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I- INTRODUCCION

Los miltiples y complejos problemas que exmar-
ce la Radloblolegis, ponen en interdependencla &
1a Pisica, Quimica, Biologia, y Clencias Médicas
y en consecuencia son varias las remes de Investi-
gacién a qubenss esta materis pone en juego.

Algunas de los modernas esocuelas radiobiols-
glcas trebajen especialmente smobre el aspeoto qui-
nioco de las rediaciones ionizantes y sobre oomo se
producen los efectos bioléglicos, pare prevenirlos
por sgentes quimicos.

Apoyandonos en las publicaciones y orientaci-
én de estas esouelas, hemos estudiado con los me-
dios que hen estado a miesiro aleance, 1ls radiosen-
sibilidad de una mumcoproteina tipica “ovomuaoide®,
y su radioproteccién por el hidrobromaro del bro-
nuro de 2-smino-etil-isotiuronio (AE?).

Como dicha proteina contiene gran cantidad de
carbohidratos, pensemos que su radiosensibilided
diferiria de la de otras proteinas, tales como la
geroalbimine y ovoalbimina que habian sido las més
estudiedas a este respeoto, ademés de que no habie-
mos encontrado referencias sobre la irradisoién de
estas proteinas conjugadas.



Comenzamos por obtener el ovamucoide con el
mayor grado de puregs posible, exsminada poxr varios
métodos. Posteriormente determinemos en este protei-
ne, aaf como en la ovoalhimina, seroslbvimina, y gli-
coproteina bovina, ciertos indices de referencia
gntes y después de ixradiar, teles como, grupos -3H,
-, exossainaes y espectro de absorcilin en el ul-
travioleta oon el correspondiente andlisis de la
difusiln Rayleigh. Bstas experiencias fueron re~
petidas aplicande el radiaoprotector AET previa-
mente a la irradimcilm.

Fundsmentelmente observemos que, 6l ovommcoi-
de debido a mu ocomposioisén quimica es la proteina
menos radiosensible y la que menos se protege por
el AET.
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A - II. Mucoproteinas. Ovomucoide.

II-a, . Mugoproteinas.

En 1955 KENT y WHITEHOUSE estudisn detenidamen-
te les mucosustancias del huevo de galline y PELAEZ
V. F. (1958) hace une revisién de lo publicado sobre
migoproteinas en general. ,

Estas sustaneias son aquellas que contienen cus~
tro por cilento o més de aminoszucares.

Las mueoproteinas solubles no son facilmente
desneturalisadas por ocalor, nl faoilmente precipi-
tadas por los precipitantes comunes de proteinas WHI-
TE, A. y colab. (1954).

Una de lee ¢lapificamcliones que se dan de las
meoosustancias y qge consideramos més completa por
aberoar tods olese de mucocompuestos es la siguien-
te:

Muocopolisaceridost polisacaridos y agrupacio-
nes nitrogenedes.

Mucolipidos: kipoides y carbohidratos.

Mueoproteinsss proteinas y carbohidratos.

Mucolipopolimecaridos: polisaceridos y lipoi-
des.

Mucolipoides protéicos: lipoides, proteinas y
cerbohidratos.

En los grupos enteriores no van inocluidos los



nucleoproteidos que en cierto modo estan relacio-
nedos tembien con las mucosustenclas.

Los proteidos contienen, unido més o menos
fuertemente a una proteins tipica, un grupo no pro-
teinico, dencminado grupo prostético.

Los gliooproteidos y muooides son compueston
de proteinas y mucopolisacéridos. No existe adn pa~
ra este grupo una nomenclatura reconocide de os~
récter genersl. Uomo glicoproteidos se demignsn com-
puestom, ouyo grupo hidrocarbonedo coniiene poos
centidnd de exossmine, menos del ocuatro por ciemto
gegin MEYER, K. (1945). Los mcoides som més riocos
en exosaminasg, esten muy difundidos y se encuentran
especislmente en ls mucoss intestinal, en la olars
de huevo y en la ssliva.

El ovemuocoide es uns mucoproteina tipios por
gsu contenido en carbohidratos.

II-G.-' . genere : B
El ovmmooide llanado en le nomenclaturs de
MEYER (1945) ovamucoide alfas, es una de las mico-
proteines oldsicme que existe en la clara de hue-
vo ¥ quize es una de las mejor estudiadas. Por su
gren oantidad de carbohidratos tiemne uns gran so-
lubilidad y estsbilidad, posee gran resistencia al
caelor y & la acoidén precipitaente de verios reacti-

vos, por lo que se considera como una proteins muy
estable.



Su peso molecular se ha calculado en 28.000
(FRAENKEL, H. y PORTER, R+ R, en 1952).

Electroforéticamente es heterogeneo. El punto
isoeleotrico determinaedo por HESSELVIK (1938) fué
obtenido & 4,5, posteriormentie otros investigedores
hallaron el punto isoelectrico a 4,3. El ovamucoli-
de purificado por electroforesis en buffer de fuexr—
ze 16nica 0,1 da un punto isoeldctrico de 3,9. Es-
te valor es algo mis bajo gue el enoontrado pars
preperedos de ovamucoide por desnaturalizacién 4i-
ferenoisl por celor de las otrae proteinss de cla~
re de huevo. El ovomicoide purificado durente una
hore & 1008 & pH 3,9 en beja concentraoién salina
da el punto isoeléctrico a pH 4,2, que casi coin-
cide con el valor de 4,3 encontrado por LONSWORTH,
L. Go ¥ coleb. (1940), pero nés bajo que el valor
de HESSELVIK, Z. (1938) de 4,5. La falta de homoge-
neided del ovomicoide preparado por trateamiento con
celor, ha sido reconocide por LONSWORTH, CANNAN y
MaCINNES.

Les experiencims electroforéiicas del ovomu~
coide & fuerza iénica 0,01 indican ls presencia de
dos componentes en el sistema, mientras que a fuersza
iénica 0,1 solo aparece uno. Las preparaciones de
ovomucoide celentedas a 1002C durente una horsa no
canbien sus propledades electiroforéticas en buffer
de veronal a pH 8,6.

La concentracidn del ovomucoide en la olars es



gproximadamente del trece al quince por ciento de
peso seco, deducido por medidas electroforéticas.
Por aislamiento suelen obtenerse velores més ba-
jos, MEYER (1938) obtiene el diesz por oilento} otros
autores obtienen velores més bajos, FREDERIOQ y
DEUTSCHE (1949) dan el 2,42 por ciento para el ovo-
mooide purificado.

Es interesante sefirlar que el ovamicoide sufi-
cientemente purificado se desnaturalisza facilmente,
sobre todo por liofilizecién y dislisis, mientras
que es pertioulermente resistente cuando esté acom-
pefiedo de les otras proteinas en la clara de lmevo.

Segin ROMANOFF (1949) el ovomucoide tiene las
plguientes constantes: rotacién espeoifica -61,62
(MAZZA, 1930 y ONOC, 1936). El 4ndice de refracciln
en el punto isoelectrico y en solucidn aocuose al
uno por cliento, es sproximademente de 1,3335. ELl
{ndice de refraccién estéd en razém directa de la
concentracidén, y su medids ofrece un método exmo-
t0o pars determinar ls concentrascién de la proiei-
na en la soluoibn.

Lose estudios més completos sobre el ovomuooide
se deben a PREDERICQ y DEUTSCH (1949) tento en ls
forma de obtemerlo como en el estudio de sus propie-~
dades.



IT-a,. Gomposicién elemental y sminofoidos del ove-

mucoide.
YOUNG (1937) da la siguiente composiocién: N » 11,8%

8 13'1 %' S total = 1.59‘1'80 % y cisting = 3’95 %‘
En general el estudio de los aminodsidos en el
ovomucoide ha recibido muy poca atemcién.

Elementos y ROMANOFF (1947) FEVOLD, HARRY L. (1951)

aninodcidos porcentaje porcentaje
Arginina 5,6 307
Cistine 6,2 6,73 4,03 6,3
Histidine 4,0 2,2
Lisina 1,6 6,0
Fenilalanine 4,0 2,9
Triptofano 2,2 0,33 1,65 2,0
Loido akpértico 1,8 13,0
Acido glutémico 2,0 6,1
Leucina 4,0 51
Metionina 1,7 0,93 1,4
Prolina 2,4 2,7
Tirosina 4,7 3,4
Alening 2,3
Isoleucina 1,4
Hidroxiprolina 0

Glicina 3,8



Elementos y ROMANCFF (1947) PEVOLD, HARRY L (1951)

aminoécidos porcentaje porocentaje
Serina 452
Treonins 545

Valine 6,0 .
N-total 12,7 13,31 13,5
N-gmino . 0,68
N-amido 1,0

Azmufre 2,3 2,2} 2,3
Fésforo 0,3

Carbono 48,6

Oxigeno 29,1

Manose | 9,73 12,53 10,2
Glucosenina 17,03 12,63 12,53 13,5

II-a4. Composicién en carbohidratos.
Le composicién en carbohidratos es la que ha mere—

cido més especlial htencién para esta proteina.
FRANKELY, JELLINCK (1927) fueren los primeros

que indicaron que en la clara de huevo existia manosa
que aisleron como fenilhidrazona, a la vez que glucoss-—
nina como glucosamina olorhfdrica. Estas experiencias
les hicleron sobre la clara total; obtuvieron en ellas
une biosa compuesta de glucosemina y menosa entrelaza-—
das a través del grupo amino de la glucosamina. Pooos
allos después LEVENE y MORI (1929) oontinuaron este tra-
bajo y alslaron tembien glucosamineg y menosa de¢ la ola-
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ra entera, de la albiimina cristalizada y del ovomm-
coide.

Por colorimetrie he encontrade KARLBERG (1936) el
valor de 13,5 % para le glucosamina y del 10,2 para la
Menoss. |

MASAMUNE y HOSHINO (1936) encontraron exossmina y
menoss en proporcidn equimolecular. '

Segln KENT y WHITEHOUSE (1955) los constituyentes
monosacéridos del ovomucoide que se han identificado
son: D-manosa, D-galactose y D~glucosemina (12 a 16 ¥).
La metilacién del carbohidrato (libre de meterisl poli-
péptido por tratemiento con 4loalis) fué heche por
STACEY y WOOLLEY (1940). La hidrolisis del ocarbohidrato
netilado producia N-acetil-3:4:6-trimetil-D-gincosaminag
(siete moléoules), D-manopirenosa (dos moléoculas),

3:4: 6-trimetil~-D-manopirencse (una moléoula) y tetremetil
D-galactopiranosa.

Por ello dedujeron que el ovomicoide podia tener

un nioleo de oarbohidratos del sigulente tipos

N-acetil-D- N-~acetil-D- N-acetil-D- D-galactiosa
glucosaminag glucosamina glucoseming D-manosa

N N

D-manosa D-manoasa

N N

N-gcetil-D-  N-acetil-D- N-acetil-D~ N-acetil-D-
glucosaming  glucosamine glucosanina glucosamina
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Composicién en exosaminas del ovomucoide segin diversos

sutores:

KARLBERG (1936) « o « o « o o« 13,5 %

YOURG (1937) o o o o o o o o 97T 812,1 %

HESSELVIE (1938) ¢ o o » « « 12,5 ¢

FREDERICQ y DEUTSCE (1947). 17,0 %

HARRY L. y FEVOLD (1951) . o 17,05 12,6; 12,55 13,5 %

II-as. Obtenoién del ovamucoide.
La mayor parte de los investigadores han aislado

el ovomucoide de la clera de huevo coagnlando las de~
nés proteinas por el calor y recogiendo el liquido so-
brenadante. De este liquido hen precipitado el ovamuooi-
de por elcohol o por seles eménicas (MEYER 1945).

Tambien se ha obtenido el ovomicolde extrayendo
les demés proteinas por agitacién con cloroformo y al~-
cohol amilico.

PREDERICQ y DEUTSCH (1949) lo obtienen a pertir de
le clara de huevo fresca precipitendo ocon tricloroace-
tato sédico y fraccionando con alochol. Posteriormen-
te dielizan contra agua destilada en el punto isoceleéc-
trico, liofilizan y por dltimo seocan en vacio a 608 O
durente 24 hores.

El método que utiligan paeres la preparaocibén del ovo-
mucoide se basa en parte en su solubilided relativemen—
te grande en soluciones de tricloroacetato sédico. El

ién pioreto les daba tambien resultados satisfactorios
a concentraciones adn més bajas que el ién tricloroace-
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tato. Las demfs proteinas de clara son relativemen—
te insolubles en presencie de los anteriores icnes
y en velores de pH fcidos para sus puntos isoeleo-
tricos. El principel conteminante del ovomcoide en
la solucién sobrenadante es le ovoalbdming.

Las soluciones obtenidas despues &e¢ la precipi-
tecién inicisl oon trioloroacetato, se dializen a
pH 3,9 y el ovomuoolide se recupera por liofiligacilnt

i
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FREDERICQ y DEUSCH (1949) esquematizen la obtencién
del ovomecoide en la siguiente formas

1 litro de claras de huevos fresces vy homogeneigzsdss

Ajustar el pH & 3,5 con sulfurico 1IN y afladir
un vol. de tricloroacetato sédico al 10 ¥ pH
final 3, al finel volver a poner a 3,5 el pH
8 258C, dejar toda la noche. Decantar y cen-

trifugar.
Preoipitsdo I Solucidn
descarter Filtrar, afiadir sol. de NaCl

0,5N hasta pH 6, poner a 020
afisdir 2 vol. de etanol Adel
95, preenfriado, temp. -62C
a «-820 dejar varias horas,
decentar y filtrar.

Precipitedo II | Soluocién
Ovomicoide (orudo) ‘ desocartar

disolver en sgua a 02, dializar
contrg sgua destlilade 1«2 dias

a 0203 ajustar pH 2,3; (0,02,NaCl)
temp. 020; afiadir 1 vol. de etanol
del 95, preenfriedo a -~62C, -82C.

Centrifuger.

Precipitedo III Solucién
Reprecipitar en las mismas Preenfriar etanol del 95 % y
condiciones que en la parte y efladir hesta concentraeién
II oon etanol del 42 % del 65 %, tmo ""690. -82C.
Precipitado II 0 Erecipitedo II B

Ovomucoide purifiocado

Solueién Soluoién
descartar descartar
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IIwa_.. Puz -A B8 de it
6E1 ovamxcolde ha sido purifiaado por elsotrofo-
resis de zona JUSTISZ y colab. (1957).

La puresa de variss preparaciones del ovomacoi-
de de aocuexrdo con FREDERICQ y DEUTSCH fué valoreds por
cromatografia sobre papel y agar y por eleotroforésis
en columna de celulose. Todas las preparaciones estu-
diadas fueron heterogeneas. Le electroforesis sobre
columne de celulosa permitil separar el comstituyente
responsable de la actividad entitriptica, que estudia-
do por electroforesis de columna a pH préximo del pun-
to isoelectrico y por immmoelectroforesis, parecia ser
homogenea. La purega del ovomuocoide revelada por eleo—
trofordsis de papel he sido realizeda por MIRKHAM y
SMITH (1952) utilizendo buffer veronal sbédico 0,1 Mj
pH 8,23 duracién seis horas; 6,5 voltios/ ocm y revelads
ocon azul de bromofenok seguide de elucidn.
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B - II. MW
8% bioldgiocos.

II-b, . coidn cta o cta de 1
Aonirente.

El consumo de energia procedente de las rediscienes
ionizentes es independiente de la constituoién quimica
del materisl irradiado y puede decirse que pesos igus~
les de las distintas materias del cuerpo, ineluso el
sgua, absorben una misms centidad de energia de una dosis
de radiaciln dzda. Muchos de los sistemas vivos ocontie-
nen una gren cantided de aguae que puede componer haste
el 85 % del pesc en un memifero, en consecuencia, al
irredier un animal une gran parte de la energis se de-
positaréd iniclalmente en vl sgue y una pequefia propor-
clén seré sbsorbids por los meteriales que forman el
cuerpo, niel, huesos, mdsculos, etec, asi camo por los
s6lidos disueltos en los flufdos orgénicos, tales eomo
las proteinss de sengre. Le energies ebsorbida por el
egue no se desperdicie puesto que activa las moléoulas
disueltas que se ponen en su contacto.

Los cambios producidos por la reasociln oon las mo-
léculas del ague activada se llamen goeiln indiregta de
le radiacibn, en contraposicién con aquellos cembios que
ocurren cuendo el meterial recibe directamente la radia-
clén o los que se les llema gccidén directs.

Los seres vivos del tipo de semillas y esporaes que
se pueden desecar sin que pierdan la vida, si son irre-
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diesdos en ausencis de agua s0lo puede derse en ellos
la aceién directa. En la mayoria de los casos se dsn
al mismo tiempo le aceién indirecta y la sccién direo-
ta.

Los cambios quimicos que inician una lesién bio-
16gica por radiscifn son causados por el sgua activadas
o, DPOr le energla depositedes dentro del mismo materisl.
Hasta hece poco se habie creldo que los factores exter-
nos no podien influir en los procesos debidos a la acolifén
indirecte, puesto que se suponis que une ves que une
moléoula heble sbsorbido la centided necesaris de enex-
gla tenien forgosemente que presenterse cembios quimicos
que no podian desviarse ni parerse. La molécula de agus
activeds tiene que recorrer clerta distancia entes de
ser oapaz de reacolonsr y en este proceso puede quedar
capturada por otras sustancis, Los materiales que la
rodeen pueden cambiar el curgo de la acoiln indirecta ¥y
la adiclén de un compuesto que remocione féoilmente con
el sgus activada puede actuar como protector, puesto que
capturard alguns de las moléculas de sgue activada antes
de que esta se ponga en contaoto oon el materisl de ime
portancia biolégica. Otres sustancies especialmende el
oxigeno pueden combinsrse con el sgua sotivada para pro—
ducir todsvia una entidad més active que serd més destruo-
tore, con lo cuel la acclén indireote se intensificaré.
Otro modo de influir en la acaién indirects, es coartasr el
movimiento del agua activeda por congelescibn, en este oca-~
go se implde a2l agua activadz el que entre en contacto con
la sustancia, que en caso contrario seris atacada.
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Desde el momento de que hasta ciexrtoc punto los
efectos de la radiacién pueden modificarse por faoto-
res externos se cree que la accién indirecta jJuega un
papel muy importente, teniende en ouente la gran ocan-
tided de sgua que ocontienen los enimales y la mayor
parte de las células vives. La ocontribuciln de la
aceién directa no puede tampoco despreoiarse porque
incluso pudiers ser més importante que lo que se po—
drie pensar por le preponderancia del agun.

En 1923 RISSE uno de los primeros investigadores
en este campo indiocd que el egue por irradiasoidn se
disocia en radieales libres:

320 - H* + COB®
Estos como sgbemos son entidedes may reactivas, puesto

que no tienen le configursoién electrdnica que se requie-
re para molécules estables. Z1 H' tiene que perder un
electrén pare dexr nt y el OH® tiene que ganar uno para
convertirse en HO . Ambos iones son muy estables y no
son muy reactivos. Le gran actividad del asgua activeda
se debe a estos radicales qQue atacan a la mayor parte de
las sustancias orgénices pere dar une oconfigurecién eleo-
trénica normal. Si estos rediceles no enouentran ocon quien
reaccionar se combinen entre si y pueden permsnecer en so-
lucién dursnte menos de une milesime de segundo.

Se formsn los radiceles libres cuando le particula
ionizante al pasar por el agus emite un electrén pare

formar un ién positivo:
5.0 ionizacibn H,,O"

o $ e
radiacién <
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ol eleotrén es entonces capturado pars dar un ién ne-
gatives . -
H0 + o H,0"

el cual completa le formacién de iones, pero ninguno
de estos es estable y se desvompone inmediatamente del
modo siguicates |

Hao* . s B + OH°

H,0~ — " ¢ H°
para producir dos radiceles libres y dos iomes 5y "
que B¢ Vuelven a combingsy para dar .agnus.

La socifn indirecta puede interpretarse satisfao~
toriemente en terminos de la reaccifn de los radicales
libres formados en ol agua y el atague de estos sobre
otras sustancias.

Estas rescciones se encuentren siempre en compe-
ticién son le tendencia de los radicales a volverse a
colbinay pars formar sguat

,H. P N et H,0

gan hidroganc ,
H° & H' e E,
0 ague oxigeneds
OH® & OH® —eessemie B0,

que es moléoule estable, que pueds reaceionar con michas
sustenciss. Su formaocifn dentro de estructuras sensibles
tales ocomo el nioleo de la c¢élula puede ser muy peligro-
ga y osusar efedtos malignos,

Experiencias quimices han demostrado que el oxi-
geno reacoions muy répidamente con el radical hidroge-
no formado por la acoidn indirecta de la radiacién pa~
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re producir otro radical el Hoax
BE® & 02 — 1102

y el oxigeno tambien mumenta la cantided de sgua oxi-
genada producide por las radiaciones de baja ioniga~
olén especifica, muchas de las reacolones quimicas
producidas por los radicales libres en el asgus se pre-
sentan preferentemente cuando hay oxigeno. |

Segdn ALEXANDER y FOX (1953) en presencia de oxi-
geno, la irradiecibén de agua eon rayos X produce agusa
oxigenada y radicales Hoa. Estos dltimos pueden for-
merse segln

Rayos X H,O0 -»H &+ 0H®

2

H¥02->HO£ + CH

H20 + 02-9 302 + OH

Rayos X
gsuponiendo que la formacién de &tomos de hidrogeno no
gea segura, la misma reaccién generel puede formuler-
pe de ls sigulente forma: "

Reyos X H,0 ~» H,0" + o~

2.
e= + 0, —> 02"
0. + HO -»HO,.' + 08 (hidrolisis de
2 2, 2 ¥ &
HO - OH® ¢ H un fcido debil)

rayos X O+ O, ~»HO," + CH'
Es interasaﬁte sabgr el pa%ol de los radicales

formados £l irradier en solucién acuosa, el problema
e8 encontrar que redical libre es responseble de la
ruptura de la moléoula. '

ALEXANDER estudim, para investiger este punto, el
toido polimetéorilico, y saca la ccnclusibén de que los
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principales radicales formados en el agua, el OH y pro-
bablemente el H, no producen degradacibéne. Esto no prue-
ba que un radical OH no reacciona con el polimero, si-
no solamente que no produce reaccibdn de ruptura de la
cadena de polimero.

