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Estudio con el microscopio electrénico

de los ovocitos normales de Ia rata prepiiber *
G. H. VAZQUEZ NIN v J. ROBERTO SOTELD

INTRODUCCION — Los ovarios de mamifercs han sido hastante estudiados
con el microscopio elecirdnico; por ejemplo, Sotelo v Parter (1959), Saotelg (1959),
Qdor (1960), Franchi (1960), Szollesi y Ris (1961), Tzquierdo v WVial (1962),
Franchi y Mandl (1962), estudiaron la rata blanca; el cobaye fue estudiado por
Anderson v Beams (1860); el conejo por Blanchette (1961} ¥ por Trujillo-Cendz
¥ Sotelo (1959): el humano por Wartenberg y Stegner (1860%, el ratén por
Yamada v col. (1957). Todos los estudios mencionados =e refieren a ovoeitos
u ovuleos fecundados ¥ a elapas muy tempranas del desarrollo ovarico. La etapa
intermedia, o sea el periodo prepuberal comprendide aproximadamente entre la
inferrupcién de la nmeiosis ¥ su recomienzo (madurez) no ha sido explorada aqa.

MATERIALES ¥ METODOS. — Se usaren ratas blancas de 6 a 60 dizs de

edad de la cepa mantenida en gl Institute. Entre g ¥ 80 dias la diferencia de
edad de los animales estudiados fue de 1 Ais; entre 30 y 60, Is diferencia fue
de 5 dias. Los ovarios se tijaron en tetréxido de 0smlo, se incluyeron en
n-butilmetacrilato o araldita v fueron coloreados con acetato de uranio o citratg
de plomo. Los cortes finos fueron efectuados en un nmicrotomo modelo Porter-
Blum; log microscopios elecirénicos utilizados para el examen del material son:
EMU 2C (RCA) ¥ Elmiskop I (Siemens). Parte del material fue cortado =

2 6 1y y examinado con un micrescop’o Ortholux equipade con dispositivo de
contrasie de fase,

OBSERVACIONES.— E] niicleg 110 sera descrito, pues no presenta particu-
laridades difersntes a las ¥a conocidas (Sotelo y Porter, 1959).
del citoplasma coineide en general con
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Fig. 3.— Ovarip de rata de 30 dias, Un aedmnolo de vesieulas,
tabulos ¥ eisternas en un ovecito en  crecimiento. !

Los cuerpos multivesiculares descritos con detalle en el trabajo de Sotelo
v Porter (1959) sobre ovocitos de rata adulta, son abundantes en los ovoeitos
en crecimiento; son escasos, en cambio, en los foliculos primordiales, Se ob-
gerva gque el llamado “nuclecide” (Sotelo v Porter, l.c.) esfa constituido a
veces por un grupo compaclo de vesiculas, rodeadas por una sustancia amoria,
muy osmicfila.

La exislencia de cuerpos mullivesiculares dehiscentes es observada con fre-
cuencia. La sustancia osmiéfila que a menudo rodea la membrana limitante del
cuerpo, aparece formada por filamentos orientados radialmente con respecto al
cuerpo (Palay, 1963} (ver fig, 2). Las vesiculas externas de los cuerpos mul-
tivesiculares se confunden con las vesiculas integrantes del retizulo endoplasmico.

Desde el punto de vista de la estructura de este ultimo componenle, la vida
del ovoeito ge puede dividir en dos periodos. En el primer periodo se incluyen
los ovocitos de foliculos primordiales, en ellos el reticulo estd represeniado por
vesiculas homogéneamente distribuidas. Estas vesiculas son de dos tipos, unas
pequenas entre 30 y 60 my y oflros grandes 200-300 my (fig. 1). Solo parte de
eslas vesiculas poseen granulos adheridos a la superficie externa.

Esta descripeion corregponde a los ovocitos de foliculos primordiales de ani-
males jévenes; en los primordiales de animales cercanos a la pubertad, el cito-
plasma es mds rico en granulos densos y son noloriamente menog abundantes
las vesiculas.
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cimiento. Cada século es de tamano variado y en su mayoria son ovales, a veees
e=tan unidos por conductos y s¢ entremazelan en la periteria de dichos acimulos
con las vesiculas del R, E. (ver fig. 3). Las agrupaciones son {ambién colo-
reables con cristal violeta,

En inmediata relaciin con 1a membrana celular ¥ penetrando en la miero-

vellosidades, se encontrd una capa osmicfila discontinua, del tipo que Odor (1960}

describié en los ovotilos de rata. Un detalle de interés es que la zustancia gue
compone esta capa desplaza de 12 corteza a los otros componentes del citoplasma
(ver fig. 4). A gran aumento se ohserva gue estd constituida por {ines fila-
que los gue comunmente se ven en la matriz citoplasmica.
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CUERPOS MULTIVESICULARES.— Su significado es ann oscuro y se discuten
dos puntos: a) el origen; b) el significado de estos CUerpos,

En ovocitos de foliculos primordiales, los cuerpos multivesiculares aparecen
en cualguier zona del citoplasma sin presentar estrecha relacidn con el cen-
triolo gque se halla en la zona del complejo de Golgi. Esta observacién no
confirma las experiencias de Rebhun (1960) en Spissula solidissima. Este autor
asi como Novikoff (1961), interpretan la membrana incompleta de los cuerpos
multivesiculares que descargan sus vesiculas hacia el citoplasma, como si fue-
ran membranas preformadas que rtodean ¥y encierran un grupo de vesiculas.
Hsta hipdtesis estd en desacuerds con los siguientes hechos: los “nucleoides”
que existen normalmente en estos cuerpos ¥ que son descargados junio con las
vesiculas, no preexisten libres en el citoplasma; Ias vesiculas libres en el cito-
plasma estdn entremezeladas con granules y otros componentes de 1a matriz;
no aparece comprensible cé6mo podrian ser rodeadas peor la membrana sélo aqué-
llas con exclusién de éstos,

Las vesfculas liberadas por descarga, asi como aquellas que se hallan fre-
cuentemente asociadas a los cuerpos multivesiculares, se confunden en el cito-
plasma con los elemenlos indiferenciados del R. K. Esta similitud morfolégica
permite admitir que pueden ser formas diferentes de un mismo sistema.

RETicULO ENDOPLASMICO.— En el primer periodo llama la atencién el en-
tremezclamiento de les vesiculas del reticulo endoplasmico con las del complejo
de Golgi localizado. Dalton y Félix (1953) piensan que el complejo de Golgi
resulta por gemacion de las cisternas del R. E. Clermont (1956) sostiene gue
las vesiculas formadas en el aparato de Golgi se separan de €l y dan lugar a
las comGnmente llamadas vesiculas del R, E.

La escuela de Porter y Palade (1956, 1957, 1961), sostiene la existen-
cia de continuidad entre el R.E, y el complejo de Golgi. Més recientemente,
Zeigler y Dalton (1962) desde el punto de vista ultraestructural, Novikoff y
Essner (1962) desde el punto de vista histogquimico y Warshawsky y col. (1963)
desde el autorradiogrifico, sostienen Ia tesis de gue las comunicaciones entre
el R.E. y el Golgi son fransitorias v resultan de Ia incorporacién de elementos
de uno en el otro sistema.

En el segundo periodo, el reticulo endoplasmico muesira formas mas dife-
renciadas. Es interesante hacer notar que las formas descritas en pasajes ante-
riores, no fueron vistas en animales adultos (estudiados por varios autores).
Esto indicaria que el R.E. pasa de la forma indiferenciada que existe en los
ovocitos primordiales, a la mas elaborada de los ovocitos en ecrecimiento (ani-
males prepaberes) y vuelve a desdiferenciarse en los ovoeitos en crecimiento de
animales adultos. El R. E. refomaria las formas elaboradas en los blastémeros.

RESUMEN.— Se examinaron con el microseopio electrénico los ovarios de
50 ratas prepuberes de 6 a 60 dias de edad.

En los ovocitos de foliculos primarios el retfeulo endoplasmico estd repre-
senfado por un sistema lacunar que se eniremezcla con los elementog vesicula-
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res del complejo de Golgi. En los ovocitos en crecimienio se ve frecuentemente:
tisternas convencionales con particulas adheridas, cavidades lacunares, grupos de
vesiculas, cisternas concéniricas.

Se describe el complejo de Golgi, se discute sus relaciones con el R.E. v
se admite que ambos sistemas son continuos.

Se encuentra que los cuerpos multivesiculares son iguales a los existentes
en los ovocitos de rata adulta. Se presenlan pruebas morfolégicas que sostienen
que los cuerpos multivesiculares con la membrana incompleta estdn en proceso
de descargar su conlenido.

Se describe una estructura fibrilar en la zona osmidfila cortical.

SUMMARY.— The ovaries of 50 pre-puberal rats (6 to 60 days old), were
examined with the electron microscope.

In the oocytes of the primary follicle, the endoplasmic reticulum is re-
presented by a lacunar system which intermixes with the vesicular elements of
the Golgi complex. In growing oocytes, conventional eysternae with attached
particles, lacunar cavities, elumps of vesicles and concenirical cysternae are
frequently seen.

The Golgi complex is deseribed and its relationghips with the E.R. are
discussed, it is admitted that both systems are continuous.

Multivesicular bodies are found similar to those existing in adult rat cocytes.
Morphologieal proofs to support that the Mvbg with incomplete membrane are
in the state of releasing their content are presented.

Fibrillar structure of the cortical osmiofilic zone ig deseribed.
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Estudio de la atresia ovular apla
con el microscopio electrénico *
G. H. VAZQUEZ NIN y J. ROBERTO SOTELO
INTRODUCCION .— El proceso de la atresia folicular ha side poco estudia-
do con el microseopio electrénico. Con respecto al ovocito hay dos referencias:
Franchi y Mandl (1962) que estudian la degeneracién de los ovocitos en el
altimo periodo fetal y en seguida del nacimiento ¥ Odor (1960) gue menciona
figuras mielinicas en ovocitos de animales prepiiberes. Ambos estudios han sido
realizados en rata.
Como ya lo sefialara Ingram (1862), el papel de los estudios modernos es
el de reconocer cudles son los primeros estadios de la atresia. El microscapio
electrénico por su poder resolutivo es ideal para esta clase de investigacion.
Los estudios épiicos muestran (Beaumont y Mandl, 1962) que la atresia
comienza en la etapa de oogonia ¥y continta teda la vida (ver las revisiones
de Pincus, 1936 e Ingram, 1962). Se han seleccionado para este estudio 1a edad
juvenil por el elevado ntimero de ovoecitos que se encuentran en atresia en estos
ovarios preptberes.
| MATERIAL Y METODOS — Se usaron ratas blancas de 6 a 60 dfas de edad
de la cepa mantenida en el Instituto. Entre 6 y 30 dias, la diferencia de edad
de los animales estudiados fue de 1 dia; entre 30 vy 60, la diferencia fue de
3 dias. Los ovarios se fijaron en tetréxido de 0smio, se incluyeron en n-butil-
metacrilato o araldita y fueron coloreados con acefato de uranio o citrato de
! plomo. Los cortes finos fueron efectuados en un micrélomo modelo Porter- !
Blum, los microscopios electrénicos utilizados para el examen del material son:
EMU 2C (RCA) y Elmiskop 1 (Siemens). Parie del material fue cortado a
Y 6 1y ¥ examinado con un microscopio Ortholux eguipado con dispositive de ellas,
contraste de fase. # tas de
-3 mada )
| OBSERVACIONES.— Se deseribirdn unicaments los aspeclos iniciales de _ Ta
los diferentes procesos, ya que los més avanzados som bien conocidos de los J procesc
i miicroscopistas dpticos. ; aparecc
| Los procesos alterativos que se observan se pueden esquematizar en los si- 1 20,
gulenles grupos: 19) Cambios gue afectan las relaciones del ovocito con las varias -
' lamelar
L. Tustituto de Investigneitn de Cicneing Biolfigicas, Departamento de Ultraestrue: apar:%r:e
tura Celnlar, Montevideo, Urugua.}'. r O granu
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predominan{emeﬁte los componentes citoplasmaticos:
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b) alteraciones gue invo-

10y Aparecen dus tipos de células foliculares, un tipo cuyo citoplasma es
en el microscopic electrénico, Las células estan
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ellas. Lias otras células son redondeadas, su citoplagma claro v estan desprovis-
{as de granulos densos. Estas células ocupan los espacios libres de la red for-
mada por el tipo anterior y sus contornos son conyexos.

Las prolongaciones de estas células a menudo desaparecen al comienzo del

proceso atrésico. En otros casos son las microvellosidades ovulares las que des-

aparecen primero.

20y a) El proceso de degeneracion citoplasmatica puede realizarse en
Uno de los mas notorios es el que consiste en una disposicion
gue es amorfa en los ovocitos aormales. Comienzan por
as nebulosas desprovistas de organoides
parecen fibrillas desordenadas que mas

varias formas.
{amelar de la matriz,
aparecer en el citoplasma una o mas are
o grénulos densos (ver fig. 1). Luego a
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tarde se transforman en laminas. Cuando el proceso es completo se ven campos
donde se agrupan series de no menos de 10 laminas paralelas entre si. A alia 51
magnificacion se ve gue la lamina tiene una estructura a dobles estrias parale- pL
| las entire si (ver fig. 2).

¢ br
sd
en
F’.
Fig. 2.— Grupo laminillas vistas o TLOOD aumentos, mostrandoe la
composicidn estriada, L, laminillas; 8, estrias. Rata normal de 21 dias,
l | La disposicion lamelar no e acompafia “ah initie” de otros camhbios que
' indiguen el proceso de afresia que comienza,
‘ Otras alteraciones citoplasmaticas gque aparecen a menudo son: disminucién
| del ntmero de mitocondrias, pérdida de los granulos densos.
; Los cuerpos multivesiculares aparecen alterados; unas veces se observa en
su interior una formacion estratificada osmidlila parecida a las figuras mieli-
1 nicas, ofrag veces se encuentran cuerpos gue contienen malerial denso dentro
' de las wvesfculas.
Los granules corticales son un componente citoplasmatico gque no aparece
) J_ en los ovocitos normales. Estan compuestos por una membrana trilaminar y una
{1 sustancia intensamente osmicdfila. La membrana puede faltar total o pareial |
| ! mente. Hadek (1863) encontrd cuerpos muy sgimilares en ovoeitos maduras de :&
coneja. éat
29y b} La existencia de foliculos conteniendo dvulos segmentados es muy cor
| blen conocida por los microscopisias Opticos (ver revision de Plneus, 1836). o11e
| Se observa con contraste de fase, ovocitos divididos en hasta § segmentos o
‘ seudoblastémeros a veces iguales. a veces desiguales en tamano. Los blastome-
ros y las células foliculares aparecen en estados de degeneracion mas o menos der
‘ avanzados (ver fig. 3). Bot
1 La zona pelicida aparece vaeia de prolongaciones y despegada de los seg- A es
| mentos o seudoblastémeros por un espacio de deutoplasmdalisis, como se ve nor- _4 de
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malmente en los ovocitos en el periodo de maduracién v fertilizacidn (van der
Stricht, 1923; Odor, 1960) (Lams, 1913; Sotelo y Porter, 1859). Los segmentos
pueden aparecer nucleados, binucleados o anucleados,

En el nucleoplasma se ven granulos de gran densidad electrdnica y 1la mem-
brans nuclear muestra, ademds de la doble membrana convencional, numerosos
shculos en contaeto con ella, que son indistinguibles de las lagunas del reticulo
endoplasmico,

Fig. 3.— Parle cont de: un owocite segmentado, Se ven
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melar de la mate L— %
Log scgmentos mueatran tendene
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Las mitocondrias avarecen muy osmiclilas y no se distinguen lag crestas.

Los componentes del reticulo pueden ser lagunas o ecisternas. muchas veces
éstas Gltimas estdn dilatadas. Los elementos de Golgi son muy escasos, en
contraste con la gran cantidad gue se ven en la segmentaciom normal. Losg
cuerpos multivesiculares aparecen alterados como fue deserifo mas arriba.

DISCUSION.— Los primeros estadios morlolibgicos de la atresia no se pue-
den correlacionar con fenémenos gue tengan lugar en otras células, tal wvez
pergue el ovocito es una célula con caracteres proplos. Un ejemplo de esto,
ez el estado lamelar de la matriz, El hecho de que haya pequefias alineaciones
de granulos de la matriz en huevos en segmentacion (Izquierdo y Vial, 1962)
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¥ la normazlidad que presents el resto del ovocito cuando se produce la orde-
nacion de la matriz, hace pensar que este fendmeno puede tener carieter re-
Eresivo en unos casos y terminar en total degeneracion del citoplasma en otros.
La ausencia o gran disminucién de Ias prolongaciones en 1la pelticida es un
sintoma de atresia muy seguro y lemprano, se podria pensar en una relacion
metabdlica entre lag células foliculares y el ovorits. Sin embargo, Mancini
¥ col. (1963) demostraron gue las proteinas difunden eontre las células folicy-
lares hasta el gvocite por lo gue esta relacion no apare muy clara agn.

Se debe destacar la relativa independencia de parte de los componentes
eitoplasmaticos para alterarse, permaneciendo el resto aparentemente sano v la
variabilidad en el orden en que se suceden los cambios: asi por ejemplo, apare-
cen ovocitos segmentados en un avanzado estado atrésico sin ordenacion lamelar
¥ ordenacién lamelar sin ninguna alteracin ni ovular ni folicular. Se hace
natar también que la alleracion mitocondrial mas frecuentemente observada tue
el aumento de opacidad de la matriz mitocondrial, en o
de tamafio con redondeo que es habitual en casi
degeneracién de las mitocondrias.

ontraste con el aumento
todos los oiros procesos de

Los fenomenos atrésicos en muchos casos repiten abortivamente los cambios
que ocurren en la activacién normal por madurez o fertilizacidn, asi como Ia
segmentacion, o las laminillas de la matriz, 1a seudodeutoplzsmdélisis v 1ag me-
dificaciones de las prolengaciones del gvocilo 0 de las célu'as foliculares

RESUMEN.— Se estudian los procesos atresicos en la rata blaneca prepuber.

Las células foliculares alteradas aparecen osmiéfilas, céncavag ¥ delgadas
o gruesgs claras y redondeadas. En ambos tipos son escasas lag prolongaciones
gue atraviesan la peldcida.

Las alteraciones que presenta el ovocilo pueden ser: aparicidn de ordena-
eidn lamelar en la malriz; desaparicion de las microvellosidades: degeneracion
de las mitocondrias y tuerpos multivesiculares; aparicién de los granulos corti-
cales ¥ finalmente segmentacisn del nucleo v del citoplasma. El orden en que
aparecen estas alteraciones es variable ¥ puede existir mis de una en un mismio
ovocito.

Se discule 1a aparicién de detalles que se asemejan a algunos aspectos de
los ovarics normales en desarrollo,

SUMMARY.— Atresia is studied in the Pbrepuberal white rat.

Damaged follicular eells appear either dense and with concave profil or
with clear cytoplasm and with a rounded shape, Both types have only searce
prelongations in the zona pellucida,

The oocyles present: lamelar disposition of the matrix; absence of micro-
villi, degeneration of mitochondria and multivesicular bodies: appearance of
cortical granules and nuclear and cytoplasmic segmentation. The arder of ap-

pearance of these alterations is variable and more than o

ne may exist in one
nocyte.

Details of structure were found in the atresic oocytes recalling the develop-
ment of the normal fecundated egg,
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Heparinemia endégena y sensibilidad a la heparina

en pacientes arterioescleréticos '

D, BENNATIL C. W. GHIGGINO vy M. GARCIA-RIZZO

INTRODUCCION.— Debido a la importancia que se atribuye a la hiper-
coagulabilidad en la patogenia de la artericeselerosis, hemos queride estudiar
la tendencia irombdtica, mediante la sensibilidad a la heparina exdgena y las
variaciones de la heparinemia endégena en sujetos arteriocsclerdticos, compa-
rancdo resultados con los obtenidos de testigos normales de distintas edades.

METODOS DE ESTUDIO.—A) SENSIBILIDAD A LA HEPARINA EXOGENA.— S¢
estudié por diversas técnicag, ianto para valorar el efecto de la heparina sobre
la coagulabilidad global [método de Marbet y Winterstein (1)], como para estu-
diar la influencia de la heparina sobre cada una de las fases de la eoagulacién,

1) Sensibilidad g la heparing (método con sangre total de Marbet y Win-
terstein). Se utiliz6 sangre total citratada (9 ml. de sangre y 1 ml. de citrato
de sodio al 3.8%), exiraida per puncién venoza de vena cefdlica del codo.

Solueién de cloruro de caleio M/40.

Solucién de heparina célcica gue contiene 0,2 U.L/ml. de heparina [pre-
parada a partir de heparina comercial (de 5.000 U.I1./ml) en suero fisiolégico].

Tubos de 8 mm. de didmetro colocados en bafio a 37° C.

Deseripeion de lg téenica: Se ponen tres fubos a 37° C, en los cuales se
coloca (0,5 ml. de sangre fotal citratada.

En el primer tubo se agrega 0,5 ml. de cloruro de calcio M/40 ¥ se toma
el tiempo de recalcificacion. En los otros dos se agrega 0,5 ml. de la solucion
de heparina caleica, y en este instante se pone en marcha el eronémetro, incli-
nando el tubo cada 30 segundos hasta la aparicidn del codgulo.

Fundamento del método: Consiste en medir el tiempo de recalcificacion de
la sangre total, con y sin el agregado de una cantidad standard de heparina.
La diferencia entre uno y otro tiempo, medida en segundos, establece la sensi-
bilidad a la heparina de la sangre itestada.

