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SUMMARY

Effects of irradiation on the seroproteins of Bufo ‘arenarum as showed by precipitine tests, — Female
‘Toads from Mendoza (Bufo arenarum) were given whole-body single exposures to
X-rays. The experimented animals showed the same corporal weigth as the conmtrels,
under the same environmental conditions. Irradiations were done in the Comision
Nacional Energia Atomiea, Buenos Aires, Department of Radiobiology, in the same
periods (May-August). A range of exposures was distributed as follows: 12 toads
1000 r; 12 toads 2000 r; 8 toads 3000 r; 10 toads 4000 r; 10 toads 6000 r; 10 toads
8G00 r. Turbidimetric preeipitin test by the Libby’s procedure were employed, at the
5 days after irradiation. Results of the tests were plotted in graphs and their sta-
tistical significance was analyzed by the current methods. Exposures of 1000 r. cau-
sed no significant alterations in the serological properties of the plasma of Toads.
Doses of 2000 r and 3000-4000 r caused significant changes aboveall in globulins,
Exposures of 6000-8000 r induce quantitative alterations of the plasmatie serologi-
«cal properties of the whole globulins and albumins. Comparison with analogous re-
searches in other Vertebrates (Birds) was carried out.

INTRODUCCION

Desde 1944 Lea y col. han seiialado efectos de radiaciones sobre pro-
teinas (miosina, enzimas), indieindose luego (Lea, 1947) que una joni-
zacién producida al azar en una molécula de enzima provoea inactiva-
€ién. Serfa aqui imposibie revisar la bibliografia relativa, enviando pa-
ra mayores detalles a revistas sintéticas como la de Pollard y col. (1953-
55) o a obras recientes como la de Bacy y Alexander (1964). En especial,
desde 1952, Hutchinscn y ecol. han insistido sobre la disminueién espo-
nencial de la actividad serolgica de las proteinas con dosis crecientes de
irradiacion (particulas «, electrones de baja energia, etc.). Aun utili-
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zando rayos y (y andlogamente rayos X) ¢l mecanismo de desnaturali-
zacién proteinica queda algo oseuro. Habria en efecto una emisién pri-
maria de electrones por la proteina excitada y una ionizacién secundaria.

Desde 1955, principalmente por mérito de Leone, se han investigado
ovalbtminas y gamma-globulinas, observiandose las modificaciones de sus
propiedades antigénicas, luego de irradiaciones con dosis diferentes, sir-
viéndose de campos uniformes de rayos y, cuidadosamente medidos: por
ejemplo con el dosimetro de Fricke al Sulfato de hierro (Leone, 1956,
1960). Otras observaciones in vitro, realizadas por tests. de precipitinas —
v ademds por polarimetiia— demostraron, de acuerdo con los datos de
Hutchinson, la alteracion de las moléculas proteinicas y de sus carac-
teristicas antigénicas, con desplazamiento ovidente de las ecurvas preeipi-
tinicas hacia las zonas de mas elevada concentracién antigénica, en la
gerie de las diluciones progresivas de la solucién de albtunina, o globu-
linas, empleada como antigeno en los tests.

Se consideraron también proteinas fraccionadas y las fracciones, por
ejemplo las coagulables y las termolables, en el caso de las ovalbGminas.
presentaron comportamiento diferente frente a la desnaturalizacién por
irradiacién progresiva: evidentemente en relacidn con su estruetura y
peso molecular. Cambios en las uniones H de las estructuras o pliegues
cstructurales (folding) secundarias y terciarias de dichas proteinas, pue-
aen ser postulados. Resultando relativa a la intensidad de la dosis la pér-
dida de actividad, se ha calculado, para la ovalbimina, que con 100 ev/m
se mantenga inalterada un 37-39 % de la actividad serolégieca inicial. En
realidad se forman nuevas combinaciones moleculares que presentan com-
portamiento serolégico algo distinto del originario, segtin la irradiacién
a la cual hayan estado sometidas, variando desde un exceso de reaceién
Leterdloga hasta una correspondencia serolégica no més medible.

