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SUMMARY

Samples of dried skins of Bufo spinulosus from the Southern Territories of
Mendoza Province (Argentina) have been studied by paper chromatography and the
content of biogenic indolalkylamines was measured. Specific aminie spectrum of Bufo
spinulosus shows a very low content of 5HT besides a limited quantity of Bufotenine
and Bufotenidine, but greater amounts of Dehydrobufotenine and Bufothionine were
pointed out.

Comparison between samples from a strongly radiactive area (uraniferous ground
neighbouring the Minas Huemul mines) and samples from a mnon-radiactive region
(Bardas Blancas, Rio Grande River, South of Minas Huemul) indicates some statis-
tically significative differences in the Bufothionine and 5-HT contents of the skin.
At a lesscr extent a lowered level of Bufotenidine in the Minas Huemul samples
may be stressed.

A diseussion on the natural factors as soil radiation acting on the enzymatic
chaines determining the aminie comtent of the skin was earried out.

Las primeras observaciones ecmparadas sobre indolalquilaminas en
la seerceién cutinea de los Bufénidos neotropicales, a los cuales pertenece
Bujfo spinulosus Wiegmann, se deben desde 1938 a Deulofeu y Mendi-
ve (4), quienes establecieron la existencia de bufotenina, y luego en 1944
a Deulofeu y Duprat (3), en su examen de varias especies del econtinente
sudamericano. Entre ellas figuraban Bufo chilensis de Santiago de Chile,
v Bufo spinolusus de Perti, ambas pertenecientes al mismo conjunto espe-
cifico-subespecifico, o conjunto de spinulosus, reconocido morfolégicamen-
te por Vellard (1959) y por Tihen (1962). En esta segunda serie de ob-
servaciones, los autores encontraron dehidrobufotenina y su derivado sul-
fo-conjugado, la bufotionina, ademés de su produecto de reduceién, o bufo-
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tenina, la que se evidencié con seguridad en la forma chilensis, pero se
consideré como “probable’” —debido a la limitada cantidad de material
analitico disponible— en spinulosus de PerQ. No se hizo todavia menecién
evidentemente en aquellas observaciones de la 5-HT, o “enteramina”, afia-
diéndose afin, como probable, en spinulosus la presencia de modestas can-
tidades de bufotenidina.

En el curso de investigaciones combinadas, que se desarrollan desde
hace afios entre nuestro laboratorio y el laboratorio del Instituto de Far-
macologia de la Universidad de Parma, Italia, dirigido por V. Erspamer,
el espectro comparado de los derivados indélicos, o mejor dicho triptofa-
nicos, en los Bufénidos sudamericanos, se ha ido paulatinamente delinean-
do, a través de téenicas cromatograficas, enali-cautitativas, y en repetidos
ensayos refrendados por la reconocida autoridad de Erspamer en el cam-
po de las aminas biégenas. Sin mayores detalles, que serin objeto de
comunicaciones mas completas por parte de Erspamer y colaborado-
res, puedo aqui anticipar que se encuentra adelantado un estudio ge-
neral de la variacién geogratica de la distribucién de los derivados inddli-
cos de la piel de Bufo, y en particular de spinulosus. En base a estos datos
que aqui solamente recuerdo de una manera preliminar, segin las evalua-
ciones de Erspamer y colaboradores, todos los sapos del grupo spinulosus
han evidenciado su llamativa pobreza en 5-HT, que falta por ecompleto en
algunas de las subespecies del conjunto, y por otro lado han demostrado
—naturalmente con diferentes patrones cuantitativos— la presencia de
dehidrobufotenina, bufotenina, bufotionina, en algunos casos bufotenidina,
confirmandose asi los primeros hallazgos analiticos de Deulofeu y cola-
boradores.

Los Bufo spinulosus de la region Sur de Mendoza, a los cuales breve-
mente nos referiremos, perteneecen a un stock poblacional que presenta en
la piel cantidades minimas de 5-HT, a la cual se acompafian cantidades
notables de dehidrobufotenina y de bufotionina, en menor cantidad bufo-
tenina, y menos atin bufotenidina. Durante nuestras recolecciones siste-
méticas de material, a lo largo de la Cordillera, se obtuvieron, en el mes
de marzo de 1964, dos muesirag de ejemplares adultos, aproximadamente
del mismo tamafio, casi todos del sexo masculino. Observaciones llevadas a
cabo en ésta y en otras especies afines, no han podido por otra parte re-
velar hasta ahora en muesiras de la mismg época del afio, diferencias se-



J. M. CE1, Radioactividad natural y estado funcional del aparato cutdneo 107

xuales estadisticamente significativas en el contenido de cada una de las
indolalquilaminas caracteristicas de cada espectro especifico.