11} Estudio de 1o sensibilidad ¢ la heparina en cede una de las fases de lg
cotgulacién, Para esto hemos ulilizado métodos personales que los detallare-
mos a continuacién, cuyo fundamento es similar al de la técnica de Marbet.

1. Trabajo realizade en el Laboratorio de Hematologia del Departamento de Fislo-
logia do la Faeultad de Medieina.
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1) Estudio de la sensibilided a la heparina en la primera etapa: Para
se utilizd el test basado en el tiempo de cefalina con y sin heparina.

Deseripeion de la téenica: En dos tubos se coloca 0,5 ml. de plasma citra-
tado. Al namerc 1, se le agrega ademaés, 0,5 ml. de cefalina 1/100 y 0,5 ml
de clorure de calcio M/40. A partir de este momento, inclinando el tubo cada
15 segundos, se toma el tiempo de coagulacién. Al {ubo nimero 2, se le agrega
0.05 de heparina (5 U.I./ml) y 0,5 ml. de cloruro de calcio M/40. Como en
¢l anterior, a partir de este momento se foema el tiempo de aparicion de la red
de fibrina como punie final.

2y Estudio de la sensibilidad a le heparina en la segunda fase de la coagu-
lacién: Se estudid mediante el tiempo de proirombina en una elapa (segiin
Quick), determinéndose los valores de ese tiempo, con un plasma lestigo normal
v un plasma a investigar, antes y después del agregado de una cantidad standard
de heparina

Desecripeién de la téemica: Consiste en dos partes: en un tubo, se procede
a realizar un tiempo de Quick standard (0,1 ml. de plasma citratado —2.500
revoluciones por minuto/10 minutos—, 0,1 ml. de tromboplastina de cerebro
humano ¥ 0,1 ml. de cloruro de calcio M/40).

En oiros dos tubos, se realiza un tiempo de Quick modificado: en el pri-
mer tubo se agrega al plasma citratado, 0,05 ml. de una solucién de heparina
an S.F. con 12,5 U.I./ml,; en el segundo tubo se agrega 0,05 ml. de una solu-
¢ién de heparina en S.F. con 25 U, I./ml. Luego de inclinar cada tubo, se mide
el tiempo de coagulacién, tomando como punto final la aparicién de una red de
fibrina.

3y Estudio de la sensibilidad o la heparing en la tercera fase de la coagu-
lacién: Se realizé mediante el tiempo de trombina con y sin heparina,

Descripeion de la téenica: Se ponen cuatro tubos con 0,2 ml. de plasma
citratado. en un bafio a 37°C. En los dos primeros, se realiza un tiempo de
trombina con 0,2 ml. de trombina (1 U.I/ml) preparada a partir de una so-
lucién salina stock de trombina bovina purificada Parke-Davis gue conliene
100 U.I/ml. Se toma el liempo de coagulacion

3

En los otros dos tubos, se coleca 0,05 ml. de heparina (1 U.L./ml) y se
le agrega 0,2 ml. de trombina (1 U. L/ml). Inmediatamente se toma el tiempo
de formacién del codgule plasmatico.

B) HEPARINEMIA ENDOGENA.— Se dosificd por medio del test protamina-
heparina de Allen (2), procediéndose de la siguiente manera: esta prueba con-
siste en determinar la minima cantidad de protamina necesaria para coagular
una muestra de sangre a testar, a la que previamente se le agrega una cantidad
standard de heparina., Se fundamenta en la propiedad gue presenta el sulfato
de protamina de combinarse con las sustancias heparinicas, neutralizando la
accion anticoagulante de las mismas; de modo que la cantidad de protamina
6n serd directamente proporcional a la can-

requerida para produeir la coagulaci
fidad de heparina existente en la muestra de sangre examinada.
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La iécniea empleada, original de Allen, consiste en preparar una serie de
10 tubos iest conteniendo cantidades crecientes (de 0,02 a 0,2 ml.) de sulfato
de protamina “Roche” en solucién acuosa al 0.1 gr. %.

En cada tubo se agrega luego 1 ml. de la sangre a testar, la cual ha sido
previamente heparinizada inmediatamente después de su extraceion, de la si-
guiente manera: se coloca en un tubo de ensayo 0,1 ml. de una solucién salina
de heparina al 1% y luego se agrega 10,9 ml., de sangre, de manera de com-
pletar un volumen de 11 ml. La lectura de 1a prueba se hace, luego de dejar
los tubes una hora a temperatura ambiente, anotande como punfo final la mi-
nima cantidad de protamina que ha determinado la formacién de un coagulo.
Segin Allen, este punto final (iitulo de protamina) es de 0,14 mg. para el
hombre.

RESULTADOS — A) SENSIBILIDAD A LA HEPARINA EXOGENA.

I) TEST PARA LA DETECCION GLOBAL
DE LA SENSIBILIDAD A LA HEPARINA

(Valore: promediales y extremos de la curva)

Sin heparina Con heparina
Tesbigos .oooocnn 2m. 118, 4 m.
(1m. 20 - 3m.20) (1m 50 - 6m.50)
Pacientes . ...... 2 m, 2 m. b2 s,
(1 m. - 3 m) (bbs. - 4m. 30)

Iy ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A LA HEPARINA
EN CATIA UNA DH LAS FASES DBE LA COAGULACION

Primera etapa: Técnica basada en ol tiempo de cefalina

Tubo 3 Tubo 2 Tubo 8
techd) {0.05 hep.) (0.1 hep.)
Testigos .avivaivvoas I1m.ils, 2 m. Sm. 11 5.
(36 8 - 1m50) (1 m. -3 m) (1 m. -5 m)
Pacientes .....ooves-- 1m1ls. 2m. 218, 3 m.
(34 = - 1m.40) {(1m. 12 - 4 m.) (1m. 15 - 4 m)

Testigog

Pacientes
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solucion salina
lanera de com-
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de un codgulo.
4 mg. para el

50)

10)

Tubo 3

(0.1 ]1-_-]._1

dm. 11 s,
(1m -5 m.)

3 m.
Am 15 - 4 m.)

Segunda etapa: Técnica basada en el tiempo de protrombina

Sin hep. Hep. 12,6 U.1./ml. Hep. 25 U.1./ml
Testigos ........ccvuuves 18 8. 1m. 16s. 1m. bbs.
Pacientes ........eeveues 18 8. 53 s, 1m.14 s,

Tercera etapa: Técnica en base a tiempo de trombina

sin heparing

on heparina

Testigas ......... 381 8. 3m. 178,

Pacientes

B) HEPARINEMIA ENDOGENA.— Test protamina-heparing:

TORMRAR!. o s sieasdy ; 0,06 mg. de protamina

Pacientes . . 0,04 mg. de protamina

CONCLUSIONES.— Se cbserva una evidente disminucion de la sensibilidad
6 la heparina global por la técnica de Marbet ¥y Wintersiein vy de la sensibili
dad de cada una de las fases de la coagulaci6én, sobre todo de la tdliima fase
que se ha testado por la técnica basada en el tiempo de trombina. Hay ademais,
una disminucion de la heparinemia enddgena, gue aungue no muy intensa es
consiante eomparada con los resultados obtenides en sujetos normales.

RESUMEN.— Se estudia la sensibilidad a la heparina exégena y la hepari-
nemia endégena en sujetos arteriveseleréticos, con el fin de evaluar la tendencia
trombética en los mismos.

La sensibilidad a la heparina se valora por dis
en cada una de las fases de la coagulacidn

Se observa una evidente disminucidn de la sensibilidad global a la heparina
¥ sobre todo, de la sensibilidad en la tercera fase de la coagulacion (hasada en
€l tiempo de tromhina).

ntos métodos, analizdndola




La heparinemia enddgena también mostré variaciones significativas consis-
tentes en una disminueidon constante aunque no muy marcada, comparada én
todos los casos con los resultades en sujetos normales.

Estos resultados traducen una evidente tendencia trombética y estin acor-
des con la teoria trombogénica de la arterioesclerosis.

SUMMARY.— The sensibility to exogen heparin and io endogen hepari-
nemia is studied in arteriosclerotic patients, in order to evaluate their throm-
botic tendency.

Heparin sensibility is evaluated by different methods, analyzing it in each
one of the coagulation phases.

An evident diminution of the global heparin sensibility is observed, spe-
cially in the third coagulation phase.

Endogen heparinemia also showed constant and significative changes com-
pared with the results in normal subjects,

These results traduce an evident thrombolic tendency, and are in agree-
ment with the thrombogenic theory of artericsclerosis.

Se agrudece a log Luboratorios Hoffman - Ly RHoche y Eduardo Marquez Castro, por

habernos pro[uortimuldo sulfato de ]_\.‘l)f.‘!IJIIIH:l ¥ trombina boving tépiea. Se agradece tam-

bién, al Dr. Jorge Dubra y a

Servieio de Cardiologia del Hospital Maeciel, dirigido por

el Dr, Tsasi, por habernos enviado paeientes para realizar estos trabajos.
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Estudio de la fibrindlisis
inducida en el perro por el shock pepténico

y su inhibicion por el Iniprol (C.Y. 66 Choay)*

D. BENNATI, C. W. GHIGGINO vy M. GARCIA-RIZZO

INTRODUCCION.— Continuando con el estudip de las modificaciones san
guineas desencadenadas en el estado de shock pepténico (1), en este trabajo
abordamos el problema del estudio de la actividad litica del plasma (fibrino-
genolitica y fibrinolitica) luego de la administracién intravenosa de peptona.

Los datos bibliograficos sobre este problema son muy escasos e incomple-
tos. Moll (1903) (2) habia observado en perros intactos una disminucion nota-
ble, pero transitoria, del fibrinégeno luego de administrar peptona a razén de
50 cg./kg. de peso. Poco después, Nolf (1904) (3) observa intensa fibrindlisis
cuando se administra peptona a perros hepatectomizados, administrando esta ul-
tima a razon de 30 cg./kg. de peso. El mismo Neolf (1928) (4) describe nue-
vamente el efecto fibrinolitico luego de la inyeccién de pepiona en su preparado
“perro anterior” (animal en el cual se ha realizado una ligadura de la aorta
toracica y de la vena cava inferior, inmedialamente por arriba del diafragma),
en el cual el higado gueda separado de la circulacion.

Rocha e Silva v colab. (1946) (5) ¥ Scroggie v cvolab. (1947) (6) observan
actividad proteolitica en la sangre extraida durante el estado de shock pepténi-
co en el animal intacto cuando se le agrega protamina, y fibrindlisis espontanea
en el shock pepténico producido en el preparado de ‘‘perro anterior’.

Ungar y Mist (1949) (7) observaron que el agregado de peptona “in wvi-
iro” al suero de cobayo origina una rapida activacién de la profibrinolisina,
pero simultineamente la enzima activada se combina con la antifibrinelisina. lo
que hace que la actividad fibrinolitica sea fugaz, desapareciendo en pocos mi-
nutos.

Ungar v Damgaard (1853) (8), en observaciones posteriores sobre la acti-
vacion proteolitica de la profibrinolisina del suero de cobayo determinada por
la adicion de peptona y ciertas sustancias de allo peso molecular (agentes
anafilactoides), llaman la atencién referente al hecho de gque la peptona, a di
ferencia de la estreptoquinasa no activa la profibrinelisina purificada, lo que
induce a pensar que la activacién del tipo anafilactoide requiere la interyvencién

L Trabajo realizado en el Laboratorio de Hematologia del Departamento de P
logia que dirige ol Prof. Dr. 1), Bennati. Facultad de Medieina, Montevideo, Trugn
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de un sistema enzimético distinto al involuerado en la activacion estreptoquina-
sica. Poster.ormente, Olesen (1957, 1860) (9, 10) confirma, empleando diferente
método, los resultados de Ungar y Mist, referente al desarrollo de una acti-
vidad fibrinolitica en el suero de cobayo con el agregado de peptona; y en
un trabajo posterior (1961) (11), el mismo Olesen demuestra que la activacion
por la peptona del sistema fibrinolitico del plasma humano, es similar a la
activacion del suero de cobayo

Como se puede observar en la bibliografia a nuestro alcance, la mayoria
de los trabajos sobre peptona y fibrinodlisis se refieren a experiencias “in vi-
tro”, no existiendo ningin estudio referente o la actividad fibrinolitica durante
el shock pepténico, “im witro” y en el animal eniero, tampoco se ha ensayado
ning(in inhibidor farmacolégico o enzimatico de la fibrinolisis para tratar de
contrarrestar la actividad litica desarrollada.

En el presente trabajo se estudian las variaciones de la actividad litica del
plasma durante el shock peptonico y se ensaya un inhibidor enzimatico de la
plasmina (Iniprol, C.Y. 66 Choay) con el fin de obitener mayor informacién

zobre el tema.

MATERIAL ¥ METODOS.— Los experimentos se realizaron utilizando 28
perros mestizos de ambos sexos. La peptona White se administré por via intra-
venosa en inyeccion rapida, en una dosis unica de 100 mg./kg. de peso. Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncion cardiaca, antes, a los 5, 10, 15,
20 y 30 minutos de la inyeccién de peptona. Dado que se trabajo en perros
no anestesiados, la intensidad y la evolucion del shock fue seguido por las
modificaciones del tiempo de coagulaciéon (método de Lee-White).

La actividad fibrinolitica de la sangre fue investigada en cada muesira
mediante el “test de lisis de le euglobulina” de von Kaulla (12).

En las cuatro experiencias en que se administro el Iniprol (C. Y. 66 Choay),
sate inhibidor de la protedlisis fue dado en una inyeccion tinica de 1 millén
de unidades, administrada conjuntamente con la peptona en dos experiencias y,
en otras dos, 5 minufos después.

RESULTADOS. Las variaciones del test de lisis de la euglobulina, apa-
recen resumidas en el cuadro adjunto (fig. 1). En el mismo se observa, ademas,
los valores correspondientes, en cada momento, del tiempo de coagulacién, in-
dice de la intensidad y evolucién del shock (fig. 2). Aparecen ademas, los
valores obtenidos en los easos en gue se administro el Iniproel (C.Y. 66 Choay).
En todos log easos se expresan valores promedios.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es evidente que en el estado de sghock
pepténico ocurre un aumento de la actividad litica de la sangre. El tiempo de
lisis de la euglobulina se acorta progresivamente hasta alcanzar su valor minimo
a los 10 minutos de administrada la peptona y pricticamente se normaliza a
los 30 minutos.

Estas modificaciones del tiempo de lisis de la euglobulina, no son parale-
las a las modificaciones del tiempo de coagulacion dado queé, como se puede
observar en el cuadre adjunto, el tiempo de coagulacién permanece prolongado
atin a los 30 minutos de administrada la peptona. La administracion de Iniprol,
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Fig, 1— Test de lisis de o cuglobuling. (von T, }
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eo—a Iniprol inyectado 5 minutos después de la peptona,
X Iniprol ¥ pe 1a en Inyeeeion simultdnea,
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Curva normal luego de la admi peptona,

P ] Iniprol inyectado 5 minutos peptonn
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en todos los casos, contrurrestd de manere varviable, el aumento de le actividad
litica, inhibiéndola prdacticamente de manera completa cuando se adminisiré con-
juntamente con la peptona y reduciéndola de manera evidente cuando se admi-
nistré 5 minutos después de la peptona

Otro hecho de interés es la inhibicién del alargamiento del tiempo de
coagulacion por el Iniprol. Esta inhibicion, aunqgue intensa, no es completa.

DISCUSION.— En este estudio, hemos querido probar si el Iniprol, enzima
pancredtica, a la que conocemos su accién inhibitoria especifiea sobre la plas-
mina (13) (1960), actiia sobre la fibrindlisis inducida por la peptona, “in vivo™.
bloequedndola en forma total.

29




SHOCK PEPTONICO

Antes 0 omin. 10 min. 15 min. 20 min. 30 min
= Fibrinolisis ...... 64 m. 30 m. 13 m. 31 m. 42 m. 52 m.
B =
=
Mg
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5 3
B =
BB 4 : i
g A
L T. de coasgulacibn 4m. 20 9m.30 8m40 §m.20 8m 6m 30

Destacamos gue no hemos encontrado bibliografia acerca de este tipo de
trabajo experimental “in vivo”, gue emplee como activador del plasminégeno,
el shock pepténico, salvo nuestro estudio anterior sobre fibrindlisis y shock pep-
ténico (1). Todas las investigaciones sobre el fema, se han realizado la mayor
parte “in vitro” o “in vivo”, agregando profamina a la sangre espontaneamente
incoagulable; como se sabe actualmente, que la protamina posee actividad fi-
brinolitica, consideramos a este tipo de experiencias, no especificas para el
estudio de este tema.

De acuerdo a los datos obtenidos, quedaria demostrado que existe una acti-
vidad litica aumentada por la peplena, ¥ gue la plasmina es inactivada por el
Iniprol, enzima de aceidn especifica sobre las peptidasas, reaccién gue, segiin
otros autores (13) (1960), blogquea: de manera estequiométrica, el centro aclive
de estas enzimas (plasmina), formando un complejo enzima-inhibidor.

CONCLUSIONES.— De lo que antecede se infiere: 19) que existe un evi-
dente aumento de la actividad litica de la sangre durante el shock pepténico;
29) que este fenémeno aparece rapidamente, alcanza su mdéximo a los 10 mi-
nutos de inyectada la peptona y précticamentie desaparece a los 30 minutos;
39) que el mecanismo de dicho fenémeno es aparentemente de origen enzima-

tico, ya que es inhibido por el Iniprol; y 492) gue la administracién de Iniprol
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no solo tiende a normalizar las desviaciones del sistema fibrinolitico, sino que
tiene. ademas, efecto sobre la coagulabilidad sanguinea, tendiendo a normalizar
el tiempo de coagulacion.

RESUMEN.— Se estudia las modificaciones de la actividad litica del plas-
ma durante el shock peptonico, empleando el test de lisis de la euglobulina.

Se compruecba que el tiempo de lisis se acorta rdapidamente, alcanzando su
maximo a los 10 minutos de inyectada la peptona, siendo este aumento de la
actividad litica relativamente fugaz, ya que practicamente desaparece a la me-
dia hora de administrada la peptona. Se comprueba, ademas, que este aumento
de la lisis es de naturaleza enzimética, ya que es inhibido por el Iniprol

También se observa que esta enzima proteolitica bloquea en gran parie el
alargamiento del tiempo de coagulacion que acompana al estado de shock pep
ténico. Esto podria deberse a la inhibicién de la lisis de otros factores de la
coagulacién, hipotesis que debera ser confirmada con datos adicionales.

SUMMARY.— The changes of the lytic activity during peptonic shock
(using the euglobulin lysis test) were studied.

Lysis time quickly shortens reaching its maximum 10 minutes after pepione
inyection. The increase of lytic activity, is relatively transitory because it disap-
pears 30 minutes after inyection.

Lysis increase is due fo enzimatic activity, because it is inhibited by
Iniprol.

This proteolytic enzime considerably inhibits the increase of the coagula-
tion time provoked by peptonic shock. This aection would be make for others
factors invelved in coagulation

He agradece al Laboratorio Choay, por habernes enviado lns muestras de Iniprol

gtilizadas en este experimento.
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Alternancia y seudoalternancia

causadas por corte de los nervios vagos

.
y/o denervacion de los senos carotideos ’ [

H. MAZZELLA, L. GUEMBERENA DE CASACUBERTA y S. FABIUS

Observaciones de Wiggers (1) y otros, han mostrado que la seccion de los
vagos en el cuello del perro provoca a veces ademas de faquicardia, una seu-
doalternancia del pulso arterial, Efectuamos comprobaciones similares, sea al
cortar los vagos, sea al sumar a este proceder la oclusiéon de las cardtidas o

| la denervacidn de los senos earotideos

METODOS.— Se trabajé en perros anestesiados con cloralosa o con pento-
barbital. Se registraba la presién arterial y la del ventriculo derecho o izquier

do mediante eleciromanometros conectados a los canales del Poly-viso Sanborn:
se agrego el registro electrocardiografico en D, o Dy;.

RESULTADOS.— Se define la alternancia "verdadera’” como aquella en que
el intervalo enire el pulso arterial fuerie y el débil es igual, y la seudoalter-
nancia como aquella en que el intervale entre dos pulsaciones arteriales es
desigual, debido a una sistole prematura. La metoxamina y la efedrina provo-
can en el perro anestesiado seudoalfernancia [Ellis (2)].

Comprobamos gue ¢l corte de los vagos en la region cervical iba seguido

I de mayor frecuencia cardiaca y, en algunos casos, se registré seudoalternaneia
l (fig. 1). No se comprobd verdadera alternancia por seccion vagal. En dos pe-
| rros habfa seudoalternancia antes del corte de los vagos; desconocemos su causa.

ha

| La oclusion de las carétidas primitivas durante un minuto, después de la
seccion de los vagos en la region cervical, provoed en algunos casos, seudoal-
ternancia, ¥ en otros, aliernancia verdadera. A veces, los efectos se mezclaron:
por ejemplo, un ritmo eardiaco de bigeminismo se sustituia por pocos latidos 1
de allernancia verdadera. En estos casos la amplitud del pulso que segufa al
prematuro era mayor gue antes del bigeminismo.

Durante la alternancia vera, la diferencia de presién del pulso fuerte com-
parado con el débil varié entre pocos mm. de Hg en unos experimentos, hasta

1. Faeultad de Medicina, Departamento de Fisiologia, Universidad de la Repiblies,
Monteviden, Truguay.
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la ausencia de toda una pulsacion arterial en otros. En este tltimo resultado
se comprobd, por el ECG o por el registro de la presién ventricular, que habia
habido una sistole cuya escasa intensidad no provocaba la apertura de las vél-
vulas semilunares adrticas.