' Estas experiencies indican que la degradacién

es producida por los radicales HO 0 que es el re-

2’
sultado de dos reacciones sucesivas que comprenden

un radical OH y oxigeno:

CH2 L OH® -» CH® ——m—mefem ~> CH02—+ (se descompone)

que conduce a la formacidén de un perdxido inestable.
Es posible hacer una distincibébn entre estas dos po-
sibilidades para deterniner le ingluencia del H202
sobre la degradacibn. Si la reaccibdn se efectiia ba-
jo le influencia del agua oxigzenadas, se formaran ra-
dicales H02 por la reaccidn:
o’ & H,0, -> O, + H,0

Poco se conoce sobre la regctividad del radical

H0,,. Es posible que sge produzcan un hidroperdbxido ines-—
o T

table, que al descomponerse rompa las cadenas de poli-
merose. Bl mecanismo de la ruptura de las cadenas esté
en cgoudioe

Los efectos quinicogs de las radiaciones ionizan-—-

tes sobre sistenas acuosos pueden considerarse influen-

ciados por la presenciz de oxigeno molecular (WEISS,
1959). B1 oxigeno nucde, en general, no solo aumentar

la extensidn de la oxidacidn por radiacidbdn como se ha
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probado en muchos cesos, £ino gue puede temblen oané
ducir a una diferencimeidén cualitative en la naﬁurhr
leze de los productos de la radisciém. Se ha supues-
to que este efecto es principalmente debido a la for-
macién de redicales de peréxidos orghnices (302') Qque
se forman por la asociacién de radicsles orgénioss (R)
con oxigeno moleculer
R 0, =>RO,"

En pertiouler, se ha encontredo que, en presencia
de oxigeno moleculer, pueden formerse hidroperéxidos
orgénicos.

II~b,. Accién de les rpdisciones ionigantes sobre smi-
noécidos, cerbohidratos y proteinas.

b;._Acoibn sobre aminoboidos.
Por irradiacién de tirosina, fenilalenine y trip-

tofano (LOSELEUR, 1955) se producen sustancias de més
alto peso molecular y oomo estas se producen en los

aninofoidos eromfiticos, es posible que sean dimeros
del tipo difenilo. La dessminacién de tirosina tlene
lugar tan pronto ccmo se staca el nileleo, se forman
amoniaco y 3, 4 dopas, tiramina y 2, 4 dopa se produ-
cen en cantidades despreciebles, ¢ no se producen. Hay
indicaciones de que se forma &cido p-hidroxifenolpirdi-
vico y de que el dopa sufre posteriores oxideciones a
algunos derivados coloreedos (ROWBOTTON, 1955). La
concentracién de 3-4 dopa, se mide colorimetricemen-
tey, ¥y on soluciones de tirosine irradiedaes sumenta
despues de cesar la irradiascién.
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- En varios experimentos cuantitativoes sobre la
formaoifén de dopa, aproximedemente la tercera parte
de la tirosina destruida en la irxradisoién fué con-
vertida en 3-4 dopa.

La tirosina y la dihidroxifenilelenine esi co-
mo otras sustenciss comumente usadas de sustratos
pare peroxidesas, hen sido irredisdes en solucién.
acuose oonteniendo oxigeno, para demostrar gue el
efecto de lms redisciones ionizantes ee & memido si-
miler al de la peroxidase (LOISELEUR, 1943).

La histidine irrediade de histemina. La histi-
dina es tembien dessminade probsblemente por escisién
del anilloe.

Medidas espectroscéploes de argining irrasdieda
muestren que se produce uree, y la leucina de #&cido
isovaleriénico.

Desde algunos puntos de vista es de interes cono-
cer la centidad de material descompuesto por la irra-
diescidn més blen que los productos obtenidos, y tales
informaciones han sido dedas parh soluciones acuosas
de aminoécidos por PROCTOR y BHATIA, 1952.

La rapidez con que los tioles son afeotados pox
la radiacién se debe principalmente a la facilidad con
que son oxidados.

La cisteina (SWALLOW, 1952) ha sido oxidede por
la raediaeeién ionizante. E1 principel producto de oxi-
dacibén es el correspondiente disulfuro (WHITCHER, ¥y
col, 1953).

Existe una mayor oxidecién si hay presente oxi-
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geno disuwelto, y un aumento en el pH dentro de olex-
t08 limites es tembien favotable a la oxidacidn.

Le oxidacién sumente con la concentraciln de %iol,
y esta gran oxidacién hace suponer una reacciln en ca~-

, La cantidad de B0,
teinz irradisda es més grande que en &gUa purs, 6xcep-
to en sulucién aloalina (LATARJET, y col 1952).

La oistina en soluciém mcuosa es atacada por ra- |
yoB X y probablemente da cistina-disulféxide (ROTHERAM,
y ool. 1952). Se den algunss deseminaciones, pero es
dudose la formaeeoidn de SH-z. Generalmente no se obser-
va la reduceién de disulfuros e tioles.

Al irredier sminofcidos libres, se pueden produ-
cir los siguientes ocambios: 1) desaminseién, 2) pro-
duoecién de aldehidos, 3) liberacién de SHZ’ de eis~
teing/cisting, 4) hidroxileeién y ruptura de anillos
de aminofeldos aromfticos e histidins.

En une reciente investigaociln sobre una serie de
aninofecidos y peptidos sencillos (WEISS, 1953) se ha
encontrado, que le radiecibén induce & la formacidn de
hidroperoxidos relativemente estables. Las producelones -
més altas de hidroperéxidos orghnicos se obtuvieron con
soluciones de sminoécidos que ocontenisn un &tomo de oar-
bono te&ciario, por ejemplo isoleucina o valing, y las
més bejas se obtuvieron con aminofécldos que contenisn
por lo menos dos grupos ~CH,- adyacentes (4cid0 gluté-
mico, arginina) mientras que algunoe de los sminoécidos

densa. . .
0., formade en soluociones de cine



seneillos (por ejemplo gliecina, alanina) y aquellos
que oontenien un enillo benoénico (por ejemplo fenil-~
glenine) asi como histidins e hidroxiprolina, no pro-
dujeron cantidades aprecisbles de hidroperéxido bajo
las condiciones experimenteles (soluoiones 1072 o

1073 M, irrediades con rayos X a pH 4 & 6).

De verios péptidos examinsdos, solo asquellos que
contenian un residuo de leuoina produjeron un hidro-
peréxido. Por esto se indica, que los grupos hidrepe~
r6xidos pueden formarse preferentemente en proteinas
que contengan residuos de aminofocidos, que sean capa~
ces ellos mimmos de formar hidroperéxidos. Este punto
de viste ha sido eonfirmedo por aslgunas experiencias
reclentes en soluclones acuoses de tripsina.

VERMEIL y LEFORT han mostrsdoc que ge puede indu-
cir hidroxileoién de fenilalanina por irradisoién en
soluciones acuosas neutras.

La degradacifn por rayos X y gamme de D-L metio-
nina, produce homooisteins por desmetilaocién, asi oo~
mo varios &cldos por deseminacién y metioning-sulféxi-
do por oxidaoibén; tembien se formaron otxros produoctos
que fueron observedos por cromatogramas de metionins
irradiesda, losg ouales no fueron ldentifiocedos.

Se ha obtenido por irradiacién de leucina un pro-
ducto de olor desagradable formado en su mayor parte
por eldehido isovelerifnico. La irradiascién de glioci-
na en presencie de un azucar, tel como glucosa, da lu-
ger a la formacibén de polimeros marrones. Posteriores
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estudios han probedo que hay aslguna destrucoiém de va-~
rios eminoécidos oon altas dosis de radimoidn tal co-
mo de 17 Mrads, pero poca 0 ninguna destruccién se ha
observaedo con dosis de esterilizacifn.

bé' . Acoldn sobre aerbohidratos.
Utilizando cromatografia sobre pepel y métodos de

trazadores r}adioaativca. se han identifiocado los pro-
ductos que se formen ouasndo se irradian soluciones acuo-
sas de carbohidratos con radimsciones ionigantes, los
cuales hen sido velorados ocusntitativemente (PHILLIPS

y MOODY, 1959).

En soluciones acuoses diluides ls D~glucose es de~
gradeda a é4cido D-glucironico, oxido D-gluoéniso, glio-
xal, D-arebinosa, D-eritrosa, formaldehido, #cido sach-
rico y 1:3 dihidroxiscetona, los cusles hen sido velo-
rados ouentitativemente.

E1l atague principal ocuendo se irrsdian ocon rayos X
soluciones de D-sorbitol, se looaliga en los grupos al-
cohblicos de la moléeula. Los productos primarios sons
D-glucosa y L-gulosa, y eprecisbles cantidades de D-axra-
binose y L-xilosa se forman por ataque secundario. Es-
tos autores indiecan un posible mecanism¢ para explicar
estos procesos.

Soluclones de glucosa fueron tamblen irradiadas con
reyos X y electrones por BOTHNER y BALAZS tento en solu-
ciones neutras como alcelinas, y se formaron productos
4cidos con pérdida del poder reductor; pero ninguno de
los productos pudieron ser identificados.
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Al irredier cmrbohidratos en solucilm acuosa WOIL-~
FROM, y col. (1959) observaron que se verificaba una
oxidmolén selectiva de los grupos OH primerios termi-
nales de D~gluoitol y D-manitol, con la formaoibén de
glucose y gulosa a partir del primero, y D-nmanosa a
partir del segunde. Temblen se formaron arabinosa y
xilosa (de D-gluciteol) y arabinoss sola (de D-manitol);
a grandes dosis D-manitol producis &cido maendronieo.
Le irradiscién de sucross, maltosa, celoblosa y rafi-
nosa demostraba que 6l enlace glicosidico era muy sen-
sible & las radisciones ionigentes y gue ls hidrolisis
producide era cuaslitativamente la encontrada en hidrd-
1isis fcida, y del mismo orden. La hidrolisis de disa-
céaridos y trisacéridos sumenteba al aumentar la dosis
de radiascidn.

Le rediscién ionizente, segin MAGYAR RUDAMANYOS
(1957) produce oxidecién de las soluciones acuosas de
azucares senclllos. Las remocciones de oxideciln de la
glucosa y fructosa erant

R-0320!'I $2CH 4+ HOZ -» R-COOH ¢ 3202

R-0000H -» R-COOH 4 Hzo

para las oxideoién de los alfa metilglucosidos:
R-0320H $ 4 OH -» R-C00H & 3 320

La produceién de 3202 en la glucosa y fructosa
es mayor que la que se produoe en le irradiscidin de
Hzo pursej sin embargo en la soluciln de alfe metil-

glucosidos ocurre lo contrario.
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bé" » Accibn pobre proteinas.
Muchos de los trebajos de irradiacién de protei-

nas fueron revisados por ARNOW, en 1936.

En las proteinas los grupos ~SH son los més ra-
diosensibles, ya que log tioles se oxidan facilmente
por le radiscibén. Se ha encontrado en numerosas engi-
mes con sulfhidrilos, que la adicién de glutatién des-
puée de la irradiacién restaursré parte o tada la ao—
tividad perdida. Estos efectos se deben sl menes par-
cielmente a la oxidacién de los grupos tioles a disul-
furos. En proteines irradicsdas, se ha observado que se
libera amoniamco y se han determinsdo peréxidos orgéni-
cos.,

POLLARD, en 1953 hace una revisién sobre irra-
diacibn de proteinas.

Cuendo las proteinas fueron irradisdas con lus
ultraviolete, reyos X y radiaecién alfa, se observd
desnsturalizacién, precipitacién, disminuoién de vis-
cosided, cambios en el espectro de absorcién en el ul-
treviolete y variaciones en las constantes de sedimen-
tacibén. Sin embargo el mecanismo de estos ocsmbios es
ain desconocido y le mayories de los tresbajos que se han
hecho son sobre soluolones de proteinas no purificadas.

A pesar de la oxidacién de grupos tioles y de re-
siduos de tirosina, les valoraciones electrométriocas
no han sido de utilidad, pues no se han observedo di-
ferencias entre el control y las soluciones irrasdia-
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des. Las medidas de movilidades y areas electrofo-
réticas, tempoco dieron resulisdo en las soluciones

de protainé, tales como seroalbdmine y globulina. La
medide de la velocided de sedimentacibén, sin ember-

g0, mostrd la presencia de un segundo oomponente ousn-
do la albiiming y globulina fueron irredisdss & pH 3.

Es posﬂale que la proteina ses dimerizads, y que se
obtenge el resultado de la unién intermoleculer de

dos moléoulas de proteina a través de sus enlaces =S-S-
parae dar un complejo de proteina-sS-S-proteins. Por adi~
cién de cisteina fué posible prevenir la formacildn de
este complego.

Los cambios en les proteinas irradiadas dependen
grendemente de la tempersatura, especimlmente los de
desnaturelizecién y precipitacién. En efecto, solu-
ciones de proteinas irredimsdas a 1020 con 71,900 r.
permenecen claras durante horas si se guarden a 330;
sin embargo, tan pronto como esta solucibén se lleve
a 27°C se precipita. Este proceso se muestra claresmen-
te por medida de sbsorcién de lg luz a los 2.510 1.

La irrediacién con rayos X de soluciones de sero-
elbdmine segin BARRON y ool. (1955) produjeron destruo-
cién der glicina, alanina y doido glutémico en un 30 %,
lisine 21 %, treonina 18 %, tirosina 16 ¢ e isoleucina
13 %.

El primer estudio realizado fué la resolucién en
papel crometogréfico de la proteina. Un cambio marca-
do en el peso molecular o cadenas laterales caracte-
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risticas puede originar un cembio en le resolucién,
puesto que une rupturs de los enlaces péptidos de-
rie lugar e la agparicién de nuevas manchas positi-
vas de ninhidrina. La resolucién crometogréfioce con-
f£irmé la presencim de los aminofcidos glicina. y. fe-
nilalanina. en el control y su ausenaia en las mies-
tras irradiaedas. La radiosanaibilidad &e los mino-
4cldos de N texminal se debe probablemente ® une rréao-
cién de desaminacién similer a le ocurride en amino-
4cidos libres.:

Los aminodoldos glioina y fenilalanina se des-
truyeron & le dosis de 20 millones de rep.

Se irredié insulina a pH 3 con dosis de 0, 10,
20 y 40 millones de rep. para hacer anflisis ousnti-
tativos de aminof#oidos. Se colocd 1 ec en oade tubo
de ensayo y estos mismos tubos se utilizaron pares les
irredigciones, secado e hidrolisis con el f£in de eli-
niner poeidbles errores. La hidrélisis se hizo en ve-
olo, dos muestras por cada dosis de radilacifm, unas
durante 20 horas y otras durente 60 horas.

La meroceda disminuciém de fenilalanina a 10 mi-
llones de rep. fué similar s la de fenilalenins sola.

Los aminofoidos més radiosensibles en la moléou-
le de proteine & la dosls de radiaciém de 10 o 20 mi-
llones de rep., fueron cistina, tirosina, proline, fe-
nilalanina e histidina. Es interesante indicax que los
cuatro dltimos son aminoécidos que oontienen anillo.
Le leucina, velina, lisina, y erginine, miestran dis-
minucidén en sus valores enaliticos a partir de las do-
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sis de ouarente millones de rep.

ALEXANDER y col. (1956) indiecam que los ommbios
que se encuentran en las propiedades £isicas y quimi-
oas de las protoinas después de le irredisciln en so-
luoibén acuose diluide, se producen poxr los redicales
libres formados en el aguas, y los cambios producidos
al irrediar en estado ®61ido, son debidos a enexrgia ab~
sorbide directemente por le proteins.

Las soluoiones scuosas de proteinas se preeipi-
ten por irrsdiscién cuando se aplicen dosis suficien-
temente altasj pero se oonoce poco aocercs de los cam-
bios que preceden e este efecto. Varies invesiigadores
ge han ocupedo sobre el sumento sparente de la ebsor-
cién en el ultraviolets y sobre la formaoldén de dime-
ros, por ejemplo en la irrediecién ocon rayos X de ls
seroalbining y fibrinbdgeno.

Encuentran un aumento marcedo en el peso moleocu-
lar medio de seroalbémina (hdmaena y bovina). Estas de-
terminaciones las reslizen por difusién de lugz, expo-
nen les soluoiones diluides que han sido irradiadas con
reyos X. Este sumento se debe e le formaociln de agre-
gadog muy polidispersos, segin se ha mostrado por exa-
men de ultracentrifugacibn.

La irrediacién de seroelblmina mélida, produce
efeotos que son completamente diferentes de los que
se siguen por acBién indirecta. Sin embargo la sero-
albimina no es posible secarle puesto que la presen—
eia de sproximadamente un cinco por clento de egua, es
esenciel pare retener la proteins en su foxme nativa,
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y consideran esios autores que esta cantidad de sgua
no contribuia significativemente & le sceiln indireoc-
ta.

El efeoto de la radiaciim estd influenoiasdo por
la precencia de oxigemo. Irradiendo ocon reyos X em
gire, la muestra en solucibén acuosa empiesa a hacer-
se insoluble a 108 4 x 106 T

Experiencias preliminares mostraban que la irre-
diacién en presencic de oxigeno, introduce en la sexro-
glbdming muevos grupos (posiblemente perdxidos ineste~
bles) Gue sen capaces de iniciar la polimerigzacilm de
compuestos vinilicos.

Mdisculo de pescado irradiado por electrones de
elto voltaje a una dosis de 5,7 x 106 rep. no indioce-
ben destruceiln significativa de los aminoécidos esen-
ciales.

Irrediaocifn de soluciones acuosas de seroalbdmi-
na 10-5 M, oon rayos X (44.600 y 66.900 rep.) produ-
cia 30 % de destruceibn de glicina, alanine y &cido
glutémioo, y 21 %, 18 %, 16 % y 13 % destruceién de
lisine, treonina, tirosine e isoleucinsa respectiva-
mente.

DRAKE, y col. (1957) trabajsm con insulina y
eplicen dosis de 10, 20 y 40 millones de reps la péx-
dida de la actividad biloldgica al irradiar la insulie
na es muy grande, la actividad blolégica se pierde cuan
do se atancen los grupos fendlicos, grupos carboxilimos
terminales, y enlaces disulfurcs. Dos de estos tres gru-
pos fenblicos y disulfuro, se prueba que cambiem o se
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destruyen por irradisoidnm.

S

Reoientes estudios sobre la seroalbdming bovie
na apliosndo los oriterios anteriores.

El principal oriterio psra determinar las alte-
recicnes o bembios de las proteinas el ser irradisdas
han sidos ocembios en solubilided, absoreilnm en el ul-
traviolets, comportemiento crometogriéfioco y altermoioc-
nes en el peso molecular, determinado por la difusifn
de la lug y por ultracentrifugacilm.

ALENXANDER, y col. (1960) trabajende con seroalbd-
ming boving heocen las observaciones siguientems:

Cambios en la solubilidad.

Le proteina se ve haciendo mas insoluble en agia
g medida que la dosis de¢ raediacifn aumenta. Los disol-
ventes que rompen enlsces de hidrogeno, urea 6 X y
guenidina hidreclorhidrice 4 M, disuelven a la protef-
na irrediads.

La pérdide de solubilidsd estd relacionada con el
aumento en el peso molecular medio, determinado por
difusifn de la lus.

Ia posikilided de que el sumento del paso molecu~
lar se deba & le formaoiln de enlaces disulfuro por osm
bio o por oxidaoiln de grupos sulfhidrilos, fué probe~
da por reduccifn de los enlaoces disulfuros accesibles.
En el oceso de las beta merceptoetilamine se obtenisn dos

grupos sulfhidriloe por oads enlace pero no se altera-

RSl SR



- 33 -

ba significativemente el peso molecular medio.

La configuracidn de la proteina insoluble por
le redieoifn es muy similar a la que se produce en
la desnaturalizgacién por el calor.

El primer efecto de la irradiscién, es alterar
la forme de la moléouls, como se muestra por un cam-
bio en el comportamiento de smedimentacibén y a las do-
sls que son insuficientes para censar camblos aprecias-
bles en el peso molecular medio. La centidad de pro-
teina sedimentads, normalmente disminuye con la dosis.

Parece probable que los cambios quimicos en la
molécula que son ya significativos s dosis de 150 ev/
moléoula, teles como pérdidas de carboxilos, aminos y
grupos disulfuros, son los responsables de las grandes
egrupaciones intermoleoculares. Parece no deben ocurrir
posteriores desdoblamientos de la molécula, puesto que
no se revelen més grupos disulfuro.

A pesar de que aon pooos relativemente los enla-
ces quimicos del material irradisdo que se rompen, los
cembios fisicos y quinicos son verdaderamente notaebles.
Los mayores cambios quimicos observedos en las protei-
nes al ser irrsdiedas son los de desnstursligscidén, de-
gradacidn y polimerizaoién (SCHWEIGERT,1959). Uno de
los primeros cambios después de la irradiacidn es la
gren sensibilidad de les proteinas & los cambios de
temperature cuando las soluciones se guardan por al-
gén tiempo. Fendmeno que haen observado con soluciones
irradiedes de mioglobine, proteina conjugads, efeoto
probeblemente debido a la sgregecidn.