En los tests sevologiccs de proteinas séricas por precipitinas, realiza-
dos a un cierto nivel de aproximacion (erf. Boyden, 1956), por ejemplo
en nuestro easo al nivel que Boyden llama bidimensional, con una sola
comnonente variable en la reaceion —la antigénica— se han podido es-
tablecer en la curva global de la mezela albtminas-globulinas, irveas par-
ciales correspondientes a preporciones dptimas y zonas de equivalencia
caracteristicas de cada grupo de proteinas (crf. Leone, 1957). Se ha in-
tentado dar de aquéllas, esquemas grafices indieativos, refrendados en
algunos easos por resultados de observaciones electroforéticas (Lcone y
col., 1959). Se reconoce asi una irea referible a las globulinas de tipo 8,
otra parcialmente superpuesta referibic a las globulinas & y v, otra enfin
perteneciente a las albiminas (fig. 1). Estas dreas, comprendidas en el
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drea total de ia curva integrada, presentan como aquélla, variacion indi-
vidual muy limitada, en conjuntos poblacionales experimentados en con-
diciones idénticas, en las mismas condiciones fisicas del test, y funda-

mentalmente frente al mismo dador de anticuerpos (reaccién individual
del conejo utilizado para inmunizacién).
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Dituciones det antigene.

En un test “poblacional” de curvas testigos, la oseilacién, global ¥y
parcial, de aquéllas y de sus fracciones albfimino-globulinicas, resulta
pues cscasa, alrededor de un término medio de valores de reaceién preei-
pitinica, por ejemplo en unidades photronreflectométricas (UP) si la tée-
nica empleada es la de Libby. Es evidente que cada desviacién significati-
va —en un sentido estadistico— desde los valores poblacionales de la mues-
ira testigo y sus términos medios, puede considerarse sintoma de alteracio-
nes estructuraies de las moléculas proteinicas séricas, cuyas propiedades
antigénicas se cncuentran cambiadas por una causa determinada. La al-
teracién estructural de las moléeulas hace variar, en consecuencia, los
punios de combinacién y las proporciones de los precipitados, que se ha-
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cen mayores —como se dijo— en las regioncs de méis alta concentracion
del antigeno ailuido.

El presente trabajo tuvo como objeto, la comparacién de las curvas
precipitinicas de las seroproteinas normales e irradiadas, in vivo, de una
especie de anfibio de la regién drida de Mendoza (Bufo aremarum), rea-
lizando tests, en condiciones rigurosamente standardizadas, mediante la
téenica de Libby y eon un photronreflcetémetro ammnco. Observaciones
accidentales anteriores, nos habfan sugerido la posibilidad de una sen-
sibilidad de estos vertebrados estenoicos a prolongados efectos de radia-
ciones naturales (Cei, 1965), la que se investiga también en otras re-
giones (Tanner, 1965; Tinckle, 1965). Trabajos anteriores de Leone cn
Aves (1957) nos dieron un elemento de comparaecién preliminar, como
asimismo varias observaciones dec Biair (1960) sobre los efectos de la
irradiacién en anuros (Bufo wvalliceps). Los resultados de nuestras in-
vestigaciones serin expuestas ahora a continuacién, en los parrafos si-
guientes.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron ejemplares hembras adultos, del mismo peso, de la misma
procedencia (Mendoza), en andlogas condiciones de alimentacién, los que
fueron regularmente divididos en lotes, unos destinados a irradiacién,
con dosis progresivas (Rayos X), v los otroc a control.

Las observaciones se desarrollaron en el mes de mayo de 1965 y en ¢l
mes de agosto de 1966, es decir aproximadamente durante el mismo pe-
riodo funcional del ciclo de aetividad anual de Bufo arenarum. Los lo-
tes experimentados v su dosis progresiva de irradiacion fueron:

Tote 1) 24/5/65: kilovoltaje 200; miliamperaje 10; filtro 0,5 mm Cu y
1 mm Al; distaneia Blaneo animal 36 e¢m; dosis 100 rad/m, du-
rante 10’: drradiacion total, 1.000 R.