En algunas experiencias hubo alternancia s'multanea, mecénica y eléctrica,

o sea en la presién del pulso y en el ECG.

DISCUSION.— Los resullados tienden a indicar que en el perro anestesiado
el stress circulatorio impuesto por la seccién vagal mas la oclusiéon o dener
vacién carétidosinusal, pueden inducir bigeminismo o alternancia transitorias
Dicho stress, en efecto, se debe a la gran taquicardia coincidenie con el aumen- I
to de la resistencia periférica y por tanto de la presién arterial, todo lo cual
eleva el trabajo cardiace. [Ver Heymands and Neil (3).] Los experimentos
muestran que es necesario el registro simulidneo de varios fenémenos cardioar-
teriales para desglosar la dinamica de las variaciones circulalorias estudiadas. de
Los trazados de presion ventricular y el ECG indican el origen cardiaco de la int
alternancia vera y de la seudoaliernancia estudiadas,

RESUMEN ¥ CONCLUSIONES.— La seccién vagal y la oclusion o dener- -
vacién sinocarotideas pueden provocar, simultaneamente con la hipertensién ar-
terial y la taguicardia conocidas, seudoalternancia o alternancia verdadera de s
origen ventricular. Estos ltimos fenémenos alteran el ritmo cardiaco, sea apa- e
reciendo en forma aislada o consecutiva uno al otro. ‘
su
SUMMARY AND CONCLUSIONS.— Vagi nerves section and occlusion of €3
hoth common earotids, or sinusal carotid denervation, provoke in addition to L
the well-known hypertension and tachycardia, ventricular alternans or pseudo- an
alternans. These last phenomena medify the cardiac rhythm appearing some- de
times isolated or consecutive.
lo
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Una reaccion de aglutinacién
: en el diagnostico de tuberculosis y otras enfermedades
N. PRADINES BRAZIL, H. F. LABORDE y €. L. LEGNANI

INTRODUCCION . — Cuando estudidbamos experimentalmente la reaccion
de Fleischauer en la leche (19, 20), hicimos algunas comprobaciones que nosg
indujeron a investigar la naturaleza del fenémenc biolégico que la provocaba.

Por medio de dicha reaccidn, en la parte superior del tubo con leche de
animales brucelosos se obtiene un anillo o diseo de antigeno d= Brucellas tefiidas.

Vimos entonees que la citada reaccién, no sélo se lograba con la téenica de
la hematoxilina recomendada por su autor, sino gue podia hacerse con otros
colorantes, siempre que la tincién fuera adecuada.

Pero 1o esencial era que el fenémeno ocurria porque los globulos de grasa,
sustancia quimica inespecifica, estaban recubiertos por una capa de globulina
especifica, la que se asociaba a las células tefildas del antigeno correspondiente,
La ascensién de los glébulos grasos aglutinados con las Brucellas tedidas del
antigeno, provocaba la formacion de una czpa coloreada en la parte superior
del contenido lacteo del tubo.

Resumiendo: sustancia orgéaniea (glébulos grases) envuelia o impregnada con
los anticuerpos especificos, aglutinaba a las eélulas antigénicas correspondientes.

Conclusiones:

1) Hay sustancias gue adsorben anticuerpos,

2) Ellas pueden participar en el fenémeno antigeno-anticuerpo sin inter-

ferir en su desarrollo.

3) Posibilitan la realizacién de una reaccién diagnostica de cardcter inmu-

nitario, actuando solamente como substrato
} Estos antecedentes nos llevaron a sostener la hipdtesis segun la eual, si in-

virtiéramos el orden del proceso descrito, seria posible aplicar la reaccion de
aglutinacién en el diagndstico de enfermedades en las cuales no se habia lo-
grado hacerlo debido a dificultades de orden préctico.

L Instituto de Inves
Montevideo, Urnguay,

de Ciencins Bioldg

Laboratorio de Mierobiologia
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Pensamos adsorber con sustancias inactivas a los antigenos egpecificos y no
a los anticuerpos, enfrentando luego estas sustancias o particulas adsorbentes
saturadas antigénicamente a los sueros especificos con sus correspondientes an

ticuerpos.

Desechamos el uso de los globulos rojos impregnados, preconizado por Mid-
dlebrook y Dubos (18), Boyden (2) y otros (4, 6, 8, 11, 12, 15, 186, 21, 22), ya que
los hematies, no siempre idénticos en su estructura quimica, podrian crear difi-
cultades serias si se asociaran a otros compuestos capaces de sustituir las carac-
teristicas quimicas de los anticuerpos y dar lugar a fenomenos de inespecifici-
dad (1, 3, 7, 10, 13, 14, 23).

Nos propusimos entonces buscar otro substrato portador de los antigenos.
Intentamos “‘desantigenizar” células bacierianas; elegimos la Escherichia coli,
pero las dificuliades para comprobar la total desaparicion de sus caracteristicas
antigénicas nos hizo desistir de ese propdsito

Tratamos de obtener una particula suficientemente peguena como para per
mitir: una adecuada dispersién, ausencia de aglutinacion esponténea y sedimen-
tacién temprana, capacidad adsorbente zdecuada para recibir la cantidad de an-
tigeno necesaria y superar la aceién de la gravedad sobre cada particula usada.

Fue asi que estudiamos la posibilidad de emplear diversas particulas, tales
como emulsiones aceitosas, colodién, negro de humo, caolin (5, 24, 25), balsamo
de Canad4, agar, hidroxido de aluminio y oxidos minerales porfirizados. Algu-
nas debimos abandonarlas porgue los medios de que disponiamos para usarlas
no nos permitian obtener los resultados que eran de esperarse. Finalmente op-
tamos por el negro de humo y las conclusiones gue presentamos en este trabajo
fueron obtenidas con dichas particulas.

Una caracteristica esencial de nuestro método es que no exiraemos el anti-
geno de tuberculina (17), sino que lo hacemos directamente del bacilo tuber-

culoso.

MATERIALES Y METODOS.— Como ensayo preliminar comenzamos por
{ratar una suspensi6n de Brucella abortus 1119 al 12% en peso, en solucién al
12% de eloruro de sodio y matadas por una temperatura de 65-68° C. durante
60 minutos, por las ondas sénicas de un oscilador Raytheon a 10 Ke/s y a una
potencia de salida de 70 w. durante un maximo de 60 minutos, Comprobamos
la ruptura de las células mediante la observacion micrpse6pica; para salvar la
posibilidad de un error, centrifugamos durante 60 minutos a 3.000 RPM. Usa-
mos sélo el sobrenadante para preparar el antigeno. Este lo obtuvimos adsor-
biendo sobre particulas de negro de humo el lisado sonico de las Brucellas,
El negro de humo usado se distingue en ol comercio con la siguiente caracte-
ristica: Cabot Mogul A 195 C.U.F.T. La dispersi6n del carbon en agua e€s
dificil. A fin de aumentarla probamos el fratamiento por ondas sonicas de solu-
ciones jabonesas, con detergentes y de cloruro de sodio al 12% . Optamos por
esta tiltima, ya que la presencia del cloruro de sodio no disminuia la capacidad
de adsorcién de las particulas o la especificidad antigénica, como ocurria con
los detergenies y jabones. Hecha la dispersién de carbon, obtuvimos particulas
de tamafio inferior a 1 micra (la mayoria estaba entre 0,2 y 0,5 micras). Con
esta suspensién y el lisado sdénico, preparamos el antigeno, poniéndolos en con-
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Cuadro I

Tuberculosos:
Humanos
Bovines 1

Brucelosos:
Humanos
Bovinos 1

Hidatidicos:
Humanos
Bovinog

gifiliticos

Normales
Humanos

Cantidad

Aglutinaeion

Aglutinacién

rapida lenta Go ripida - o total
80 45 63 08,4
No se hizo. 0 0
No se hizo. 0 0
No se hizo. 0 0
No se hizo. 0 1]
No se hizo. 0 0

1. Var cundre IT v conclusiones sobre

inespecificidad de sueros de hovinos en produceion.

Cuadro IT

SUEROS BOVINOS TUBERCULOSOS

(Animaleg en prodneeidon lietea)

Aglutinacién
ripide BE

Huddlegon

+ 1/200

L 1/400 - 1/50

+ 1/200 B

4 1/800 4+ 1/400
1/400 P

1 1/320 ==

+ 1/160 4+ 1/100




tacto durante una noche a 4° C., a fin de obiener, segpuramente, una adsorcion
completa. Posteriormente se obtuvo el antigeno haciendo actuar el ascilador du
rante 1 hora a 10 Kc/s y 50 w. sobre la mezcla del lisado sonice de Brucellas
y 0,3% de negro de humo. Por ullimo se trataron conjuntamente células bac-
lerianas, carbén y solucién salina al 12% (esta Gltima para evitar la aglutina-
cién esponténea al efectuar la reaccién) por las ondas sénicas. Esta es la tée-
nica usada.

Se ef
de personas sanas. Los resultados oblenidos en los ensayos practicados en placa
fueron concluyentes: hubo franca aglutinaciéon con log primeros v reaceién ne
gativa con los segundos. Esto nos mostraba que la hipdtesis inicial era correcta
al lograr resultados positivos de diagnéstico serolégico. Dejamos el anfigeno de
Brucellas para estudiar las aplicaciones de este mecanismo de reaccidn en se
rodiagnéstico de tuberculosis, donde usariamos vn antigeno obtenido por lisis v
adsorbido en negro de humo.

cluaron entonces las reacciones con sueros de enfermos brucelosos y

AnTicENO.— Cultivamos varias cepas de bacilo tuberculoso humano: 2563,
2661, 2885 EN, 2975, 2977, 3007, 3030, 3178, 3201, 3218, obtenidas en el Labo
ratorio Clinico de la Colonia Sanatorial G. Saint Bois. Con ellas hicimos ur
pool para realizar los primeros ensayos, pero luego continuamos frabajando con
la cepa 2661, Los bacilos, luego de cullivados durante dos meses en Sauton.
fueron calentados a 100° C. durante 20 minutos y mds tarde suspendidos en
solucion estéril al 12% de cloruro de sodio, en una relaciéon de 129% en PESO
de células humedas. Se sometié esta suspension a la accién del oscilador a una
frecuencia de 10 Ke/s durante 60 minutos, a una potencia de salida de 50 w
Luego observamos al microscopio la ausencia de células enteras o fragmentos
de ellas. Para considerarla adecuada a nuesiros ensayos centrifugamos la sus-
pension a 3.000 RPM durante 1 hora, a fin de eliminar las bacterias infegras y
fragmentos sedimentables que pudieran persistir. Para ese lisado sénico también
se estudiaron diferentes maneras de dispersar las particulas de carbén. Optamos
por la suspensién de carbén dispersado por ondas sénicas.

Preparamos enfonces el antigeno, haciendo actuar el oscilador durante lho-
ra a 10 Ke/s y 50 w. sobre la mezcla del lisado sénico de bacilo tuberculoso
y 0.3% de negro de humo. Como Gltima etapa obtuvimoes el antigeno tratando
en forma conjunta con el oscilador la mezela de bacilo tuberculoso, negro de
humo al 0,3% y solucién salina al 129%.

TECNICA DE LA REACCION.— A) Reqccion rapide; La efectuamos de acuerdo
a la técnica rdpida de Huddleson para brucelosis (9). Colocdbamos sobre una
lamina de vidrio cuadriculada cantidades de suero de 0,08, 0,04, 0,02, 0,01 ml.
Luego agregabamos una gota de nuestro antigeno, con una pipeta calibrada para
formar golas de 0,03 ml. Inmediatamente mezcldbamos, usando una varilla de
vidrio, el suero con el antigeno y hacfamos la lectura a los 5 y 10 minutos.
La ladmina permanecia a temperatura ambiente. Entre una reaccién y otra se
limpiaba la varilla con un algoddén seco. El titulo de la reaceién lo establecia-
mos, segln el tamafio de los grumos y la limpidez del fondo, en 4-; -] 44
+-+++. Los resultades son los presentados en los cuadroes correspondientes.

32—

18

38




na adsorcion
oscilador du-
de Brucellas
} células bac-
r la aglutina-
sta es la téc-

brucelosos v
rdos en placa

reaccion ne-
| era correcta
1 antigeno de
accion en se-
flo por lisis y

pmano: 2563,
§ en el Labo-
8 hicimos un
labajando con
i en Sauton,
ispendidos en
12% en peso
cilador a una
fida de 50 w
o fragmentos
gamos la sus-
las integras y
fnico también
y6n. Optamos

duranie lho-
o tuberculoso
geno tratando
pso, 1egro de

)8 de acuerdo
l0os sobre una
0,02, 0,01 ml.
ralibrada para
ina varilla de
¢ 10 minutos.
ibn ¥ otra se
lo establecia-
Btk s
ndientes.

Cunadro

SUEROS HUMANOS

111

TUBERCULOSOS

Aglutinaeidn Aglutinaeiim

riipida lenta

1/200
1/100
L 1/100
Contaminado

+ - 1/60
44 1/100
44 1/200
- 17100
-1 1/80
1/60
= |- 1/2B
17560
L 1/100
L 125
- 1/200
- 1/100
+4 1/100
erpae 1/00
= L 1/10
| 1/50
1/200

L 1/100

+ 1/50

| 1/25

e - 1/20
== - 1/20
. 1/50

1/50
1/200
+ 1/80
1/60
4+ 1/20
4 1/B0
+ 1/100
1/50
1/200

IS

40
41
42
13
4“4
45
46

(i3

70

- =3 -3 =3

TH

-3 =] =1
® -~ ;

-+

Aglutinacion

ipida

+ 1/200
+ 1/200
1/200

L 1/26
4 1/25
1/200

+ 1/50
_ 1/26
1/50

1/60

+ 1/60
4+ 1/B60
1,/60
1/60
1/50

<4 1/100

L 1/50
1/25
171060

4+ 1/100

- 1/100
1/2b
1/25
1/50

A gluting
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1eifin

=
s S S

85 5 BS

1/20

- 1/20
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(Continuacién de Cuadro L)

im  Aglotinacidn _!glll'tin:u'in'm Aglutinaeids

N© lenta N rapida lanta
T8 e it D 104 4+ 1/26
80 ..oun- - 1/60 106 s s L 1/25
a1 e — 44 1/20 108 .. — L4 1/20
82 .. ; 1 1/100 107 L 1/20
83 saasave — b4 1/20 108 ..... 4 1/20
B4 ..nn.en - 17100 109 .. 4 1/50
L O + 1/60 110 .. . 4+ 1/80
86 . = - 4 1720 111 vees Akt 1/100
87 —— 4 1/25 112 e —- L4 1/20
88 i — L4 1/20 118 ... L 1/100
RO ionies = LU 37 114 L 1/256
90 e -4 1/20 115 .. |4 1/20
[+ S = 44 1/20 116 a5 —~ Ly 1/20
92 ... L 1/20 117 — L4 1/20
93 st 4 1/25 118 L 1/100
B4 e I 1/26 119 . ++ 1/50
05 ... 1+ 17100 120 .o L +4 1/26
86 .. 5 L 1/50 o [ [ : 44 1/200
97 4+ 1/50 12 pea +4 1/26
[ - — - At 1720 123 . — -+ 1/20
W .. ae - 1/20 104 —
1000 oo 1/25 : . SR —~
£ 1 W - +4 1/20 126 + 1/100
102 ;... +4 1/20 12T sivinivis iis - 1/26
41 = = 4+ 1720 128 - 1/26

B) Reaccion lentd: Colocdbamos en tubos de heméligis, 1 ml. de suero a
investigar, diluido previamente a 1/10, 1/20, 1/25 y le agregabamos una gota
de 0.03 ml. de antigeno. La reaccion se leia después de una incubacion de
5 horas a 37° C. También se distinguian, segun el tamafio de los grumos y la
limpidez del medio, +, ++, +-+ 4+ I-4+. Los resultados se ven en los mis-

mos cuadros.

RESULTADOS.— De 127 sueros humanos tuberculosos, 125 fueron positivos
(98.4% positives); 80 solamente lo fueron a la reaceion rapida (63% ).

De 7 sueros de vacas en lactacion tuberculino-positivas, fodos ellos fueron
a a titulos de 1/160 hasta 1/800: ensayos posteriores

positivos a la reaccion rapid
ciGn, un fenomeno de inespecificidad

muestran, en los sueros de vacas en produc
actualmente en estudio.
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Se practicé en 32 sueros de adultos normales la reaccion lenta, obfenién-

dose 32 negativos (100% negativos)

Se practicé la reaccion lenta para tuberculosis en 15 sueros humanos bru-
celosos con Huddleson positiva, obieniéndose resultados negativos en todos ellos
(100% negativos).

Doce sueros hidaticos (4 humanos y 8 bovinos de carne) fueron todos ne-
gativos a la reaccion lenta (100% negativos).

CONCLUSIONES.— Se comprueba gue las particulas de negro de humo son
un soporte adecuado para adsorber antigenos, que pueden ser usados en reac-
ciones de aglutinacién y anillo para diagnéstico de tuberculosis y brucelosis.

El antigeno para la seroaglutinaciéon brucelosa es positivo frente a sueros
Huddleson positivos v ncgativo con los sueros normales.

El antigeno para la serpaglutinacién tuberculosa es aglutinado a titulos muy
variados por todos los sueros de humanos hospitalizados como tuberculosos.

Los sueros de personas adultas normales son negalivos a ambos antigenos

Los sueros humanos brucelosos, hidatidicos y Wassermann positivos, son
negativos a la reaccién de aglutinacién para tuberculosis.

Estos hechos demuestran que la especificidad en sueros humanos llega al
100% .

La reaccion rapida podra ser superada una vez titulado el antigeno, yva que
fueron consideradas negativas las reacciones positivas débiles.

RESUMEN.— Se presenta un antigeno para serpaglutinaeion brucelosa ob-
tenido por dispersién sénica de negro de humo en un lisado s6nico de Brucellas.
Dicho antigeno es aglutinado por todos los sueros brucelosos.

Se presenta también un antigeno para seroaglutinacion fuberculosa obteni-
do por el tratamiento sénico simultaneo del bacilo tuberculoso y negro de humao.
Esle antigeno es aglutinado por todos los sueros tuberculosos.

Todos los sueros normales, excepto los de vacas en produccion, fueron ne-

gativos a ambas reacciones.

Los sueros humanos brucelosos, hidatidicos y Wassermann positivos, no
aglutinaron el antigeno tuberculoso.

Hay una gran variedad de titulos aglutinantes en las diversas reacciones.

SUMMARY — The authors present an antigen for brucellous seroagglulina-
tion, obtained by sonic dispersion of lamp black in a sonic lysate of Br. abortus;
this antigen is agglutinated by all brucellous sera and not by the normal ones.

It is also presented an antigen for tuberculous seroagglutination, obtained
by simultaneous sonic treatment of tuberele bacilli and lamp black; this antigen
is agglutinated by all tuberculous sera.

All normal sera, except those of cows in production, were negafive to both
antigens.

Brucellous, hydatidie and Wassermann positive human sera did not agglu-
tinate the tuberculous antigen.

There is a great variety of fitles in the different reactions.
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M, 88: 78¢
L Histologia e histoquimica de la glandula coclear
o de Ampullaria canaliculata (Lam.)'
i 17 e . ¥
JORGE PAULETE-VANRELL: y SUSANA BCAGLIA DE PAULETE
INTRODUCCION.— Continuando con nuesiros trabajos anteriores (4,5), y
alentados por los resuliados gue obtuvimos en nuestrag investigaciones, la fina-
B4: 075.

dula coclear de Ampullaria canaliculata (Lam.) y la localizacién topografica,
desde un punto de vista histoquimico, de cada uno de los compuestos que hemos
individualizado con anterioridad mediante téenicas bioquimicas.

” lidad que condiciona esta comunicacién es la descripecién histold

o, 1947, 60
v MATERIAL Y METODOS.— Se emplearon ocho glindulas cocleares de
ejemplares adullos de Ampullaria canaliculate (Lam.), en periodo de repro-
duceién. El material se fijo en formol 10% a temperatura ambiente, en for
mol 10% helado v en acetona frfa, los cortes se efectuaron luego de inclusion
en parafina y para algunas técnicas, por congelacién. Como téenic2s de colora-
\ 154: 692 r cion se emplearon para morfologie general: hematoxilina-eosina, tricrémico de
Cajal-Gallego. La valoracién cualitativa histoquimica se hizo de acuerdo a las
siguientes técnicas: Proteinas: verde de metilo pironina. Pol'sacdridos: P. A. S.:
Aleian-blue; solucién de Giemsa; azul de toluidina a pH 5, con y sin digestion
¥ chasaala previa por hialuronidasa testicular, durante tiempos variables a 37° C., usando
E & Teon cordén umbilical como control de técnica; digestion salivar, todos estos métodos
; seglin Pearse (6). Lipidos: sudén negro B; sudan 1II; rojo escarlata de Herx-
heimer. Carotenoides: dcido sulftirico concentrado; lugol, ambos segiin Lange-
ron (3). Diastasas: Fosfatasa alealina: método de Gémori y variante rapida del
A mismo, segin Laguens (2). Fosfatasa deida: método de Gamori. Sustancias inor-
‘L gdnicas: Caleio: rojo de alizarina S; &cido sulftrico 1/3; acido oxélico; método
de von Kossa; precipitacién por el oxalate de amonio; microicineraecién v luz
polarizada. Tejido conjuntivo: método de van Gieson. Fibras, eldsticas: método
de Verhoeff. Coldgenas: trierémico de Cajal-Gallego; de reticuling: Gordon &
Sweet, segln Clayden (1); Iturriza. Alcaloides: Reichl v Mikosch,

yestigacion.