- 34 -

En otros estudios se indica tembien amento en
la viscosidad de les soluciones de proteins, y-uns
dismimieién en la solubilidad. Por ejsmplo, solucio-
nes de caseihs irradimdss formaron un gel insoluble.
El cambio quimico primario parece que esté relamcio-
nado con el enlace sulfhidrilo en la proteina y po-
siblemente con el grupo fendlico de la tirosina. Los
efectos oxidantes sobre los grupos sulfhidrilos ori~
ginen polimerizeocién por former emlaces disulfuro.

La presencia de sales y la temperatura reduei-
de durente le irradisoidn protege de estes cambios a
pboteinas, tales oomo seroalbimine y ovoalbimina, esin
embargo tratemientos oon 100.000-200.000 rads mostra-
ron alguna formacién de dimeros en estas proteinss,
cambios que disminuyeron por la edieién de cistina.

La ovoalbimina irredisde menifextd, que se des-
naturelizsba por urea més rapldemente que el material
no irrsdiado. Parece que el peligro de la irradiacién
en la proteina pudiera ser ls ruptura de enlaces en
el hidrogeno enlagado a diversos grupos.

ALEXANDER y ool. (1960) encontraron que la pro-
porcidén de tirosina que sufria cambio pars une dosis
dada, era mayor en las proteinas que en un polimero
sintético que contuviera tirosina (politiroeina), la
interpretacién de este hecho era el que la energis
originalmente depositadas en algunos de los residuos
de aminoécidos de la proteina, emigreba hacis la ti-
rosina. Los resultados de esta investigacibén auéio—-
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ren que los procesos de transferencia de enexrgia a
los eminoficidos determinados es un hecho, sungue el
efecto no sea muy selectivo.

Al irradiar seroalbimina bovina en estado asbli-
do, observen la destruoccién de oistina, tirosins, his-
t+idine, fenilalanins, argininas y prolins, haciendo
anflisis de los hidrolizados fcidos de la proveins
irrediasda. Hay pérdida de grupos oarboxilos y sminos
(por ej., destrucciln del tamafio de las cadenas Ade
los &cidos glutémioco, aspértioo y lisine). Dosis ma-
yores de 25 megerade, desmaturslizan completamente la
proteina. Como el cambio pars cade uno de los amino-
ficidos estudiados es proporecionsl a la dosis, pudie—
ren extrapolarse estos datos para dosis més bajas.

La sensibilidad de los diferentes grupos varia.
Pare comperer los cambios que sufren los aminoéoidos
estudisdos en una proteine se debe conocer su con-
centracién dentro de la moléoula. S1 la proteina se
congiders como una megcla de residuos de eminofcidos
que no resccionan entre si, entonoes el ntmero que
cambia por ceda 100 eV de energis depositados dentro
de le molécula de un aminoficido partioulsr, se encusn-
tre multipliocando los residuos cembiados por 100 eV/mo-
lécula de proteina por, 1/(gramo de eminofcido/gremo
de proteina). De estos valores puede deducirse qus la
sensibilided de los diferemtes aminofoidos esiudiados
varia, y entre ellos el més sensible es la oistina y
el menos sensible la lisina. Algunas de estas varies-
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clones pueden atribuirse a diferenclas en la radio-
sensibilided inherente de los residuos eminofcidos,
pero parte del efecto puede tembilen atribuirse a pro-
cesos de transferencis de energia. Para determinar la
conitribucibn relative de estos dos factores, seria
necéeario estudiar la sensibilidad de la radiscifn
de poliﬁéptidoa de peso moleoular alto pertensoien-
tes a cada uno de los aminodcidos. La sensibilided

de la radiscién de los aminofeidos por si mismos, no
puede ser utiligzeda para conocer la radiosensibilidad
de una proteina, puesto que la incorporacién a una ce-
dena de polipéptido altera completamente los ocembios
quimicos inducidos por radiscién. Los resultados mmesg-
tran que la complete desneturalizacifn de la proteina
antes de la irradiacién no slters significetiveamente
los cemblos quimicos produocidos. Este resultado es de
esperar, puesto que la dosis de radimoién que dsbe
darse antes de que aeparezcen cambios quimicos en los
aninoécidos producire ya desnaturalizacibén, y en este
pentido todos los enélisis que se han realizado han
sldo sobre material desnaturalizado.

Hidrolizaendo la seroslbfimine irrediade han de-
tectado en el cromatograme una mzeve mancha de un ami-
noécido que corre entre tirosine y alaninae, (4cido al-
fe amino-n-butirico), que puede muy bien formarse por
la desoarboxilacién de loe residuos del fcido gluté~
mico:
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Asi, la pérdida del grupo carboxilieo muestra en ls
ourve de valorsocién ocambios de ascuexrdo con este me-
cenismo.

Estos sutores indicen sdemés que ningdn etxro
producto se detecté por la ninhidrina después de la
irradiacién, ni fcido ocistico (producto de oxide-
oifn del enlace disulfuro) aunque ls irradiaciém se
hizo en presencia de oxigeno.

Dos moléoulas de cada tres de sexroalbidmina bo-
vina contenian un grupo sulfhidrilo, pero estos es-
tericamente estan enmascersdos y solo: resocionsmen
con nitroprusiato sédico si la proteina essé comple-
tamente deamaturalizada por disoluoiém en guanidina
elorhidrice 4 M a pH 9. Irradiada la proteina vierén
que el nimero total de grupos sulfhidrilos sumentaba.

Grupes gmido. De la centided de amoniaco produ-
oida en la hidrolisis &cids el nfdmero de grupos emi-
da puede caloularse despues de hacer las debidas 00-
rrecoiones. La producién de estos grupos amido es el
cambio radioquimioo més oorriente, y el nimero produ-
cido por 100 ev. depositados en la proteina (valor de
G) es 2,2. La seroalbimina bovine netiva contiene 32
grupos emido por moléouls, y este valor sumenta re-
gulexrmente en la irradidcién. Una pequefie paxrte de es-
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to munzento es débida a la formmoiln ds males sminie
eas, que desprenden el smoniaoco sl tratarse s Ale
eali.

La nayoria del smoninoeo lidersdo viens 4s grue
pos con propiedades my similaxes a los grupes mie
dos originelmente presentes y que requisren hidwelie
sis 8cida pare desprenderse.

Es posidle que el smomieco lidersdo en la hidyéw
lisis sea derivado no de los grupos smidos, ming nis
bien &s los prcanm«as de radisciin labiles.

xupop oarbentlos. JAYEGO y GARRISON (1957) hem
indicado l.a @mem de grupos ocarbonilos en protei
nes irreiisdas en solhcién 4iluidae y hacen una breve
referencic tembien de su produceiln en la pepsina
ouando se irredia en seco. Estos entores han indie
eado que la formecifn de grupos carboniles en el ca~
50 d¢ la ecoidn indirecta de la radiscidn va avampa~
finda por esoisiln de lo ocadeno de polipépiido prine
oipal oomo sigues

!-ao-mjm-z ~sfects fo rediotdn YOO-REm G

8,0 i

—— Y—Mz + Oulw?

¥y que le formecién de un grupo carbonile estard soome
pafiada por la producoidn de grupos emidos adioionnles,
Aimiue este hecho haye sido observedo, no hay en esllo
oonformided oeuentitative. Por osde gwupo oardonilo se
formen aproximedamente cuctro grupos *emideos", y si
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le radiscién se hace en presencia de oxigeno, el mi-
mero de grupos cerbonilos formados sumenta mucho, en
este punto se encuentra la principal diferencias qui-
mica entre seroalbiming bovina irradieds en vacio e
irrediads en aire (observaciones no publicedas por
estos autores). No observen ningin amento en gra-
pos amido por lo que plensen que glguno de los gru-
poe oarbonilos pueden deriverse de la descomposicién
de les cadenas laterales.

Le rupture de le cadena principal de polipc’pti-
do ceusarie una meyor desordensoifén de la moléoula
entera, lo cuasl puede revelarse por ultracentrifuge-
cién y estudlos de resctivided. La presencia de enla-
ces disulfuros intremoleculares podia evitar las rup-
turas de la cadena principal y el fregmentar la molé-
cule, pero tales rupturas enmmsecarsdas serisn re¥ala~
des despues de que los enlaces disulfuroe haysn sido
separsdos por oxidecién con &cido perécetico. Por es-
ta ragzén los fragmentoes de peso moleoular bajo fue-
ron buscados por dialisis despues de disolver en so-
lucién hidroclorhidrice de guenidina 4 M. No encon-
traron pe’ptidos difusibles en el dializado antes o
después de ls oxidacién con &cido peracétioco ocuando
le proteins fué irredisde con dosis por encime de 214
eV/molécula; lo cual fué confirmaedo por precipitacién
de la proteina de la soluciém irrasdisds ocon feido tri-



- 40 -

clorcacetico y un examen del liquido sobrenadsnte.

Jambios en le regetividad quimiocs

Uno de los cambios mas cerscterisiicos producides
por la meolén directe de la redimocién ionissnte es s~
nentar la reactivided de alguno de los enlsces disul~
furoe que en la proteina netive ason estericamente inso-
cesibles. La radiacifm tembien revela un grupe silfhie
drilo que normealmente no reaccione con nitroprusiako
a pH 9, pero la determinacién se complica, puesto que
el ndmexro de sulfhidrilos sumentaba al mismoe $iempo
por la rupture de enlaces disulfuros. Le senaibilidad
relativamente alta de la cistina esté de acuexrdo con
GORDY y SHIELDS (1956), en que los enlaces disulfuros
ge lonigsn preferentemente pero que el efecto no es
grande. Clarsmente parece que los nuevos grupos sulfhie
driloes formados deben derivarse de la ruptura de la
cistina, pero que no emiste ninguna relaocién estequio-
nétrica que lo confirme.

La radiscién cambie el méximo de absorcién a pH
neutro de la tirosina combinade a una lengitud de on-
da ligersmente més bajas, y este bambioc podia explicar-
se por ruptura de un enlace de hidrogeno especifico
que envuelve el grupo hidroxilfenélico. Sin embargo,
la rediacién no tiene influencia sobre el valor del
PK del grupo hidroxilo que en la proteins native es
dos unidades de pH més alto que el de la tirosina. El
fuerte enlace de hidrogeno responssble de estie oambio
no es afectado por muy grendew dosis de radisciém.

it .,
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Un efecto notable de la redimcién que es nueva-
mente paralelo al oslor, es el encubrir algunos de
los gZrupos amino de la cadena lateral ya que ellos
no reacoionen con l-fluoro-2,4-~dinitrobencenc. Que
esto #e debe & un cambio estérico me indice por el
hecho de que los grupos se haoen accesibles en Clo-
raro de guenidina 4 M.

Estos sutores resumen los hechos enteriores en
los siguientes puntoss

1. Osmbios en los residues de 9 sminoficidos que
se eleven & 73,5 ¥ de seroalbémina bovina, se hen se-
guido despues de la irradiscidn de esta proteina en
el estado 881ido con 2 Mev. en vacio.

2. Aunque se forman grupos carbenilos, ninguna
evidencia de la ropture de la cadena principal podia
detectarse. Otros productos medidos incluism grupos
-SH, un nuevo aminolcido, &cido alfa emino-n-butiri-
¢0, ¥y un grupo oomo amido que da elevecién de emonfa~
c¢o al hidroligzexre.

3. Hay ommbios pronunciedos en la reactividad de
las cadenas laterales. E1 grupo -8H ooculto es revele-
do, ¥ la posicién del mfximo de abmorcién de la tiro-
gina se cembila, anque su pK smormalmente alte perme-
nece sin afectarse. Algunos de los grupos smino se
oculten ya que no reaccionan con l-fluoruro=2, 4wdi-
nitrobengenc excdpto en guanidina hidroelorhidrica 4 M

4. Se saca la conclusiln de que los caubios en
los residuos de sminofcidos no pueden explicar la des-
naturalizacién como se muestra por los cambios en la
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reactividad de les cedenas laterales y por 1os Gam~
bios fisico quimicos desoritos en el presente trada-
jo. Esta investigacibn spoys la hipdtesis de que la
desnaturalizecién es el resultado de la Mpiurs si-
multanea de un ndimero de enlzces de hidrogeno, y que
los cemblos gquimicos subsiguientes que han side me-
didos no son repponeebles de este hecho.,

AUGENSTINE, (1956) discute el papel de los enw
1la0es =S-S5~ en la insctivacién de proteinss. Indics
que el efecto critico llega a localisarse en un en=-
lace débil, ceusendo primero le rupturs de un enle~
ce disulfuro, seguida por la ruptursa de enlasces in-
tramoleculares préximos, y finalmente la ruptura de
un segundo enlace disulfuro.

PLATZMAND, y FRANK, (1996) explican la inasotiew
vacién de protelnas por raiiaciones icnizentes por un
mecanismo £isico. La onde de polarigacién causade pox
una producidén repentina de carga eleotrica en el in«
terior de la molécula debe causar una profunda degra~
dacién de le orgenizacién molecular, ocomo similtenea-
mente ruptura de los enlaces polares miy debiles (en-
laces hidrogeno). Varias ionizaciones parece que sesn
neceserias pare inactivar las proteines comunes.
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C - IX. Estudio e interpretscidn de los cembios en ()

espeotro de absorcibn en el ultraviclete de
prote{nas.

II-cl. Estudios generales sobre el espeotre ultrg-

violeta. |

Segin FRIEDEL, y ORCHIN (1951) la absorcilm de
la luz en la gegién ultravioleta (2000 a 4000 2) se
debe o los eleoctrones de los enleces no saturados.
Grupos tales como »(C=0, -Ngg. ~N=N, ~O=3, y otros
similares. Con el sumento de la conjugeociém, se des-
vie el espectro a mayores longitudes de onda = la vez
que se produce aumento de intensidad. La mayor des-
viacién en el espectro resulte de sustituyentes no se-
turados o de grupos con electrones no compartides (OH-,
-NH,, OCH3). Un axcelente artioculo de BRAUDE sobre
grupos cromoféricos y efectos de sustituyentes, que
contiene un sunerio completo de eorrelacién bara. glg-
temas arométicos, heterociclicos, isooiclicos y aol-
clicos. JONES clasifica los efectos de sustituyentes
en compuestos arométicos de acuerdo oon los cambios
observados en el espectro. El espeotro de derivados
sustituidos de hidrocarburos arométicos, me parece al
espectro de hidrocerburos sroméiticos, no sustituidos
en cuento a posiciones de longitudes de onda, bandas
y valores de intensided.

El espectro de la mayorf{a de los bencenos susti-
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tuidos no se parece al espectro del benceno. Puede

atribuirse &l hecho de gue los grupos sustituyentes
en los derivados del bemceno forman una proporoiém

mayor de la moléoula total que en derivados de com=
puestos arométicos polinucleares.

El efecto de los grupos alquilos y anon{eco en
el espectro de compuestos arométicos lleva oconsigo
un ligero sumento de la longitud de onda y dismim-
clén de la estruotura fina del espeotro.

El grupo amino -NH2 produce un gren efeoto de
conjugacibn. E1 sustituyente produnce una gran des-—
viacifn, disminucién de le estructura fina y sumen=-
to en intensidad. Aparece bande més amplia & mayor
longitud de onda.

El efecto estérico es contrario sl de conjuga-
cién.

Para obtener sumento en la estructura fine se
debe trabajar a muy bajes temperaturss.

11-02. Egpectro ultraviolete de am@noficidos Y _pro-

teinas.

Les soluciones de la mayoria de las proteinas
muestren ebsorcién selectiva en la regién de 2.500
& 3.000 & y SORET (1883) indica que este absorcién
se debe & los aminodcidos arométicos presentes em
le proteina. En cada caso la posicién exacta del mé-
ximo (cereca de 2.800 3.) varia con el pH. La fenil-
elanina como se espera de su constitueldn, muestra
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ebsorcibn ddbil, que bajo condiciones favorables pue-
de resolverse en verias bandas estrechas, perc en 80~
se 0,1 N, ol mAximo se encuentya cereca de 258,5 m r oon
un coeficiente de extincién molecular bajo. La absor-
cibn ejercide por la tirosina y el triptofano es mu-
cho més fuerte, y como primers sproximaciln ls contri-
bucién de le fenilalenina puede despreciarse. Como pu
de selecionarse la longuitud de onda en que la fenil-
alaninae no contribuye, sers posible tratar las solu-
ciones de proteina como sistemas de dos componentes
pera anflisis espectrofotoméirico y determinar asi el
contenido en tirosina y triptofsno de una proteina
GOODWIN y MORTON (1946).

VIERORDT (1934) ha descrito un procedimiento pe-
ra snaligzar sistemas binarios utilizando intensidedes
de sbsorcién a longitudes de onda seleoionadsas. E1l mé-
todo puede extenderse a soluciones de froteines e hi-
drolizados sl se considera que ni el modo de enlace
ni le presencia de otros sminoécidos desplaza la abso
oifn de la tirosins-triptofano. Afortunadamente estea
hipbtesis parece estsr justifiosda, por loes sigulen-
tes hechoss

(a) por la base de muchas experiencias sobre oro-
méforos orghnicos en general;

(b) produce valores de tirosina y triptofend de
acuerdo con los obtenldos por otros métodos.

Las bandes en las proteines son atribuides o es-
tos aminofcidos (fenilalanina, tirosina, triptofanoc)En
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les proteinas las bandas estén desplagzadas haoie ma~
yores longitudes de onda, en muchos casos de 10 &
35 K, oon respecto & las posiciones que ocupen los
eminofcidos no oombinados. COULTER, y ool. (1936)
utilizen solucioges acuoses o ligeremente &oides y
ssoan le oonclusidn de que no hay desplazamiento de-
bido al enlace péptido. S

Algunes proteines sufren alteraoiones en el es—
pectro de absorciém a pH 13 como eonsecuencia de la
desnaturalizacién alecalins. |

Le ovoalbimine a pH 12 durente tres dias e la
temperstura ordineris no mostré desmaturelizaociém, ni
sumento en absoroién en el ultravioleta; pero e pH 13
le desnaturelizacién eparecid instentaneamente. |

La oxidecién de proteines puede ocurrir en sold-
oién fuertemente sloslina y dar lugar a cembios cua-
litativos marcedos en su espectro de absorcilén.

Segin ANSLOW y NASSAR (1941), la absor#ién de
proteinas en el rango de longitudes de onda de 2.500
g 3.000 ﬁ no se debe exclusiveamente a los tres amino-
dcidos aerométicos (fenilelsnina, tirosina y triptofe~
no) y eistine, sino que incluyen la sbsorcién selec-
$iva de los enleces péptidos, el menoe aguellos uti-
lizados en entrelazar sistemas de enlaces de hidro-
geno de la molécule entera. Indiean gue la absoreiémn
néxima de proteinas a 2.800 1 se debe al mismo enla-
ce péptido, y solo secunderimente & los croméforos
arométicos en los grupos de cadens lateral, de los
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tres aminodcidos aromAticos. Sus medides en protef{-
nas se interpretaron por estudios de compuestos ali-
fréticos sencillos, incluyendo &cidos eminocarbox{li-
cos y sustancias conteniendo emlaces péptidos, teales
como glutation.

Se ha revisado por SAIDEL y col. (1951) el po-
sible valor de la bande de absorcién del enlace pép-
tido en el estudio de estructuras de proteins.

A causa de les deduciones estructurales, ANSON |
(1952) indicamn que 1os enlaces péPtidos existen al
menos en parte, en la forma andlice como le llemads
oroméfdyro peptenocl (OH)C=N. Esto, en opinion de los
eriticos es contrario al concepto de absoroién de
textura péptide. BEAVEN y HOLIDAY (1950) den elgu-
nas pruebas de esto, gl citar varias proteinas em
las que la concordencia entre los valores espectro-
fotométricos para tirosine y triptofeno y los datos
ansliticos obtenidos por otros métodos son sufiocien-
temente gproximedos pera sacar la conolusién de que
en estas proteines no puede haber contribuocién en el
espectro de absoroibn, de la textura péptide, en la
regifn de 2.700 & 3.100 &. 5i hublese elguna contri-
bucibn se efeoterfa seriemente la exactitud del ané-
lisis espectrofotométrico.

Une proteina que no contenge eminodoidos aromé-
ticos exhibiré la ebsorcién de textura péptida se-
lectiva como une bende con un méximo & 2.800 & (ANS=-
LOW y LYMAN, 1941), o 2.500 i (SCHAUENSTEIN 1950) 1i-
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bre de interferencias por las bandes intensas de $i-
rosina y triptofano. Estudian el c¢lupeine, un polipep-
tido de peso molecular cuatiro mil que satiafece emto.
Su espectro de absorcién en soluoiln concentreda a pH
7, 10,5 y 12 no muestre absorciln selectiva en los
2.600 & 3.000 1. Les ourves caen suavemente o las
longitudes de onda mayores de 3.000 ﬁ.' ¥y son practi-
camente rectes en el rango de 2.600 a 2.800 i. rare
soluciones menos concentrades de olupeine pureo, se
observé que ls absorciémn por debejo de 3.300 2, ore
practioamente despreciable.

Polipéptidos y protefnas de peso moleculer bajo
que pueden obtenerse oon slta purege, dan ocurvas de
absorcién en cue le bande de protefnas termina oon re-
lativa brusgueded sproxinedamente a 3.200 % (en solm-
0ién neutra o Acida) esin ningin signo de oontribucibén
de una bende de absoreidén peptidica, que se extiende
de 2.800 § e mayores longitudes de onda. Un ejemplo
tipico se encuentre en la lisoszime ( peso moleculax
13.700) .