El peso medio de las pieles, que se prepararon y desecaron g la bre-
vedad, remitiéndose luego las muestras al laboratorio de anélisis eromato-
grafico, era alrededor de 1.800 g. Lias muestras mencionadas, cuya eompa-
racién en la cvaluacién cromatogrifica justifica este comentario, proce-
dian de las minas uraniferas de Huemul, a pocos Kms. al Sur de Malargiie,
Mendoza, y de la zona cercana de Rio Grande, en Bardas Blaneas, a unos
30 Kms. al Sur de Huemul, respectivamente. Estamos entonces en presen-
cia de dos muestras, una perteneciente a una zona de fuerte radioactividad
superficial, 1a otra procedente de ambientes naturales donde la radioacti-
vidad es escasa o nula. En efecto, gracias a la cortesia del sefior Jefe del
Departamento de Evaluacién de lg Comisién Nacional de Energia Até-
mica, Dr. A. E. Belluco, a quien fueron solicitados los datos informativos
necesarios, se pudo estabiecer el rango general de emanacién radiactiva
superficial en dicha 4rea, el que se esquematiza en la tabla sintética I.
Como se ve en la zona de Huemul prospectada, la radiactividad oscila, en
el suelo y en los desagiies —dcende probablemente es atin mayor— en los
cuales se capturaron los animales— entre 0,10 y mas de 5,0 MR/H sobre
un fondo normail o background de aprcximadamente 0,010 MR/H. Hay
evidentes zonas de gran densidad de emanaei6én, y zonas donde la erosién

TABLA I

VALORES DE RADIACTIVIDAD (*) MEDIDOS EN LAS AREAS
PROSPECTADAS (CNEA): EN MINAS HUEMUL (DE NORTE A SUR)

0,025 — 0,015 — 0,018 — 0,020 — 0,036 — 0,450 — 0,180 — 0,050 — 0,300
>5,000 — 0,500 — 0,030 — 1,600 — 0,010 — 0,030 — 0,025 — 0,080 — 0,100
0,050 — 0,200 — 0,050 — 0,080 — 0,300 — 0,020 — 0,015 — 0,035 — 0,040
0,150 — 1,000 — 0,030 — 0,100 — 0,300 — 0,100 — 0,080 — 0,500 — 0,500

Fondo o background: de 0,010 a 0,013 MR/H
limites generales o rango de los valores superficiales entre 0,010 y >5,000 MR/H

En Bardas Blancas: puntos aislados a mas de 15 km de distancia: 0,050 — 0,025

Fondo o background: 0,008 a 0,010 MR/H

(*) Expresados en miliroentgens/hora (MR/H).
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ha ensanchado grandemente las condiciones generales de afloramiento de
los bancos uraniferos en estos terrenos del Diamantiano (Creticico Medio
Superior). En cambio, en la zona prospectada de Bardas Blancas son su-
mente esporidicos los puntos donde se pudo comprobar cierta radiactivi-
dad, con un background ligeramente inferior, y sus efectos se pueden alli
considerar nulos por su valor biolbgico, contrariamente a los terrenos de
la zona de Huemul.

Los animales fueron recolectados de noche, bajo las piedras o arras-
trandose lentamente en los bordes de los desagiies en la zona de Huemul:
en Bardas Blancas se encontraban en las aguas correntosas y frias del
Rio Grande. Las muestras estudiadas consisten en seis espeeimenes de Mi-
nas Huemul (M. H.) surtidos al azar, y de seis especimenes de Bardas
Blancas (B. B.). Los eromatogramas efectuados en el laboratorio del Ins-
tituto de Farmaocologia de Parma, se realizaron con téenicas de uso co-
rriente o eon métodos particulares seglin las necesidades de las rcacciones.
Fundamentalmente los solventes usados fueron las mezelas de n-butanol-
4cido aeético, o n-butanol-monomctilamina en solucién acuosa; entre los
reactivos para revelados especialmente el NNCD, el reactivo de Pauly, las
sales de diazonio de la paranitroanilina y el reactivo de Ehrlich o de la
p-dimetilaminobenzaldeida.