L. Trabajo del Departamento de Anatomia Mierosetpicas y Citologia de la Facultad
e Humanidades y Cieneis L. Cuestas 1525, Montevideo, Uruguay.
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RESULTADOS.— El estudio histolégico de la glandula coclear permiie
afirmar que es una glandula tabuloacinosa, 1a cual estd constituida por dos
paries distintas: un parénguima ¥y un esiroma.
Parinouinma (figs, 1, 2, 3 y 4).—El parénguima g
dir, con una finalidad puramente explicativa, en dos claras poreiones:

andular puede divi-

la una
secretora, los ficinos, v la otra excretora, el sistema canalicular,

Los deinos (figs. 1 y 2) estin formados por una capa de células, mas o
menos piramidales, fuertemente baséfilas, de nticleo basal, El estudio histogui-
mico de estos elementos muestra reacciones especificas frenie al P. A, 8., inten-
samenie positiva en forma de granulos dispersos en todo el citoplasma (fig. 1);
coloracion franca por el Aleian-blue, con idéntica topografia que la anterior;
metacromasia difusa, frente al azul de toluidina y a la solucién de Giemsa, uni-
tormemente distribuida en el citoplasma y que no desaparece luego de la diges-
tién celular por la hialuronidasa. La digestion por ptialina tampoco introduce
modificaciones en la intensidad de la reaccion del P. A S. A mas de esto, las
células muestran también reacciones iniensamente positivas, en forma de gri-
nulos intracitoplasmicos, frente a los colorantes para lipidos (fig. 2), reaccion
que no se extingue luego del tratamiento sucesivo de los tejidos con una se-
cuencia de solventes orgénicos constituida por: acetona fria, acetona 37° C,
aleohol etilico 37° C., cloroformo adicionado de metanol a 37°C. ¥ xilol a
b i Sl 5%

Los tibulos (figs. 3 y 4), que constituyen el sistema excretor de la glan-
dula, tienen una estructura variable en su trayecto. Se inician entre las células
acinosas en forma de {énues canales (canaliculos secretores intercelulares), éstos
se refinen para constituir los conductos intralobulillares o conductos intercala-
ados porque sus paredes estdn formadas por células acinpsas pro-
s se abren a su vez en los
'lio bajo, monoestratificado,

res, caracteri
piamente dichas. Estos conductillos intralobulillare
conductos interlobulillares, recubiertos por un epit
cilindrico. ciliado, sin células caliciformes. Este epitelio presenta reaccion de
P. A. S. fuertemente positiva como finas granulaciones apicales en sus células
asimismo, reaccién positiva frente al Alcian-blue, siendo metacromaticas con
el azul de toluidina. También este epitelio muestira granulaciones intracitoplas-
micas de lipoproteinas. El epitelio no se apoya sobre una membrana basal ¥
estd casi en inmediato contacto, apenas separado por una delgada capa de co-
neetive intersticial, de los dcinos subyacentes. Estos conductos, poco a poco, al
continuar su trayecto modifican su estructura, al tiempo gue aumentan su cali-
bre y el grosor de su pared. El epitelio se transforma de monoesiratificado en
pseudoestratificade, cilindrico, ciliado, con células ecaliciformes en algunas par-
tes y deja de estar en inmediato contacto con los 4cinos subyacentes, de los gue
ahora aparece separado por una capa cada vez mas espesa cuanto més nos ale-
jamos de la zona de transicién. Esta esta constituida por rias capas de células
poliédricas por la mutua compresion, de citoplasma relat
virtud de gque poscen grandes vacuolas gue llegan a veces a relegar el micleo
histoguimico muesira reaccién positiva intensa para

ivamente escaso en

a la periferia. El analis
mucopolisacarides acides en el citoplasma de las mismas; sus vacuolas presen-
contenidos distintos: algunas, las menos, estan repletas de lipidos, las
an como grandes lagunas melacrométicas, Estos canales que

tan dos
dem#s, se evidenci
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hemos descrito, serfan los conductos interlobulares que volearian su contenido
en el ducto excretor principal que los va recibiendo en su trayecto. Morfold-
gicamente, la pared del ducto excretor principal, es muy similar a la de los
conductos interlobulares, con un epitelio de revestimiento idéntico apoyado so-
bre el mismo tejido de aspecto adiposo, de células grandes, poliédricas, que
fiere de los conducios antes mencionados solamente en su mayor espesor y
en la presencia de reacciones histoquimicas francamente positivas para carote-
noides en muchas de sus vacuolas y en tenues canaliculos intercelulares (fig. 3)
y para proteinas, siendo esas vacuolas intensamente pironinéfilas (fig.4). Este
canal vuelea el producto de seerecidon en la luz del oviducto, que atraviesa la
glindula.

Estroma (figs. 5, 6, 7, 8, 9 y 10).— El estroma de la glandula es pobre
Los dcinos contactan muy estrechamente entre si y, escasamente en algunos
vasos, dejan lugar para tenues hilillos de tfejido conjuntivoe evidenciable por
el método de van Gieson. Los elementos de sostén se hallan reducidos a escasas

fibras de reticulina que rodean los &cinos (fig. 5) y forman una cubierta méas
espesa a los canaliculos intra e interlobulillares (fig. 6). No hay fibras eldsti-
cas, ni colagenas. Llama la atencién, por Gltimo, la presencia de formaciones
redondeadas u ovales, refringentes, que no se tifien por los colorantes habitua-
les 0, cuando més, tan sélo una delgada cuticula superficial. Topograficamente,
se hallan entre los acinos produciendo deformaciones en sus células, que se
adaptan a su superficie. El estudio histoquimico muesira que tienen intensa
reaccion para el calcio con el rojo de alizarina (fig. 7) v el método de von
Kossa, lo que se comprueba por microicineracién y formacion de cristales de
sulfato de ecalcio insoluble (yeso) (fig. 8), al agregar dcido sulfirico. Con esta
iltima técnica se aprecia un importante desprendimiento de burbujas, verda
dera efervescencia, a partir de las formacioneg eca

Asimismo, la mayoria
de ellas presentan birrefringencia con la luz polarizada (fig. 9). Muchas de
estas esférulas muestran reacciones positivas para fosfatasas alcalinas, aunque
ne la totalidad de las mismas. Resulta muy significativo que de todas esas for-
maciones redondeadas, las que dan reaccién positiva para la fosfatasa alcalina,
no presentan actividad optica, en tanto que las gque desvian la luz polarizada
no presentan reacecién positiva, ni aun en su periferia. En ninguna de nuestras
preparaciones obiuvimos reacciones positivas para fosfatasas acidas. Las demis
reacciones histoquimicas que hemos aplicado sobre estas formaciones han sido
negativas: solamente la reaccion de P. A.S. ha sido positiva en el tejido cir
cundante del depédsito calcico, pero nunca en su cutficula periférica (fig. 1)
Resulta imposible de topografiar, histogquimicamente, la reacci de Reichl &
Mikosch, ya que las labletas que se producen, indicando una reaccion positiva
para alcaloides, son demasiado grandes, lo que no permite localizarlas en su
origen. La coloracion rosada que ofrece la fécnica mencionada es completa-
mente difusa, no haciendo factible la deteccién en un punto histolbgico de-
terminado.

DISCUSION.— Si bien este estudio mo introduce grandes modificaciones
estructurales en lo que a morfologia de las glindulas tGbuloacinosas compues
fas se refiere, permite apreciar algunos hechos significativos desde un punto

e e




de vista histoquimico. La mayoria de ellos, sin embargo, son parcial o total-
mente superponibles con los hallazgos bioquimicos gue nosotros mismos reali-
zasemos (4,5, 9).

De los hechos positivos que arroja el analisis histoquimico de 1a glandula
sorprende la abundancia de mucopolisaciridos, los cuales se manifiestan como
acidos frente a diversas reacciones. Esto se aviene a confirmar lo sostenido por
Hylton Scolt (8) al denominarla glindula albuminipara, ya que en los huevos
del gastrépodo hemos hallado también gran rigueza de estas sustancias. Lo mis-
mo aconiece para los lipidos, unidos en su mayoria a proteinas, para constituir
lipoproteinas, de donde que no sean extraibles por los solventes organicos, inea-
paces de romper dicho enlace,

Deseamos acotar que la falta de localizacién de la reaccidn de Reichl &
Mikosch, no nos permite precisar en qué punto de la glindula radica la Eénesis
de alcaloides, los que, por el anilisis quimico, se han identificade como vera
trina (4, 5).

A pesar de gue consideramos, segin expresadsemos anteriormente, que la
denominacién correcta de esta glandula es la que propone Hylton Scott de
glandula albuminipara o glindula del albamen, resulta innegable la vincula-
cion gue dicha viscera posee con la céclea o, a lo menos, con el caleio coclear,
del que bien podria ser reservorio hasta el momento de mayor necesidad, en el
cual seria cedido a las glandulas adecuadas que se hallan avanzado mas el trac-
to genital. En apoyo de lo dicho anteriormente, se encuenira la reaccion posi-
tiva para fosfatasas alealinas, la eual habla de una movilizacién del calcio en
m4as o en menos. A mas, la riqueza en depésitos célcicos se hace mMmayor a me-
dida gque se aproxima el periodo activo del animal ¥, mas concrelamente, la
época de puesta. Esto, indirectamente, comprobaria la verosimilitud de lag afir-
maciones anteriores.

RESUMEN.— Los autores llevan a cabo un estudio sisteméatico de 1a histo-
logia e histogquimica de la glandula coclear de Ampullaria canaliculata (Lam.).
Determinan, de esta manera que, estructuralmente, se trata de una glandula ti-
buloacinesa compuesta y localizan por medio de diversas reacciones los compo-
nentes quimicos que tienen papeles importantes en su fisiologia y que son super-
ponibles a los hallazgos bioguimicos realizados previamente. La riqueza, en el
estroma de dicha glandula, de formaciones célcicas, redondeadas y cristalinas,
abogan, aun cuando la glindula coclear no es la productora de la coelea, en
favor de una estrecha relacién enire este érgano y el metabolismo céleico del
moluseco.

SUMMARY . — The authors have carried out a systematic study on the histo-
logy and histochemistry of the coclear gland of Ampullaria canaliculata (Lam.).
By this way, they found that it has an alveole-tubular structure: they
loealized, using several histochemical reaetions the substances, having impor-
lance in its phisiology, The results are similar to the findings obtained pre-
viously at a biochemical level, The high amounts, in the gland stroma, of crig-
talline, round shaped, calcic formations, allows to think that the gland is related
to the caleium metabolism of the mollusk.
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Eco-etologia de la reproduccién

en los peces del género Cynolebias Steindachner, 1876

RAUL VAZ-FERREIRA, BLANCA SIERRA DE SORIANO
¥ SUSANA SCAGLIA DE PAULETE

INTRODUCCION.— Se describen en forma resumida los caracteres de los
ambientes habitados por especies del género Cymolebias Steind. en el Uruguay
y los mecan’smos de adecuacién a los mismos, hallados mediante estudios de
laboratorio, en lo que se refiere a la esfera reproductiva

MATERIAL, TRABAJOS DE CAMPO Y DE LABORATORIO.— Se empleo
material hallado en el Uruguay de C. bellottii, C. nigripinnis, C. melanotoenia,
C. viarius, C. cheradophilus y C. luteoflammulatus (estas tres tiltimas descritas
por nosotros en Com. Zool. Mus, Montevideo, N? 102).

Los estudios de campo se realizaron en excursiones periddicas, entre di-
clembre de 1961 y diciembre de 1963, a los departamentos de Rocha ¥ de Co-
lonia, en que se registraron: didmetros, profundidad, conexiones, transparencia,
temperatura, pH y condiciones de la flora y fauna de 22 masas de agua habita-
das por Cynelebias y se recogieron muestras de agua, de piso, de flora y de
fauna para ulterior estudio en el laboratorio.

Las muestras de piso consistieron cada una de ellas de aproximadamente
1 kilogramo, correspondiendo a profundidades de tierra de entre 0 ¥y 5,8 ¥ 10,
¥ 10 v 15 em.

En el laboratorio se estudiaron y determinaron: sedimentog ¥y concentracio-
nes ignicas en el agua obtenida; muestras de flora y fauna: composicion de las
muestras de piso; presencia de huevos en el residuo del lavado de las mismas
en tul de nylon; estado de desarrcllo de los embriones en los huevos obtenidos:
etologia reproductora de los adultos en acuarios: proceso de nacimiento y de
locomocion larvaria (20 observaciones), colocandoe huevos embrionados en turba
entre dos laminas de vidrio separadas entre si 3 mm. y saturando el medio
con agua,.

Trabajo del Departamento de Zoologin Ve
dndes y Cieneias, Lindolfo Cuestas 1525,
del Ay. Juan Boriano-Sefiorans, del De
misma.

wrades de la Faeultad de Humani-
Montevideo Urngusy; izado eon colaboracién
partamento de Geografia Fisica y Bioldgica de In
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RESULTADOS 1) CARACTERISTICAS DE LOS MEDIOS HIDRICOS HABITADOS

ua, 19 mostraron ser Ti:'l“[]lll'{-ill‘}- y el reslo permai entes

6dicamente o uni 15 temporales.

para disco blanco fluctuando entre 6 cm
notasio: debajo de 1/50.000; sodio: de-

Entre 22 masas de
pero conectadas pe
Agua dulce con fransparenc
de un metro; pH: entre 5.7 ¥ 9.2;
y de 1/4.000,

Las dimensiones variaron enlre 315 m 35 m. de sug
un metro de prefundidad y 80 ml huellas de ganado)
es moslraron periodos de:

En

con Imas

La

erficie con menos ae

Las masas tempore
a) Desecacidon: Ocurrid entre noviemhbre y mayo, abarcando desde cinco
meses a menos de ung, variando hasta en mas de dos meses las fechas iniciales
snuda en

y/0 terminales. La capa superficial se seca y T etrae, permaneciendo ¢
algunos casos, en otros es cubierta por detritus de vegetacion acualica, o por
, la humedad man

invasion de flora terrcstre circundante; a mayor profundide
tiene wvalores mayores.

Las muestras tomadas a diferentes profundidades en dos charcos del Depar
tamento de Colonia, v en tres del Depart amento de Rocha, nog permitié hallar
huevos de cinco especies de Cymnolebias a profundidades entre 0 y 13 cm. €n
conceniraciones méAximas de hasta 4.4 huevos por dm3,

L.os huevos se encontraron embrionados en su casi totalidad, hallandose,
ydermo y forma-

muestras obtenidas en febrero, fases comprendidas entre bla
eidn del canal neural.
b) Incremento del mivel: Se inieio entre abril y junio, registrandose una

"

2: en este

méaxima duracion de tres meses y una minima de menos de un me
periodo aparecieron juveniles de Cynolebigs y numerosos Rotifern, Branchiopo-
da, Ostraceda, Copepoda y Amphipoda.

¢) Mdximo nivel: Ocurrieron conexiones con olr
manentes de aguas préximas, encontrand Cynolebios en las temporales }
permanentes y, en la temporal, especies hasta ese periodo s6lo colectadas en per-
manentes [listadas en Vaz-Ferreir de Soriano y Soriano-Senorans (1)]

d) Regresion: Se predujo la desconexion con las otras mas temporales o
permanentes y la muerte de la totalidad de la fauna de Cynolebias y de peces plu

masas lemporales o

a, Sisrr

rianuales: las masas permanentes se redujeron de volumen, muriendo toda la po
ién una fraceién importante de la poblacic

blacidn de las especies anuales y tamk
de las especies plurianuales.

SERVADOS EN EL LABORA

II) CARACTERES REPRODUCTORES ESI'ECIALIZADOS OF
torio.— a) En la duracién del ciclo pital: En Cynolebias belloftii se observo
la puesta y fertilizacion por ejemplares de 60 dias de edad; alcanzando éstos la
s y muriendo a edades entre nueve meses y un ano.

talla maxima a los 90 di
b) En los moldes fijos del comportamiento reproductor: C. bellotti, C. ni-
arius. C. luteoflammulatus y C chergdophilus, mos-

gripinnis, C. adloffi,
traron la siguiente suce 1 de moldes motores asociados 'a la reproduc

coin
1o mono:

4. T cielo de lo:
viométricos, ]
de napas
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El macho adulto, en presencia de hembras, efectiia: vibraciones de las aletas
do . candal y anal (puestas en extensidn total); desplazamientos rdpidos alier-
nados con detenciones o cambios de direccion bruscos; y reiterada actitud de
peneiracion del suelo con el cuerpo oblicuo, 45° a 90° respecto al piso, intro-
duciendo a veces el hocico en él.

Las hembras se acercan y lo siguen, poniéndose en ntacto con flanco

de éste

Después de un periodo variable en gue el macho tera el de egue, v
durante el cual adguiere la méxima acentuacion de disefio v de eromaticidad,
se realiza 1a penetracién en el suelo, mediante enérgicos movimlientog a lo largo

de las aletas dorsal y anal, y de pedinculo y al

-ta caudal.
La hembra lo sigue adosandese a su flanco, con el extremo del hoeico a
nivel, aproximadamente, de las pectorales de éste. La pareja llega a profundi

bles ¥ permanece alli periodos de hasta 45 segundos (observacidn en
ados la hem-

lades vari
C. bellotiii) emergiendo en general, en puntos y momentos sepa

bra ¥ el macho.
c) En el desarrollo embrionario intraovo: Hugvos embrionados extraidos de

1 de la vesicula

los pisos secos conlinuaron el desarrollo hasta la reabsor
vitelina [postlarva segiin la nomenclatura de Hubbs (2)].

El aleance de este periodo postlarvario iniracvo, reguirid, a las temperatu-
ras ambientales (entre 12,0° C. y 22,0° C.), tiempos siempre mayc

25 de ires

meses; en el caso de una muesira de huevos de C. nigripinnis, se observo, al
afio de permanecer en turba, el desarrollo completo en algunos embriones ¥y
en otros, estadios anteriores a la formacién del cristalino.

d) En el periodo intraovo de la postlarva: La postlarva permanecié casi
inmovil (postlarva latente) y llegd a sobrevivir hasta 90 dias

e) En el nacimiento: Saturando el medio con agna, la postlarva realizd
movimientos giratorios y de extensidén a
de los didmetros del huevo (fig. 1, a, b), de adelgazamiento de su membrana;
unos 30 minulos después la membrana fue rota por el segmento caudal termi-
nal (fig. 1, ¢), que emergid, comenzando el nacimiento, gue concluy6 con la
exteriorizacién de cuerpo y cabeza.

que se acomps ron de ineremento

f) En el desplazamiento posinatal: En el limo, la postlarva se desplazo
hacia atras, mediante movimientos caudales, con las aletas pectorales sobre la
cabeza (fig. 1, d, e, £) (3,4) atravesando el irecho gque la separaba del agua,
en la que se infrodujo (fig. 1, g).

DISCUSION.— La temprana aparicion de postlarvas y juveniles de Cynole-
bins en las masas temporales y su ausencia durante los mismos periodos en las
masas permanentes, en las cuales s6lo aparecieron después de eslablecerse cone-
xiones transitorias o uniones con masas temporales, permite afirmar que, en los
casos estudiados, la reproduccién de Cymnolebias no tuvo lugar o no se realizéd
exitosamente en las masas permanentes,

Algunos de los fenémenos descritos en este trabajo, constituyen un sistema
especializado de adecuacion a la vida en masas temporales de agua, en que par-
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huevos y embriones, y de las postlarvas, cuyos valores de sobrevivencia y eca-
racteres son los siguientes:

Temprana madurez réproductora, posibilitando ciclo ontogénico acorde a la
duraciéon de los charcos.

Moldes etoldgicos ¥ de puesta permitiendo ubicar huevos por debajo de la
superficie del piso, donde se conserva mayor humedad.

Resistencia de los huevos a la desecacién [demostrada en esie trabajo por
su hallazgo en los pisos de charcos secos que confirma la hipétesis de wvarios
autores (8, 8, 10, 11)], permitiendo la sobrevivencia a la desecacidn.

Prolongacion del perfodo de desarrollo y viabilidad del embrién y de la
posilarva dentro del huevo [debido a pausas en el desarrollo, analogas a las
demostradas experimentalmente en otros Cyprinodéntides por Peters (12), v a
existencia de “embriéon latente” (13), que aqui denominamos postlarva latente].
permitiendo el retardo del nacimiento h:

2ta el momento adecuado
Nacimienfo como respuesta a modificaciones del medio producidas por la
saturacién con ugu;t condicionando dicho naecimiento a la inundacién.
Capacidad de locomoeidn retréograda y forma cuneiforme de las postlarvas,
permitiendo a eafm atravesar el piso y alcanzar el agua.

RESUMEN .— Se estudian durante dos afios en los departamentos de Rocha
v de Colonia (Uruguay), condiciones fisicas, quimicas y faunisticas de 22 masas
de agua habitadas por especies de Cynolebins Steindachner ¥, en laboratorio,
muestras de piso conteniendo huevos, desarrollo y comportamiento reproaductor.
de varias especies de este género obtenidas en el Uruguay.