HOLIDAY en 1936 estudio el espeotro de varias
pw teinas partiendo de la hipbtesis de que la curve
de ebsorciln de una proteina es la suma de las de sus
aminofcidos. Si esto fuera asi, la curva de aebsoroién
de la proteins podris ser analizada por el método de
las mezclas y la concentracién de los aminoédcidos de-
terminada. La posibilided de tal anédlisie depende de
varios factores. Uno de ellos es, encontrar una regidén
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del espectro donde ebsorben poecos sminofoidos. La
regién més favoreble exisie entre longitudes de onda .
de 2.800 & 3.150 § donde solo ansorben la tirosine

y triptofano. En proteinas que no contienen estos
eminofeidos le sbsorcién en la regiém de longitudes
de onde de 2.400 & 2.800 { se deberk e fenilalanina
y cistina. Andlisis del espectro de absoroiln de una
proteinas en la regién de longitudes de onds de 2.800
a 3.200 2, dieron valores para la tirosina y tripto-
feno de acuerdo con los obtenidos por anflisis qui-
micos, -

Mitrontna 01992 Dagyy = 00263 Dyge
| Mrriptofano | 01263 Dpgaq = 09170 Doy,

donde D es ls densided 6ptica de la solucifn a longi-~
tudes de onda 2.800 y 2944 i.

Se mide la densidad 6ptics de una solucién de
proteina en Alcsli 0,1 N & longitudes de onda 2.800
¥y 2.944 i. ,

Segdin MAZZA (19305, el espectro de absoreibén en
el ultravioleta del ovomuicoide tiene una banda entre
2.590 y 2.900 4 a pH 7, y esta banda se desvia hacia
el ultravioleta préximo en solucién alcalina, pero en
medio &cido no sucede lo mismo. Existen indicaciones
de que ostg desviascién se debe principelmente a la pre—
pencia de una gren cantidad de fenilalening y a la oa-
sl complete ausencis de tripfofano.
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w.'.k,.ﬁ 8 .; de ls difusidn Rayleigh.

Se conooe desde hace tiempo que el espectxro de
gbsoroién ultravioleta de muchas proteinas sufxre un
gunento en la densidad Sptice por irradiseién de sus
poluciones acuoesas (SPIEGEL-ADOLF 1928, 1929, 1931).

Este resultado se ha confirmedo recientemente para
seroalbining boving, seroglobulins y albdming de hue-
vo (BARRON, 1949, 1952) y CARROLL y col., 1952), y
se cree que este cambio es un ataque sobre el compo~
nente tirosine, similar a lo gue ccurre sobre la ti-
rosine misma (BARRON 1952). En casos donde la propor-
cién de triptofano a tirosina es mayor que uno, el
espectro de absorcién dismimiye por irredicoifén, es-
pecialmente cerca de 2.800 i. Esto parece deberss a
un etague del componente triptofano, pues el tripto-
feno mismo muestrz una disminucibn en ¢l espectro de
abeorclén en esta regién cuando es irradiado (BARRON
y cole, 1955). En general hay ammento en lz absorociém
en el ultravioleta por les protei{nas irradisdas, y el
efecto es mayor cuando la proteina esté disuelte en
medio &cido & un valor de pH por debajo del punto iso-
ele’ctrioo,""fy los ocembios son menores cuando la protei-
ne se irredia en ausencis reletive de oxigeno.

Al irredier soluciones de sminodcidos arométicos
hey hidroxilacién y ruptura de snillos, estos cambios
se analizaron por sbsorcibn en el ultravioleta.
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El méximo de abeorcién de los sminokeidos aromé~
ticos en solucibén 4cida, se desvia ligeramente haoie
mayores longitudes de onde, para asumenter en valor ab-
soluto, y pars dimminuir en relacién al minimo corres-
pondiente cuando mumente la dosis de radimoién. El mé-
xino eromftico en solucifm bésioca disminuye an valor
sbsoluto, pars mmentar em relecién al minimo corres-
pondiente, y el minimo se desvia hacim més cortas lem-
gitudes de onda con eumento de la irrsdimsciém. Aparen-
temente en medio bésico, no hay desviaciémn del méxinmo
de absoroidén, excepto en la dosis de més de diez mi-
llones de rep. La aotivided biolégica de la insulina,
por ejemplo, se va perdiendo ocuando se stacan los gru-
pos fenblicos, grupos terminsles carbox{licos y enla—
ces disulfuro. Dos de estos tres gxupos necesarios pa~-
re le actividad bioldgica, el fenbélico y el disulfuro,
pe cambian o destruyen por le irrediaciém. Las curves
de absorcién de los arométicos tipioes obtenidos des-
pués de la correcoién de la difusibn Reyleigh, forte-—
lecen la hipétesis de que el tamefio moleoular aumenta
con la dopls de radiacién, y que el eumento general de
sbsorcién observado, es debido al efecto Tyndall.

Se ha confirmado le observacién de que la sbeor-
cién en el ultravioleta de la seroalbdmine @ 2.800 i
aumenta aparentemente después de la irradisoién (ALE-
XANDER, 1960), pero no puede asceptarse que esto sea
el resultedo de un stague preferente en los residuos
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de tirosins que som roeponaabloe: de esta banda. Este
gunento aparente se debe & le pé‘rdida de luz por di-
fueién, debido gl gran aumento de los agregados for-
medos en la irradiscién. La difusién de la luz la mi-
den directemente a 4.360 y 5460 ﬁ con el aparato gque
se utiliza para determinaciones 510 peso moleouler por
le difusién de la luz, y para otras longitudes de ondd
fué caloulads por la ecuamcién de Rayleigh-Debye. Es-
408 velores son los que utiliza i:m corregix ¢l ems~
peetro que eé determinado en un bspe«mfotémem. en-
tonces se ve, que le verdaders sbsorciém de la protei-
ne cembie muy poco al irradier. ‘

La sbsoreoién de la seroslbimine a 2.800 1 o5 cest
completemente debids & la tirosine, asi camo paras li-
gozime a la misma longitud de onde es dibilde al trip-
tofano. Al irradiar soluciones diluides de esta enzima
con reyos X, el méximo en el ultravioleta primero &is-
minuye, pero asumente de nueve eon grandes dosis. El
efacto iniclal es debido probasblemente & los radicales
libres formados en el sgue sobre el triptofanc y puede
estaxr relacionado ¢on la oapacidad del triptofano y
sug derivados para ocompetir muiy efeotivamente con otras
sustancies. E1 sumento del méximo de ebsoroidén a dosis
my sltas, es debido a la agregacién de la proteina.

ALEXANDER en otrs investigacién posterior, deter-
mine los cambios quimicos primerios produeidos por la
rediacibn, oomo resultado de la asgregacibém observada.

Esta sgregecién refleja que el fambio fisieco-qui-
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mico es més significativo en le accidn indirects, ¥y
puede tambien dar lugar a otros camblos, tales como &
meyor faocilidad de desnatureliszaoidn por el calorx.

La irrsdiacién de la seroalbimina en sélide exi-
gina un verdadero cembio en la absoreién del ultrevio-
leta, camblo que he sido medido por la difusiém Reyleigh
de los agregados. Este cambio indica el atmgue que ha
sufrido la tirosinaj; es mmcho mayor de lo que se podria
esperar de la energia que directamente tomem los resi-
duos de tirosina. El cembio en el espectro ultraviole-
te de politirosine no es detectable a la dosis que pro-
duce un oambio del 20 % en la seroalbimins. Puesto que
la toma de energie iniocial es independiente de la es-
$ructurs moleoular, la misma fraoceién de tirosins de-
beria ser afectads en una proteina que en un polipo’p—-
tido compuesto de residuos de tirosina. La observacién
de que la tirosine es afectada en la proteins en una
proporoién mayor, hace pensar que la energia tomeda
por los residuos de los aminoéoidos, contribuyen tem—
bien noteblemente en el atague de la tirosina.

BEAVEN, (1952) y DOTY (1953), indican que el an~
mento de absorcién al irradisxr, s a veces debido a la
difusién de la lug por las grandes partioculas, esto es
debido al sumento del tamafio molecular (efecto Tyndall).
GOODWIN (1946) da una formula sencilla pers determinar
ol valor de la absorcién verdaderas en la regién de ab-
gorceién no earométioa de 3.200 & 3.600 i.

gbsorcién verdadera = D) - (360 -\ ) k

D = densided éptica.
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La caida (k) de le absoroién en este regién se
calouls mediante la formula

cambio en la densided éptiom
intervelo de longitud de onde

D3.200 ~ P3.600

360 - 320

ALEXANDER (1960) estudia la absorcién en el ul-
travioleta de la seroalbimina irradieda en estedo sb-
lido en:

12. Fosfeto buffer M/15, pH T3 ,

22. Guanidine hidroclorhidrice 4 ¥, pH 7 ¥y

32. E1 hidroligado &cido de la proteina.

El aumento aparente en la absorcién lo considera
debido & la luz difugdida por los grandes agregados
que se formen. Le centidad de lugz que se pilerde de es~

+e maners es proporcionel a la cuerta potencia de la
longitud de onda. El sumento en la intensided de la ai-
fusién de la luz con el cambio en el peso molecular, es
un indice del aumento en la absoroidn.

Hay muchos trabajos en los ocusles este aumento de
absorcidn se ha interpretado como la produccilén de um
nuevo grupo cromoférico a las longitudes de onda més
bajas. Los cembios en el espectro de absorcién persis-
ten depues de que las proteines irrediadas han sido hi-
drolizadas en sus sminodcidos constituyentes.
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Se mestra que la diferencia en la curve para
los hidroligados ss ocualitabive y cusntitativamente
my similar a la de la proteina disuelts en guanidi-
ne hidroclorhidrica 4 M. |

La radiecién sobre la proteina (seroalbdmina),
despleza ligersmente la posiolén del méAximo de sbsor-
cién del grupo hidroxilfenélico de la tirosins & su
forma no disocisda. El cambio de 2.780 i pare la pro-
teins no irrsdisda & 2.760 & pars la proteina que ha
reoibido 143 ev/moléouls, no es debido & la difusién
de agregesdos. Este cambio no oourre solsmente con la
radiacién; se encuentrs tambien después de la solu-
clén en guenidine hidroeclorhidricas 4 M y el bajar el
pH a menos de 2.

ROSEN en 1959, publica un interesante trebajo
sobre la importancia que tiene la difusidén de la lus
en el espeotro ulitraviolete de proteinas y polimeros
cuendo son irradiedos. Hace primero uns revisién in-
dicando que aunque ers conocido y venia estudiandose
este problema desde hacia treinta afios, el hecho de
- que les soluciones de sercalbumina y de otras proteinas
sufrian sgregacién por la aceidén de m&igeimu ioni-
gantes OARROLL (1952) y ROSEN (1957); el que este agre-
gaolén influia en la difusiln de la luz, solo hebia
sldo indicado por PASSYNSKII (1955) y por PAVLOWSKAYA
(1957). En este mismo trabajo se considera que, ousm-
do X"A permanece constante a lo largo de todf el
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rengo de longitud de onda medida, este conptsncia se
puede tomar como un indicador de que la pmtaﬁm ha
sufridec esgregmecién de las molécules sl sexr ilrradia-~
ds. .

Los cambios en la ebsorociém debidos a modificacio-
nes quinmioas se pueden obtener segin ALEXANDER y HA~
MILTON (13960) por une representacifn gré&fica, lleven—
do M\* A frente a )\, siendo A la diferencia en sb~
sorcién entre la proteina oontrol y la irradiada. En
esta grffioa, los sgregados de proteinss solo produ-
oen leves oscilaciones en tormo a uns linea base y los
cembios producidos por las modificaciones quimices pro-
ducen ciertos méximos gque pueden ser exactamenie loca~
ligados.

En el trabejo de ROSEN se estudia especialmente
como ls radiacidn produce efectos intermoleoulares e
intramoleculasres en les proteinas en una proppreibn
que veris segin las cirounstencises. Utilizan on este
estudio seroslbdmina humena de gran pureza. Por la im-
portancia de este trebajo hacemos de &1 una especial
reseila y aplicemos el método gue propone, para el es-
tudio de la difueién de la luz en los espectros de las
proteines que hemos exeminado.

Estudian primero soluciones isoeléotrices de pro-
teings irredisdes. Determinan el espectro de absorcifm
ultravioleba, de uns soluoiln de sgercalbiming hdmans
el 0,1 %, libre de sal,en su punto isceleoctrico (5,4)
antes y después de irradiaxr. De la resta de las dos
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curvas obtienen el aumento (A ) en la absorciém por
ceds longitud de onda y llevan A A ocontra ), o8
evidente, que excepto parz una ligers irregularidad

a 295 a 300 m }, el valor de }\4 A es constante so-
bre todo el rango. Tel resultado indica olaranente la
difusién Reyleigh por los sgregedos db proteina.

Un exemen previo por ulitracentrifugaciém hadia
mostrado (ROSEN y col., 1957), que la dosis dads ha-
brie caussdo slrededor del 47 § de agregados en la
proteina. Las medidas de pesos moleculares modios,' le
dieron resultados entersmente concordantes oon les
nedidses de ultracentrifugacién.

Tomeron oomo regle de trabajo que, cuando la
oentided - 4 A era constante (dentro del rango del
error experimentel por encime del 15 %) pare todo o
casl todo el rengo de longitud de onda eprovechable,
podrie tomerse como un indice de agregeciém de las
moléculas de proteina y como uns medida del peso mo-
lecular medio. Especificemente, uns dosis dada de ra-
diacién, sctuando en aceién indireota y causendo en
les proteinas una cantided determineda de agregaciln
conducird a un valor de A pera oesds longitud de on-
de independiente de la concentracién de proteina ini-
clal. _

Cuando la dosis de radieoién se aplice en forma
continueda, la sgregacién de la proteina llega a la
turbidez y la proteina se precipita. En posteriores
irradisciones la difusién de la luz es tan grande que
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es My poca la que atravioesa la solucién. Se ha en-
sontraedo que con luz ultravioleta, el esumento en lea
absoreién sparente es inicislmente proporoiomal a la
dosis, pero que & dosis més altes esta proporciensli-
ded no se cumple.

Reslizgen tambien la experiencia con solunciones
de proteinas a verios valores de pH afisdiendo O1H o
NeOH. Obtienen las gréficas X% A contra \ pers
dos soluciones de serocalbimina himsne irradiasda pox
rayos X a velores de pH fuera del punto isoelectrico.

Diseuten las modificmoiones Qque se introducen en
la difusiém.

Como final en el trabejo indican que la acolén de
les redieciones ionigantes sobre seroalblmine en solu-
ciones acuosae diluides, es afectada por los rsdice-
les libres producidos en la radiolisis del agus, BA~-
RRON y PINKELSTEIN (1952); ROSEN y col., {1957). Los
resultados que presentan muestran que la reaceiln en-
tre los radicales libres y una moléocula de proteina,
puede conducir e une agregaocién intermoleoular par-
cielmente reversible de moléculae, 0 & un csmbio in-
tramolecular irreversible en le proteina reaceionan—
te. Le extensién en la cual los efectos intermolecu-—
lar e intramolecular ocurren separademente, depende
del pH y de la fuerza iénica de la solucidén, el efec-
to intermolecular perece que estd determinedo por la
frecuencie de la colisién de las moléoulas de protei-~
na en soluciéh.
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La situascibn puede explicarse por le hipbtesis
de que el efecto producido por reyos X sobre protei-
nes en solucifm, es un proceso de dos etapas; la pri-
mers es la reaocién entre la moléoula de proteina y
un radical libre formado en la radiolisis del solven—
te, el cual produce un estedo reactivo de la moléoun-
la de proteina.

ILe segunda etapa es la reacciln de este compues—~
to inter o intremoleculexrmente. Se debe supamer que
cuando son posibles ambes partes de la reacoliln, la.
intermoleculer es mucho més probable & las concentra-
oiones indicedas en este estudio, este reacciémn, sin
embergo, puede tener lugar en une colisilén solo duran-
te ol momento de contacto. Cuando le freouencia de la
colisién se reduce (por moléoulas cergedes que se Yre~-
pelen une & otru), le reaccién intramoleocular se ha-
ce relativamente més probable. Una hipbtesis similex
de un mecanismo de dos etapas ha sido propuesto poxr
EIDUS y col. (1958), para explicar los efectos del oxi-
geno en la irradiacién de soluciones de myosin.

El espectro de sbsorcién de muy poce indicacibn
de le naturaléze quinmice, de los estados intermedios
o de los productos finsles de le proteina desmaturs-
lizada. BARRON y FINKELSTEIN (1952) indioceron que los
cembios & longitudes de onde mayores de 240 mi en
el espectro de seromlbimina despuds de la irradiaciln,
eran enteramente debidos & la oxidacidn de la tirosi-
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na, dando dihidroxifenilelaning. Los resultedos de es-
tos eutores mestran que este no el el caso, y ain la
pequefla parte del aumento en la absorcibm q,uo ez dsbi-
de & un ocambio intramoleoculsr, puede no ser debide @
un cambio en tirosina., La diferencis entre el espeo-
tro de absoreiln de tirosina y dihidroxifenilalsnina

o tirosine irredisde, muestrs un pioe egudo a 285 m
segin ROSEN, er un traba;jo no publicado, mientras que
en le proteina irredisda apereoce un pico pequeflo, re—
velado kolo por indicacién matembtice, y que se mani-~
fiesta & los 295-300 Wj- o
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II-4,. Generglidades.
La idea de mdministrsr sustanciss quimicas como
medio pars reducir los efeotos de la radisciln no es
completemente irracional oomo parecim al prinoipio.
Le scoifn de las radiecliones ionigantes sobre
el nmaterial proteico des lugar e cambios fisico-qui-
nicos que originan alterasoiones en los sistemas bio-

16gloos, proteger pues & la materis vive sohre estas
plteraciones constituye el objetivo de la protecoiémn
quimice contra la rsdiecidén.

Si se irradie uns solucién gue contiene dos sus-
tencias capeces de resoocionar oon los redicales forma-
dos por la irradiascidn, sobre todo en soluciones dilui-
das, dichos efectos se repartiran entre las dos susten-
cias, 0 bien receeran principalmente sobre aquells que
tenge grupos mfs sensibles para le radiscibn.

Por el 1949, en ires paises independientemente,
Norte-América, Bélgica y Gran Bretafian, desoubrisn sus-—
tancies que cugndo las inyectsban & yatones inmediste-
mente entes de ser irradiesdos, los animasles sobrevi-
vian a dosis que sin esta proteccién hubieran mmerto
todos ellos.

Como el ndmero de protectores quimicos es ilimi-
tsdo, fué necesario elsborar una teoria de trabajo pa-
ra determinar los compuestos gque debisn ser ensaysdos.
En los tres laboratorios antes indicados estas teorias
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fueron completamente diferentes, como lo fueron tam-
bien los compuestos ensayados, y el resultado ful que
clerto mimero de compuestos quimicos sl parecer sin
ningune relacién en su constitucibm tenian cspecidad
pere proteger s memiferos contra la radiscifm.

Aunque probablemente ninguns de estas teorias
previemente trazadass fueran exactes, sirvieron pars
enfocar la atencién hacia las sustancias que verda—-
dersmente som més radioprotectoras.

Despuls de cinco sfios de trabajo se 1legl a una
investigacibn sistenética y desde este momento se ha
desarrolledo un gran progreso sobre la radioproteo-
cién quinice més efectiva que squella de les prime-
ras escuelas de radioproteceilm.

Eetimuléd estos estudioe la busqueda de radiopro-
tectores come uns posible defense militer y civil con-
tra los explosivos atémicos y asi{ en casi todos los
leboratorios redioblollgicos se han probado un gran
nimero de compuestos quimicos y se ha medido su capa-
cidad de protecoidén contrs las radieciones atémicas.

Los términos de proteccién y de agentes proteo-
tores se han utillizado en organismos vives y en sis-
temes bloldgicoe complejos.

El término proteccién quinica es frecuentemente
utilizado pera denotar cuslquier reducoibn en el da-
fio de la redisecién llevada a cabo por medios quimi-
cos. Pare la mayoria de los compuestos protestores el
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efecto es solo observedo cuando el egente esté presen-
te en el organismo durante le exposicibn. Pom' esto §a~
rece légico restringir el término protececidn quimica
a la reduceiln en lesiones de radisecién obtenidas por
administracién del egente antes de la exposiociém (LA-
TARJET y GRAY, 1954). Aunque este definioiém es pura-
mente descriptivae, la meyoria de los investigadores
més 0 menos taoitemente suponen que el término impli-
ca ung reduecién en las lesiones redioquimicas inme-
dlatas. I |

BARRON en 13952 encontrd que el -SH de las ensi-
mes "in vitro* era oxidado por rayos I a le forma —S-S-,
y que un tratamiento subsigulente con eompuestos que.
contienen -SH tales oomo oistefna o glutetion restau-
reban la activided.

II"dg' Sustenocias radioprotectorgs.
Le primers sustancia encontrada fué lea oieteﬁza,

gminofcido constituyente de les mayor parte de las pro-
teinas. Mas tarde el profesor BACQ quien ha tenido uns
parte importantisima en el descubrimiento y estudlo de
sustancias redioprotectores, encontré otro compuesto
que pareois tener ventajes sobre la cistefina, eungue
su proteceibén no fuers grande, la mercapto-etilamine a
la que dié el nombre de Beocaptan.