Como se desprende de la Tabla II, a pesar del limitado ntmero de
individuos de las muestras, algunas diferencias estadisticamente significa-
tivas aparecen en la comparacién de los datos. La cantidad de 5-HT, muy
baja en la muestra de B. B. (media 5,8 ug/gr de piel seca) se eleva a casi
4 veeces en la muestra de M.H. (22.5 pg/gr). Por el contrario, disminuyen
apreciablemente el contenido de bufotioning y bufotenidina, con diferen-
cias también significativas en base a un inmediato anélisis estadistico, uti-
lizando el ¢ de Student y el porcentaje de probabilidad de Fisher. Apa-
rente tendencia a una disminucién parecen también indiear bufotenina y
dehidrobufotenina, pero en este caso no se pueden ecomprobar diferencias
estadisticamente significativas. Debido al reducido ntmero de individuos
de las muestras, se ha pretendido aplicar a su comparaciéon otro método es-
tadistico ademés de los comtGnmente usados. En especial se ha empleado
un método no paramétrico para comparar dos series de medidas indepen-
dientes, el “Wileoxon rank sum test”, cortésmente aconsejado por el Dr.
Fertig, profesor de estadistica en la Columbia University. De acuerdo con
este test, cuyos resultados se esquematizan en la Tabla III, las diferencias
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encontradas entre M. H. y B. B. para la 5-HT, la bufotionina y la bufo-
tenidina son significativas: para la bufotenina y dehidrobufotenina, no
lo son.

Se puede pues concluir que la poblacién de Minas Huemul revela
diferencias no debidas a casualidad en el contenido de indolalquilami-
nas de la piel, en comparacién de la poblacién de Bardas Blaneas. 3 Cuél
puede ser la causa de esas diferencias? § Cual su meecanismo fisiolégico?
Por el hecho de proceder de la misma regién geografica; por pertenecr
al mismo conjunto bioecenético (altitud, clima, ambiente natural); por ser
formas escasamente migratorias; por no presentar las muestras diferen-
cias morfolégicas definidas, como en el caso de las entidades subespeci-
ficas del conjunto spinulosus (p.e. las formas atacamensis, chilensis, tri-
folium, limensis, ete.), considerdndose por ende como pertenecientes g la
misma subespecie; por estar excluidos los factores sexuales y estacionales,
¢l origen de las diferencias registradas es sospechoso de radicar en algu-
nas influencias ambientales capaces de una alteracién, presumiblemente
fenotipica, de la cadena normal de reacciones enziméticas que presiden
a la metabolizacién en la piel de los mencionados amino-derivados tripto-
fanicos. En el caso de la bufotenidina y de la bufotionina, p.ej. los pro-

TABLA 1II

INDOLALQUILAMINAS: CONTENIDO EN MICROGRAMOS/GRAMO DE PIEL
SECA. EN LAS MUESTRAS DE BUFO SPINULOSUS DE:

Minas Huemul (MH)

5-HT Bufotenina Dehidrobufotenina Bufotenidina Bufotionina
22,5 *+ 6,8 122 =124 1558,3 = 573 34,1+ 105 665 + 117
(10-50) (20-250) (370-4000) (15-80) (300~1600)

Bardas blancas (BB)

5-HT Bufotenina,  Dehidrobufotenina Bufotenidina Bufotionina
5,8 0,7 170,1 *= 5,3 2100 & 283 58,3 £ 17,0 2075 + 433
(5-10) (65-400) (1200-3300) (35-80) (750-3600)

t - segGn Student
2,45 0,96 0,75 1,92 3,14

P - segGn Fisher
0,05 0,40 0,50 0,10 0,02




110 ARCHIVOS DE BI1oQuimICA, QuiMica Y FARMACIA - TUCUMAN

TABLA III

DIFERENCIAS ESTADISTICAS ENTRE LAS MUESTRAS DE BUFO
SPINULOSUS DE MINAS HUEMUL (MH) Y DE BARDAS BLANCAS
(BB). POR EL WILCOXON RANK SUM TEST:

A — Resueltas por aproximacién natural
™ Z P
5-HT 23 2,54 <0,02
Bufotening 36 0,47 >0,50
Dehidrobufotenina 33 0,95 >0,30
Bufotenidina 29 1,51 >0,10
Bufotionina 24 2,38 <0,002

B — Resueltas por los valores de , segtn el Wilcoxon Rank Sum Test:

T Tl_a o
5-HT 23 55 0,004
Bufotenina, 36 42 0,350
Dehidrobufotenina 33 45 0,197
Bufotenidina 29 49 0,066
Bufotionina 24 54 0,008
Ny My = Bgg + 1)
(Siendo = 39)

2

cesos de interconversion, con respecto a bufotenina y 5-HT, aun no bien
claros, como ya en pasado subrayabs Deulofeu, involucran acciones en-
zim4ticas complejas con especial intervencién de transmetilasas para la
bufotenidina, base de amonio-cuaternaria, atin mas en comparacién de la
amina terciaria bufotenina.