Los medios hidricos tienen extensiones entre aproximadamente 300 m. de
didmetro méaximo y 10 em. de minimo, profundidades generalmente meno
de un metro; agua dulce con iransparencia para disco blanco fluctuando entre
6 em. y méas de un metro; pH oscilando entre 5.7 ¥y 9.2; potasio por debajo de
1/50.000; sodio por debajo de 1/4.000,

Se encontrd en 19 caracter femporal y en 3 earacter

xiones periddicas o uniones masas temporales.

permanente con cone-

En las temporales se encontraron periodos de: a) desecacidn,

variando en-
ire cinco meses y menos de un mes, que ocurre dentro del periodo noviembre-

mayo; b) incremenio del nivel variando entre tres meses y menos de un mes,

fgue se inici6 entre abril y junio; ¢) méximo nivel en que se conectan con otras
masas temporales y/0 permanentes: d) regre
nexiones,

sién en gque se producen las deseo-

El estudio en laboratoric del material de Cynolebias obtenido, mostrd:

a) Maduracién reproductora precoz: 60 dias de edad en C. bellottii Steind

b) Moldes fijos del comporfamiento, consistentes en: wibraciones de las
aletas dorsal eaudal y anal, répidos desplazamientos ¥ cambios de direecién y

.stos moldes son, en nuestras especies, 5 a los anteriormente esty

diados (5,6) en ©, bellotsii, C. nigripinnis y C. a:iicnn v diferentes T
para €. whitei.

ritos (7)

S— . - N

ticipan estructuras y mecanismos fisiologices y etoldgicos, de los adultos, de laos
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reiterada actitud de peneiracion en el suelo, realizadas por el macho; segui-

miento por las hembras; penetracion del suelo por la pareja, con recorrido de-
bajo del piso ¥ emergencia ulterior del macho y hembra sparadamente.
) La presencia de huevos de Cynolebias en muesirag de piso de los char

cos secos, extraidas a profundidades comprendidas entre 0 y 15 cm,, contenien-

do distintos estadios embrionarios para una misma mue !

d) La existencia de embriones vivos en huevos que permanecieron en tur-
ba durante mas de un afo.

e¢) Un periodo de nacimiento diferido (postlarva latente).

f) Nacimiento precedido del incremenio de los diametros del huevo )
del adelgazamiento de la membrana, producide por ruptura de ésta con el ex-
tremo caudal de la postlarva.

g) Desplazamiento a través del limo de la postlarva, realizado hacia atras
mediante movimientos propulsores de la cola.
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Evolucion del cromosoma sexual

en Schistocerca infumata’

FRANCISCO A. BAEZ y GLAUCIA PEREZ-MOSQUERA

INTRODUCCION.— Es un hecho conocido que el eromosoma sexual de los

enta una configuracién caracteristica que lo individua-

ortopteros acrididos pr
liza durante los distintos estadios de la espermatogénesis.
-ia de los estudios llevados a cabo en este Erupo de acrididos, han

La mayo
ual

puesto de manifiesto gque durante la profase meiotica el cromosoma
presenta una configuracién piriforme, fuertemente condensada, heteropicnotica
destaca nitidamente de los autosomas, que en esia etapa se
isopicnético, es decir, en

positiva, que lo
hallan con sus cromonemas exiendides y en estado
Sin embargo, la claridad de las imagenes preseniadas

heleropicnosis negativa,
ye ese aspecto vesicular com-

por Schistocerca infumata, nos permite afirmar g
pacto, aparentemente homogéneo, encierra una estructura gque se manifiesta
mas nitidamente por medio de pretratamientos, la cual no difiere en

mejor,
opicnotico.

general de la que exhibe cualquier autosoma, sea o no heler
Paralelamente se ha tratado de establecer si existe alguna relaci6n

lar v el eromosoma sexual en determinadas etapas de la pro-

emplearon técnicas citoguimicas adecuadas

entre

el material nucleo
fase meliética, para lo cual se

MATERIAL Y METODOS.— Schisioceica infumata (Scudder) es una espe-
cie que habita sobre arbustos en las orillas de los montes, con amplia distri-
bucién en todo el Uruguay y sur del Brasil. Puede hallarse asimismo, en los
parques y jardines de Montevideo sobre plantas de Dahlia que le sirven de
alimento. Se encuentran adultos durante todo el afo y se supone gue desovan
a fines de invierno, dando ninfas de color verde (Bruch, 1939).

Se estudiaron varios ejemplares machos recogidos en distintas zonas de Mon-
tevideo, con técnicas que permitieran dilucidar la estructura y los cambios que
se producen en el curso de la evolucién del cromosoma sexual durante la
gametogénesis.

Una parie de las génadas fue sometida a uno de los pr
cades: a) amoniaco al 0,25 durante 30 minutos; b) agua destilada a 56° C. du-
rante 20 minutos: ¢) solucitm de NaCl al 0,50% durante 10 minutos

etratamientos indi-

1. Departamento de Citogenétien. Instituto de Investigacion de Cienvins Biolégicns,

Av, Italia 3318, Montevi
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in encierra

En material pretratado se puso de manifiesto que esa configuraci

efectivamente, el cromosoma sexual con su estructura helicoidal replegado so-

mo (fig. 5).
Paquinema: En el paguinema {emprano, cuando log autosomas comienzan

bre

a individualizarse, el eromosoma sexual se encuenira ya condensado Yy, por

tanto, en heteropicnosis positiva, con una estructura precisa, ya que se observa
como un filamento largo bien tenido y sinuoso, Sin gue exista constancia en

la figura 5, de John y

cuanto a su posicién en el nucleo (figs. 1d ¥y €).
Naylor (1961), sobre Schistiocerca gregaria, el cromosoma sexual pre
configuracién gque se asemeja a la descrita en el presente trabajo

ion de los homdlogos, caracteristico de

1ta una

Diplonema: Al comienzo de la repulsior
este estadio, el eromosoma sexual se presenta bien condensado, luego de haber
on lineal gue lo reduce en su tamafo (fig. 1)

unos casos adopta forma

experimentado una contrace
En esta etapa su configuraciin es variable, pues
de herradura, en otros la de $ abierta o bien flexionada con los extremos muy

proximos entre si (figs. 8 y 9).

En el diploténico medio los bival
en eruz o en circule (fig. 11), debido a la posicion en gue s¢ encuentran los
Todos los bivalentes tienen bordes irregulares gue denotan su estruc-

.ntes muestran sus tipicas configuraciones

quiasmas
tura helieoidal. El cromosoma sexual se presenia blastoniforme y bien conden-
zado, contrastando su estado heteropicnotico positivo con respecto a los demas
autosomas que uniformemente se hallan menos tefiidos debido a que su conte
nido de acide nucleico es menor (figs. 10 ¥ 11), en este momento, que la del
ta diferencia de cromaticidad va disminuyendo a medida

ecromosoma sexual. B
que progresa la profase. Al finalizar el diploténico, el cromosoma gexual mues-
tra una hendidura longitudinal que separa las dos eroméatidas componentes de

este elemento (fig. 11)

MeTarase 1— Llegados a este estadio los bivalentes alcanzan su maxima
concentracion cromatinica, meostrandose compactas y con sus bordes nitidos.
Todos los bivalentes se ordenan en la placa ecualorial, manteniéndose en el mis-
1to anafa

mo plano en tanto gue el cromosoma sexnal se adelanta en su movimlie

sico hacia uno de los polos (fig, 12)
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La observacion cuidadosa revela que la estructura del ¢cromosoma sexual

difiere de la de los bivalentes autosomicos, ya que muestra su contorno irre-

gular (fig. 1 g). Su coloracion, si bien es intensa, no alcanza el mismo grado

gue la de los der
rictura espiralada del cromosema sexual es menos c
infiere gue el ciclo de espiralizacién tiene

nds cromosomas del complejo. Esos hechos son signo de gue la
ympacta que la demos-

frada por los autosomas, por lo que se
una cronologia caracteristica ¥y diferencial, que la distingue de log autosomas.
AnAFASE T.— Durante la anafase I, se encuentran dos grupos cromosomicos,
tal como era de esperar, uno de ellos eon once cromosomas y el otro con doce.
El cromosoma sexual no presenta en este estadio heterocromaticidad dife-
rencial, por lo menos en nuestras preparaciones, pero se le puede identificar en la
mayoria de los casos por su ubicacion precediendo al grupo autosémico (fig. 13).
MeTarase 11.— Durante este estadie no fue posible distinguir al eromosoma
sexual por hallarse en isopicnosis como los demas autosomas.
Anarasg IT.— Las anafases II en vista polar se presentan de dos clases:
En este estadio también se observa isopicnosis

con once y con doce elementos.
por tanto, resulta imposible indivi

del sexual con relacion a los autosomas y,
dualizarlo.

EsPERMATIDAS.— Una vez reconstruido el niicleo, después de la segunda di-
vision meidtica, encontramos que en los primercs estadios de laz espermatidas
ble recanocer individualmente a los autosomas. La cromatina se

resulta impo
halla repartida presentandose difusa en la esfera nuclear, en tanto que el ero
mosoma sexual se destaca por su configuracién particular. Dicha configuracion
consiste en un conglomerado formade por ¢l filamento ecromosomico (cromone-
ma), dispuesto en apretado helicoide (figs. 14 ¥ 15).

A medida que avanza la espermatogénesis se reduce el diametro de las es-

permatidas, mientras que el cromosoma sexual aparece como un cuerpo fuerte
mente heteropicnético, presentando una estructura heterogénea formada por las
circunvoluciones del cromonema gue aun en este estadio mantiene su configu-
racion filamentosa tipica (figs. 16 y 17).

DISCUSION.— A) ESTRUCTURA HELICOIDAL DEL CROMOSOMA SEXUAL. ~La

estructura helicoidal durante el eielo mitético (espermatogonial) ha sido obser-
vada por diversos autores: Mohr (1916) en Locusta, Wenrich (1916), Winiwar-

limearmente, con
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ter (1931) en Tetiigonia albifrons, White (1940) en algunes acridios y tetigo-
nidos. Coleman (1948) en Chortophaga, Sze (1946) en Phlaeoba infumata.

La estructura helicoidal del cromosoma sexual, tal como se presenta en
nuestro material, a través de los ciclos gonial y meiotico muy probablemente
debe corresponder a la espiral mayor del cromonema. La
vada por Coleman (1843) en Chortophaga viridifasciata durante el paguinema,
no ha podido ser individualizada por nosolros. S6lo hemos puesto de manifies-

spiral menor, obser

o, en algunos casos, una estriacion transversal a lo largo de la espiral mayor
del cromonema, la cual podria corresponder a la espiral menor. Esta estriacion,
a por nesotros en otras especies de acrididos, es més evidente durante

observi
la metafase I, cuando el eromosoma sexual se encuentra en heteropicnosis nega-
t:va, fenémeno éste que es concomitante con la destorsion de la espiral mayor,

Resulta dificil admitir que el aumento del didmetro del cromosoma sexual
chedece a la presencia de una espiral menor superpuesta a la espiral mayor, o
2 una acumulacion de ADN, Este problema requeriria una investigacion mas
exhaustiva con técnicas adecuadas.

B) COMPORTAMIENTO HETEROPICNOTICO DEL CROMOSOMA SEXUAL— Es In-
dudable, v asi lo hemos sostenido (Sasz, 18963), que el fenomeno de heteropic-
nosis gue se pone en evidencia por la reactividad diferencial de los colorantes
ue acusan mayor ¢ menor concentracion cromatiniea en todo €l eromosoma ©
en parte del mismo, constituye una signo gue refleja un estade funcional dife-
rente. De ahi que lo mas verosimil sea considerar que la heteropicnosis posee
alizacion distinto del resto de los cromosomas que obedece a un

un ritmo de es
estado fisiologico particular.

La heteropicnosis ha sido asoriada intimamente con una clase especial de
eromating, la heterocromatina, término que fue empleado por Heilz al descubrir
y formular el concepto acerca de una mayor O menor concentracion cromatinica

(cromosomas o Segmentos cromosomicos heteropicnolicas), con respecto a la
deriza a los cromesomas comunes 0 autosomas. Esto con-

eucromatina que cars
dujo a la generalizacién tedrica acerca de la inaclividad génica de los eromo-
somas o sus partes por heterocromatizacion.

En nuestro material, el cromosoma sexual sufre modificaciones consistentes
en su mayor o menor afinidad tintorial durante el ciclo de la gametogénesis; lo
cual es un signo de su intima relacion con cambios fisiologicos profundos en

el iranseurso de diche ciclo.

heteropicnesis de un ¢cromasoma,
v destefiido o compacto), es el resultado de su espiralizacién diferencial que,
a su vez, puede estar controlada por una mayor o menor concentracion de las
nucleoproteinas gue lo integran. El momento fisiologico dentro del ciclo celu-
lar v el estado funcional del tejido, influyen o reflejan las variaciones de com-
portamiento de la heterocromatina. No son cambios de la constitucion del cro-

positiva o negativa (grueso o delgado

mosoma, sino cambios de su funcion,

Los estudios autorradiograficos acerca de la actividad diferencial del cro-
mosoma sexual, con respecto a les autosomas, suminisiran una evidencia que
apoya e interpretacién. En este sentido, el eromosoma sexual girve de con-
trol dando informacion sobre el estado de sintesis en gue se encuenira la hete-
rocromatina con respecto a la eucromatina, es decir, a los autosomas.
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Lima de Faria (1961) lo ha demostrade mediante el empleo de timidina
tritiada, conjuntamente con el analisis citofotomeétr Hallg este autor gue el
1) cromosoma sexual de Melanoplus y Chortophaga, sintetl el ADN més farde

que los autosomas. El est
téenica de Feulgen, realizado en los mismos

en la heterocromatina gque en
durante el paquinema.

udio citofotométrico en preparacicnes tratadas por la
stadios, concuerda con la determi-
nacion antedicha. Quiere decir entances gue hay mas ADN por unidad de area
la eucromatina a través de la profase meioti




Ha sido sugerido por White (1961) que el ADN eucromatico, consistiria en
pares de nucledtidos de adenina-iimina y citosina-guanina, ordenados en una
gran variedad de secuencias. El ADN heterocromatico consistiria principalmente
en una sola clase de dichos pares, yva sea A-T o C-G; de este modo la hetero
cromatina compacta estaria constituida por pares de nucleétidos A-T, mientras
gue la heterocromatina ditusa lo estaria por pares C-G o vicevers:

.

Si la heteropicnosis positiva, gque presenta el cromosoma sexual durante la
profase meiotica, que seria a nuestro juicio heterocromatina compacta, obedece
a lo supuesto por White, estd atn por demosfrarse, pero de todos modos es inte-
resante el sentido fisiologieo de esta interprefaeidn.

Recientes investigaciones (Crosby Longwell, 1961), sobre determinaeion in
terferométrica del espesor del cromosoma en regiones eucromaticas y heterocro
maticas, pueden aportar evidencia adicional acerca de si el grado de heteropic-
nosis obedece a una afinidad diferencial por los colorantes o al grade relativo
de retardo Optico.

En este orden de hechos, un reciente trabajo de Henderson (1963) muestra
que el ecromosoma sexual, tal como lo revela el alisis con uridina iritiada,
durante la primera y segunda profase meidtica no sintetiza ARN, en tanto que los
autosomas presentan actividad sintetizanie a través de toda la profase meidtica,
lo cual pone de manifiesto la actividad diferencial entre el cromesoma sexual
v los autosomas.

C) CROMOSOMA SEXUAL ¥ NUCLEoLo.— Las caracteristicas morfolagicas del
cromosoma sexual gue se observan en la profase meiotica, han sido interpreta-
das por la mayoria de los aulores como un cuerpo compacto vesicular que se
destaca nitidamente durdnte el leptonema v paguinema. Se ha pensado que esta
configuraeion vesicular obedece al hecho de hallarse constituida por la asocia-
cién de material nucleolar con el cromosoma sexual. De manera que dicho
cromosoma se hallaria incluido en la masa nucleolar.

Nuestras observaciones han
de hallarse material nucleolar, puesio que con las diferentes técnicas empleadas
hasta el momento v especialmente por el Feulgen, dicho material sélo reacciona
posilivamente por este tltimo método. Sze (1946) hizo notlar esta circunstancia,
aungue no indied que fuera observada por él

velado que esa estructura no obedece al hecho

Por otra parte es notorio en la mayoria de los ortopteros gque, en las etapas
de la profase meidtica temprana el nucléolo se encuenira generalmente ubicado
a distinta distancia del cromesoma sexual ¥y que ambos elementos, ain estando
en contiguidad, pueden diferenciarse netamente por su distinta electividad cuan-
do se emplean técnicas adecuadas.

Esto ha sido puesto en evidencia por Saez (1952-55) en Chortophaga y
Melanoplus, mediante el empleo del Azur B combinado con el estudio citofo-
tométrico. En ambos casos el cromosoma sexual y el nucléolo se comportan de
modo distinto, manteniendo su individualidad cduranie la profase meiotica

Estudios recientes sobre la ultraestructura del cromosoma sexual, realizados
por Sotelo y sus colaboradores (1961, 1964), han puesto en evidenecia gue en
el Grillus argentinus el cromosoma sexual y el nucléolo se hallan intimamente
asociados, adheridos podria decirse, 5in mezelar sus componentes al principio de

58 —

nex
en

estt
sex

het
has

lay
que

ints
x al
196
biv
hal
ves
su
pen
trac
cia
aut
xua
sist
clé
sos|
cro

sex
pue

eroj
esp
rali
nos




asistiria en
DS en una
cipalmente
la hetero-
, mientras
durante la
ia, obedece
los es inte-

inacion in-
heterocra-
heteropie-
do relativo

3) muestra
1a tritiada,
nto gue los
e meidtica
yma sexual

lggicas del
interpreta-
far gque se
io que esta
t la asoeia-
gue dicho

ge al hecho
empleadas
b reacciona
reunstancia,

| las etapas
ite vbicado
in estando
ridad cuan-

rtophaga ¥y
1dio citofo-
mportan de
eiotica.

, realizados
icia que en
atimamentie
wrincipio de

la profase, esta asociacion se inicia en el paquinema y se termina al final del
diplonema. Consiste este fendmeno en el pasaje de filamentos de uno a otro ele-
mento, lo que da como resultado que el nucléolo contiene filamentos de natu-
raleza cromosémica. Ademds, en el paguinema el nucléolo emite una prolonga-
ente en una hilera cilindrica de los milsmos filamentos y una unidad

cidn consi
axial. Al final del diplonema la asociacion nucléolo-cromosoma estd constifuida
por un Cuerpo complejo en cuya esiruciura no se reconocen ni el nucléolo, ni
el eromosoma de etapas anteriores.

En otros acridios, sin embargo, estudiados por Sotelo, no se hallé interco-
entre cromosoma sexual ¥ nucléolo, no obstante encontrarse en eontacto

nexion
Pero en una especie de ardcnidos

en algunas etapas de la profase meidtica,
este mismo autor hallé un cuerpo pbandeado, similar en estructura al cromosoma
sexual del grillo.

En este orden de ideas, cabe recordar lo que acontece en los mamiferos.
La condensacion de los eromosomas sexuales X Y en este grupo, en un Ccuerpo
heteropicnético, comienza en la Gltima telofase espermatogonial y se la observa
hasta el final del paguinema.

El bivalente sexual X Y de los mamiferos se halla ineluido en una vesicula,
la vesicula gexual, llamada por Makino (1841) anfinucléolo. Esta vesicula, de la
gue luego emergen los cromosomas X Y al final de la profase y gue contiene
material nucleolar, se desintegra al final de esta etapa. La vesicula sexual fue
interpretada como un nuclénlo, en el cual se hallan ineluidos los cromosomas
X ¥ en intima asociacidn. Slizynski (1949, 1955a, 1955b, 1960) y Griffen (1955,
1060) consideran que la vesicula sexual es un nucléolo que se halla unido al
pivalente X ¥ por uno de sus extremos durante el paguinema. En la rata suelen
hallarse, ocasionalmente, casos en gue el par X Y se encuentra liberado de la
vesicula sexual, tal como fue observado por Geyer-Duszyniska (1963) (tig. 3 de
su trabajo). Pero esto no significa que la vesicula sexual sea una entidad inde-
pendiente de los cromosomas X Y. Coinecide con esta observacién, lo demos-
trado anteriormente por Ohno, Kaplan y Kinosita (1956), respecio a la presen
¢ia de apreciable cantidad de ARN en la vesicula sexual de la rata. Estos
autores pusicron de manifiesto que la vesicula que encierra los cromosomas se€-
xuales, si bien estd constituida por ARN. no corresponde al nucléolo. La per-
sistencia de dicha vesicula hasta el diplonema ¥ la desaparicion del o los nu-
cléolos antes del paguinema, es el argumento principal en que &e basan para
sostener que la vesicula rica en ARN estd asociada con la heteropicnosis de los
cromosomas sexuales y no tiene relacion con el nueléolo.

RESUMEN.— Se llev6 a cabo un estudio sobre la evolucion del cromosoma
sexual en Schistocerca infumata (Orthopiera: acrididae). El cariotipo esta com-
puesto por 23 cromosomas acrocéniricos (2n & = 22 + X).

La informacién obtenida en esta investigacién, pone de manifiesto que el
eromosoma sexual presenta alociclia diferencial en los distintos estadios de la
ea por su estado de concentracién o por su grado de espi-
presenta estructura helicoidal laxa y heteropic-

espermatogénesis, ya s
ralizacién. Durante la profase
nosis negativa en la metafase,

P, -




En el transcurso de la profase meidtica es cuando el cromosoma seéxual ma-
nifiesta su estructura heterogénea constituido por un cromonema enroscado v
heteropicnético positive, el cual, a medida que avanza la profase, se resuelve
en un elemento filamentoso compacto que se contrae paulatinamente mante-
niendo su heteropicnosis positiva, contrastando con la isopicnosis de los autoso-

mas. La primera metafase meiotica encuentra al cromosoma sexual mas despi-
ralizade que los autesomas ¥ en franca heteropicnosis negativa, en oposi
los autosomas que en esta etapa adguieren su méxima concentracién.

