso continua
do de la fraccidn AS desde las primeras horas, ascensgo que alcanza —
su punto méximo al cabo de las 30 horas, manteniendose més o menos -
al mismo nivel hasta 48 horas subsiguientes a la irradiacién, fg. 26

A.

El DNA por su parte tras un aumento inicial culminado al
cabo de 4 horas de irradiacién, inicia una bajada recobrando su valor
normal a las 15 horas, continua despues el descenso hasta las 29 horas
en gque alcanza un nivel del orden del 30 %y gue conserva adn 48 horas

despues de la irradiacidn, fg. 26 C.

La serie de 5.300 rads ofrece en las medidas espectrofo-
tométricas un aumento paulatino de la fraccidn AS hasta trascurridas
las 29 horas en que se estabiliza hasta las 48 horas observadas fg. 26

A.

La fraccidn DNA sufre un descenso continuado desde las pri
meras horas que se prolonga hasta las 48 horas siguientes a la irradia
cidn sin manifestar sintomas aparentes de recuperacidén al menocs en es-—

te lapso de tiempo fg. 26 C.

En la serie de 10.700 rads se aprecia un aumento en la frac
cidn AS desde las primeras horas que llega a su valor méximo a las 48

horas para descender despues paulatinamente fg. 26 A.

Mientras tanto el DNA que ha permanecido practicamente es-
table en las pfimeras horas comienza a descender a partir de las 7 ho-
ras para llegar a un valor minimo a las 24 horas, iniciando seguidamen
te la recuperacidn. Por contaje en centelleoc liquido se observd un des
censo brusco en la sintesis de DNA en las primeras horas, recuperando-

se dicha actividad entre las 24 y 48 horas fg., 26 C.



La fraccidn RNA manifiesta sucesivos y leves descenéos Y
aumentos de proporcién que tienden a estabilizarse al cabo de cierto
tiempo en valores normales. Dicha estabilizacidn no se alcanza antes
de 8 horas para la dosis de 2.300 rads, 48 hotas para 5.300 rads y

de 56 a 100 horas para 10. 700 rads. Fg. 26 B.
A la vista de las gréficas hay que constatar dos hechos :

12 Na aparecen diferencias sistematicas entre las dosis administra-
das en ninguna de las tres gréficas correspondientes a las fraccio-
nes de AS, BNA y DNA, Da la impresidn de que los datos numéricos no

tienen gran significado.

29 Considerando cada fraccidn separadamente, fg 26 A, B, C, se puede

apreciar que la fraccidn de RNA préacticamente no cambia por la accidn
de la radiacidn, sin embargo si varian las fracciones de AS y DNA. La
fraccidn de DNA desciende desde las primeras horas hasta las 48 horas
siguientes a la irradiacidn mientras que la fraccién AS durante ese -
mismo tiempo asciende, su variacidn es pues complementaria. Posterior

mente a estos sucesos ambos tienden a la normalidad.

La explicacidn de todo esto se podria encontrar, conside-
rando el hecho como algo paralelc a lo que se ha comprobado gue sucede

en las bacterias (Bridges y col 1968).

En estos organismos la radiacién ionizante actla como dis—
parador de un proceso fisiolégico de degradacién de DNA gue despues de
iniciado se continua por si mismo hasta que llega a ser detenido por -
un control gue se supone sea la regulacidn genética. Existen tambien -
en las bacterias mecanismos de reparacidn gue "limpian" las cadenas de
DNA degradadas en las zonas afectadas y las ponen en condiciones idoneas

para reanudar la polimerizacién correcta, es decir la reparacidn.
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Efecto de la radiacidn ionizante sobre laconcentracidén de DNA , RRa
y AS en funcién del tiempo en intestino de pez dorado .



Si por determinadas circunstancias esos procesos de degra

dacidén del DNA no logran detenerse scbreviene la muerte de la célula.

Se presume en nuestro caso que la irradiacidn actla como
agente inductor de la despolimerizacidn del DNA, por analogia a lo gue
sucede en las bacterias. Una dosis del orden de los 2.000 rads basta
entonces para iniciar el proceso de despolimerizacidn, sin que dosis su
periores del orden de los 5,000 a 10.000 rads produzcan efectos mucho

mé&s notables como se confirma en nuestros resultados.