BACQ y HERVE (1952) han examinado numeroses emi-
nes y han encontrado que gran niimero de ellss son egen—
tes protectores activos.
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Las sustancias protectoras se han dividido em
cinco grupos:

l.~ Oisnuros y sustancias relacionsdss.

2+~ Compuestos tibélicos.

3+~ Sustancies que causan anoxia.

4.~ Anines y sustancies que contienen el grupo

NHZ.

5.~ Agentes quelatigantes y sustancias diversas.

El efecto de los asgentes protectores puede en ge-
neral expresarse cuantitetivamente como “factoxr de re~
duceoidén de dosis®, es decir, la relaciln entre dosis
de igual efecto en presencia y eusencia del agente pro-
tector.

Existen una serie de tioles y disulfuros quimica-
mente relacionados con la cistefna y oistesmina gue po-
seen una accifn protectors promineiadas, grupo que ha
sido el més estudiado. Estas sustancice se han ensaya-
do contra la acclén letal de la radiecién en varies es~
pecies animales, y la efectividad mayor se ha encontra-
do en la administracién de 100 mg/Kg de peso del cuer-
po cuando se han aplicedo "in wvivo".

Estos compuestos generalmente son inyeotados pox
via intraperitoneal, de cinco a guince minutos antes
de splicer la radiacién y se efeoto dura alrededor de
una hora. Algunos de estos compuestos =3 han gpliosdo
tambien por via orel y han sido eficaces.

Pera prober la acclén protectora de un agente, or-
dinariemente se elige un grupo de diez ratones, se spli-
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ea el protector, se irradie con dosis letales de ra~
yos X pars que todos mueran en el plazo de dos sema~
nas. S1 el protector es débil, sobreviviran tres o
cuatro de los diez irradiados, mientras que si es un
buen protector se salvaran todos o casi todos.

Las aminas son més ectivas que los eminodoidos
correspondientes, especialmente las arométices. |

Los agentes quelatizantes se encuentran entre
los mejores protectores de un sistems %inm witro®.

El BAL, mercaptoetilamina es uno de los mejores
protectores como egente de quelacién, puesto que con-
tiene un grupo covaelente -SH y otro grupo fusrtemen—
te ionizado, el m:?_, que estan muy préximos. Trazas
de diversos iones Juegan un papel muy importante en
la radioquimice de las soluclones acuoses.

El efecto protector de las sustancies de este
grupo, estf asoclado con su cepscidad para formar &i-
sulfuros de mezola.

Se ha visto tsmbilen que no todas les sustencias
que contienen grupos -SH son agentes proteotores, ne-
cesitan pues para ello una constitucién bésice en su
configuracién tal como por ejemplo:

!
N
By
(R, ¥ R, son grupos alquilos y X no meyor de tres).

La mayoris de las sustencias que son activas "in

BS - (es@xa)]c - N
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vivo®, protegen *in vitro¥.

Los sminoficidos solo son ligersmente activos blo-
léglcamente, excepto triptofano, histidina y tirosins
que son muyy buenos proteetores con el polimero, que
ge toma como tipo (&eide polimetaorilico), pera estos
estudios, la protecoién squi parece derivearse de los
grupos indol, imidamol y fenblico respectivamente, to-
dos confieren actividad protestors "in vivo® e *in vi-
trov.

ALEXANDER y col. (1955) eomparsn la proteceifén
de sesenta y siete sustancias quimicas diferentes *in
vivo" e ®"in vitro* y observan que la ¥Yniocs caracte-
ristica de muachos de los proteotores aoctivoe tales co-
mo amines, compuestos azufredos, nitritos y oienuro,
es la presencla de un solo par de electrones. Lo que
implica que estos éompuestoe pueden gdicionar un ato-
mo de oxigeno (por ejemplo, en la reaccién con un ra-
dical 302) pera day oxidoe de amina, sulfonas, o sul-
f£dxidos, nitratos y olanatos respectivemente.

En general, lag etileminas bets sustituidas (por
ejemplo sminofoidos descarboxiladoe) son las més soti-
vas, aunque le etilamina ees casi inactiva. La dihldro-
xifenilalanina (DOPA) es con la oisteina, ol mejor pro-
teotor en le serie de aminoécidos. Experimentos "in vi-
tro* indican que los fenoles solos, son buenos proteoc—
tores, aunque es de advertir que son demasiado téxicos
para probarlos "in vivo*. Los grupos hidroxilos eli-
fétioos, protegen tambien, y le correlacién es parti-
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cularmente sorprendente en la comparacidn de gluco-
sa con fruotosa. Los alccholes de omdens large for-
men peroxidos més facilmente.

FRICKE y BROWNSCOMBE (1933) encomtraron que la
efectividad de los &cldos grasos de cadens lateral au-
menteba con la longlitud de la cadens.

La prueba més convincente desde el punic de vie-
te fisiolégioo es que la presencia de un grupo sulfhi-
drilo solo, no produce proteccién, es el ocsso de la
falte 4o protecoidén de la ergotioneine.

La sustitucién en el -NH2 o en el ~3H de la mer-
ceptoetilanine, lleva a une marceda pérdida en el po-
der protector. En el sistema polimero loes derivedos
de cistesumine por un grupo -SH bloqueado, muestran al-
gune activided, que se pierde cuando el grupo amino
es tambien sustituido.

La gran activided encontreda con compuestos que-
latizantes puede ser debide el hscho de que los meta-
les pesados tales como el ¢obre jJuegan une perte im-
portante en la reeccién de rediacién induoide, 0 al
heche de que la constitucidn quinice que confiere po-
der quelatizente tenga tambien la reactividad quimice
necesaria para le proteccidn.

En el sistema polimero la aceién protectora de
los agentes quelatizentes no es deblde & ls extrac-
cidn de trazas de metmles sino a su resotividad qui-
mica inherente. Una posible interpretacilén es que los
egentes quelatizantes contienen un centro reactivo, po-
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siblemente el gxrupo donsdor de electrones, que es al-
temente efectivo parea la protececién (por ejemplo por
tener una alte resctivided para los radicalea‘ﬂoz),
pero que este grupo sea bloqueado al combinarse con
cobre. ’

Se hen estudiasdo més de clen sustancias como agen-
tes protectores contra rayos X en dos sistemas ocom- '
pletemente diferentes: en la morialided de ratones y
en la degradecién de soluciones diluidaes en sgua ai-
reada de &cido polimetacrilico. En estos dos sistemas
se encontrd un persleliesmo significativo de la accoién
protectora.

Loe grupos ~SH no confierem por si mismos propie-
dades protectoras al compuesto, y s80lo squellos com-
puestos sulfhidrilicos que contengan tambien grupos
emino, son activos "in vivo®. De un estudio de algu-
nos derivados de beta-mercaptoetilamins, se ha dedu-
¢ido que son necesarios pere que haya gran actividad
protectora ambos grupos -SH y —Nﬂz.

Los buenos protectores tienen la propiedad de ser
nuy reactivos con los radicales HOZ' pero no todos los
protectores rescolonen fecilmente con los radicsales
libres de moléoculas orgénicas o oon los CH.

II-dB. Mecsnismos de accién de las sustanclias radio-

protegtoras.
Cusndo un sistema biolégico es expuesto a las

raediaciones lo primero que ocurre es una absorcibén
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de energlis, que ordinariemente se utiliza en una reaso-
cién quimica. Por esta razén el primer paso seri pro-

teger los cembios quimicos iniocisles. Este protecoilm
ae puede sfectunr:

1.~ Afladiendo una sustencia que absor¥as la ener-
gla.

2.~ Resteurar por adioclén de une sustencia el de~-
fio producido en la mascraomoléoula inmedistamente des-
pués de lz reacoiém primarias, y antes de gue puoda' :
existir cambio irreversible. En muchos casos no serf
esto poeible puesto que la reaccidén primarie puede
por si ser irreversible, pero em otros, la reacecién
primeria por ejeuplo, oomo la pérdide de un atemo de
hidrogeno perz der un radleal libre y en este caso el
defio si que pueds ser reperado, puesto que las reseo-
oiones quinmicas de une moléoulas se den rapidemente,
la sustanois protectors debe estar presents antes de
que oomience la irrediescién,. |

3.~ Proteger uh grupo vulnersble de una moléou-
la con uma sustancla que pueda extraerse despues de -~
la irrediscidén,

En los sistemas biolbgloos es sumamente dificil
averiguar ocual de estos tres procesos sigue el agen-—
te protector, puesto que los cembios quimicos prima-
rios no son féoiles de determinar. Se pueden obtener
indicaciones valioses por analogla con la proteccién
en sistemas senclllos donde puede seguirse bien el pro-
ceso quimioo.
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La scoién protectors contra radiaciones se su~
pusc, que es*ka'ba. unide & lg propiedad reductora; pe-
ro michas sustancias reduotoras, tenian poco ¢ nin-
gin efecto (BACQ y ALEXANDER, 1955).

Estudiando los efectos de la radiacifn sobre 4i-
ferentes materiales AI«HANDER y Pox (1953), encantra~
ron que el Acido polimetaorilico, sustancis de gran
peso moleculeyr, estabe degradsda. Fub conveniente pa~
re estes experienciss usar soluciones de este material
y seguixr los cambios producidos por ls aceiln indirec-
ta de la radiscidn. Vieron que la ruptura de este po~
limero no se realizeba si a la soluclén se afladien
otras sustancies, que podien considerarse como proted-
toras del polimero contra la radiscidn. Se llegd a des-
oubrir por este medio que las nismes sustenoias quimi-
cas obreben como protectoras en el sistema polimero-
ratén, hecho que parecis ser algo m&s que una purs coin-
cidencia. Después de haeber analizedo més de cien sus-
tancias en los dos sistemas, llegaron & la conclusifén
de que se mostraban sctivas y con el mismo orden de
efectividad. Las excepciones encontradas ersn debidas
g que el animal metaboligza rapidamente las sustancias,
nientras que en la solucidn del polimero, permenecen -
inalterades.

En un sitema artificial simplificadoe como el po-
limero, pensaron que este se degradsbe por los radioae-
les Ht.')2 formados en la solucién y &l efiedir lss sus-
tanoias protectores se combinan con ellos y entxren en
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competicién con las moléculas del polimero pars la
capturas de los mismos. Otra alternativa es que reac~ -
clonaen oon un produoto intermedio inestable durante
la irradiasciém e impiden esi{ le ruptura de cadenas

del polimerc, aotuando como sgente de tremsferencia
de cedena. Esta posibilided no era probable puesto

que las eminas son actives como agentes protectores
bien sea bajo forme de iones, o bien sea bajo forma

de aminas libres, y solamente en este dltimo caso pue—
den reaceiocnar como agentes de transferencia.

81 es correcto que el efacto protector se debe
unicemente a una competicibén, deberis ser proporcio-
nal a la concentracibn del protector. Vieron que esto
no ocurria siempre, pues parecen intervenir otros fao-
tores, probabiemente una resccién entre el polimexro y
el protector cuendo estan en sclucibéh. Se ha disouti-
do la posibilidad de que la absorciémn juegue tamblen
su pepel en le =socién protectors de las sminss.

De estos estudios se han sscedo las observacio-
nes sigulentes: 18, Que existe solamente proteceidn
en presencia de oxigeno o de aire, porque en susencia
de oxigeno no puede formerse el radical HO2 en el mgua.
22, Las sustanclas quimicas son total o parclalmente
ineficaces para proteger los efectos de las radimeio-
nes, tales como protones o pariiculas elfa que produ-
cen grandes densidedes ibdnicas y en estos casoe los ra-
diceles no pueden ser iliminsdos por competioibne. 32. lLa
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proteccién que pueden dar las sustancias quimicas es
limitada, algunas sustancias pueden reduoir ls aceiém
de la radiecién a la mitad.

En general estos mecanidmos pueden principalmente
resumirse como sigues (ALEXANDER y LORENTZ, 1958).

1%2. Proteceién por insctivecién de radicales li-
bres.

El efecto protector obtenido por insotivecién de
los redicales libres astaré acondicionsdo a la concen-
tracifn del protector en el medio de interes, y a su
reactivided especifica con los productos de le radio-
lisis. Parecs a priori, que sobre esta baa. los com—
puestos farmacoldgicamente mctivos, ejerceran un efeo-
to protector.

Es bien sabido que gran nimero de agentes protec—
tores que ocontienen szufre, reacclionan rapidsmente oon
los radicales libres del medio (BARRON y FLOOD, 1950),
(SHAPIRO y ELDJARN, 1955), (SWALLOV, 1952), lo ocual hi-
z0 suponer durante bastente tiempo, que la proteccidém
"in vivo" por estos compuesios pudiera sexr expliceda por
este mecanismo. E1 hecho de que un oclexrto efeocto de ra-
discibn se pueda reducir por estos agentes protectores,
hizo que se considerara evidente el que tal efecto ée
efectuabe por una aceibén indirecta.

22, Proteccién por extraccién de oxigeno.

El hecho de que "*in vivo", tanto como "in wvitrov,
la meyoria de las lesiones o transtornos de radiscién
se reducen ouando se irradias en ausencia de oxigeno ha
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jugedo un papel centrel en los intentos de explicaeién
de como obran los agentes protectores (BURNETT y ool.
1953), (GRAY, 1956),(HOLLAENDER y STAPLETON, 1953) ¥y
(PATT, 1953). E1 punto de vista de que los agentes pro-~
tectores puedan ejercer su accifm por reducir la ten-
sién de oxigeno celular, ha side sostenids por el en-
cuentro de que el grado de protecoién es apruxinaﬂumanw
te el mismo para la privecién de oxigeno y pars agentes
protectores. Més tarde se ha encomntrado que varios tio-
les protectores contrarrestaban la aceién téxioca del
oxigeno. ¥

GRAY, ha medido la concentraciln de oxigeno em
varios sistemas "in vitro" después de la adlecibn de
tloles protectores. De sus experimentos se deduce que
los efectos protectores pueden edsoribirse a una dis-
minueién progresive de le tensién de oxigeno camsads
por oxidacién espontanee del tiol afisdido.

32.- Proteccitn por reemplagemiento.

Se ha consideraedo tambien la posibilidad de que
los agentes protectores puedan funcionar como partes
capaces de reemplagzsr constituyentes celulares, antes
de que las funciones bioquimicas hayan sufrido un ocan-
bio irreversible (BACQ y HERVE, 1954), (LAGENDORF y

KOCH, 1954). Parece ser que no existe evidenoia ex-
perimentel que sostenge este hipbtesis.

4%. Protecolén por alteraoién del metabolismo oce-
lular.

Los cembios en radlosensibilided obtenidos por al-



‘e

- 74 -

teracién de la composicién quimice y metabolismo de las
celulas del tejido, parece que comstituyem un campo do
investigacién muy fruoctifero.

52. Protecfién por modificacién quimica de las mo-
léculas del blanco de ataque. \‘

La posibilided indicada (BACQ y HERVE, 1954),
(PATE, 1953) de que los sgentes protectores pueden re~
ciprocemente de une forma u otra aumentar la radiore-
sistencie oon las moldculas del inpaoto celulsx, no ha
tenido apoyo experimentel.

68 . Proteccién por el mecenimmo de mozcia.a de 4i-
sulfuros. , S

Trabajos de laboketorio han mostrade (ELDJARN y
PIHL, 1956), (ELDJARN y ool., 1956), que los agentes
protectores que contienen -SH y ~S-S-~ llegen & unirse
" nin vivo* a los constituyentes del tejido a traves de
le formaeeibén de mezcles de disulfuros. Basandose en
estudios redioquimicos, bioquimicos y quimicos, se ha
formulado un mecanismo pars le proteccidn quimics "in
vivo" con los compuestos de cistefna-oistesmina (ELD-
JARN y PIHL, 1956), (PIHL y eol., 1957).

La modificacidn de los grupos ~SH y =3-3- en el
impecto, por formecién de disulfuros de megola eon
los sgentes protectores, represente una proteccién
parciel de loe &tomos de azufre del blanco de impao-
to contra la eccién indirecta de la redimeifn ioni-
zante. Cuando un enlgce disulfuro es atacsdo por ra-
diceles libres, uno de los &tomos de azufre es oxidado
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a &cido sulfbénico o smulfinico, mientras que el otro es
reducido a un grupo -SH. Puesto que un redical préximo
puede atecar oualquiera de los dos &tomos de azufre,

ge supone gque un cinocuenta por ociento del Atomo de amu-
fre del impacto originml, seré reconstituido come gru-
po -SHe Do esta manera la formacién de disulfuros de

mezcla, se supone que reducen la pro‘babiliﬁad de alte-
recién irreversible de moléoculas del blanco de impacto:s

3
HO? ?Hz h .
eto.. S-S -»H=-8 & Yy

s, - am, -, - 0

i‘ig. 1. Hipbétesis de megcla de disulfuros pars la pro-
teccifn contra la sceibn indirecte de las rediacién,

La combinacién quimica del protector con la molé-
cula de impaocto en la forma de un disulfuro de mezola,
representa una proteccién parcial tambien del dblanoco
de impamoto contre la accién directa de la radiecibn io-
nizente. En une moléoula orgénica ioniszente (ionizsds),
la carga puede emigrar hasta que suceda la rupturs de
un enlace susceptible de ello (ENGELHARD y EIKENBERG,
1955). La teoria supone que el enlace disulfuro de mez-
cla, sirve como fuente fundemental del respareamiento
de electrones de le ilonizacién originel (Pig. 2). De
nuevo, de la subsiguiente ruptura del enlace disulfuro
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de mezola, se ocree, que resultera la formaolén de un
grupo -SH. La formeocién de disulfuros de mesmcla se
congidera que suministrs las posibilidades sdlicio-
nales para la disipacidén de la energia de radiecifn,
en une forms no deleteres.

La evidencis experimental principal que sopoxr-
ta el mecanismo de disulfuros de megels, ha sido dis~-
cutidae extensemente (ELDJARN y PIHL).

+
ﬁHB-oaa-mz-soz

o

-

Pig. 2. La hipbtesis de disulfuros de megcle pars la
proteceidn contra la esccién directa de la radisciém.

Existe un alto gredo de relacién entre la poten-
cia protectors de tioles y su cepacidad para formar
disulfuros de mezcla con los grupoe de agsufre biols-
gicos. Estudios termodinémicos "in vitro® han demos—~
trado que une serie de tloles protectores (entre ellos
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AET) formen grmndes oesntidedes de disulfuros de mep-
cla con cistefna ¥y glutation oxidado, que fueron uti-
lizados como prototipo de disulfuros celulsares.

Lo mismo oourre para le interaccilm de los disul-
furos protectores con oisteina y glutatiom reducido.
Por otra parte, un nimero de tioles no protectores no
formen disulfuros de mezola con los compuestos modela.
Aparentemente se requiere la presencia en la molécula
de un grupo aming, ademfs de un grupo «SH 0 «=S«3-, que
puede dar una interpretecidn légica a la estabilided
termodinémica del disulfuro d4 megcla.

El mecanismo de disulfuros de mezola presupone que
los compuestos protectores raaccioﬁan rapldemente con
les moléculas del impaoto. Esto se sigue del hecho de
que la maeyorie de las sustanocles protectorese son agti~
ves cuando se dan inmediastemente entes de la exposi-~
cién & la radismcién. Se he encontrado que a pH T,4 ¥
37¢C la formacibn de disulfuros de mezola entre los
compuestos protectores y los disulfuros blolbgicos tie-
ne lugar en pocos minutos.

E1l punto de viste de que la formacién temporal
de enlaces dlsulfuros adicionales puede proteger una
moléculs orgénica contra choques directos por servir
como fuente de electrones capaz de restaurar las 1o-
nigaciones, he sido sostenido por GORDY y col. (1958).

Estos investigmedores sacen la oonoclusifn de sus
estudios con proteinass en el estado seco: "todas las
veces que la radiacién srranca un eleotrén pars dejar
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un luger o vacante en cualguier punto dado de la pro-
teina, este lugar es rapidemente llenado por un eleo-
trén tomado de un grupo de cistina. Este mecanismo pre-
viene la ruptura de enlaces y probsblemente disminuye
grandemente el daifio de la radiaclién®.

La correlaocién observada entre oapacided protocto-
ra ¥ la proporeién y extensién de la formaoién de dimul-~
furos de megcla, represente la dnica expliomscién parm
la relacién entre la estructura quimica y capacidad pro-
teotora de los oompuestos del grupo cisteina-cistesmina.

El papel fundemental de los grupos ~SH en proce-
gos bioquimicos, esta bien establecido, los gupos ~SH
y ~S-S- son partioulsrmente vulnersbles tanto a la moeidn
direota como indirecta de la resdiaciém ionisente (BA~
RRON y DICKMAN, 1949), por lo tanto la hipStesis de
los disulfuros de mezole, tiene una bese légioas pars
el mecanismo de protecoién contra le aceién, tanto di-
reota como indirecta de las radlaciones ionigentes; pues
se deduce que el agenté protector intercepta la rsdis-
olén (DRAKE y col., 1957), (SHAPIRO y ELDJARN, 1955).

Bajo el punto de vista fisico-quimico sobre la in-
terpretacién de le proteceidén quimioca, eomo una reduo-
cibén de dosis verdsders, los datos experimentales so-
bre el mecanismo de disulfuros de mezela, proporcio-
nen evidencia sobre el é&xito de tal proteceién y bajo
este punto de vista le presenoizs del protector parece
ser que no influye en ls ionizaciones iniciales de las
moléoulas del blanco de impacto.