2) 24/5/65: idénticas caracteristicas de irradiacién; 100 rad/m,
durante 20°: wrradiacién total, 2.500 R.

3) 3/8/66: Kv. 200-15 mA; filtro idéntico; distancia igual: 133
rad/m, duranie 22’ 55”: drradiacion totel, 3.000 R.

4) 3/8/66: idénticas caracteristicas de irradiacién; 133 rad/m, du-
rante 30°7”: irradiacidn total, 4.000 R.
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5) 25/8/66: idénticas earacteristicas de irradiacién; 135 rad/m,
durante 44’ 44”: irradiacidn total, 6.000 R.

6) 25/8/66: idénticas caracteristicas de irradiacién; 135 rad/m,
durante 60’: irradiacién total, 8.000 R.

Todas las irradiaciones se efectuaron en la Comisién Nacional de Ener-
gia Atdémica, Buenos Aives, Divisién Efectos Somaticos.

Control. (234.)

401 Irradiados. 1000 R(0,12) - ______

300

20

10

uP

1 ] 3 ] 5 3 7 3 9 10 Dilvciomss.

Desecamos expresar nuestro mis vivo agradecimiento por su funda-
mental colaboracién y sus consejos, al Dr. Jozé Mayo, del Departamento
de Radiobiologia de dicha Comisién Nacional, sin cuya cortés ayuda hu-
biera sido imposible el presente trabajo.

Todos los animales irradiados se saerificaron a los cinco dias del tra-
tamiento, extrayéndoles la sangre por puncién cardiaca y utilizindose
los sueros, obtenidos por coagulacién, en los tests photronreflectométri-
cos segin la téenica clisica de Libby, referida en numerosos trabajoy
(erf. Cei y Cohen, 1965). Los animales de control se sacrificaron contem-
porineamente y sus sueros se emplearon para las curvas testigos. Los
sueros anti-arenarum se prepararon en conejos, en la misma época. Es



400 ACTA ZOOLOGICA LILLOANA XXIII (1967)

evidente que cada familia dc¢ curvas individuales de los animales irra-
diados de cada lote y sus correspondientes familias de curvas testigos,
fue obtenida “con el mismo suero anti-arenarum procedente del mismo co-
nejo dador”. fia cantidad del suero anti-arenarum proporcionada por ca-
da conejo dador al momento de su sangria, determiné en efecto el ni-
mero total de las curvas de irradiados y testigos correspondientes a ca-
da lote.

400
) Contrat (3.45)
Itradiados 2000 R (1,24.) —————--—-
30
20
10
.9
! 2 3 ‘4 S 6 7 8 9 10 Diluciones.
RESULTADOS

Todos los animales resistieron las dosis progresivas aplicadas: solamen-
te en el caso de las dosis de 6.000-8.000 R se observaron en algunos casos
lesiones cutdneas, edemas, ete. No hemos establecido directamente para
Bufo arenarum la DL 50, perc ésta debe ser elevada y en funcién de la
temperatura del medio ambiente que tiende, disminuyendo, a retardar
los procesos metabélicos, No se hicieron todavia estudios histolégicos de
los é6rganos fijados de los animales autopsiados, en particular el higado,
de especial importancia para la irradiacién, eomo lugar de activa sinte-
%18 proteinica.
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Los resultados se tabulan en el presente cradro (tabla I), donde se in-
diean los valores twirbidimétricos, por arca total de eada curva, y los va-
lores de sus curvas parciales correspondientes a las albtminas y a las
¢lobulinas. Cada valor aparece indicado como media acompafiada por su
Error Standard (E.S.) y por los limites de variacién, o “range”, de la
muestra. Bl analisis estadistico por ¢l T de Student y ¢l valor de proba-
bilidad (P segtn Fisheir) proporciona el eriterio del significado estadis-
tico de las diferencias encontradas, respectivamente, entre muestras de
animales irradiados y no irradiados.

40
Contrar  (35,40.)
Irradiados 4000 R.(Z,!,S,S) __________
30
20
10
4P

1 ] 3 3 5 3 7 [} 3 10 Ditucianes.