Respectao del punto 22 es necesario considerar gue el meca-
nismo de degradacidn del DNA no afecta para nada al RNA, gue no es ata
cado por estos procesos fisioldgicos de degradacidn, y en caonsecuencia

no sufre fluctuaciones de consideracidn,

El m-RNA y el t-RNA son cuantitativamente poco significati
vos dentro del conjunto organizado de la célula, sin embargo el r-RNA
posee una significacién cuantitativa mucho mayor, es muy abundante. Da
do el método seguido para procesar y analizar el tejido intestinal de
los peces, el de Schmidt-Thannhauser, el RNA gue se ahaliza es sin du-
da el r-RNA, que por ser muy abundante apenas ofrece variaciones por -

efecto de la radiacién ionizante.

La fg. 27 pone en evidencia que la biosintesis de DNA en
el intestino de los peces irradiados, se detuvo brusca y casi totalmen
te en solo una hora despues de la irradiacién. Dicha actividad metabd-
lica se recupera pcsteriormenfe pero tan lentamente que al cabo de 72
horas es todavia menor que el 40 % del valor de referencia en el caso
de 2.300 rads y del 20 % en el caso de 10.700 rads. Incluso 6 dias des
pues de la irradiacidn, la biosintesis de DNA en el intestino presenta

sélo 3/4 de la velocidad normal.
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Respecto a la fraccidn polimerizada del DNA en las células
del intestino, nos informa la fg. 28. En ella se observa que a partir
de 3 a 6 horas inmediatas a la irradiacién y con independencia de las
dosis administradas, se produce una pérdida de fraccidn de DNA de alto
peso molecular que a las 24-48 horas gqueda reducida a casi la mitad de

su valor normal permaneciendo asi al menos durante 6 dias.

III.5. Evolucidn del porcentaje relativo de aminoacidos libres en cere

bro, mdsculo, bazo e higado de pez dorado, Carassius auratus, tras la

irradiacién,

Laé gréficas‘de las fgs. 29, 30, 31, 32 y 33 muestran las
variaciones gue tienen lugar por efecto de la radiacidén gamma de peces
dorados, en el % de cada uno de los aminoacidos libres que integran el
grupo de quince y que son objeto de estudic en cerebro, mdsculo, bazo
e higado respectivamente. Los guince aminoacidos Citados son los siguien
tes : glicocola, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina,
dcidos glutdémico y aspdrtico, lisina, arginina, histidina, prolina, ti-
rosina y fenilalanina. La dosis a gue fueron sometidos los peces es de

2. 300 rads.

La interpretacidn de estas gréficas puede centrarse en dos
puntos concretamente : la critica de la forma de cada una de las curvas

y una consideracién de su nivel global.

En cerebro puede apreciarse la existencia de un conjunto de
amincacidos libres cuyas concentraciones relativas dentro de las 48 ho-
ras postirradiacién aparecen siempre por debajo del 5 %, tales son @ -
histidina, acd. aspértico, treonina, tirosina, prolina, fenilalanina, -
leucina, valina, arginina e isocleucina. Otros se encuentran en torno a
la zona del 10 % como lisina, glicocola y serina, Finalmente otros dos
alanina y &cido glutémico, se encuentran en una concentracidn entre 15

y 20 %.



La variacidn mds notable es la de alanina, donde se nota
un ascenso claro, el &cido glutamico ofrece un méximo a las 25 horas
postirradiacidn, tambien en las curvas de histidina y prolina puede

apreciarse un leve descenso.

Los aminoacidos leucina, valina, isocleucina, arginina, -
tirosina, 4cidos aspértico y glutdémico, treonina y prolina, ofrecen en
mésculo una concentracién alrededor del 5 % y en algln caso inferior.
Serina, histidina, lisina y alanina alcanzan concentraciones en torno
al 10 % y glicocola y fenilalanina estdn entre 15 y 20 % durante las

48 horas postirradiacidn que durd su control.

En misculo se aprecia un incremento en fenilalanina gue
alcanzd un méximo entre las 8 y 18 horas postirradiacidén, un leve as
censo en prolina, serina, alanina y lisina. Los demds no manifiestan

particularidad alguna que merezca ser tenida en consideracidn.