Segin la base de la hipbtesis de disulfuros de
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mazols, se puede suponer que las moléoules del blan-
co de impeoto lleven en la proximided de los grupos
w3=3= ¢ -J1 aocepibles, otros gMupos oRrgedos NEER~
tivanente (ocarboxilo, fsnol o grupos hidroxilos) ca~
paces de estebilizar la formacidn de disulfuroe de -
megzcla con el proteotor. HipStesis que podrd sexvir
ocomo guia en el future para estes luvestigeoiones. -

Aotualnsnte, los compuestos nbe esbadialios y wili-
lizados som 61 ART y cistecanming, mmbos son guinicsmens
te establoe ¥ se pueden sininistrey oralmente. Se ha
encontrado que el AET protege K mouss y perros, pexre
la toxicidsd del producte o8 tan alta en estns espe~
oies, que el compuesto tiens que ser administredo en
poquefias dosis, mmentando le osntidad en un periods
de verios diss, entes de que los nivelos protectores
soan alcengedos. Los efectos en el hombae del ART ¥y
otros derdivedos de coisteanins, sotualmente enten sien-
do estudiados.

El mecanismo fisicogquigico de la protecciim se-
gin BACQ y ALEXANDER (1955), es que lss entidades qui-
nicas formadas en el agus pueden yeagoionsr con une Be~
eromoléouls vital (por ejemplo RH) para dar un rsiical
11bre (R*)

RE ¢+ OH ww——> R® 1120
este rediecal puede luego conduocir & la pérdida de la
actividad bloldgica. En presencia de oxigeno la rese~
oifn serd

R® ¢ O ROO*®
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que puede dar Mugar a un radical peroxilo cuys ines-
tabilidad es bien conocida. E1l protector quimieo afis-
dido (PH) puede luego combinarse con cualquier R' o
ROO° para daer un producto estable, que retenga aoti-
vidad, o bien actue como un agente de transferendia
que oconvirtiera de muevo a los radicales libres a ma
forma originsl,
R" ¢ PH => RH + P'

En el mecanimmo de la protecciém del sistems po-
limero, se tiene le evidencis (ALEXANDER, 1953), de que
la degradacién del &cido polimetaorilico en soluocién
acuosa diluida se lleva a cabo por los radicales HO
formados en el agua por el proceso:

H,0 + 0, -~¥22L%, no,* 4 om'

Le ruptura de la oadens principal del &cido po~
limetacrilico, es improbsble que me realiee por di-
soclacién directa &l combinarse con el radical libre,
pero probablemente envuelve la formaclén de un esta-

2

do intermedio de un compuesto inestable que se des—-
compone:
RE + HO," —> H,0 & RO" (inestable)

La proteccidén puede por lo cual oourrir em dos
formas:t el egente protector (PH) puede competir oon
el polimero para el radicsal Hoa, o puede cambinarse
con el oompuesto intermedio inestable pars dexr un
compuesto estable,

PH + RO° —> P' + ROH (estable)
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Este dltimo proceso es conocido como unz reao-
clén de trmnsferencia, y de estas reacciones de trans-
ferenciae existen michos ejemplos, particularmente en
polimerizacién. Entre los agentes de traneferencia
nés efectivos esten los oompuestos -SH, y en menor
extensién las eminas. Todas las sustencias que ten-
gan un dtomo de hidrogano reactivo, es de suponer que
pesasen més O menos por una reaococién de este tipo.
Sin embargo se ha objetado contra el punte de vista
de que unsa resccién de transferencis se verifique en
le proteccién. Primergmente,solo las sminas no ioni-
zadaes, pueden aotuar como agentes de transfereneiaj
les sales eménices son completamente insotivas, afin
algunes de las emines més efectivas tienen wvalores de
pK mayores de :!.O6 y estaran totalmente en la forma ca-
tiénica a pH 7. Sin embargo, se ha demostrado que la
aoolén protectora de las amines es independiente del
pH ¥ qQue le anilina, por ejemplo, es tan activa io-
nigada como no ilonigeda. Jegundo, derivados de tio-
urea, triptemina hidrocclorhidrica, y otras sustencias
buenas protectoras no actiian como agentes de tramsfe~
rencia en reacciones de polimerizaciém (PISCHER y
GOUTIER-PIROTTE, 1954), (BACQ, 1953). Jercero, todos
los oompuestos de ~SH estan lejos de sexr agentes de
transferencia, y s0lo algunos son buenos protectores
(LORENZ, 1952).

La propiedad comfin de los agentes protectores pa-

rece ser la alta reaotivided con los radicales HOZ'



- 82 -

Quinicemente la reaccién entre un sgente protector |

(PH) y un radiocal H02 puede ocurrir de las si@,im«‘ :

tes formas: .
PH & HO, —> P° ¢ H,0 | (1)

2 22 | .
et o - -, ot

PH & HO, — P'H & HO, (m:2 + H -a»nzoz) (2)

PH + HO, —» P0° & H,0 (3)

PH + HO, —> PHO & OH' (4)

Ro hs sido posible deoidir por cusl de estas reac—
clones los diferentes agentes protectores se combinem
oon los readicales HOZ.

Ningtn parslelismo parece existir entre la inhibi-
clén de polimerizacibén por competiciém para los radioe-
les libres OH y la acoidén protectora (ALEXANDER, 1953).

Hay un estrecho parslelismo en las series de los
fcidos grasos eon relacién a le protecoién y el amen—
to de formeoidén de 3202 en soluciones acuosas alres-
das. Este Wltimo proceso puede interpretarse como una
reaccidén del soluto con Hoa en sentido opuesto a los

radlceles OH.

Aocibén quimice v bioldgica de los eompuestos -SH,
protectores.

12. El compuesto protector cisteina, cisteamins o
cualquier compuesto similar diesminuye la presién par-
cial de oxigeno y con ello reduce el efeoto de la ra-
diacibén. Un efecto similar se alcanze por le captura
de redicales (HO,, H,0,). GRAY (1955) discutié este
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probleuka en el Congreso de Cambridge, y de acuerdo
con sus medidas, la cistefna dismimye repldazénte
el contenido de oxigeno de la solucién, y al mimmo
tiempo ella se oxida. ,

28. Es posible para los campuestos proteckores
reaccionar con los grupos -SH en la céiula y enmag~
carsr est0s por la formacién de disulfuros de mes~
ole de corta vida, Indicacién de ELDJARN y PIHL (1955).

32, E1 compuesto protector por su propis reacti-
vidad puede reducir le oxidacién. que se produce en ls
célula, o0 bien puede sustituir a los compuestos dems—-
truidos. Debe considerarse este posibilidad, sungue
loe compuestos protectores no son efectivos cuando se
den despues de la irradiacidn. |

En todos los mecanlsmos posibles se supm que
el compuesto protector reacoiona de una cierta forxr-
ma oon el medio que protege. En el primero hay una
oxidacibén a disulfuro, y les condiciones precisas pa-
re ello, pueden estudiarse fécilmente en modelos ex-
perimentales, partioularmente en catflisis con meta-
les pesados. Contres este tipo de reaceién hay la fox-
mgcién de disulfuros de megcla de un tipo totalmente
distinto de reamccibén que la formacién de disulfuros
bajo oxldacién.

Es posible que los compuestos protectores, por
su ocapacided para reducir, retarden o eviten oclertos
efectos oxidantes de la irradiaciém.
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II-4 4° 1 bromuro del hidrobr de 2 ~etiliso~
L] io como io ector.

El AET fué descubierto por el Dr. David G. Doher-
ty ¥ los laboratorios Schwerz lo ofrecen oomo tabletas
pera investigaoién quimica con el nombre de antiradén.

Con este radioprotector un gran ndimero de expe-
riencies se hen reslizado con rstones y se ha visto que
aunents merocadsmente el nfmero de smupervivientes ouan-
4o pe administre antes de exponerlos a la radisoién le-
tal. Efectos parecidos se han oonseguido en monosy y a0
tuslmente se esten haciendo estudios en seres humenos.
Le proteccién suministrade por AET se cree que derive
de la formacidn de sulfhidrilos libres "in situ* que
se combinen con radicsles libres que destoxifican. Es-
ta propledad suministra posibilidades para otros estu-
dlos fisiolbglcos, como por ejemplo la actividsd de en-
zimes.

Efectos fermecoldgicoe del AET (DISTEFARO, y ool.,
1959).

ELl AET como un agente profiléctioco contra los efec~
408 letales de radiscién he dsdo luger a que se estudie
gu acelibén fermecolégica.

DOHERTY y col, (1955) demoptrearon que el AET y to-
dos los compuestos de tiouronio que protegen ocontrs los
efectos letales de ilrradiacién, den prueba positiva de
grupos =SH con nitroprusiato. Pare explicar este fend-
neno, 26 ha dicho que el AET existe en una vardiedad de
formas (SHAPIRA y col., 1957).
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Cusndo una soluoién acuoesa de AET se hierve o se
deja, se forma 2-AT que da rescoién positiva de grupos
-3H ocon nitroprusiato y presenta alguna proteocién eon-
tre la irradiaseién; pero los oompuestos que no pueden
ciolarse en esta forma, producen un grupo sulfhidxilo
1ibre que no protege contra la irradiascibn, por ejem—
plo, 4-eminobutilisotiuronio brommro (ABT).

La facilided de un compuesto para ciclarse y dar
pruebe positiva de grupos -SH con nitroprusiato, puede
tembien relacionsrse con su actividad faxmacoldgiosa.
Para probar esta hipétesis, se comparan cilertas acclo-
nes farmameollgicas de (AET), bromuro 3~-sminopropiliso-
tiuronio (APT) y (2-AT), que dan oon nitroprusiato reso-



oilén positiva de grupos -SH, con (AET) que no da dichas
prueba positiva de grupos -SH ni tiene efecto proteo-
tor contra la rediacién. ‘

Las acciones del AET, APT, y algunas de las acolio-
nes de 2-AT, se atribuyen a le presencia de grupos sul-
fhidrilos libres.

ABRT, que no puede formar ningtn grupo sulfhidrilo
1idbre, es relativamente inactivo famacolégiosnente.

Para el protector se requiere la estructurs de que
los Atcmos de azufre esten presentes o como grupos -SH
- 1libres, o como grupos disulfuros, el compuesto AET, asi
oomo otros protectores derivados de isotiuronio, son
excepcliones aparentes, puesto que sufren répido cambio
intramoleoulsar bajoe eondioiones fisiolégiocas para dar
derivados de cisteamina que poeseen un grupo -SH libre
(HAGEN y BLUMENFELD, 1956),(SHAPIRA, 1957).

ANDERSON y JOSEPH, (1959) prusban los efectos de la
rediecién sobre moluciones mouosas de sales de S~2-ami-
noetil tiuronio. Soluciones de sales de S-2-sminocetil
tiuronio (I) formeban 2-mercaptoetilguanidina (II).

La destrucoién de grupos -SH de (II) eres directa~
mente dependiente de la dosis de radiaciln. A altas do~
sis indioen que puede hsber une reacoién en ocasdena por
la radiosensibilidad de este compuesto.

La acoién protectora de (I) envuelve no =olo le sen-
sibilidad de le radiseién del grupo -SH libre, sino tem-
bien la ocapacidad de unirse con moléoulas biolégicas ra-
diosensibles y protegerlas del peligro de la radimsciém.
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A - III. Obtencifén y enflisis del ovomeoide.



III-al. Obtencién y purificecibén.

Hemos seguido en su meyor parte el procedimiento de
FREDERICQ y DEUTSCH, ocon pequefias modificaciones en ouan-
to a la purifioasoién:

Se paxrte de 350 cc, de claras frescas (de huevos
puestos unaes 24 horas antes). Se homogenizan, se
les ajusta 6l pH a 3,5 oon SO4H 1N, se afiade 1

volumen de acetato sédico del 16 %, @6 vuelve &

ajustar el pH a 3,5 con NaOH y se dejan en repo-
g0 unas 20 horas, después de este tiempo:

Decantar y ocentrifugar

Preoipitedo I Soluo
Se £1ltra y se afiade solucifén de

(descerter) NaOH 0,5 N hasts pH 6; se pone a
02C, se ailaden 2 volumenes de eta-
nol del 95 %, preenfriado, temp.
-69C a -82C y se deja a esta temp.
varias horas. Se decanta y se fil-
tra.

Precipitado II Solueibn
Se considera como ovomiocolde orudo. (descartar)

Se disuelve en agua & 02C y se dia-
1iza contra sgua destilade 4 dias @&
0eC y se ajusta el pH a 2,3. Se safla~-
de agua destilads y ClNa hasta unsa
fuerge iénica de 0,02 y se ejusta con
S0 Hz 1N hasta pH 3,2. Se le afiade 1
voi. de etanol del 95 % preenfriado y
se deja unas cuantas horas a -62C o
-82C y se centrifuga a 02C.

Precipitado III Solucién
Se disuelve en agus y se (descarter)
liofiliza.

Ovomucoide purifiocado



Rendimiento:
ovomicoide obtenido
densidad de la ¢lara

1'2248 e

350 ce. de claras x 1,0285 (densidad) = 360 g.

R% = 1003;51.225 = 0,349

La purega de la proteina se determind por elec-
troforesis y por curvas de solubilidad. La eleotrofo-
réeis se llevé en veronal y en fosfato bufferes a dis-
tdntos pH, y dentro de la inhomogeneidad elecirofore-
tioca del ovomucoide, la fraccién obtenida manifestaba
una gran pureszea.

III-aa. Anfliesis elementel y determinamoién de grupos

‘ KH,, exosaminas y eminodeoidos, oomo indioces

para conocer los cambios de la proteina al
sexr irrediasda.

Se determiné nitrogeno totel por micro-kjeldahl y
obtuvimos el 11,02 ¥ quizas algo bajo con relaoibén &
1o indicedo en la bibliografia, pero posiblemente la
proteina tenia un 5 % de agua.

Para determinaer exosaminas se ha seguido el pro~
cedimiento de ELSON y MORGAN; con las indicaciones de
GUNNAR-BLIX (1948).

Se hidroligaron 50 mg de ovomicoide con 5 cc. de
ClH 2N, en tubo cerrado durante 14 horas a 1002C; una
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vez filtrade la solucién de los hidroligzados, se de-
ja en reposo durante algin tiempo con ocarbén animsl,
se vuelve a filitrar y se neutralizas con NaCH, 4N uti-
lizando como indicador rojo de metilo (vireje a pH
4,2 = 6,3). El volumen de esta solucién se mide exaoc—
temente. De esta soluoién se tomen 2 co. y Be aoofi-
la con 2 co. de una solucién de acetilacetona recien
preperada (0,75 co. en 25 0o. de una solucién de car-
bonato sbdico 1,25 N). La acetilacién se higo en tu-
bo cerrado y en befio de agus & 962C durante 20 mim-
tos.

Enfriaedos los tubos a la temperatura smbiente,
ge les afindié a cade uno 20 ce. de alcohol de 968, Se
mezclen bien y se les pone 2 c¢. del reactivo Ehrlich.

Despues de 45 mimutos de afindido el resctivo de
color, se hicileron las lecturas en el fotocolorimetro.
( SPAKKER-PHOTOELECTRIC ABSORTIOMETER H~760) filtros
Kodek 3 y 4.

Lg escala paetrén. Para determinacién de exosami-
nes, se prepara uns soluoién de glucosemina de 0,4mg/cc
gegin la informacidén bibliogréfica, la sensibilidad
del método esté comprendide estre 0,042 mg./26 ce. e
0,170 mg./26 cc. de glucosemine.

Reactivo Ehrlich: 1,6 g. de p~dimetilaminobenzal-
dehido, en 30 cc. de ClH concentrado y 30 cc. de al-
cohol de 962.

Obtuvimos de glucosaming el 10,45 %.




Parg determiner grupos EZ’ segin MOORE y STEIN

(1948) se prepara el siguiente reactivos 0,8 g. de
Clasn. 2H20, disuelto en 500 ce¢. de buffer citrato
(21 g. de &cido ocitrioco. 1H,0, FaOH 1N y agua hasta
500 co.) & PH 5. Al que se le afinde otra soluoibln
proparada con 20 g. de ninhidrina en 500 cc. de me-
tilcellosolve (etsmol -2 metoxy).

Esta solucidén se satura de N2 ¥y Be guarda en ne-
vere en frasco topacio.

Se afiade 1 cc. del anterior reactivo a 1 coc. de
les mestres de proteina preparadas al 0,1 %$. Se ca—
lienten los tubos a ebullicién en bafio de agua duran-
te 20 minutos, se dejan enfriar y se mezclan rapide-
mente con isopropanol del 50 % y se leen a 570 mi
dentro de los 15 mimutos despues de haberlos quitedo
del bailo, frente a un blanco tratado de la miams for-
me y ain proteinas.

Estos velores se llevan a una ocurva patrén pre-
peraede previemente con alanina.

Se obtuvieron paras el ovomucoide 2,8 y de &2493'
Se determine el contenido en sminoéoidos ocualita-

tivemente por cromatograefie, segfin DURRUM (1955), en
cémare de butanos-acético-sgua, encontrando fenilala-
nina, cistina, tirosina, lisins, leuecine, slanina, sr-
ginine y metionina. E1l triptofano se ha determinado
colorimétricemente por el método de GRAHAM (1947). Se
toman de 10 & 20 mg. de ovomucoide y 35 mg. de gela-
tina, se calientan a reflujo con 2 cc. de NaOH 1N du-
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rante 2 horss, se enfria esta mezola s la temperatu-
ra ambiente y se le afiade oon agitacién 0,5 co. de
p-dimetilaminobenszeldehido al 2,5 % en &oido sulfd-
rico del 10 %; 0,2 cc. de nitrato s6dico del 2 % y
28 00, de &cido olorhfdrico concentrado. Estaes solu—
ciones se dejan en reposo duraente 30 mimutos y se di-
luyen a 100 co. con alcohol del 50 %.

Se miden asi preparades en colorimetro o en es-
pectrofotémetro a 550 mjn .

Hicimos variles determineciones y en todas obtu-
vimos resultados negativos.

III-a3. Egpectro de esbgorcién en el ultravioleta del
ovomucoide, diversos eminofieidos y glucosa-
mina.- Determinecién de ls relacién tirosi-
ne & triptofeno existente en el ovomucoide.

Todos los espeotros gue hemos obtenido de la pro-
teina y de sus componentes se han determinado en un
espectrofotémetro BECKMAN DsU» ¥y las ocurvas se hen di-
ujedo llevando las longitudes de onde ocontra absor-
cibén especifica. Resultedos que quedan resefiedos en
lag tablas y gréficas de la seccidén III-cl, compara-—
dos con los obtenidos despues de la irradisocidn.

La determinacién de la relacién tirosins a trip-
tofano se realizd segin el método de HOLIDAY (1936).

Se mide el espectro de la proteina gl 0,1 % en
NaeOH 0,1 N antes y despues de irradiar, cuyos resul-
tados se tabulen en ls seccidén III—02 ¥ #e caloulan



por le formula:

¥4 irosina 04592 Djgy 4 = 09263 Dogy

¥y riptofano 04263 Dygs. 0 = 02170 Dpgy 4

Siendo D la densidad 4ptica de la solucién a la
longitud de onda 280 y 294,4 n  fe o
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B - III. Irradigoién: fuentes, dispositivos y dosis.



12). Se utilisa Ra en agijas prooedentes del Inas%
tuto del Cancer, y se irradis en dos dispositivos &ife-
rentes, gréfiows n2 1 y 2.

29). Fuente de eos°. de 26 curios en el Hospital
de San Prancisco de la V.0.T. Esta fuente, segin cali-
bracidn, $iene 420 x/b & 25,5 @, El dispositivo que
hemos utiligedo pars la irradisciln, puede verse en la
gréfica ne 3.

32). Puente de 3'137 s instelads en los caempos dsl
EROIN (Alosla de Henares) que supervidsn los Ingenieros
del Instituto de Investigmeiones Agrondmicas.

La bomba tiene forma de cilindi'o hueco, pars &pro-
vechar simulteneemente los campos externo e interno. El
envaee de la fuente es tambilen eilindrioco de hierro y
de plamo, tal que le radiasciln en la superficie no pesa
de 10 mr/h. Por el interior del envase puede deslizarse
une piega oilindrics de hierro con la ofimara para mies-
tras en su parte centrak. Todas les plesas estan ocublexrs
tas por fuera ocon chape de acero inoxideble, asl eomo
el c¢ilindro axmedurs que contiene la cepsils del isoto-
Po.

. , ey )
0 b A SAS A& £3 Ak AARLE @

Oomo es ldgico todo el sistema tiene un memejo @
distencia desde une caseta control fuera del campo.

Rosotros hemos irradiado las miestras en le parte
interior ds la fuente en 1la forma que puede verse en
la gréfica n2 4.
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La désis en el centro aloemza los 125.000 ¥/h. Ls in-
tensidad tebrica del osmpo externo supone unos 800 r/h
a un metro de dlstancia. '

IIl1~b,. Dosimetris y doeis gplicadas.
Para dosis de 1.000 e 100.000 », hemos utilisedo

dosi{metros de eulfato ferroso, preparsdo segin WRISSH
(1952).

Se colocan en ol dogimetro S es. de la soluoén
10~ de sulfato ferroaméanico Y 2¢ pone a irradisr a
la ves que las muestras. Despues de la irrsdimcién se
efectun le colorimetries del i6n 24rrico formado. Pre-
viemenie obtuvimos le curva patrin del iSn feéxrico pa-
re la colorimetrie del sulfociamuro. El resctivo de
eolor se vreparS poniendo, 1 oc. de la soluciln de
gulfooianuro 1N y enrssado a 5 oc. con sulfdrico 0,8N.