Como se ve por la Tabla no hay diferencia entre controles y anima-
les irradiados con 1.000 R y esto se puede también observar grificamente
por la fig. 2, donde aparecen caracteristicas de ambas muestras. Con
2.000 R se evidencian diferencias significativas en la zona de las globu-
linas B, pero no en las otras ({ig. 3). Con 3.000 R y 4.000 R las diferen-
cias se acentlan (fig. 4) sicmpre en correspondencia de las globulinas 8
v atn de las a. Pero en 6.000 B v méas drasticamente con 8.000 R las
diferencias son totales y la alteracién de las propiedades antigénicas de
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TABLA I

COMPARACIONES DE VALORES TURBIDIMETRICOS (U. P.) CORRESPON-
DIENTES A AREAS PARCIALES (B:a 4+ 7v:A) DE LAS CURVAS DE
FRECIPITINAS DE BUFO ARENARUM (MENDOZA) IRRADIADOS CON DO-
SIS DIFERENTES (RAYOS X), Y SUS RESPECTIVOS CONTROLES. CADA
GRUPO DE IRRADIACION Y SUS CONTROLES RESPECTIVOS CORRES-

PONDEN A TESTS CON SUERO ANTI-ARENARUM

DEL MISMO CONEJO DADOR

NORMAL (MENDOZA)

(Entre paréntesis el ntmero de individuos, irradiados y de control).

P a -y A Area, total
Lote 1)
1.000 R (12) 34 = 0.70 (E.S.) 109 *= 2.23 73 + 2.00 216.20

30 — 38) (99 — 122) (56 — 83) (182 — 235)
controles {4) 33 %= 1.73 116 =+ 3.00 70 = 6.08 218.50

(28 — 36) (111 — 124) (52 — 78) (191 — 233)

t: 0.52 t: 1.87 t: 0.46

P: 0.70 — 0.60 P: 0.50 — 040 P: 0.70 — 0.60
Lote 2)
2.000 R (12) 58 += 141 128 = 3.16 66 = 3.87 250.60

(48 — €7) (109 — 145) (47 — 80) (223 — 282)
controles (3) 40 = 0.40 135 + 2.44 63 =+ 3.87 238.66

(40 — 41) (132 — 140) 57— 70) (230 — 251)

t: 12 t: 1.75 t: 0.54

P: 0.01 — 0.001 P: 020 — 010 P: 0.70 — 0.69
Lote 3)
3.000 R (8) 52,25 104.75 56.75 213.70

(47 — 63) X (92 — 118) X (47 — 69) (188 — 227) X
controles (3) 45.00 87.00 43.66 175.66

(44 — 46) X 183 — 92) X (36 — 51) (167 — 18 X
Lote 4)
4.000 R (10) 43.50 79.50 49.90 172.90

(38 — 49) X (67 — 96) (35 — 60) (146 — 197)
controles (7) 34.85 77.57 41.14 153.57

32 —3NX (70 — 87) (38 — 49) (141 — 171)
Lote 5)
6.000 R (10) 68.80 136.50 76.60 291.90

(61 — 75) X (124 — 165) X (63 — 96) X (2564 — 333) X
controles (7) 53.85 109.71 49.14 212.71

49 — 57X (95 — 123) X (40 — 57) X (186 — 235) X
Lote 6)
8.000 R (10) 38.80 86.60 68.30 193.70

(35 — 4 X (73 — 98) X (54 — 88)X (164 — 222) X
controles (7) 25.85 53.85 30.71 110.42

24— 29X (49 — 5 X (22 —35)X (103 — 119) X

X Diferencias estadisticamente significativas obvias entre irradiados y controles.
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las proteinas irradiadas aparece general y constante, en todas las curvas
de ambas familins poblacionales comparadas, irradiadas y de control
(fig. 5-6).