En el bazo los aminoacidos fenilalanina, tirosina, histidi
na, treonina, prolina, arginina, isoleucina, valina y leucina alcanzan
cancentraciones en torno al 5 % e inferiores. El nivel de serina, gli-
cocola, lisina y alanina oscila entre un 10 y un 15 %. Finalmente el -
dcido glutdmico logra una concentracidn entre 15 y 25 % dentro de las

48 horas postirradiacidn.

El incremento mds fuerte y por tanto con mayor significacidn,
corresponde al &cido glutdmico, le siguen en nivel inferior lisina, seri
na y quiza prolina. Alanina acusa un leve descenso y los demds no presen

tan variaciones significativas.

Excepto serina y alanina gue alcanzan concentraciones entre

15 y 37 % durante las 48 horas postirradiacién objeto de cantrol, las -
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once aminoacidos restantes no llegan a conseguir en higado concentra
ciones superiores al 7 u 8 %. Prohablemente el hecho ya citado en 1la
parte IT de MATERIALES Y METODOS de esta Tesis, de que no conste en
el registro la cuantificacidn de los aminocacidos prolina y &cido glu
témico a pesar de que si aparecen los picos correspondientes, influye
en el calculo del % de los restantes, elevandolos. Muy posiblemente
estos aminoacidos gue alcanzan el 8 % en sus concentraciones, se mo-
verian normalmente en torno al 5 % y las concentraciones de los otros
dos, serina y alanina, serian tambien en cierto grado inferiores si

bien siempre estarian por encima de los anteriores.

Serina muestra un incremento que alcanza un midximo a las
25 horas, en forma mds aguda asciende la curva de alanina. Estas son
las dos variaciones que parecen ofrecer mayor significacidén en higa-

do, los once aminoacidos restantes no presentan nada destacable.

La relacidn 4cido / base de aminoacidos glutémico, aspég
tico y lisina, arginina como muestra la fg. 34 tampoco ofrece parti-
cularidades dignas de mencidn en bazo, cerebro e higado, tan sclo en
el caso del mdsculo la curva sugiere cierta posible complementariedad

entre lisina y 4cido glutémico.

En conjunto puede afirmarse gque en el cerebro predominan
las concentraciones relativas de alanina y &cido glutémico,‘en miscu
lo la glicocola y fenilalanina superan al resto de aminoacidos, en ba
zo es el 4cido glutdmico, serina y alanina ofrecen en el higado con-

centraciones relativas muy por encima de los demés.

Ciertamente el andlisis de los gorcentajes re;ativos de
los guince aminoacidos objeto de estudio ofrece variaciones pero caren
tes de significacién en la mayor parte de los casos a esta dosis de —-
irradiacidén de 2,300 rads. Tan solo alanina en cerebro Fenilalanina en
mdsculo, Acido glutdmico en bazo y serina y alanina en higado parecen

hacer excepcidn.
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CONCLUSIONES






Los resultados abtenidos en este estudio de la evolucidn
de las alteraciones de las proteinas séricas en peces Carassius aura
tus, irradiados, conducen a la conclusién de que la radiolesidn en -
estos animales presenta una sintomatologia muy equivalentes a la que
se conoce en el caso de un amplio ndmero de especies tales como : ra

tas, hamster, ratones, monos, perros, conejos y el hombre.

Ninguno de los efectos citados es privativo de los peces
sino que forma parte de un sindrome muy generalizado. Es posible sin
embargo que la intensidad de alguno de ellos pueda considerarse ex-—

cepcional.

La disminucidn brusca e inmediata de la concentracidn de
proteinas séricas totales es fendmeno claramente descrito en el caso
de mamiferos irradiados. En nuestros resultados sin embargo llama la
atencidn tanto la intensidad de la disminucién de la concentracidn -
como su cardcter transitorio, y especialmente el hecho de que la ra-
pidez con que tiene lugar la recuperacidn de los valores de concen--—
tracidén primitivos, depende marcadamente de las dosis recibidas. To-
do parece reflejar la intervencidn de un sistema de control de con--
centracién.de proteinas en plasma que es perturbado inmediatamente -
por la irradiacidn y que se recupera de esta perturbacién con una his

téresis tanto mayor cuanto lo es la dosis administrada.