De los 5 0o. de solucién de sulfato ferroamémico
irradiados en el dosfmetro se tomsn 2 ec., se le sfla~
den 2 co. de &cido sulfdrico 0,88 y 1 co. de la solu-
oién de sulfooiapuro andnico 1N y se leen frente a un
blaneo en el fotocolorimetro a 4.800 i. Se llevsa s una
gréfica en ordensdas, la absoroién correspondiente y
en ebsolses los M Pe'‘’/1, formados.



TABLA I

N® cc. solucién e""* LM/l Lecturs en el solori-
muestras patrén Fe'‘® netro, 4.800 1.
Blanco 0 0 o

1 0,2 40 0,218

2 0e5 100 0,581

3 1,0 200 0,936

4 1,5 300 1,092

5 2,0 400 1,127

6 245 500 1,130
1 Colorimetria del sulfocienuro.

Posteriormente calculamos laes dosis mspliocedas en funoién
de G, siendo G el nfimero de moléculas formedas por 100 eV,
BROWNELL (1956).

Pactores que hay que tener en ouentas
12). 32,5 eV por par de iones en aire.
2%). 1,61 x 1()12 pere de iones por roentgen por gremo
de aire.
32). 6,06 x 10“'23 ndmero de moléculas gramo, por mol.
42). Densided del aire.
Cuando se mide la produceién de idn férrico (A) en

_»W/1/r, se puede comvertir en n? de moléoules de ién f£é-

rrico formades por cc. y por roentgem, por la expresifén:

6,06 x 1022 x 10™2 x A, o bien 6,06 x 10°% x A mole/co/r
60

Para laes energias del fotén del Ra y del Co -, se
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considera que el sulfato ferroeménico y el agua, absor—-
ben casi enteramente por el prooeso Oompton. 1 gramo
de la solucidén de sulfato ferroaménico sbsorbers apro-
ximademente le mismme energia por roentgen que absorbe
el aire: ,
1,61 x 102 x 32,5 oV

Puesto que 1 00. de sulfato ferrosménico 10™M pesa
1,23 gremos, la energia sbsorbida por cc./r sera igual
&t 1,61 x 102 x 32,5 x 1,23 oV = 52,3 x 10"2 x denaided

_ 6,06 x 10 x 4 x 10° _ 1.158,7 x A _ 1.158,7 x4

G
52,3 x ].()Iz x densided densided 1,23

Se he determinedo G por el método colorimétrico
pare radiaeciln gauma y tiene el velor de 15,6 & 0,3
(HOCHANADEL y GHORMLEY) y 15,8 £ 0,3 (LAZO y ool.)
15,45 ¢ 0,11 determinado por SCHULER y ALLEN es probe-
blemente el de mayor exactitud segin la revieién de
PRICE (1958).

¥omemos pars miestros ofilculos un valor pera G =
15,5

Despejando A de la formala enterior tenemost

A= 222 X123 | 50164 M/1/r
1.158,7

El nfinero de roemtgens que ha recibido el dosi-
metro seras
JM/1 (formsitos de Fe'°®)
0,0164

ntg de r =
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Le Tabla II recoge las lecturas colorimétricas
del ién férrico formedo en relacién de las dosis apli-
cades.

PABLA IX

Dosis Leoturas, _MI/1 (Pe'’’)  LM/1 (Fe''") roentgens

a 4,800 R 2 oec. totoles (en 5 co) oaloulados
18 0,049 8 20 1,21 x 100
28 0,229 40 100 6,10 x 10°
3 1,020 216 540 3,29 x 10#
48 1,09 300 750 4,57 x 0%

Céloulo de les dosis reocibidas por las muestras
liquidas segin el dispositivo de irradiecién utilizado,
Gréfica 1 (BROWNELL, 1956).

r/hﬁ = g de Ra x 81:4' X tans-‘l (I/Ed)

a® x (1/2a)
d (distancia del tubo e la fuente de Ra) = 1,7 am.
L (altura del liquido en el tubo) = 3,8 mm.
/24 = 1,176
tang"l (arco tangente oxpresaedo en redisnes 1/2d =

0,84 redianes.

r/hs - 8’4 x 0!84
2,89 x 1,117

X mg. Re

r = 2,185 x mg Ra x horas.
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L IX

Dosis mg Ra ?oragi::ién g::i:ales dosis total
1z 200 1,75 760 »
38 200 183,25 80102 r
48 200 102,90 44967 r

" 300 52.00 34086 r

" 350 24,50 18735 r

" 400 254,00 224618 r 322406 X

Dosls aplicedes con el dispositivo, Gré&f. ne 2.
Se utiliza le misme formula aenterior.
L (alture del liquido en el tube) = 10,6 em.
d (distancia del centro de la fuente de irradiscién &
le mitad del liguido irradiade) = 1,4 om.

1/2d = 2228 - 3 7857
2,8

arco tengente 3,7857 = 1,3124 redisnes.

r/h = -BE Ra x 8,4 x 1,3124
Ty42

= 1,486 x mg Ra

r= 1,486 x mg Ra x horas.

Como la irrediscién durd largo periodo de tiampo
y le proteina estebe a meyor concentracibn, se encon-
trabe totalmente desnaturslizada; no se obtuvieron los
espectros, ni se determineron los demés indices.
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Célculo de dosis: fuente de ggso.ailpoa;tiga &rb~
fica n2 3.

Segin la calibraociém do esta fuente en el lugar
que estaba irradisde, deba 420 r/horg/25,5 am. dis-
tancia.

r/b = _1 _END ax = _mp°
n (4+x)° da (4 + h)

N = 240 v/h

D=25,5em

d = distancis del tubo que oontiene la solucién a la
fuente de 0060. '
h = altura del liguido en el tubo.

12 dosiss

ne pu 420 x 25,5% x 17

3,24 (3,24 + 10,5)

- 1,04 x 10°

d= 3’24 am
h=10,5 em
tiempo = 17 horas.

28 dosims

6

2
420 x 25,5 x 17 = 1,064 x 10 r

0y4 (0y4 & 10,5)

nt r=

d==0,40m
h = 10,5 cm
tiempo = 17 horas.
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Fuente de 03137,diapoaitivo msegin la Gréfica ne 4.

Como ya hemos indicado la irradiscién se ha efeo-
tuado en el interior de la fuente donde se recibe la
mayor eficiencie. Esta fuente estéd oalibrade para do-
sis desde 0 a 125.000 r/h.

Segin la oalibracién que tienen hecha de dlcha
fuente, nosotros hamos gplicedo les sigulentes dosis:

18 dosist 10° r/l hora.

28 doeis: 2 x :L()6 r/20 hores.
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0 - III. Irradiacién de aminoécidos.

III-cl. Espectrc de abeorcidn en el ultravioleta de
diversos sminofdocidos y de glucosemine, irra-
diados con diferentes dosie y su comparacilém
con los espectros normsales.

Se han obtenido los espectros de mbeorcidn Qe
varios sminofcidos y de glucossming antes y despues
de irradier y a les dosis indiocadas. Estos resulte-
dos van tabulados en la Tabla IV y gréificas nt 5 e
nt 12.

Con la fuente de Re se aplicd la dosis de 68.718 »
en un dispositivo que se muestras en la Gré&fica nf l.

Con la fuente de 0313? eplicamos 2 x 11.06 r en ol
dispositivo ya indicedo.

De glucosemina utilizemos dos muestras distintas,
la que se irradié con Ra creemos que tenis menor pure-
z& gque la que se irradid con 05137. asi es que los es-
pectros normales de estes dos muestras son bastante dis-
tintos. ‘

El espectro del triptofano presenta el méximo de
gbsoroién en la misme longitud de onda que el ovomu-
colde, por cuya razén nos ha paiecido conveniente te-
nerlo en cuente.

En la Gré&fica n2 13 representamos el espectro ul-
travioleta de la hidrdlisis fcida del ovamucoide con
y 8in triptofano, y en la Gréfica n? 14 hecemos une
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1) Clorhidraw de glucosamina en aa ol O1 %

2) dosis 6878 (Ra)
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comparacidn del espectro normal del ovomuooide con el
obtenido de uns mezoclae sintética de los aminodoidos
que lo forman, en le proporeién dada poxr RCMANOFF.
Tabla IV bis.

. Determinacién de la relacién tirosins-tripto-
fano en el ovomucoide despues de la irradis~
oidn. v

III--c2

Segin lo indicado en el pérrafo III—aB. pars ocal-
culer esta relecién hemos utilizedo la formule

¥rirosina 0,592 D294l4 =~ 0,263 BQBO.O

Myriptofano 07263 Dpgg o = 00170 Dogy 4

Siendo las densidades Opticas antes y despues de irra-
diar: '

Antes de irrediar Despues de irradiar
Dago,0 = 01460 Dag0,0 ™ 1413
: 13294'4 = 0,613 13294,4 = 0,987

valores que sustituidos en la fornmla antexrior dans

antes de irrmdlar M
Tirosina
. = 14,5

MTriptafano
despues de irrediar

Mmiroatna - 2,08
Mpriptofano
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III-03. Anflisis de la difueién Ravleich en los espeo-
tros de las muestras anteriores.

Hemos comperedo los espectros obtenidos de las
diferentes sustesncias antes y despues de irrsdiar pa-
ra poder determingr log cambios intrz e intermoleou-
lares que hsn tenido lugor durente la irradiacifm.

Se representa gréficamente la funciémn )\"A fren—-
te a )\, siendo A le diferencis de absorcién en el
espectro de las sustanclas sntes y despues de la irra-
dlacién y )\ la lengitud de onde o estes diferencias.

En lae tables V y VI, gréfica 15, correspondien-
tes a meilonine y clstina, =& observa que estes no ma-
nifiestan prasticemente a las doslis que han sido irrs-
diadag, ningin cambioj sin embargo la bete-fenilalani-
ne a la misme dosis esté francemente alterada. Teblae
VII, Gréfica 15.

La tirosing manifiesta un pequefio cambio intramo-
lecular, Tebla VIIXI, Gréfioa 15§ pero el &ocido aspéxr-
tico correspondiente & la Tabla IX, Gré&fica 15, se ve
que s pesar de haber sido sometldo e una dosis de ra-
diecién de 2 x 10° r estd cest inelterado.

En las Tablas X y XI, Gré&fios 15, ocorrespondien-
tes a la glucosaninag, se ve que & pequefias dosis hay
disminucién en la sbsorcidén, shora biem, no tenemos se-
guridad de le pureza de este producto. Con otra nueva
nuestre de glucosemine més pura sometida e una dosis
de 2 x 106 r, aparece como uns sustancias extireordina-
riemente sensible a ls radiscibmn, y estd alterada.
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TABLA V

Anflisis de le difusién Rayleigh
Metionine en agus al 0,1 %. Dosiss 68.718 r (Ra)

X A Aoaag? A4
240 0,030 33,18 0,995
245 0,045 36,03 1,621
250 0,050 39,06 1,953
255 0,045 42,28 1,903
260 0,045 45,70 2,056
265 0,050 49,32 2,466
270 0,045 53,14 2,391
275 0,045 57,19 2,574
280 0,045 61,47 2,766
285 0,040 65,98 2,639
290 0,030 TO,T73 2,122
295 0,025 75,73 1,893
300 0,025 81,00 2,025
305 0,020 86,54 1,731
310 0,020 92,35 1,847
320 0,010 104,86 1,049
330 0,010 118,59 1,186

340 0,010 133,63 1,336
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Oistine en O1H O,1N &l 0,% %. Dosis: 68.718 » (Ra)

————

, 7

N A NP

240 0,123 33,18 4,081
245 0,110 36,03 3,963
250 0,105 39,(6 4,102
255 0,090 42,28 3,808
260 0,100 45,70 4,570
265 0,095 49,32 4,685
270 0,085 53,14 4,517
275 0,080 57,19 4,575
280 0,080 61,47 4,917
285 0,090 65,98 5,938
290 0,070 70,73 4,951
295 0,065 75,73 4,923
300 0,058 81,00 4,698
305 0,050 86,54 4,327
310 0,040 92,35 3,694
320 0,025 104,86 2,621
330 0,015 118,59 - 1,779
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TABLA VII

«~fenilalening en ague al 0,1 %.Dosis: 68.718 » (Re)
Anflisis de ls diSusién Remyleigh

N A Ny 4g2 A4
240 0, 2775 33,18 9,207
245 0,2650 36,03 9,548
250 02550 39,06 9,961
255 0y 3400 42,28 14,376
260 02700 45,70 12,338
265 0,2900 49,31 14, 302
270 0, 3500 - 53,14 18,600
275 0, 3675 57,19 21,018
280 0,2925 61,47 17,979
285 02650 65,98 17,483
290 0,2200 70,73 15,560
295 0,2100 75,73 15,904
300 0,2050 81,00 16, 605
305 0,2000 86,54 17,307
310 041975 92,35 18,240
320 041900 104,86 19,923
330 0,1850 118,59 21,9840
340 0,1700 133,63 22,718
350 0,1475 150,06 22,134
360 0,1200 167,96 20,155
370 0,0925 187,41 17, 336
380 0,0750 208,51 15,639
390 0,0600 231,34 13,881

400 0,0525 256,00 13,440



ZABLA VIII

=120 -

Tirosina al 0,01 ¥ en C1H 0,1N. Dosiss 68.718 » (Ra)

Anélisis de la difusifn Rsyleigh

A A R = Q
240 0,105 33,18 3,484
245 0,0835 369 03 2,973
250 0,0750 39,06 2,93
255 0,0700 42,28 2,959
260 0,0625 45,70 2,856
265 0,0600 49,32 2,960
270 0,0625 53,14 3,322
275 0,0700 57,19 4,003
280 0,0800 61,47 4,917
285 0,0850 65,98 5,608
290 0,0775 TO,73 5,481
295 0,0600 75,73 4,544
300 050500 81,00 4,050
305 0,0475 86,54 4,111
310 0,0450 92, 35 4,156
315 0,0450 98,46 4,431
320 0,0400 104586 4,194
330 0,0350 118,59 4,131
340 0,0300 133,63 4,009
350 0,0250 150,06 3,752
360 0,0200 167,96 3,359
370 0,0175 187,42 3,280
380 0,0175 208,51 3,649
390 0,0150 231,34 3,470
400 0,0125 256,00 3,200
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ZABLA IX
Aspartico al 1 % en (O1H. Dosiss 2 x 106 b (0-137)
Mélisis de la difusidén Rayleigh

\ A )*L; o‘? X" 4
240 0,08 33,18 2,65
245 0,06 36,03 2,16
250 0,05 39,06 1,95
255 0,05 42,28 2,11
260 0,045 45,70 2,06
265 0,05 49,32 2447
270 0,05 53,14 2,66
275 0,055 57419 3,15
280 0,055 61,47 3,3
285 0,055 65,98 3,63
290 0,045 70,73 3,18
295 0,045 75,73 3,41
300 0,035 81,00 2,84
305 0,03 83,54 2,51
310 04,0275 92,35 2,54
320 0,015 104,86 1,57
330 0,015 118,59 1,78

340 0,085 133,63 0,67
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TABL A X

Clorhidrato de Glucosamina en egua al 0,1 %
Dosis: 63.718 r (Ra).
Anflisis de la difusién Rayleigh

A A A o8 AN
240 0,0650 33,18 2,15
245 0,0550 . 36,03 1,98
250 0,0500 39,06 1,85
255 0,0600 42,28 2,54
260 0,0600 45,70 2,74
265 0,0700 49,32 3445
270 0,0800 53,14 4,25
275 0,0650 57,19 3,72
280 0,0525 61,47 3,23
285 0,0275 65,98 1,81
290 0,0150 70,73 1,06
295 0,6100 75,73 0,76
300 0,0225 81,00 1,82
305 0,0300 86,54 2,60
310 0,0400 92,35 3,69
315 0,0525 98,46 5,17
320 0,0625 104,86 6,455
330 0,0800 118,59 9,49
340 0,0725 133,63 9,69
350 0,0650 150,06 9,75
360 0,0600 167,96 10,08

370 0,0500 127,42 9, 37
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EABLAS XI

Clorhidrato de Gluoosaming al 1 % en sgus. Desim: 2 x 2% »

(0s¥7)  Anélisis de 1a difusifn Rayleigh

D A Mgt PN
305 1,785 83,54 49,11
310 1,485 92,30 137,14
315 1,235 98,46 121,59
320 0,985 104,86 103,28
33 0,550 118,59 65,23
340 0,265 133,63 35,41
350 0,115 150,06 17,26
360 0,025 167,96 4,20
379 '0;020 187 .42 ‘3[75
380 “0’055 208!51 "u!"’
390 -0, 085 2324 34 ~19,66

400 ~0,102 256,00 «26,11
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D - IIX. Rediosensibilidad del ovommcoide compareds
con lg de la sexroalby bov ovoalbd-

mine y glicoproteina bm' (fraceién VI).



- 126 ¥

D - ITI. Radiosensibilidad del ovomugoide comparads

on la de la seroalb b : o

III-dl. Determinaoién de grupos R52 ¥ glucosamina en
las proteinss snteriormente indiocadas, antes
y despubs de irradiar.

Segfn recopilecién bibliogrifioca lae proteinas em
cuestién tienen la sigulente composiocién en aminodoci-
dos y carbohidratos, que recogemos para poder disou-
tir posteriormente le influencis que dichos constitu-
yentes pudieran tener en la radiosensibilidad de las
proteinas. De la glicoproteina bovina (freceién VI),
no tenemos més datos que los determinados por nosotros
en exosamina y grupos NH,, Table XII.

Se determina el pH de las soluciones de proteinas
entes y despuss de irresdiar, y los resultedos quedan
tebulados en la Tabla XIII.

La Tabla XIV recoge los resultedos obtenidos en
exosaming, antes y después de irradier, y se establece
la comparacién del contenido en las cuatro proteinas.
Observaendo que a le dosis de 105 r, practicemente no se
modificen. A dosis de 2 x lo6 r; francamente disminuye
en todos.

En la Table XIV estan tamblen recogidos los resul-
tados del anélisis de grupos NH2 en el ovomucolde y las
resteantes proteinas, antes y después de irrasdiar. Obser-
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Censtituysntes por ciento de las protefnas irredisdas segini

Constituyentes Ovoalimina Ovomeoide Sercalinina
FEVOLD (1951) yRvOLY (1953) STRIN y MOORR(19
Alanina 5¢8s 647 2,3 6,25
Arginisa 5¢91 5,6 3,7 2990
Acide Aspértioce Feds 8961 To4 13,0 10
Cistine~Cisteins 1,335 1,785 2,0 671 4,03 653
Gisteins 1,05 1,28; 1,4 5,91
Aoide Glutamice 16,15 14,03 16,9 61 16,5
Glieina 3,2 3,8 1,82
Histidina 2,33 1,5 1,6 2,2 4,0
Hidrexiprolina 0
Iselevcina TeTs 1,0 1,4 2,61
Leucina 10,15 9,25 9,6 5,1 12,27
Lisina 6,63 6,13 5,0 6,0 12,83
Metionina 3923 4,85 0,91 1,4 1,81
Fenilalanina Ts85 6,35 5,4 2,9 6459
Prolina 4,05 3,0 2,7 415
Serina 8,Ts 10,33 8,2 42 4,83
Triptofano 1,2 0,33 1,65 2,0 0,58
Treonina 41y 3963 4,48 55 5,83
Tirosina 3,9 34 5006
Valina 7513 8,9 6,0 5,92
N-total 15,8 13,35 13,5
N-smine 0,7 0,68
N-amido 1,1 1,23 1,4 1,0
8 1,5 1,62 2,2y 2,3 0,95
P 0,0993 0,13 (o]
Manosa 1,8 99T 12,3310,2
Gluoosamina 0,93 1,4

17,0312,6512,5;
13,5
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vamos que pars le dosis de 105 r los grupos EHZ ey ol

ovormcoide y en la ovoalbimina no verisn en relaciém
con los normales, Bin embargo en la dosis de 2 x 10§ r
existe sumento de los mismos, inversamhn$0 a lo que
ocurre eon la glucosamina. En le glicoproteins y se-
roelbiémine hey aumento de grupos §H,, adn a dosis de

105 T

. Espectro de absorcién en el ultravioleta de
dichas proteinas antes y despuls de irradiar.

III--d2

Obtuvimos primero los espectros normales de las
cuatro proteinas que llevemos en la mimma Gr&fiom, ne
16, observendo que el que presenta menor sbsorciln es
el ovomucoide y el de mayor la ovoalbimina, teniendo
una ebsoroién intermedis muy similar las dos protei-
nes bovinas. Probablemente el ovomicoide presenta me-—
nor ebsorcién, por su pequeiio contenido en triptofano,
que contribuye especificemente al méximo de abmor-
cibén.

Obtuvimos tembien 6l espectro del ovamucolide y
de la glicoproteine, irradiesdos en estado sblide, ai-~
guiendo los efectos de le accién direota de la radie~
cién.

En las Gréficas 17 y 18 se puede observar que a
las dosis aplicadas, practicamente solo existe peque-
fle disminucién en le absorcién y los efectos de la ra-
diacién son poco mercados como ers de preveer, segin
lo indicado cuando se irradia en aceidn direota.



Absorbancia

(0]
~
T

06

o3

ol

1

T

i

A

i

Ovomucoide

[

al O/%en agua sin irradiar

1
240

260

A
280

300 30 3490

A
Graf. 16

360

380

i
400

ma



Absorcion especifica x 100 —=—

EFECTOS DIRECTOS DE LA RADIACIONY - 132

L]

1400
Ovomucoide 0,1 % disuelto en agua
Para el espectro

— Espectro normal
1200 1 ' -—- 12 dosis — 765r (Ra)
- 2‘ o — 7604r v

I 3 * —go102r .
— 4 v -322406r .