En la anafase I, metafase II y anafase II iodos los cromosomas, incluso el
sexual, se hallan en isopicnosis y, por tanto, este (ltimo no se diferencia de los

dn a

autosomas.

En las espermatidas se destaca el cromosoma sexual por su configuracién,
constituida por un cromonema enrollade que, a medida que avanza la esper-
miogénesis, evoluciona transformandose en un cuer fuertemente heteropicno-
tico que mantiene su estructura filamentosa, en tanto gue disminuye el diame
lro de la espermitida.

vy el

En cuanto a la posible relacion existente entre el material nucleolar
cromosoma sexual, no hemaos hallado evideneia que indigque que la masa eom-
pacta que caracteriza al cromosoma sexual durante el leplonema, zigonema y
paquinema, obedezea a estar incluido o mezclado con el nucléolo, ya que ambos
elementos pueden diferenciarse por su ¢ sidad citogquimica. De manera gue
el nucléolo o maferial constituide por ARN forma una entidad independiente
del eromosoma sexual que no se mezcla en ninguna de las etapas de la profase

meidtica.

SUMMARY.— A study of the evolution of the sex chromosome during
meiosis in Schistocerca infumata [with a karyotype of 2n (4 ) = 23 acrocentric
chromosomes with X-O type of sex determination] ha2s shown that in the dif-
ferent stages of spermatogenesis the sex chromosome presenfs a differential
allocyclie behaviour, The difference may be due either to its condensed state
or to differences in spiralization.

At prophase I it ig heterogencous in composition and shows a loose helical
strueture. It is seen as a coiled positively heteropyenotic ehromonema which
changes during prophase into a thead-like compact element. At the end of
prophase the element has adquired a condensed appearance. Its positive hetero-
pyenosis contrast with the autosome isopycnosis. At metaphase 1. the sex chro-
mosome is less spiralized than the autosomes and is negatively heteropyenotie,

At anaphase I, metaphase 1I and anaphase 11, all the chromosomes including
the sexual one are in isopycnosis; in consequence it is not distinguished by ifs
staining properties.

In the spermatids the sex chromosome is easily differenciated. It is formed
by a coiled chromonema which as maturation advances keeps its filamentous
structure while evolving into a heteéropyenotic body with concomitant reduction
of the volume of the cell.

With regard to a possible connection between nucleolar substance and sex
chromosome no evidence was found indicating that during leptonema, zigonema
and pachynema the chromosome may already have intermixed with the nu-
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Investigaciones

sobre Furnarius rufus rufus = “hornero” '
RODOLFO V. TALICE y BUSANA LAFFITTE DE MOSERA

13 INTRODUCCION.—La gran mayoria de las aves autoetonas del te-

rritorio uruguayo han sido objeto, hasta el presente, de pocas comunicaciones

cientificas en relacién con la biologia.

En cambio sus problemas taxonémicos fueron repetidamente abordados:
principalmente por: Alvarez (1,2), Arredondo (3), Tremoleras (4), Devicen-
7i (5), vy en el reciente y completo trabajo de Cuello y Gerzenstein (6).

Dentro de nuestros pajaros el mas coman es, quizé, el “hornero”, Furna-
rius rufus rufus, y no escapa a esas generalidades en lo que respecta a su
pstudio v conocimiento.

Su sistematica ha sufrido sucesivas modificaciones, desde la inclusitn en el
género Merops, en el siglo pasado, hasta el momento actual, en gue se consi-
dera, sin lugar a dudas, en la familia Furnariidae (7). Cuello ¥ Gerzenstein (6)
sefialan en ella 19 géneros y 23 especies, una de las cuales es precisamente,

Furnarius rufus rufus:

“Familia Furnariidae (6).

Furnarius rufus rufus (Gmelin) Hornero.

Merops rufus Gmelin, 1788, Syst. Nat, 1, p. 465 (basada en Buffon y
Daubenton, pl. 739); Buenos Aires, Rep. Argentina.

Furnarius rufus Tremoleras, 1920, p. 19.

Furnarius rufus rufus Hellmayr, 1925, T D
948: Peters, 1851, 7, p. 70.”

15: Wetmore, 1926, pp. 245-

La distribucion geografica de la especie es bastante amplia, abarca: Brasil

meridional, Argentina (desde Misiones y Corrientes) v el Uruguay. Se ha sena-

lado también para Paraguay ¥ Bolivia,
En nuestro pais tal distribucién parece uniforme, existiendo s6lo variacio-

nes en la cantidad de nidos por zonas, vinculada estrechamente con la densidad

de las poblaciones humanas.

L. Faecultad de Humanida
perimental Montevideo, Uruguay.

Ciencins, Departamento de Biologia General y Ex

des Y
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En lo que respecta al nombre comun, en el Uruguay sélo se designa a esta
especie como “hornero”, pero en las restantes regiones encontramos otros, algu
nos curiosos. En Argentina: “hornero”, “casero”, “hornillero”, “albafiil”, “Ca-
talina", “alonsito”, “'Alonso-garcia”, etc. En Bolivia, también “hornero”. En Pa-
raguay: “Alonso-garcia”, “oga f;
Barro", “barreiro”, “John Clay

Aungue la especie es exclusiva de América del Sur, existen nombres comu-
nes equivalentes en francés (“fournier”, “fournier roux'’); en inglés (“red oven
bird", “John of the mird-puddles”); en aleman (‘lehmhans”). No podemos, en
fin, olvidar los 21 nombres, mencionados para esta especie por D'Orbigny (8),
en 21 lenguas indigenas, los cuales son imilaciones de los sonidos emitidos por
el pajaro.

Es tambien interesante recordar las relaciones, consideradas en uno de nues-
tros trabajos anteriores (9), entre el “hornero” y el folklore rioplatense.

En el analisis de 55 fichas literarias, pudimos comprobar las variadas inter-
pretaciones, correctas e incorrectas, que dan los escritores acerca de Furndarius
rufus rufus. Ellas se refieren, sea a sus modalidades de vida, sea sobre todo,
al nido; desde la absurda y tan aceptada tradicion de “pajaro ecatélico’” (“por-
que no irabaja los dias domingos”), hasta la mencién acerca de qué integrante
de la pareja construye el nido, eolvidando que es imposible dilucidar —por la
simple observacién— cudal es el macho o la hembra, dada la ausencia de un
claro dimorfismo sexual externo.

En cambio, otras alusiones literarias conciernen a hechos exactos del vivir
del hornero, por ejemplo, aquellos conocidos versos de Supparo (10) que re-
cuerdan a la situacidon de solidez de su tipico nido, ubicado, generalmente, sobre
postes o troncos de arboles.

¥, “lbirog”, “aloncito”. En Brasil: “Jodo de

II) MATERIAL Y METODOS.— Un estudio completo de Furnarius rufus
rujus resulta naturalmente muy extenso. Abarca problemas de fisiologia y com-
portamiento en todas sus manifestacione

En la presente comunicacién nos referiremos principalmente al nido del
pajaro y a sus aspectos conexos.

El material utilizado fue el coleccionado en el curso de reiteradas excur-
siones al campo. La casi totalidad de las observaciones fueron efectuadas en
la naturaleza; etlo en lo referente a estructura del nido, se trabajé en el labo-
ratorio con el material recogido. Nuestras observaciones y experiencias abarcan
los dos altimos anos,

Los animales, mantenidos en cautividad en una pajarera de aproximada-
mente 2 mt. x 2 X 2, fueron alimenfados con alpiste, carne picada, y algunos
insectos vivos.

1) CARACTERES DEL NIDO.— a) Emplazamiento: La encuesta que anali-
zamos anteriormente, nos muesira la sefialada diversidad de localizaciones que
podriamos llamar normales: postes telegrificos y telefénicos, cumbreras, arboles,
palos de alambrados, techos, etc., asi como otras sumamente extrafas, tales como
los nidos sobre el suelo, en barrancas, sobre objelos en constante movimiento,
alambres de energia eléctrica, hormigueros, recipientes, ete.
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No podemos dejar de mencionar el fenémeno —no raro de observar al borde
de nuestros caminos— de la superposicién de dos nidos. En algunos casos (tres),
llegando a los sefialados en la sede de la Embajada Argentina (11) en Monte-
video, con 6 nidos sobrepue¢stos, a los ordenadamente simétricos de la Comisaria
del Pueblo Soca {Mosquitos), colocados de a dos o tres, a ambos lados de su
puerta de entrada (12).

b) Estructura: Es —como se sabe— una construceién cuidadosamente pla-
neada y realizada, que obliga al ave a un trabajo minucioso ¥ prolongado para
lograr ese nide de barro, que ha inducido, a muchos escritores nativistas, a
mplo para el paisano gque

sugerir —sin mayor tundamento— qué ha sido el eje
su tipico rancho.

construye, con materiales semejantes
ino de cocer el pan. Su peso promedial

Tiene la forma del horno campe
es de 5kg.250, con un méaximo de 6kg.150 y un minimo de 2 kg. Comunica con
el exterior por una abertura de forma eliptica, de 11 em. X 4em.75.

La altura exterior es de 20cm.27; la profundidad, desde la zona anterior a
la posterior (medidas externas), es de 20em.72. El ancho es, en su frente, de
25cm.50. Las paredes son gruesas, de espesor variable segin las zonas. En la
mediana es de 3cm.2T7; en el techo y cerca de la pase, de 2cm.35. El piso tiene
poco espesor. La pared del tabigue es la més delgada, alcanzando apenas a 1 em.

La eslructura interna muestra una disposicion espiralada, con una amplia
Arnbas zonas s& comunican por una aper-

antecamara y un vestibule o entrada.
tura alla v pequefa, situada en el fondo de la espira.

Se ha discutido mucho el niimerao de cémaras del nido, pero se puede afir-
mar, sin lugar a dudas, que tiene sélo una camara (o nido propiamente dicho)
v una entrada (o vestibulo).

La caAmara interna pre
12em.50. Las paredes internas son mucho méas lisas y mejor terminadas que
las exteriores; tapizadas, se puede decir, por una mezela tenue de pelos, crines

enta un e€je mayor de 15em.35 ¥ ung menor de

y plumas.

De este mismo material suele egtar llena la camara y, en algunos casos,
incluso el vestibulo.

En lo referente a la abertura o entrada existen dos problemas; su relacion
con el nido en si, y con respecto a los puntos cardinales.

Esa entrada, con respecto a la cara frontal, sé sitia indistintamente a la
izquierda o la derecha, llegando a estar, en algunos casos, en el mismo centro.
En los nides pequenos, con gran aperiura, ocupa casi todo el frente Algunos
autores, con un pequeno numero de observaciones, pretenden situar la entrada
hacia uno de los lados. Burmeister, por ejemplo [visto en Doello Jurado (13)],
la senala a la izquierda.

Daguerre (14) supone que la situacién haeia uno u oiro lado es indistinta;
g6lo influiria el lugar cercano que presenta tierra més fresca para la consiruc-
cidn en el momento de iniciarse el tabigque gue separa la camara del vestibulo.
La espira tomaria, en ese momento, una situacion definida (sic.).

¢) Orientacién de la abertura: Uno de los aspectos més a menudo aludi-
dos, en el lenguaje comun, con respecto al peculiar nido de Furnarius rufus
rufus, es el que se refiere a la orientacién de la abertura, Las opiniones son
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coniradictorias, desde la tan frecuente de considerarla orientada al norte (‘'‘para
la proteccién contra el pampero frio”), hasta la que pretende que mira hacia
el lado del camino o de la cercana vivienda humana (15).

Efectuamos un recuento de 286 nidos, midiendo la orientacion de su aber-
tura, mediante una brGjula, en la zona sur-este del pais (16), Los valores se
detallan en el cuadro siguiente. Analizamos también algunos datos de trabajos
argentines, para establecer la orientacién en relacién con los cuatro puntos car-
dinales y comprobar si es debida al azar

Serie (17) Sin autor (18) Ambos (17, 18) Nosotros

N? de N? (e N de N de

nidos A nidos nidos i 4 nidos (A
Worbs: v akin 4 14,29 16 18,39 20 17,39 o3 22,02
BUY ncdsasenion v 7 25 27 31,04 34 29,66 48 16,79
Edte g AR T 8 28,67 29 33,33 37 32,18 90 31,47
Qeste ..oiivsenn . 9 32,14 15 17,24 24 20,87 856 20,72
Total de nidos ..... 28 87 115 286

X2 CON RESPECTO A LA ORIENTACION DFE LA ABERTURA
HACTA LOS CUATRO PUNTOS CARDINALES
SEGUN DATOS DE DIFERENTES AUTORES

Sarié (17) Sin autor (1K) Ambos (17, 18) Nozotros
X: — 1.998 X2 — 17.297 X2 — 6772 X2 — 16.067
P = 070 y 050 P — 010 y 0.05 P = 010y 0.0 P <L 001

El valor de P, obtenido en los cuatro calculos, es diferenie. En el primer
caso, siendo P = 0.70 ¥ 0.50, debe interpretarse que las wvariaciones son debi-
das al azar.

En los siguientes, al aumentar considerablemente el nimero de observacio-
nes. la posibilidad de que esa distribucién sea debida al azar disminuye nota-
blemente, pues el valor de P es = 0.10 y 0.05.
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Finalmente, en el analisis de los valores hallados por neosotros, con un nu
mero mayor de observaciones, se obtiene un valor para P < 0.01. Luego, si bien
existen orientaciones hacia los cuatro puntos cardinales, las diferencias no son
debidas al azar., Existen, pues, otros factores (microclima, vientos, etc.) que
ineiden en ella.

Otro dato interesante es la modificacion de la orientacién con respecto a
los sectores meridianos, a medida gue nos alejamos de la region sur del pais.
Se dbservaron 549 nidos durante un recorrido en ferrocarril de Montevideo a
Rivera, obieniéndoze los siguientes resultados:

Sectores del sur Bectores del norte

Montevideo - Rivera .. 174 — 31,889, 374 = 68,129, X2 — 72,132
P < 0.01

Montevideo - Durazne . 118 — 37,429 194 — 62,680, X2 — 196
P <« 0.01

Durazno - Tacnaremhbé . 25 — 31,659 54 — 68,359, X2 — 10.684
P < 0.01

Tacuarembo - Rivera . ; 34 — 21,2604 126 — T78,76% X2 — b2.00
P < 0.01

Por consiguiente, en los cuatro casos P < 0.01. Inciden pues, en la distri-
bucién de la abertura de los nidos, factores que no son debidos al azar, Llama
la atencién que, a medida que nos alejamos de la costa meridional del pais, va
en aumento el niimero de nidos cuya abertura mira hacia los sectores del norte.

d) Materiales empleados: El fundamental es la tierra hameda, a la gue
agregan arena, ramitas, cortezas, pastitos, plumas, pelos, crines, etc., materiales
con los cuales forman una masa de gran solidez. Los transportan desde zonas
eircundantes, pero se trata siempre de tierra y vegetales, nunca de objetos,
como otros pajaros.

La construceién se inicia por la base; luego elevan las paredes laterales
hasta cerrar la béveda; posteriormente construyen el tabigue divisorio. Es la
causa por la cual se ha senalado el nido formado por un sélo compartimiento;
exteriormente parece finalizado, pero puede restar por construir el fabique inte-
rior mediano.

e) Epoca y tiempo de construccion: Se sefhialan épocas y periodos muy dife-
rentes. Arredondo (3) dice que lo inicia en seliembre y gue el hornero demora
20 dias, mediante trabajo conjunto del macho y la hembra. Para Hudson (15)
¢ construye en otofio e invierno, finalizandose en primavera; seria pues, un
lapso més largo.
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Menégaux (19)] da un tiempo de dos dias (sic.); en el mismo {rabajo se dice
que, segin Burmeister, se construye en 5 6 6 dias. Daguerre (14) indica gue
la construccidén se inicia en el mes de abril.

Alvarez (1, 2) establece setiembre y 15 dias de duracién; Azara [visto en

Hemos visto trabajar al hornero durante todos los meses del afio, en com-
probaciones efectuadas mes a mes. Cuesta creer en un término menor a los
17 dias para la total construccién del nido.

Nuestras observaciones, bien comprobadas, nos permiten sefialar, como pla-
zo para su finalizacién, entre 17 y 40 dias. Es decir: en ciertas épocas el nido
es totalmente construido en 17 dias. En otras, el hornero tarda hasta 40 dias.

La construccidén queda a ecargo de ambos componentes de la pareja; la reali-
zan con el pico y con él recogen, llevan y colocan el material necesario; algu-
nos autores agregan las patas como elemento de transporte, hecho que no hemos
podido observar.

f) Cidlculo del trabajo del pdjaro: Hemos calculado que, en el pico del
hornero, forzado en su abertura, caben 400 mlg. de tierra himeda, lo que re-
presenta, en estado seco 300 mlg. (en algunos casos se ven ramitas gque sobre-
salen del pico del pajara).

Si reducimos el peso del nido a miligramos, tenemos un valor promedial
de 5.250.000 mlg. Ello nos obligaria a admitir —para una econstruceion en
17 dias— un total de 17.500 viajes de ida y vuelta para la pareja. Es decir,
que cada animal deberia efectuar 8.750 viajes. Ello significaria 541 viajes por
dia, 21 viajes por hora durante todas las horas cel nictemerio. Cada viaje insu-
miria, asi, menos de 3 minutos (exactamente 2 minutos 51 segundos). ;Cuando,
entonces se realizaria la propia labor de construccion? ;Cuidndo comeria v dor-
miria el hornero? ;Cuando descansaria? Es un dato admitido que este pajaro
solo trabaja durante las horas del dia con luz solar, aunque su actividad comienza
muy temprano en la manana. Es de sefialar que en dicho Gltimo céleulo, sdlo
consideramos el pico como elemento de transporte de materiales.

De acuerdo con ese calculo, parece, pues, bastante dificil aceptar tal lapso
de 17 dias para el acabado total del nido. Sin embargo asi lo pudimos compro-
bar durante el Gltimo mes de setiembre en Carrasco, de modo fehaciente, con
nuestro consiguiente asombro.

g) Reconstruccion del nido en la naturaleza: En la naturaleza pudimos ob-
servar en forma experimental el fendémeno de la reconstruccion del nido v de la
seleccion especifica de su emplazamiento.

En el Aeropuerto de Carrasco, en la zona donde se ha ubicado el radiote-
lescopio de la Facultad de Humanidades y Ciencias (Departamento de Astrono-
mia), encontramos —en efecto— un predio en inmejorables condiciones para tal
estudio.

A lo largo de un kilomelro, en direccién oeste-este, estdn colocadas, a igual
altura, 16 antenas del radiotelescopio. Cada antena estd sostenida sobre postes
de madera que sitdan a todas a igual altura, y a una distancia de 60 meiros
entre una y oira. Enire antena y antena existen 5 postes interantenales. Todos
ellos llegan también a igual altura y sirven de soporte a los hilos conductores
tendidos.
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Un tiempo después de terminada tal instalacion —sumamentie delicada—
comenzaron los horneros —abundantes en la zona— a emplazar sus nidos sobre
los postes antenales y a englobar, con sus construcciones, los hilos correspon-
dientes, todos ellos separados a distaneias muy precisas. En un primer momento
log técnicos retiraron los nidos sin prestar mayor atencién al hecho, pero, al
comprobar la reiteracién del pajaro, el Sr. S. Codina, Ayudante de Investigacion
encargado de dicho radiotelescopio, nos lo comunicé. Planeamos entonces, ana-
lizar el problema, ya que cada nido, construido sobre postes con antenas (hasta
en 8 de ellas), alteraba bastante su normal utilizacion, es decir, disminuia o
anulaba en su totalidad, el regisiro del radictelescopio.

Primera experiencia; Para tratar de evitar la construccion del nido en dichos
postes, se penso, primeramente, en ofrecer al pajaro, en la misma zona, olros
suporfes para sus nidos. Con tal fin se colocaron postes paralelos (sin hilos),
de igual altura que los antenales, paralelamente a una distancia de 20 mefros
de los postes del radiotelescopio. Nunca __sin embargo— los horneros constru-
yeron en esa fila de postes adicionales.

Segunda experiencia: Se individualizaron los nides construides en cada uno
de los postes con antenas, y en los interantenales, durante varios meses. Cada
98-30 dias se destruyeron los nidos construides o gemiconsiruidos y se rasparon
perfectamente los postes para evitar dejar rasiros. En buen nimero de casos
los horneros volvieron a construir, sobre todo en el mismo poste con antena o
en los interantenales. Este aspecto serd objeto de una comunicacién posterior,
una vez completada. .

De lo antedicho se desprende claramente gue existe una marcada seleccién
de los postes para el emplazamiento del nido. El hornerc elige al parecer por
razones visuales, especialmente los que soportan las antenas, a veces los mas
cercanos a ellas, pero nunca los paralelos (sin hilos) colocados —como diji-

mos— con el fin de evitar la construcciéon sobre los postes antenales.

9) Vima En cautivipap.— La adaptacién a la cautividad es relativa: un
509% de los ejemplares mueren al cabo del segundo o tercer dia; luego existe
un periode de mayor adaptacién eon algunas muertes sucesivas, que oscilaron
en 15 dias, v posteriormente una sobrevida prolongada (gue no podemos decir
normal, pues desconocemos los valores normales de vida de Furnarius rufus
rufus).

Esta sobrevida llegé en casos extremos, a casi un ano, siendo generalmente
de 4 a 5 meses.