Parece posible excluir la hipdtesis de que una lisis de
heritrocitos, consecuente a la irradiacidn, pudiera jugar un papel -
importante en'la interpretacién de la disminucidén de la concentracidn
detectada. La circunstancia de que las concentraciones de hemoglobina
y de fosfatasa alcalina en el suerc evolucionen paralelamente a la -

concentracidn total de proteinas hace plausible esta idea.



Por el contrario la citada disminucién de concentracidn
es mds facilmente interpretable como resultado de una brusca varia-
cidn del volumen plasmético relacionado bien con una variacidn de -
permeabilidad a nivel de las branquias, bien con uma variacidén de -
espacio extravascular provocado por una modificacidn de permeabili-
dad celular més generalizada. El corto periodo de tiempo, tan solo
algunas horas, necesario para gue despues de un periodo de latencia
proporcional a la dosis se recuperen los valores primitivos de con-
centracidén, hace tambien pensar en una alteracidn de permeabilidad
mds que en modificaciones de la biosintesis de proteinas, en el mo-

mento de proponer un mecanismo para este sistema de control.

Por otro lado las alteraciones de permeabilidad vascu-—--
lar de este tipo han sido postuladas como explicacidn a la dilucidn

de proteinas en plasma en el sindrome de irradiacién de mamiferos.

La incidencia de la radiacién gamma sObre 1los niveles de
aminoacidos libres en cerebro, bazo, misculo e higado de peces dora
dos (Carassius auratus) no parece provocar modificaciones significa
tivas a esta dosis de 2.300 rads. durante el periodo de tiempo que
fueran observados , 48 horas postirradiacién., Tan soloc el ascenso -
de alanina en cerebro, fenilalanina en misculo, &cido glutémico en

bazo y alanina y serina en higado pueden tener cierta significacidén.
Se puede concluir por tanto :

12.~ Que esta disminucidn sdbita, brusca y transitoria de la concen
tracién de las proteinas séricas parece ser mds intensa en los pe—-
ces que en los mamiferos, pero gue en ambos casos puede estar corre
lacionada con alteraciones de permeabilidad celular inducida por la

irradiacidn. En este sentido parece sintoma relevante el hecho de -



gue la més profunda variacidn que se ha detectado, es precisamente
la correspondiente a concentracién de glicéridos en el suero de pe

ces irradiados.

29, - La evolucién de las variaciones observadas en las concentra-—
ciones relativas de las diferentes fracciones de proteinas séricas,
es tambien totalmente comparable con las estudiadas envmamiferos.
Existe coincidencia en el incremento relativo de las beta-globuli-
nas y en el descenso de las gamma globulinas de bajo peso molecular.
Por el contrario no se ha detectado la disminucién de albdmina co—

rrespondiente a la que se describe en mamiferos.

Para la interpretacidén de este fendmeno de variacidén de
la concentracidén relativa de las distintas fracciones de proteinas
séricas consecuénte a una irradiacién, resulta tambien muy édecuada
la proposicién de una alteracién de permeabilidad vascular que pro-
voca una egtravasacidn selectiva de las proteinas de henor peso mo-
lecular. Asf se ha hecho en la interpretacién selectiva en el caso

de cobayas en las que el fendmeno presenta su méximo en las prime--

ras horas postirradiacidn,

9,—- Contribuyen a reforzar la completa analogfa dgl sindrome de -
irradiacién en peces con el correspondiente de mamiferos, nuestros
resultados respecto a las consecuencias de la irradiacidén en la -
;intesis de DNA en el epitelio intestinal. Su inmédiata y total in

hibicién asi como su tan lenta recuperacidén que conduce practicamen

\

te a la irreversibilidad de la lesidn, son equiparables a la radio-

lesidn intestinal en mamiferos.



49, ~ Con menor claridad pero en el mismo sentido apuntan los re-
sultados correspondientes a la actuacidn de los procesos de degra
dacidén del DNA altamente polimerizado gue se ponen en marcha como

consecuencia de la irradiacidn,

§2,- No se observa una repercusién radical y estadisticamente sig
nificativa de la radiacidn gamma sobre los niveles de aminoacidos
libres de cerebro, mdsculo, bazo, e higado en pez dorado. Carassi
us auratus a la dosis y tiempo estudiados. No obstante aparecen -
incrementos que pueden ser en cierto grado significativos tales -
comg alanina en cerebro, fenilanina en misculo, &cido glutdmico -

en bazo y alanina y serina en higado.
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