Es oportunc aeclarar que los niineros que caracterizan las curvas con-
signadas en los grificos de las figs. 2-6, se refieren a los nfumeros de or-
den de los ¢jemplares de cada mucstra; no se pudo representar grifica-
mente todas las curvas, para cada lote, por evidentes razones de claridad.

a0l

30|,

20,
Conteot. (5679) N
Ireadiados 6000 R.(143.) .. __ -

10

uel . .

i 2 3 3 3 3 7 3 ) 10, Drivciones.

DiscUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados tabulados indican que una irradiacién progresiva, pro-
voca efectos significativos para las caracteristicas antigénicas de las glo-
bulinas y albtminas de Bufo arenarum y que tales efectos se revelan més
precozmente para las globulinas B, luego para las a y y, ¥y finalmente
rara las alb@iminas. Una dosis de 1.000 R no determina apareniemente
slteraciones a los 5 dias de la aplicacién, pero 2.000 R afecta inicial-
mente a las globulinas 8. Con 6.000 y 8000 R hemos visto una altera-
€ién total, pero ya con 3.000 R las diferencias son significativas para las
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globulinas 8 y « -+ v, menos elaras para las albliminas, y econ 4.000 R
esto ocurre, para las globulinas 8 pero no para las « + y o la albGmina.
Isto parece significar que existen difercntes niveles de tolerancia mo-
iecular a la misma dosis, y el aumento del valor total turbidimétrico,
podria estar en relacién con efectos de polimerizaeién, analizados por
eiemplo por Leone y Swect (1962).

40
Control (5970

Ireadiades BOOO R.G368)_______.

30

20

114

i 3 3 3 3 3 7 ] 3 T6 Dilociones,

Nuestros datos merecen ser comparados, a pesar de las evidentes dife-
rencias biolégicas de las especies empleadas, con los datos de Leone
(1957), quien irradiando pollos con rayos X, no comprobé variaciones
significativas frente a los controles después de una dosis de 330 R, pero
alteraciones plasméiticas ya evidentes en 24 horas, con 660 R. En tres
dias habfa “recuperacién” turbidimétriea de las reacciones precipitinicas
v a los 7-10 dias, aumento total del valor turbidimétrico global de las
curvas. Con 990 R las alteraciones plasmaticas apareefan mas profundas,
persistiendo hasta 30 o 60 dias después. Dosis de 1.320 R mataban en
12 horas a todos los animales experimentados. Segiin Leone las modifi-
caciones de las proteinas séricas serian de dos tipos. Cuantitativas, reve-
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ladas por los aumentos turbidimétricos en las eurvas de los irradiados
frente a las de los controles; cualitativas, eorrespondientes a depresio-
nes de las mismas. Asi, los cambios inducidos ¢n las aves por una dosis de
660 R, serfan fundamentalmente de naturaleza cuantitativa; de natura-
leza cualitativa serian al contrario los debidos a 990 R, al limite de la” do-
sis letal (estimandose en 1.000 R la DL 50). Por otro lado, el autor hace
especialmente hincapié sobre la gran sensibilidad a las radiaciones de-
mostrada por las globulinas 8 del plasma.

Considerando los resultados de Leone y los nuestros, puede subrayar-
¢e cierto paralelismo dcl proceso, en particular cambios precoces en las
globulinas B, puestos en evidencia por sus efeetos cuantitativos, a los 5
dias, en los sapos irradiados con 2.000-3.000-4.000 R. Las analogias se-
rian claras entonces con las aves quc recibieron 660 R. Cambios cuan-
titativos notables se registraron luego con exposiciones de 6.000 y 8.000
R en el caso de Bufo arenarum, a los 5 dias, pero en las aves Leone
constata con 990 R, va a partir de los 3 dias y por mis de un mes,
cambios cualitativos evidentes, con depresién gencral de las curvas en
el drea de las B globulinas. Una ecomparacién general de ambas series
de resultados experimentales es sin embargo posible, pero la norma de
reaceién fisiologica de los anuros es con dosis superiores de irradiacién
sensiblemente diferente de las aves, y pareee indicar su probable ma-
yor resistencia a eventuales factores de ionizacién naturales y experi-
mentales.
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