Como se nota por los S. B. (errores standard) la dispersién de los
valores individuales es constantemente mayor en la muestra de Minas
Huemul, como si la reaccién individual frente a un cierto factor ambien-
tal fuera alli més evidente e irregular.

Considero por el momente prematura o arriesgads cualquier tenta-
tiva directa de explicacién de nuestro hallazgo sobre la base de las condi-
ciones naturales de radiactividad superficial en la zona de Minas Hue-
mul y de sus efectos bioldgicos, pero es también oportuno exponer desde
ahora brevemente las consideraciones siguientes que en mi opinién se vin-
culan a esta linea de fenémenos.
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En otros paises se estdn realizando estudios sobre radiactividad na-
tural en regiones de yacimientos uraniferos y sus efectos sobre la fauna.
En Utah p.ej. Tanner tiene en estudio sobre bases ecolégicas las 4reas
radiactivas del Upper Basin, ricas en radiaciones gamma y beta. Datos
preliminares de ese autor indican para ese territorio valores de radiacti-
vidad superficial de 20 o més microroentgens/H, econ maéaximos hasta
mas de 100 mieroroentgens/H. Débese notar que en nuestros yacimientos
los valores proporcionales en el 4rea prospectada oscilan entre 0,10 y 5
miliroentgens, es decir son incomparablemente mayores de los citados por
Tanner en su relacién. Es imposible establecer la suma de radiaciones —
expresada en roentgens-- a la cual pudiera haber estado expuesto un
organismo del tipo de Bufo spinulusus en nuestra 4rea de Huemul, pero
si consideramos hipotéticamente un valor medio superficial de unos 2-5
MR/H (y en profundidad, atn de pocos decimetros, los efectos radiacti-
vos, eomo es notoric, aumentan sensiblemente), tendriamos un valor siem-
pre hipotético de unos 26-43 roentgens por afio, que en presencia de un
organismo que hubiera permaneeido en las mencionadas condiciones na-
turales por un espacio, p. . de cinco aflos, se elevaria a un total, siem-
pre evidentemente hipotético e indicativo de unos 130-215 roentgens.
Valores de csta indole no se pueden considerar biolégicamente nada des-
preciables, cuando se recuerda que una dosis de unos 325 roentgens re-
presenty el limite de mortalidad 50 en el perro, y una dosis de 450 en el
hombre.

Desde los trabajos de Dale, Holmes, Lea, ete., referidos por Lea
(1947), bien se eonoce el efecto de inactivacién provoeado por las ra-
diaciones sobre las enzimas, particularmente en su estado de soluecién o
concentracién muy baja como en el caso de las enzimas celulares. Las
curvas exponenciales dadas por aquellos autores son significativas y de-
muestran la evidente sensibilidad de estos compuestos macromoleculares
proteinicos frente a los agentes ionizantes. Ademés, siempre en tema de
proteinas y de su reaceién a la irradiacién merecen meneién las recientes
investigaciones de Leone (7, 10, 11, 12, 13, 14) sobre las alteraciones
producidas por dosis progresivas de rayos X y gamma en el plasma de
las aves, en ovoalbfimina o en las globulinas, atin humanas. La depresién
de la actividad antigénica de las proteinas plasméticas en las aves por
ejemplo, controlada inmunoldgicamente, ya se evidencia con dosis de 660
y 990 roentgens, tolerdndose hasta 330 roentgens, dosis de 1320 roentgens
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resultando mortales en el espacio de 24 horas. En los Anfibios, aparte
las indicaciones de Preda y Velluda (15), recordaré en fin las observa-
ciones de Blair (1,2) en Bufo valliceps, demostrindose que ya una dosis
de irradiacién de unos 300 roentgens es suficiente para provocar serias
anomalfas del desarrollo, deficiencias pigmentarias, metabélicas, ete.

La enumeracién de estas diferentes fuentes de informacién y su pro-
bable relacién con la sencilly evidencia de nuestros datos preliminares
aqui consignados, junto con el gran interés biol6gico representado por
nuestras areas sureflas de radiactividad natural, permiten refrendar
nuestro interés de profundizar con otras series de investigaciones estos
temas, lo qué nos proponemos, o por lo menos intentaremos realizar con
varios trabajos en curso.
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