El aspecto de los horneros en cautividad es normal. Sin embargo su muerie
suele ser brusca, sin causa aparente. Pudimos comprobar a menudo el retorno
al nido para morir, especiaimente en pajaros con pocos dias de cautividad.
Recordamos que no se trata del nido propio, sino uno de la misma especie
colocado en la pajarera.

Pueden vivir hasta 5 horneros juntos normalmente en la misma pajarera
de tamafio mediano. No hemos comprobado, pues, en cautividad, problemas de
luchas por el territorio.

La adaptacion paulatina al cautiverio se aprecia, entre otras manifestacio-
nes, por las actisticas. En efecto, a medida que aquél se prolonga, disminuyen
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notablemente los sonidos emitidos por el pajaro en presencia del hombre. Al
cabo de dos meses podiamos entrar en la pajarera y permanecer junto a ellos,
sin que gritaran, aunque siempre escapando ripidamente como espantados.

Puestos en libertad, dentro del recinto donde estd colocada la pajarera, se
desplazan ampliamente, mientras se encueniran solos. En presencia del hombre,
pbuscan refugio en la propia pajarera. Dejados en libertad después de muchos
meses de cautividad, en condiciones de salir al exterior, huyen rapidamente ¥
no regresan.

En lo que se refiere al comporiamiento alimentario: como se sabe, en ia
naturaleza el hornero se alimenta exclusivamente fuera del nido. Si introduci
mos algin alimente, lo consume rapidamente: nunca —en efeclo— observamos
almacenamiento o acopio de alimentos u objetos, dentro del nido, ni en liberiad
ni en cautividad, fendmeno frecuente en muchas aves. Come granos e inseclos
diversos,

En cautividad se alimenta de alpiste, earne picada, agua, observandose su
gran habilidad para cazar y comer presas vivas como cucarachas (Periplaneta
americana y Blatta orientalis) y lombrices de tierra (Lumbricus sp.)

En lo que se refiere 21 acto de comer, lo hacen a pequefios bocados conse-
to a dos horneros tironear de un mis-

ettives. En pocas oportunidades se ha v
mo alimento: en ningin caso ello significo una lucha.

a) Construceién en eautividad: En esta condicion no hemos logrado desen-
cadenar el comportamienio construetivo, tan acentuado en esta especie durante
su vida libre.

En efecto, puestos los pajaros en cautividad, en presencia de terra hime-
da, no consiruyen el nido. Adoptan i los ya construidos de su propia especie,
entrando y saliendo del nido con teda facilidad, llegando a morir deniro del
mismo,

También comprobamos que, colocande paja en la jauls, los horneros la or-
denan y apisonan, pero sin iniciar una verdadera consfruccién.

3) RELACIONES DEL NIDO CON LA VIVIENDA HUMANA.-—En la observacion y
anal'sis de los sefialados 549 nidos de Furnarius rtufus rufus, en 1la direccion
meridiana sur-norte del pais, siguiendo la linea férrea de Montevideo a Rivera,
encontramos otro interesante fenémeno referente a su frecuencia con respecio
a las poblaciones humanas.

A medida que nos alejamos de la zona sur del pais, donde la frecuencia
de nidos es pareja, al acercarnos al centro, cuando las poblaciones son cada vez
mAs espaciadas, el nimero de nidos por kilémetro disminuye en forma notable.
no existiendo a veces uno solo en el trayecto de muchos kiléomelros, a pesar de
que las lineas telefénicas siguen ofreciendo postes apropiades para la ubicacién

del nido.

cion resume dos anos

11I) RESUMEN Y CONCLUSIONES.— Esta comuni
de investigaciones sobre el comportamiento del hornero de nuestro pais, sobre
la base de observaciones y experiencias en la naturaleza y en el laboratorio.
He aqui los principales resultados:
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vernaculo es: “hornero”,

tante desigual.

Una sola especie: Furnarius rufus rufus, cuyo unico nombre comiin

parece existir en todo el pais con una distribucién bas

2y En el folklore literario rioplatense se hacen frec uentes alusiones al

hornero vy a su nido, algunas exa
3) Con respecto al nido: a) Emple

la mayoria de caracter antropomorfico.

miento muy variable y a veces abe-

rrante, con predominio del muy conocido sobre postes, arboles, ete

b) Estructura ur

iforme en espiral y tipica, externa e interna (dos cavi-

dades, una entrada o vestibulo y una camara, ambas unidas por una abertura

alta y estrecha).
colocs

i6n de la abertura con respecto a la cara frontal del nido. C

Vuelta de espira del recinto dextrorsa y sinistrorsa, segin la

-~

aracteres

del nide bastante uniformes, dimensiones vy pesos bastante variables.

c)

Materiales empleados para la construceidn: unicamente tierra, agua

y

algunos vegetales (pastos).
d) Orientacién de la abertura hacia los cuatro puntos cardinales.

e) Epoca de construccién: todos los meses del ano.

cidn total: minimo 17 dias.

Tiempo de construc-

§) Cdleulo aproximado del trabajo del phjaro sobre la base de 17 dias,

541 viajes por dia par

1 cada uno de los componentes de la pareja

g) Construccion en cautividad; imposible de obtener.
h) Reconstruccion en la naturaleza: notable, rdpida, casi siempre en los

mismos lugares, al parecer por estimulos visuale

s significativos para el hornero

4) Vida en cautividad: Posible hasta un afio, pero con una adaptacién

variable segin los ejemplares. Posibilidad de convi

nela de wvarios horneros

en la misma pajarera. Anulacion progresiva del instinto de territorio. Alimen-

tacién normal.

Instinto de libertad conservado después de varios meses, sin re-

torno. Utilizacién del nide ajeno, muerte habitual dentro del nido

SUMMARY.— Summary of 2 years of inyestigations on the behavior of

Furnarius rufus rufu

labhoratory.

s. based on observations and experiences in the nature and

1) Only one species: Furnarius rufus rufus, couniry name, “Hornero”
Distribution in all the country.

2) a) Location of the mest, variable with predominance in posts, trees, ete.

b) Uniform build in spiral and typieal (2 cavities, vestibule and chamber).

Turn of spire of the recinct dextrorse and sinistrorse with respe

face of the nest

et to the frontal

¢} Materials used: humid soil, grass, feathers, ete.

d) Orientation of the opening to the four cardinals peinis.

e) Epoch and time of construction: all the year, minimum 17 days.

£) Reconstruction in the nature afther the destruction of the nest: notable,

rapid, almost a

lways in the same places, ap arently by visuals stimulus signi-
E 3 4

ficant for the “Hornere’.
3) Captivity Life: with variable adaptation up to one year. Puossible living

together of seve

Normal alimentation.

birds. Progressive abrogation of the territorial instinct.
Preserve liberiy instinet. Usual death, inside the mnest

71—
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Estudio en las diferentes estaciones
de algunos iones plasmaticos del Bufo Arenarum Hensel

y primeros ensayos con una solucién salina, Ringer-Bufo*

5. B. FABIUS, H. MAZZELLA, B, BIDEGAIN y C. ROMERO

INTRODUCCION.— De Boer (1) observd que perfundiendo el corazdén de
rana curopea con liguido de Ringer, en el verano, se producia el paro o irregu-
laridades del funcionamiento cardiaco, logs cuales desaparecian al aumentar el
calcio y disminuir el potasio del medio perfusor. Waard (2) hallé en el suero
de ranas de verano, una concentracién de calcio casi doble de la de las ranas
en invernacion., R. Gerschman (3) comprobd gue la calcemia en el sapo hembra
nuesiro, era mas alta gque en el macho, y se elevaba de julio a diciembre, pero
sin ascender a mas de 20 6 30% del nivel invernal.

Los objetivos del presente trabajo fueron:

19) La determinacién de los niveles plasméticos de los iones sodio, pota-
sio v calcio en poblaciones de Bufo Arenarum H. recién capturados, dado el
poco conocimiento que hay sobre algunos yalores humorales de una especie muy
estudiada en nuestro medio

29) Valoraciéon de la repercusion del cautiverio del mismo Bufe sobre los
iones citados.

39) Preparacion de un nuevo liquido de Ringer, que llamaremos Ringer-
Bufo, en base a la natremia, potasemia y calcemia, promedialmente hallada en
la poblacion de sapos estudiadeos. Este Ringer nos parece justificarle, como
mostraremos, dadas las irregularidades del funcionamiento cardiaco y las res-
puestas poco satisfactorias (y hasta contradictorias) observadas por algunos
docentes, al estudiar el corazon del sapo perfundido con el Ringer “clasico”
(o Ringer-Rana).

MATERIAL Y METODOS.— Utilizamos Bufo Arenarum H. hembras. Pro-
venian todas del mismo lugar, localidad de La Paz (Departamento de Canelo-
nes). Fueron estudiadas en un plazo no mayor de tres dias luego de ser lle-
vadas a la Facultad de Medicina. El peso de cada ejemplar oscilé entre 65 y
360 gr. Se estudiaron lotes de 20 sapos por mes; el trabajo comenzé en junio

. Trabajo realiza
Medieinn y Labo
6n de homenaje

do en los Departamentos de Fisiologia y de Biofisi Facultad
irio Central del Hospital Pereira Rossell, M. S, P. Precentado en
al Prof. F. A, Saez, ¢l 31 de agosto do 1964,




de
recién capturados y 40 en cautiverio, distribuidos estos 1ltimos en dos lotes
uno en noviembre de 1963 v el otro en mayo de 1964.

Después de inmovilizacién del animal por destruccion de los cenltros ner-

1963 v se termind en mayo de 1864. Fueron exa ninados en total 220 sapos

viosos, se procedia asi:

Diseceitn vy exteriorizacion del corazon e individualizacion de las dos aortas
Previa inyeccién intracardiaca de 0,15 c.c. de heparina disuelta al 0,2% en NaCl
al 9%. y lapso de espera de 4 a 5 minutos (para gue la sangre quedara incoagu-
lable), se recogia ésta mediante un catéter introducide en una de las dos aortas;
la extraceién era favoreecida por el latido cardiaco y el vis a tergo.

La cantidad de sangre extraida varié entre ¢ y 11 c.c;; se obtuvo el plasma
por centrifugacion inmediata y rapida a 3.000 rev./minuto durante 15 minutos
y se realizaron las determinaciones bioguimicas siguientes: dosificacién de so-
dio y potasio por fotometria de llama; de caleio por el méiodo complexome-
trico. Los valores obtenidos fueron tabulados y estudiados estadisticamente.
Se determiné ademéas, el pH de la sangre de un lote de 15 sapos hembra, en
condiciones anaerobias, por el micrométodo de Beckman, operacién realizada
por el Dr. 1. Korc.

Con los valores promediales de los ione
de animales de junio se prepardé un nuevo Ringer, y se estudio la actividad
cardiaca perfundiendo el corazén de Bufo con esta solucién y con aguélla, la
“ol4sica”, de Ringer: esto se hizo en el verano de 1963 y en el otono e invierno
de 1964. Para este estudio se siguieron dos métodos:

; sodio, potasio ¥ calcio del plasma

1) Corazén aislado y perfundido con las dos soluciones Ringer oxigena-
das, empleadas sucesivamente en el 6rgano perfundido segun Straub. Se hacia
registro de la sistole ventricular mediante palanca isolonica en papel ahumado.
La presion-carga de perfusion del ventriculo fue de 6 a 7 cm.

9) Coraz6n perfundido “in situ”, segin metodo de Kronecker. Se susti-
tuia el retorno venoso al corazon por los diferentes liquidos de Ringer, de
acuerdo al proceder siguiente: los pediculos venosos (cavas superior e inferior)
y pulmonares, asi como la aorta derecha, eran ligados, Se introducia por la
aorta izquierda una canula de vidrio conectada con un tubo en T. Un exiremo
de 1a rama horizontal de dicho tubo, se unia con el catéter de un electromand-
metro y éste al Poligrafo Sanborn. La rama vertical del tubo en T era continua-
da por un tubo de goma en el gue podia modificarse el diametro a voluniad,
vy por lo tanto, el gasto circulatorio, mediante llave de paso gue representaba
asi la “resistencia periférica”. La solucion de Ringer ensayada era llevada a las
aurieulas por una canula introducida en la cava inferior. De este modo, el
corazén era perfundido, sucesivamente, con los Ringer de distinta composicion,
contenidos en frascos . Mariotte, ¥y su aflujo a la auricula era constante,
La solucién salina salia del ventriculo a través de la finica aorta permeable,
de alli al primer segmento de la rama horizontal del tubo en T, pasando luego
a la rama vertical v finalmente al exterior,

Con este método el corazén era “‘lavado’
caso, se mantenia constante el aflujo auricular y la ‘resistencia periférica’” adr-
tiea. Se registraban la presién arterial, al inicio de la aorta, y la frecuencia
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cardiaca. Se estudiaron los efectos de las soluciones Ringer ensayadas en cora-
zones perfundidos durante dos horas. La temperatura ambiental oscilo entre 24
v 26° C. en verano y de 14° a 167 C. en invierno. La temperatura del liquido
de perfusién vario entre 267 y 97° C. en verano y de 13° a 14° C. en invierno.

Se determing €l pH de las soluciones Ringer por el micrométodo de Beck-
man y también la viscosidad de dichas soluciones por el viscosimetro de Ostwald.

RESULTADOS.— Valores obtenidos de los distintos iones en los distintos
meses del afio, erpresados en mEqg/lt. de plasma (fig. 1). Se destacan: los
valores de concentracion de potasio y calcio durante los meses de junio, julio
y agosto, no difieren significativamente de los meses de diciembre, enero y fe-
brero. Los valores de verano eran 6.5% y 6,1% mds altos que los de invierno,
para el potasio y el calcio, respectivamente.

En el caso del sodio, la tendencia fue ascendente a lo largo de todo el ano.
Por ese motivo no se compararon los valores de invierno con los de verano.

Relacion

Potasio Sodio Caleio Pot:

X 5 5 s X s X

Junio . R T S 3,2 4+ 0.356 126.6 =+ 7.16 5.6 + 0.66 0.67
Julio - e e 3.2 + 0.566 127.56 =+ 8.31 5.5 + 0.56 0.58
Agaosto s 3.4 &+ 041 130.1 + 6.39 5.9 + 0.60 (.68
Setiembre ..........- — - — = -
Octubre - P R 3.4 4+ 0.44 5.8 =+ 0.41 0.69
Noviembre . . 3,3 += 0.30 58 + 0.71 0.57
Diciembre 3.2+ 024 134.6 + 4.59 59 4= 0.62 0.64
Enero 3.7 + 0.40 130.9 -+ 3.056 6.0 4+ 0.57 0.62
Febrero 3 i 3.6 4+ 0.39 133.1 =+ 4.78 6.2 + 0,64 (.59
Marzo ... T 3.3 + 0.37 133.2 <+ 4,94 5.8 + 0.69 0.57
Abrell ... ST i 3.4 4+ 0,47 121.8 + 4.88 BT + 0.44 0.60
Mayo .... PPy R 3.6 = 0.30 135.7 + 4.54 57 + 0.28 0.61
Poblacidn general 3.4 «+ 0.40 131.3 + 614 5.8 + 0.56 0.59

Fig. 1.— Coucentracidn de los distintos catioles, en m.Eq/lt., del plasma, en 1
xpr 1 lor promedinl mensual y s su desvio standard,

meses del afio:

En pobla sn desvio standard

1 el valor |\I'.'Hllli"lj."ll AN

de log io

Se expone la ¢coneentraelon potasio ¥ ealeio.

— .




Valor promedial general anual ¥ su desvio standard (véase fig. 1).
diferencias significativas entre las concentraciones de sodio,
de los dos lotes de animales dejados en cautiverio durante e
bre y mayo:

—entre octubre y noviembre (1963) con respecto a las
sapos recién capturados en oectubre ¥ noviembre;

—entre mayo y junio (1964) con respecto a las concentraciones de
cién capturados entonces,
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Fig. 2. Registro de la sistole ventrieular de] e azén de sapo perfundido

segin técnica de Straub. Ritmo sinusal espontine Arriha; gorazon per-
fundide con Ringer-Bufo a los 25 minutos de perfusitn. —n segundo lugar:
el mismo corazén perfundide con Ringer-Rana en el mismo lapso. —Ahajo:

el mismo preparado perfundide eon Ringer-Bufo, g los 20 minutos de Tegis-
tro. Ob:érvese la mayor amplitud de la sintole ventriculur con este Ringer,

Nuestras dosificaciones pusieron ademas en evidencia que el Ringer (clasi-
co) usado estaba compuesto (expresando dichas concentraciones en mEq/It.),
de Na: 111; K: 1.87; Ca: 3.17. Por otra parte el Ringer-Bufo experimentado
por nosotros, tenia la composicién siguiente: Na, 126: K, 3.2: Ca, 5.6,

Los valores anuales promedialmenie hallados de Ringer-Bufo, fueron: Na.
131.3; K, 3.4; Ca, 5.8

El valor del pH del plasma, determinado, segin técnica indicada, oscilo
entre 7.18 y 7.42. Los de las soluciones de Ringer usadas (“clasico” y Bufo),

luego de la adicién de bicarbonato de sodio (200 mgr./1t.) estaban enfre 7.87
v 7.88.
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Los estudios estadisticos mostraron gue:

1) No hubo diferencias significativas entre los promedios de junio (usado
en la preparacion del Ringer-Bufo de junio) con respecto a los de la pobla-
cion global.

2) Considerando los valores obtenidos, el del sodio del Ringer *“‘clasico’”
eslaba alejado més de 3 desvios standard con respecto a la media; el del po-
tasio, 3.8 desvios; el del calcio, 4.7 desvios. La relacion potasio-calcio era simi
lar a la observada en la poblacion de sapos estudiados.

3) Comparando las distintas concentraciones de la primera soluecién salina
descrita por Ringer, solamente la de CINa es similar a la nuestra (7.50 gr. % /1t.),
no asi la del potasio y del calcio (0.075 y 0.100 gr. % /1{.), mucho mas bajas
incluso gue las del Ringer “clasico” (véase fig. 4)

CiNa ClIK Cl1,Ca 1'03H?\':w 'l'(_'lli],‘;\';. pH
Ringer original o e ey e B Y 7.50 0.075 0.100 0.100 - —
Ringer-Rana segun Houssay ., .. 8.50 0.140 0.120 0.200 0.010 T.87
Ringer-Bufo ensayado (junio de
TOBRY e v ey _— 7.40 0.238 0.211 0.200 — 7.87
Ringer-Bufo promedio anual (ju-
nio de 1963 a mayo de 1964) 7.68 0.263 0.2192 0.200 — 7.88
Fig. 4.— Concentraciones compuradas en grs./lt, de variog eationes
ticos, jo forma de eloruro, #si como del hicarbomate de rsodio, 0
monol 2o de sodio ¥ del pH de los distintos tipos de Ringer. K1 lamade
Ringer “original” es la solueidn saling preparada por vez primera por 8, Hin
ger (18953); no es, pues, ¢l Ringer-Rana o “elf 4

El pH de las soluciones Ringer con las que trabajamos (Ringer ‘“‘clasico”
vy Ringer-Bufo), era mis elevado gque las que hallamos en el plasma.

De acuerdo a nuestro estudio, los dos Ringer (‘“‘clisico’” y Bufo) resultan
adecuados para los experimentos de perfusion, tanto “in situ’” como “in wvitre”;
de hecho nuestras experiencias han mostrado s6lo diferencias con respecto al
inotropismo eardiaco, que fue mayor con el Ringer-Bufo. Aparte de eslo, cree-
mos conveniente la utilizacion de este Ringer, dado que su preparacion resulto
de la determinacion de las distintas concentraciones de los cationes plasmaticos
senaladas y, por ende, esto representa una mejor adecuacion del liquido de per-
fusion al medio biolégico. Es posible también emplear dicha solucion en expe-
riencias de perfusién de corazones de sapos en cautiverio, breve o no muy pro-
longado (hasta un mes), dado que el mismo no alterd los niveles catidnicos
plasmaticos.

De acuerdo a las investigaciones originales de Ringer (4) v de Loeb (5],
es sabido que no importan mucho las conceniraciones absolutas de Na, K, Ca
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del medio perfusor eardiaco, sino fundamentalmente la relacion K/Ca. Ya he
mos visto que dichas relaciones en el Ringer “‘clasico” y Ringer-Bufo son prac-
lidad de ambos liguidos en la per

amente iguales, lo cual justificaria la u

I;.
fusién mencionada. Sin embargo, no creemos que la igualdad de esa relacion

1cias de inotropismo arriba senaladas. Pareceria, en cambio,

expligue las dife

a la mayor conceniracidon soluta de

gue el mayor inotropismo podria deberse

calcio en el Ringer-Bufe ensayado.

RESUMEN Y CONCLUSIONES.— Se realizaron determinaciones de las con-
centraciones de los iones sodio, potasie y cale.o del plasma de 220 sapos hem-
bras durante el curso de un afic (junio 1963 a mayo 1964). No hubo diferen-
cias significativas para el potasio y el calcio en invierno con respecto al verano.
Con respecto al sodlo, su concentracidon fue ascendente a le largo del ano, lo
cual imposibilita, por ahora, su estudio estadistico.

Se analizé la repercusion de un mes de cautiverio sobre agquellos niveles

calitnicos plasmaticos, comprobandose la ausencia de modificaciones de éstos.

En base a las concentraciones halladas en los principales cationes del plas-
ma de Bufo se preparé un nuevo Ringer, que llamamos Ringer-Bufe. Con él,
se efectuaron experiencias de perfusion del corazén de Bufo en las distintas
estaciones del afno, "'in vitro” por el método de Straub, v de perfusion “in situ”
mediante lavado continuo. Por estas técnicas comprobd mayor inotropismo
ventricular del corazén perfundide con Ringer-Bufo que con el “clisico”™ (o
Ringer-Rana).