3
3

®
3

600 |

400

200

T

L 1 1 1 Il L

2300 2500 2700 2900 3100 3300 3500 3700 3900

(A) Long. de ondaenl —e
raf. 17

A ]




Absorcion especifica x 100 —=

1400

1200

3
3

3

3
o

400

200

T

T

-

EFECTOS DIRECTOS DE LA RADIACION Y- 133 -

Glicoproteina bovina:fraccion X1
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Seguidemente compersmos & la misme dosis los ofec-
tos de la irrediecién en soluciones acuoses de estas
dos proteinas, Gréfices 19 y 20, Teblas XV y XVI.

De la oamperacién de estas dos gréfices se dedu-
ce que los efectos son mayores en la glicoproteins y
que debe existir en el ovemcoide elgdn factor natu-
ral que lo proteja.

Hemos obtenido tambien y van en la mimma gréfi-
ca, nf 21, los espectros de las cuatro proteinas ixra-
diedas con ?Lo5 T (05137 ) en una hora, donde francemen-
te se ve que le menos sensible he sido el ovamicoide
¥ la nés la seroslbémine que a este dosis se encuen-
tra totalmente desmetureligade.

En le siguiente gréfics, n? 22, se recogen loe es-
pectros de les mismes proteinss irradisdas a una dosis
de 2 x 106 r (05137) en 20 horesj se observa que las
proteinas estan todes desnaturalizedas, pero en mayor
intensided la seroalbimins y ovoalbdmina, presentendo
ambas turbidez en las soluciones, sobre todo ls seroel-
bimina.

Se advierte que estas dos proteinss son las de me-
nor contenido en oarbohidretos.
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E - III. Redioproteceién de estas proteinas por el

hidrobromuro del bromuro de 2-emino-etil-
isotiuronio (AET).
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E - III. Redioproteccifn de estas nggtggggg por el

hidrobromurg del bromuro 2 til-
ot Qe

III—el. Espectro de absorcién en el ultravioleta del
AET y del ovamicoide protegido por el AET e
las distintes dosis de radiscidn,

En lae Gréficas 23 y 24 se recogen los especiros
en el ultravioleta del AET sin irradiar e irrsdiasdo a
diferentes dosie, se ve un aumento regular en la ab-
sorcidén.

En cuanto el ovomucolde protegido por el AET,
irrediado con 0060, la proteine quedes totslmente pro-
tegide como se ve en la Gréfica 25.

En el ceso de la Tablae XVII y Gré&fioca 25 pe obser-
van los mismos cembios que en el ovommocoide solo, pexro
menog pronunciados porque le proteina esté protegida
por el AET.

III-e.. Anéllisis de la difusién Rayleigh del AET irra-
diedo, del ovomucoide y del ovomucoide prote-
gldo por el AET.

2

Las Tablas XVIII, XIX y XX correspondientes & las
medidas de la difusién Reyleigh del AET (Gré&fica 26) in-
dican la gran sensibilidad de este compuesto a la radis-
cién y sus excelentes propiedades oamo protectox.
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AET 1073,

ZABLA XV

Dosiss 1,064 x 106 r mo60)
Anflisis de la difusién Rayleigh

~ 147 -

3 A Nogjor® PNT
250 0,48 39,06 18,75
255 0,45 42,28 19,03
260 0,38 45,70 17,37
265 0,31 49,32 15,29
270 0,23 53,14 12,09
275 0,16 57,19 9,15
280 0,12 61,47 7,22
285 0,085 65,98 5,61
290 0,065 70,73 4,60
295 0,05 75,73 3,79
300 0,035 81,00 2,84
310 0,028 92, 35 2,54
320 0,028 104,86 2,88
330 0,02 118,59 2,37
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?ABLA XIX |
AET 10”3 en sgus. Dosiss 2 x 20° » (0e*37)
Anflisis de la difusidn Rayleigh

\ I AN Lo -
240 0,26 33,18 8,63
245 0,58 36,03 20,90
250 0,750 39,06 37,54
255 0,68 42,28 28,75
260 0,705 45,70 32,22
265 0,64 49,32 3,56
270 0,55 53514 29,23
275 04455 57,19 26,02
280 0,335 61,47 20,59
285 0,245 65,98 16,16
290 0,17 70,73 12,02
295 0,125 73,73 9,47
300 0,10 81,00 8,10
305 0,08 83,54 6,68
310 0,07 92,35 6,46
320 0,05 104,86 5424
330 0,04 118,59 4,74
340 0,025 133,63 3,34
350 0,015 150,06 2,25
360 0,015 167,96 2,52
370 0,010 187,42 1,87

380 0,005 208,51 1,04



AET 0,1 % en esgua. Dosis 66.000 r (Re)
Anflisis de la difusién Rayleigh

TABLA XX
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Uy

A A N N
250 0,615 39,06 24,02
255 0,445 42,28 18,82
260 0,385 45,70 17,59
265 0,30 49,32 24,79
270 0,205 53,14 10,89
275 0,13 57,19 Ty43
280 0,09 61,47 5,53
285 0,073 65,98 4,78
290 0,06 70,73 4,24
295 0,053 75,73 3,98
300 0,045 81,00 3,65
310 0,035 92, 35 3,23
320 0,035 104,86 3,67
330 0,035 118,59 4,15
340 0,035 133,63 4,68
350 0,030 150,06 4,50
360 0,030 167,96 5,04
370 0,030 187,42 5,62
380 0,030 208,51 6,26
390 0,030 231,34 6,94
400 0,030 256,00 7,68
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En la Teble XXI y Gréfice 27 (n? 1), se observen
grandes cambios intramoleculares, probablemente porque
lae proteina se desnaturaliza por estar largo tiempo so-
metida & pequefias intensidades de rediseidn pera ocon-
seguir la dosis requerida y temperatura ambiente re-
lativamente alta.

En las Tebleg XXII y XXIII y Gréfice 27 (n2 2 y
3) la proteina se ve'quo ha sufrido un pequefic cambio
intremolecular casi anapreciable. En esta irradiacién
con 0060 los efectos obtenidos haen sido menos mercedos
que con otras fuentes, cuando se han aplieadb las mip-
mes dosis, posiblemente porque la fuente de 0060 no es-
tuviéra bien calibrada.

En ls Tebla XXIV y Gré&fioce 27 (ns 4), ge observan
cambios intermoleculeres marcados. Le sustancia fué
irredisds con Ce*3!, 10° r, durente una hore.

En le Tebla XXV y Gréfice 27 (n2 5), se obmerven
camblos intremoleculares muy mercsdos, se ve que la -
proteina esteba practioemente alterada por efecto de

la rediscibn. Hebia sido sometida & una dosis de 2 x 10
137

6

r de Cs durante 20 horas.

En lg Tebla XXV1 y Gréfioca 27, n2 6, se observan
cambios intermolsculares, pero menos mercados que en la
Gréfica 27, n% 5, por estar la proteina protegida.

III-eB. Redioproteccién por el AET de las custro pro-

teines enteriores.

Se estudia primero por separado cada proteina, ob-
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TABL A XXX
Ovomiooide al 0,1 %, Dosis: 80.102 » (Ra)
‘Anflisis de ls difusibn Rayleigh

N & NP a4
245 0,18 36,03 5440
250 0,195 39,06 7,61
255 0,21 42,28 8,87
260 0,205 45,70 . 9936
265 0,20 49,32 9,86
270 0,20 53,14 10,63
275 0, 205 - 57,19 11,72
280 0,215 61,47 13,21
285 0,22 65,98 14,51
290 0,245 70,73 17,32
295 0,28 T5+73 21,21
300 0,26 81,00 21,06
305 0,24 83,54 20,77
310 0,21 92,35 19,39
315 0,195 93945 19,20
320 0,18 104,86 18,87
330 0,165 118,59 19,57
340 0,14 133,63 18,71
350 0,11 150,06 16,51
360 0,08 167,96 13,44
370 0,065 187,42 12,18
380 0,055 208,51 11,46
390 0,045 231,34 10,41

400 0,035 256,00 8,96
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TABLA XXII

Ovamicoide irrediado el 1 %, y espectro el 0,1 %
Dosis 1,04 x 10° r (0060)
Anélieis de la difusibén Reyleigh

A | A Mg A

4
250 -0 0o -0
255 0,005 42,28 0,21
260 0 0 0
265 0 Q 0
270 0,015 53,14 0,80
275 0,050 57,19 2,86
280 0,020 61,46 1,25
285 0,025 65,97 1,65
290 o -0 0
295 -0,015 15,73 1,14
300 - =0,015 81,00 -1,22
310 ~0,011 92, 35 -1,02

320 -0,010 104,85 «1,03
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Ovomicolde drrediade al 1 %, espectro al 0;1 %
Dosis 1,064 x 10° » (00%°)
Anflisis de la difusifn Rayleigh

% ' A }xgv l(Jt'6 , X‘ A
245 0,10 36,03 3,60
250 0,07 39,06 2,52
255 0,075 42,28 3,17
260 0,075 45,70 3,43
265 0,065 49,32 321
270 0,079 53,14 4,20
275 0,070 57,19 4,00
280 0,055 61,47 3,38
285 0,065 65,98 4,29
290 0,040 70,73 2,83
295 0,040 75,73 3,03
300 0,025 81,00 2,03
305 0,025 86,54 2,16
310 0,020 92,35 1,85
320 0,020 104,86 2,10
330 0,015 118,59 1,78
340 0,015 133,63 2,00
350 0,010 150,06 1,50

360 0,012 167,96 2,02
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Ovomicoide al 0,1 %. Deaist 10° r (ca™3')
Anélisis de la difusifn Rayleigh

P} L RO A4
240 0,340 23,18 11,28
245 0,140 36,03 504
250 0,170 39,06 6,64
255 0,170 42,28 7,19
260 0,165 45,70 7,54
265 0,170 49,32 8,38
270 0155 53,14 8,24
275 0,155 57,19 8,86
280 0,145 61,47 8,91
285 0,180 65,98 9,24
290 0,140 70,73 9,90
295 0,140 75,73 10,60
300 0,115 81,00 9,32
310 0,085 92,35 7485
320 0,060 104,86 6,29
330 0,045 118,59 3,34
340 0,035 133,63 4,68
350 0,025 150,06 3,75
360 0,025 167,96 4,20

370 0,020 187,42 3,75
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ZABLA XXX
Ovemucoide el 0,1 %. Dosiss 2 x 105‘ r (03137)
Anflisis de la difusién Rayleigh

Y A Atg” A4
250 1,76 39,06 68,73
255 1,795 42,88 75:90
260 1,675 45,70 76,54
265 1,640 49,11 80,68
270 1,585 53,24 84,23
279 1,535 57,19 87479
280 1,240 61,47 76,22
285 1,190 65,97 78,51
290 1,215 70,73 85,93
295 1,170 75,73 88,62
300 1,090 81,00 88,29
310 0,895 92,35 82,66
320 0,725 104,86 76,02
330 0,585 118,59 69,38
340 0,465 133,63 62,14
330 0,375 150,06 56,27
360 0,310 167, M 52,07
370 0,260 187,42 48,73
380 0,220 208,51 45,87
390 0,185 231,34 42,80

400 0,160 256,00 40,96



ZABLA XL

Ovomcoide al 0,1 % en AET 10~

Dosis: 2 x 10° » (0s™37)

Anflisis de la difusifn Rayleigh
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- .

A ", lJ% )\"'A_

245 1,28 36,03 46,12
250 1,065 39,06 41,60
255 0,885 - 42,28 37,42
260 0,775 45,70 35,42
265 0,740 49,32 36,49
270 0,665 53,14 35,34
275 0,600 57,19 34,31
280 0,530 61,47 32,58
285 0,470 65,98 31,01
290 0,475 70,73 33,60
295 0,485 75,73 36,73
300 0,450 81,00 36,45
310 0,370 92,35 4,17
320 0,290 104§66 30,41
330 0,220 118,59 26,09
340 0,180 133,63 24,05
350 0,140 150,06 21,01
360 0,095 167,96 15,95
370 0,065 187,42 12,18
380 0,050 208,51 10,43
390 0,040 231,34 9,25
400 0,030 256,00 7,68
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teniendo en la mimma gréfice el espectro normal, sin y
con protector, y los espectros después de irradiar & le
dosis de 2 x 106 p I 05137 » OONn ¥y &in protector.

Ovomaooide Gr&fion 28

Glicoproteina —-- Gréfiocs 29

Ovoalbinming ~——--—e Gré&fica 30

Seroalbiming - Gréfica 31

En todos oasos es manifiesta ls acolén del protec—
tor, pero se observe gque esta accilém sobre la glicopro-
teina es pequefia.

Por dltimo, se comparan en la misma Gréfiea, n2 32,
los espectiros de las ouatro proteinas protegides por el
AET, observando que la absorcién sgiempre es més baje en
el ovomucoide, pero que le gliocoproteina es la que me-
nos se protege, puesto que presenta la mayor sbsorcibfme.
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IV - DISCUSION DE DATOS Y RESULTADOS
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e

Comenzaremos por discutir los resultados del
apertado III - C.

Conforme con las indicaciones bibliogréfices
hemos encontrado que los eminofcidos arométicos-son
los que memifiestan la absoroién espeoifica en el ul~
travioleta. En cuanto & la glucosamina no tenemos re—
ferencias bibliogréficas sobre su espectro de absor-
cién y sobre la influencia que en ells pudiera tener
la radiacién.

Ruestros resultados demuestran que es espeotro
de la glucosamine sugre sl irrsdiar un cembio notable,
pegin se muestra en la Gré&fica de anflieis de la difu-
sibén Rayleigh, en la que se observa que ha sufrido pro-
fundos cambios intremoleculares.

Segfin puede verse en la Tabla IV bis, le hidreli-~
sis 4cide del ovamucoide reproduce oon bastante apro-
ximacién el espectro de la mezcla sintétioca de aminoé~
cidos, y ambos espectros se diferenoian bastente del
ovomucoide. Existe un aumento en la absoreién sin ve-
riecién del méximo en el caso de la mezcla sintétiecs,
gue pudiers ser debido a estructures secundariass que
exaltan el poder de absorcifn y a la supresién de gru-
pos esterificados que tembien incrementen esta cepa-
cidade. En la Gré&fica 14, se ve como al afiadir tripto-



fano al ovomucoide, se exalta el méximo de absoroidm.

En cuanto e la relacién tirosins/triptofeno pa-
ra el ovomucoide, que tiene un valor normal de 14,5
al irradier oon 2 x 106 r, baja &l valor de 2,08, he-
cho debido probablemente e los cambios que experimen-
ta la tirosine, ya que el triptofano existe en oanti-
dad muy pequefia, si es que existe, y la tirosina tie-
ne velor considerable.

Por el anfilisis de la difusién Reyleigh observa-
mos que le fenilalanins, tirosina y gluoosamins su-
fren cembios inter e intremoleculares muy maroados,
Gréfica 15.

D - IV. Radiosensibilided del ovomcoide cgomparade
con la de la seroslbidmine bovina, ovoalbd-
mina y glicoproteins bovine (freccién VI).

Como se muestra en las Tebla XIV, las variacio-
nes en grupos NH2 ¥y glucosamina al irradiar estas
proteinas sén inverses, es decir al amentar los gxu-

pos NH, dimminuye el contenido en glucosamina. Estas

variaciones son més ostensibles en el ovomicoide y
en la glicoproteina, lo cual parece demostrar que la
gbundancie en glucosemins estd en relacién oon este
hecho.

En cuanto a 1o que se refiere a la radiosensi-
bilided de estas proteines y en relacién con sus ma-

nifestaciones en el espectro de absoroién en el ultra-
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violeta encontramos le mayor rediosensibilided en la
seroslbiiming, le sigue la ovoalbimine y la glicopro-
teins y la menor le tiene el ovomicoide. E1 orden
que siguen es el siguiente: '

seroalbdmina > ovoalbdmige > glicoproteina > ovmooidc

Si observamos le Tabla XII nos snooﬁtramo- ne-
nor centided de fenilalaninae, tirosina y triptofano
en el ovomucoide que en las demés proteinas y que co-
mo sabemos son los aminodcidos que més influyen en el
espectro. |

Por otra parte conocemos que en 61 ovomacoide
existe gran cantidsd de 4cido aspértico y de carbo-
hidratos que pudieran influir tambien en cuanto a la
rediosensibilidad.

E - IV. Radioproteccién de las proteinss indicadas

por el hidrobromuro del bromuro de 2-amino-
etilisotiuronio (AET).

Como puede verse en le Gréfica 23, 24 y 26 que
representan los resultados del anélisis de la difusilbn
Rayleigh de las muestras de ABT sometidas a distintas
dosis de radiescibén, Tables XVIII, XIX y XX, este rag-
dioprotector es muy sensible a le radiaciébn, afn a do-
sls bajas ya se descompone y a dosie fuertes como se
muestra en el anflisis Rayleigh existen efectos intra
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e intermoleculares, confirmendose por este estudlo
espectral, lo ya previsto por otros medios segiin ge
indica en la revisién bibliogréfica, pég. 85, de ls
propledad de este compuesto de cilclarse y de ¢ar prue~
bas positives de grupos -SH en sus transformasciones.

Un estudio comparativo de las curves 5 y 6, Gré-
fice 27, referentes al andlisis Rayleigh del ovomuooi-
de protegido por el AET muestran disminuoién de los
efectos intermoleculares asi{ como tembien de los in-
tremoleculares que se producen en ménor escala.

Al hacer un estudio comperetivo de los efectos
de proteccién del AET en las cuatro proteinss indica-
das, Be ve que es mayor en la seroalbimina y ovoalbi-
mins y menor en la glicoproteine y ovomucoide, con
lo que parece demostrarse que protege més & agquellas
que son més radiosensibles.

Después de estas consideraciones nos parece in-
dicar que el 4cido aspértico y los carbohidratos son
factores de proteccién interma, el primero por su ra-
dioresistencla y el segundo por su radiosensibilidad,
que actuan bien ellos o sus productos de descomposicién
como protectores del resto protéico.
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V - CORCLUSIONES.

Se ha estudiado la radiosensibilided y la ra~ .
dioproteceién del ovommcoide, mucoproteina tipios,
comparandola con la de la seroalbdmins, ovoalbdmi-
ne y glicoproteina bovina, frecoién VI. Se estudia
tembien le rediosensibilidad de algunos aminofoidos
y carbohidratos que entran en la composieién del ovo-
mucoide.

Se aplican diferentes dosie de radiacidén Y del
Re, 0060 Yy 03137.

Se analizan grupos NH2. glucosaening y los es~
pectros de absorcién en el ultraviolets por difusién
Reyleigh, de las diversas sustencias, como indices pa-
ra conooer los efectos de la radiacidm.

Se aplica como radioprotector el hidrobromuro
del bromuro de 2-amino-etil-isotiuronio (AET) y se

llega a las siguientes conclusiones:

18.~ Los aminofocidos arométicos son los méAs rediosen- \
sibles e los efectos del méximo de absoreidn en j
el ultravioleta.

28.- La glucosaming muy sensible & la radiasoibn, dis-
minuye en velor y se destruye al ser irradiadas

con dosis de 2 x 106 r, ¥y su bande de aebsoreién



48.-

58 =

68—
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en el ultraviclete se desplaza haoia mayores
longitudes de onde.

En el intento de agruper en mezola sintética los
aminofcldos que forman el ovamicoide en ls debi-
da proporeidén, y medir su espectro se produce un
aumento en la absorcién, sin variar la posiaién
del méximo.

La relaoidén tirosing/triptofano gque tiene en el
ovomucoide un velor de 14,5, al irradlar con

2 X 2!.06 r. deaoiendé a 2,08,

Fl anélisis de la difusifn Rayleigh demiestre
que se hen producido cambios intramoleculares

en los aminofcidos arométicos y en la glucose-
ming durante la irradiecidn.

La radiacién origina incremento de grupos RH2 m
el ovonucoide y en la glicoproteina bovina, y en
menoxr proporecidén sucede lo mismo en la ovoalbd-
mina y seroalbdmina.

Les veriasciones en exoseaminas son inversas & las

de los grupos NH,; disminuye el valor normal en

of



més del 50 % en el ovomucoide, el 50 % en la gli-
coproteina y menos del 50 ¥ en la ovoalbdmine y
seroalbimina cuando son irradisdes ocon 2 x 106.r.

88.- Los espectros de absorcifén en el ultravioleté de
las cuatro proteinss se modifiaan‘ostenuihlamﬁn-
te por la rediscién y se carant;risan por el in-
cremento dél néximo y desplagzamiento de la bandea
de absorcidn haols mayores longitudes de onda, y
estos ocambios son més mcentuados en la ovoalbil-
mina y seroalbdming. |

g8,-~ E1 AET, es una sustancis muy sensible a la radia-
odén, y sufre verdadercs cambios intramoleoulares,
dependientes de la doeis, como se deduce del ané~
lisis por difusién Reyleigh. |

108.- E1 AET resliza en el ovomucoide une rsdioproteceién
efectiva contre la radiscién haciendo que las mo-
dificaciones observadas en el anflisis Rayleigh
disminuysn noteblemente cusndo la proteina esté
proteglda.

l112.- Estudiando comparativemente el efecto protector
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del AET en las custro proteinas, se ve que es
més eficiente en la ovoalbdmine y seroslbdmi-
ns y mencs en la glieoprofoina y ovamucoide.
128.~ 31 se estudis la relaoifén que existe entre la
composicién de estes proteinas, la radiosensi-~
bilidad y la radioprotecoiém por el AET, pudioQ
ramos indicer que el contenido en carbohidruto§
y en &cido aspértico son feotores intermos que
explicarien le menor rediosensibilided o may&r

redioresistenoia del ovomicolde.
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