Se piensa que la mayor energia sistolica ventricular obtenida por perfusion
con Ringer-Bufo, probablemente se deba a la mayor concentr:
ya que se mantuvo igual la relacién potasio-calecio en las soluciones Ringer

‘ién de calcio,

ensayadas.

SUMMARY .— The sodium, potassium and calcium ionie concentration in
the plasm of 220 female toad during a year (June 1963 - May 1964) were
determined. There were no significant differences for the petassium and sodium
in winter in relation to summer. In the case of the sodium, ifs concentration
was increasing all through the year, wich made it impossible, up to this moment,
to study it statistically.

The influence of a month captivity over the plasmatic cationic levels was
studied, proving its lack of modifications,

Based on the concentrations fonud in the principal cations of the plasm of
the Bufo, a new Ringer was prepared, wich we call Ringer-Bufo. With this
Ringer
“in witro” by Straub’s method and “in situ" by means of continuous washing,

yeriments of heart perfusién —during different seasons of the year

were done. By these techniques it was proved an increased ventricular inotro
pism with the Ringer-Bufo than with the “clasical” (or Ringer-Frog).

Perhaps the bigger ventricular systolic energy obtained by perfusion with
Ringer-Bufo iz due to its higher conceniration of calcium, because the relation-
ship potasium-calcium of the Ringer solutions tried was the some.
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Estroncio-90 en leches uruguayas
(. BENECH ¥ C. M. FRANCHI

contaminantes radiactivos en alimen-

INTRODUCCION.— El monitoreo de
muchos laboratorios en todo el

esta siendo realizado carrientemernte por

tos
nucleidos producidos por reacciones

mundo. Se presta especial atencién a los
atémicas en la atmosfera

de fisién en las pruebas de armas
1sa del “fall-out” mundial ha hecho

La dispersion de restos radiactivos a cat
a contaminacién radiactiva de las cadenas alimenticias del

que el problema de 1
importante de las autori-

hombre y de los animales, sed hoy una preocupacién
dades sanitarias de todas las naciones.

Entre los contaminantes de importancia biologica,
se considera el mas peligroso, desde que estos nucleidos
cos comparables a los del calcio y &e incorporan en la
irradiacidén, dificilmente removibles,

¢l grupo de los llamados

shuscadores del hueso”
siguen caminos metaboli
matriz 6sea, donde actiian como fuentes de
gobre el sistema hematopoyético y el tejido éseo. La importancia del dafio ra-
diobiolégico depende de varios factores, que incluyen el tipo y aleance de la
radiacion, la cantidad de nucleido depositado y su media-vida efectiva.

El estroncio-90 (Sr—9), que se considera un tipico ‘“buscador del hueso”
y tal vez el méas peligroso de los radionucleidos artificialmentie producidos, ha
sido extensivamente estudiado bajo este aspecto. Se produce con un rendim.en-
to bastante alto (5,3% ) en las reacciones de fisi6n (11) y decae por emision
de una particula beta negativa de 0,61 Mev, con una media-vida de 28 anos,
a Itrio-90 (Y-90) (17).

Sy media-vida biologica en el hueso ha sido estimada en 200 dias (16).
Se ha postulado gque el radioestronecio depositado en ¢] hueso actiia como agente
leucemogénico y se han preseniado pruebas su stanciales de su papel activo en la
induccién de tumores malignos gseos (7). Aparte de su similitud general (12),
se han sefialado e investigado diferencias en los comportamientos metabdlicos
del Sr v del Ca. Los sistemas bioldgicos discriminan entre ambos elementos,
favoreciendo la utilizaeién de Ca. Enire los mecanismos responsables por ello,
Harrison y otros (10) han demostrado en el intestino humano la absorcion se-
lectiva de Ca sobre el Sr por un factor de 2 a 1. Los mismos autores hallaron
que la depuracion renal de Sr en el hombre es por lo menos tres veces mayor

que la de Ca.

1. TInstituto de Investigaeifn de
tavideo, Uruguay.

Cicneias Biolégiens. Laboratorio de diofisica. Mon

|



Comar y Wasserman (2) estudiaron la diseriminacion Sr/Ca en ratas y va-
cunos y otros estudios similares en el hombre fueron realizados por Comar
otros (4), Comar y colaboradores (3) propusieron una expresién para el factor
global de discriminacidn —de dieta a hueso— que denominaron “tasa observada
) _ _ Sr-%/Ca hueso
(Observed Ratio: O.R.), de acuerdo a la ecuacion: O. R. = ——— —_
Sr—%/Ca dieta
Para el hombre, el 0. R. se ha estimado (8) en aproximadamente 0,25, Este
valor estad en razonable acuerdo con las cifras de O.R. de 0,27 a 0,33 deter-
minadas por Harrison y otros (8) para la rata. Mas recientemente, Loutit y
ofros (13). tomando en cuenta el hecho de gue la leche de vaca es la principal
fuente de calcio en la dieta de los nifios, usaron a los mismos efectos la relacion

Sr—%/Ca hueso ) ) ]
gue denominaron “factor hueso-leche”.

Sr—%/Ca leche

Estos autores hallaron valores del “factor hueso-leche” comprendidos entre
0,22 v 0,32. Estas cifras estdn de acuerdo con los valores aceptados del O, R.
v justifican la adopcién de un valor promedio de 0,25-0,30 como base para una
prediccién aproximada del contenido de Sr— del hueso a partir de los datos
suministrados por los exdmenes de leche. Esto es especialmente aplicable en lag
dreas donde la principal fuente de ealcio para la poblacién es la leche, como
es el caso de este pals, donde un 82% del Ca de la dieta proviene de la leche
y productos lacteos (8).

Muchas naciones mantienen programas de frecuente monitoreo de Sr—% en
la leche. En Sud América, Penna-Franca y otros (16), Penna-Franca (15) en
Brasil y Beninson y otros (1) en Argentina, han publicado datos sobre conta-
minacidén radiactiva en leche.

En general, la informacion obtenible sobre contaminacion por Sr—% de pro-
ductos alimenticios en Latino América es escasa, y no existia para el Uruguay
cuando nuestras primeras determinaciones fueron realizadas. A fin de aportar
algunos datos numéricos mas para fuluros estudios radioecolégicog en este pais,
se ha efectuado una corta serie de determinaciones cuyos resultados se presen-
tan. Algunas de las primeras determinaciones fueron comunicadas al Octavo
Congreso Latino Americano de Quimica.

MATERIAL ¥ METODOS.— En todos los analisis se utilizd leche entera
en polvo, tal como se libera al consumo publico. Algunas muestras fueron ce-
didas por el fabricante y olras obtenidas en el comercio. La leche en polvo es
producida mediante proceso “spray’ a partir de la leche pasteurizada del dia
que se distribuye para consumo, Como leches provenientes de muchos produc-
tores y areas lecheras se mezclan previamente al proceso de pasteurizacion,
las muesiras pueden considerarse representativas del producto suministrado a la
pablacién de Montevideo,

En cada anilisis se emplearon de 125 a 470 gramos de leche en polvo.
La separacién radioguimica del Sr—90 ge efectué de acuerdo al procedimiento
standard del Health and Safety Laboratory, U.S5. A. E.C. (19) con modificacio-
nes menores. Las determinaciones del contenido de Ca fueron hechas por mé-
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complexométrico con etilendiaminotetraacetato disédico (Titriplex III,

todo
Merck). Se efectuaron varias determinaciones de calcio para cada muesira,

los casos desvios standard menores del 6% para cada

obteniéndose en todos
serie.

Bl nucleido hija Y-80 se conto con un tubo G. M. de bajo conteo de fondo
(tipo EHM2 de G.E. Co., Inglaterra). Se abtuvieron conteos del fondo y de
la muestra durante periodos alternados de 24 horas, acumulando més de 10.000
cuentas cada vez, hasta que la actividad del Y-90 se reducia al nivel del fondo
El fondo fue contado sobre portamuestras cargados con portador de Itrio prepa-
rado en la misma forma gue las muestras activas. La instalacién de conteo
fue calibrada mediante un standard de carbonato de Sr—™ suministrado por el
Health and Safety Laboratory, Analytical Division, U.S. A E.C.

Las actividades de Sr—90 fueron corregidas compensando la disminucion de
actividad desde la fecha de ordefie. El rendimiento de las separaciones radio-
guimicas fue determinado por métodos gravimétricos.

RESULTADOS.— Los resultados estdn expuestos en la tabla 1. Los niveles
de Sr—90 est4n expresados como “Unidades Sunshine'" (Sunshine Units, S. U.) en
picocuries Sr—

relacion al contenido de Ca, de acuerdo a la ecuacién: S.U. =
gramos Ca

Los desvios standard que se indican incluyen la estadistica de las muestras pro-

blema y las de calibracidn.

Tabla I

PITERMINACION DE &80 EN LECHE EN POLVO

Peso de Ca, gramos ITnidades Desvio Mesvio
Faecha I muestra  por 100 grs, sunshine Standarid

én gramos  de polvo (8.10) 8.1,
Setiembre 1960 200 1.083 2.67 0.28 11
Setiembre 1060 .... 125 1.341 240 0.33 14
Octubre 1960 150 1.245 2.38 0.38 16
Marzo 1962 .... _ 469 0.773 1.68 0.16 10
Julio 1962 3 2560 0.901 1.68 0.18 11
Setiembre 1962 .. P 216 0.942 1.86 0.44 24

Noviembre 1962 .. . .... 206 0.928 1.76 0.22 12,7




DISCUSION.— Los niveles de Sr—*%0 hallados corresponden razonablemer-
te con los valores comparables determinados por Beninson y otros (1) en leche
de Buenos Aires. Es de esperar una cieria correspondencia entre los valores de
Montevideo ¥ los de Buenos Aires, debido a la proximidad geogrifica de ambas
ciudades y la similitud de factores climatéricos que prevalecen en ambas lo-
calidades.

Las cifras obtenidas son definidamente mas bajas que las publicadas para
el Hemisferio Norte. En el Reino Unido se ha hallado una media de 5,07 S.U.
para 1960, mientras que la media uruguaya para el mismo afio es de 2,38 S. U,
En los Estados Unidos, se han encontrado valores hasta de 20 S.U. para el
mismo periodo, aungue los valores para diferentes localidades muestran amplias
variaciones. En Ifalia, De Bortoli y ofros (6) publicaron valores promedio de
36 5.U. para 1960-1961 y 24 S5.U. para 1962, Las fluctuaciones en la tasa
de deposicién de restos radiactivos debides al fall-out regional y al latitudinal
deben ser tomadas en cuenta al comparar valores de ambos hemisferios y son
obv.amente responsables de los valores anormalmente altos encontrados en al-
gunas localidades.

Las cifras encontradas demuestran que la leche uruguaya tiene un conte-
nido relativamente bajo en Sr—%, Es al presente muy dificil predecir el con-
tenido de Sr—2 del hueso en la poblaciéon sobre la base de los escagos datos
disponibles,

Algunos factores importanies gue no pueden ser evaluados en este momen-
to son: a) diferencias en la composicién de la dieta para grupos grandes de la
poblacién; b) variaciones muy amplias en el contenido de Ca del suelo. El
suelo uruguayo es generalmente pobre en calcio —son corrientes valores del
indice de Spurway de alrededor de 100 para el Ca seluble y de 1.100 para el
Ca reserva en las areas productoras de leche, de acuerdo a andlisis practicados
por la Divisién de Suelos y Fertilizantes del M. G. A.— y es posible que comu-
nidades que dependen de la produccién de Areas restringidas iengan ofertas de
Ca muy diferentes de la media nacional; e¢) inclusién en la dieta de cantida-
des sustanciales de alimentos importados, con una diferente relacién Sr—2/Ca.
El Uruguay importa ocasionalmente considerables cantidades de trige en bruto,
que es elaborado y consumido principalmente como pan. Una ingestién impor-
tante de productos alimenticios extranjeros en la dieta fue experimentada en
ocasion de las inundaciones de 1958, cuando grandes embarques de trigo v leche
en polvo fueron suministradas para consume piliblico por instituciones extranje-
ras de beneficencia publicas y privadas. Algunas muesiras de leche en polvo de
esa procedencia, presumiblemente manufacturada alrededor de abril de 1958,
fueron analizadas en este Laboratorio, encontrandose niveles de Sr—9 de
3,36 =030 S.U. y 3,80 +0,36 S.U.

Teniendo en cuenta estos factores, ¢l conienide en Sr—90 (1982) de los
huesos de nifios uruguayos, gue podria ser ecaleulado provisoriamente en la ve-
cindad de 0,5 S.U., debe ser considerado s6lo come una aproximacién sujeta
a confirmacién o correccién mediante investigaciones futuras.

Los niveles de Sr—% en leche hallados hasta el momento caen muy por
debajo del limite de 40 S.U. considerado por Tilley (18) como requriendo
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“eonsideracién inmediata”, y dentro de los valores inferior
los Standards de Proteccién Contra la Radiacion establecidos
Radiation Council, U.S. A. (5). De acuerdo a las directivas adoptadas por este
organismo, los niveles agui expuestos no son potencialmente peligrosos, ¥y mien-
tras se mantengan estables, se considera que el muesireo infrecuente es la sola

s del Rango I de
; por el Federal

medida necesaria para mantener la situacién radiobicldgica bajo adecuado

control

RESUMEN,— Se determinaron los niveles de Estroncio-90 en leche en polvo
de consumo publico en Montevideo. Fue usado el procedimiento de separacion
radioguimica standard del U.S. A.E.C. Health and Safety Laboratory, y las
muestras (¥-90) se contaron con tubo G.M. calibrade con muestra standard
de la U.S. A.E.C. Se hallaron niveles desde 2,38 = 0,38 a 2,67 = 0,28 para
1960 v desde 1,68 + 0,18 a 1,86 = 0,44 picocuries de Sr—90 por gramo de calcio
para 1962. Se comparan esias cifras con las de Buenos Aires y las del Hemis-
ferio Norte y se discute su valor en la prediccién de los niveles loeales de
Sr—90 en huesos humanos.

SUMMARY.— Strontium-90 levels in powdered milk for public: consump-
tion in Montevideo were determined. The radiochemical separation standard
procedure of the U.S. A.E.C, Health and Safety Laboratory was used. The
Y¥-90 daughter was counted with a low-background G. M. tube calibrated against
an U.S. A. E.C. standard sample. Levels from 2.38 + 0.38 to 2.57 = 0.28 pico-
cocuries of Sr—9/gram Ca for 1962 were found. The figures are compared
with Buenos Aires and Northern Hemisphere values, and their value for
prediction of loecal human bone burden of Sr— is discusse
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Incorporacién de 14-C lisina

en fibras nerviosas motoras ¥y sensitivas de rata’

GUSTAVO 3. L. APPELTAUER

sar de gue NUMErosos estudios sobre el metabo-
ema nervioso han sido realizados hasta el mo-
iga

INTRODUCCION.— A pe
lismo de las proteinas en el
mento. muchos problemas no estan atin resueltos. Mientras que las inve
ciones en el sisiema nervioso central se han visto complicadas por la presencia
de la barrera hematoencefalica, las principales dificultades encontradas en el
nervio periférico son consecucnclia de sus conexiones con el sistema nervioso
central y del estado dindmico de sus componentes.

Mucho iiempo atras, Santiago Ramén y Cajal (14) observa la intensa tume
faccion que arece en los nervios en el sitio proximal a una zona de cons
triccion crénica. Este fenomene fue posteriormente estudiado exhaustivamente
por Weiss (19, 20, 21, 22), quien lo interpretd como consecuencia de un despla-
zamiento en el sentido proximo-disial de liquide endoneural vy axoplasma. Otras
evidencias sobre movimientos de fluidos en el nervio fueron aportadas por la
microcinematografia (23) y por el estudio del movimiento de particulas carga-

das mediante el efecto Hall (1)

Desde 1945 los flujos endoneural y axonico han sido estudiados con distin-
tos tipos de trazadores Weiss et al. (24) emplearon coloranies como tinta china,
azul de metileno y cristales de ferrocianuro de potasio, ¥y compuestos radioac-
tivos como (24-Na)Cl, (64-Cu)Cl, ¥ (64-Cu)S. Sus estudios mostraron que,
cuando estas sustancias son introducidas en el tronco nervioso, se concentran
principalmente en la parte distal a la zona de la inyeccion Posteriormente
se usaron 32-P fosfato (11,12, 13, 15) y aminoécidos marcados, como 14-C lisi-
na (18), 14-C glicina y 35-3 metionina (5. 17), 14-C treonina ¥ 14-C valina (10)
v 3-H leucina (2, 3).

Empleando 14-C lisina, Waelsch (18) observo gue la incorporacién de este
aminoacido en el ciatico de la rana es progresivamente menor desde las raices
lumbosacras hasta la parte distal del nervio. Resullados similares han sido
obtenidos en nervios de mamiferos con 22-P fosfato (11,13), 14-C glicina ¥
35-S metionina (5). Las variaciones de este gradiente proximo-distal decreciente
con el tiempo después de la inyeceién, no estan ain bien aclaradas.

Por el contrario, la administracién de 14-C treonina y 14-C valina a cone-
jos con seccion unilateral del hipogloso, no ha revelado actividad alguna en los

nervios contralateral empleados como testigos (10)

waeién de Ciencias Bioldgicas, Mon-

o do Biofigica, Instituto de Tnvest

Labor:
tevideo, Urugnay




Se han aportado pruebas de que la incorporacién de estas sustancias no es
un simple proceso de difusion, sino un fendmeno fisiolégico que depende de la
integridad de la neurcna (12, 13) y del nervio (11) y es alterado por la hipoxia
v los cambios de temperatura (13).

El proposito del presente experimento es hacer un estudio de la incorpora-
cién de un aminodcido en nervio de mamifero. Como el nervio es una entidad
compleja, los resultados de los experimentos pueden ser consecuencia de nume-
rosos fenémenos simultdaneos y, por lo tanto, dificiles de interpretar. A fin de
eliminar factores responsables de irregularidades en los resultados, se han dise-
cado las fibras motoras y sensitivas del nervio tibial. De esta manera es posible
obtener una serie de fibras de origen, travectoria, longitud v funcién iguales.

MATERIAL Y METODOS.— Ocho ratas albinas macho, de 6 a 7 meses de
edad y 300 a 320 gramos de peso, fueron empleadas. Se les maniuvo en jaulas
individuales a 20-23° C. de temperatura y se les permitié comer v beber a vo-
luntad.

Los animales, ligeramente aneslesiados con éter, fueron inyectados intrate-
calmente por puncién lumbar entre la Gltima vértebra lumbar ¥y primera sacra.
Todos ellos se recuperaron completamente cinco minutos después de la inyec-
cién. Por medio de la inyeccién de colorantes, se comprobd que la sustancia
asi adminisirada difunde por el espacio subaracnoideo hasta el bulbo.

A intervalos especificados, comprendidos entre 4 horas v 22 dias después de
la inyeeccion, los animales fueron anestesiados con éter y, previa extraccién
de sangre por puncién cardiaca, sangrados completamente. La muesira de san-
gre fue enfriada a 2° C, y, una vez coagulada, centrifugada. 0,1 ml. del suero
asi obtenido fue procesado.

Inmediatamente después de la muerte del animal, se le disecéd la columna
vertebral ¥ las membranas meningeas fueron expuestas desde l1a quinta vértebra
Iumbar hasta el sacro. Previo secado con algodon, las meninges fueron abiertas
v un trozo pesado de esponja de gluten sumergido en el liquido cefalorragui-
deo (LCR). Entre 2,5 y 5 mg. de LCR fueron oblenidos por medio de este
procedimiento.

Luego se les extrajo un trozo del ldobulo izquierdo del higado y ambos
nervios cidticos, conjuntamente con el guinte nervio lumbar y sus raices dorsal
v ventral. A fin de obtener fibras nerviosas de la misma longitud, se empled
el siguiente procedimiento. Los nervios fueron sumergidos en una solucién de
Ringer sin calcio, débilmente Acida (pH 6.5), a 2° C. de temperatura. Bajo
lupa se les despojo del epineuro y se aislaron las fibras del nervio tibial pro-
venientes de la quinta raiz lumbar. Estas, a su vez, se separaron en dos com-
ponentes: uno proveniente de la rafz ventral y otro de la dorsal. Las muestras
tomadas estan especificadas en la figura 1.

Terminado el proceso, ninguna actividad pudo ser medida en la solucién
isoténica., Las muestras fueron guardadas en frascos herméticos a —10° C. hasta
su procesamiento.

Procesamiento de las mitestras y determinacion de la radicactivided.—Pre-
via adicion de 2 mg. de lisina no radioactiva, cada muestra fue desintegrada
en un homogeneizador de pistén de teflén para tejidos duros, suspendida en
alcohol B0 ¥ centrifugada. El precipitado fue dos veces més rehomogeneizado y
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lavado con aleohol 80. Los sobrenadanies fueron transferidos a la plancheta A
y el precipitado final a la B, donde fueron secados bajo luz infrarroja y co
rriente de aire. Para los propoésitos de este estudio, la fraccién A puede ser con-
siderada como compuesta de aminoacidos libres y la B de proteinas. Pruebas
llevadas a cabo en este laboratorio, mostraron que mas del 95% de la lisina
libre es recogida en la fraccion A,

[ radioactividad fue determinada en un contador G. M. de ventana del-
rada., Corregida la autoabsoreién, los resultados se expresaron en conteos por
minuto por miligramo de peso fresco del tejido (CPM/mg.).

RESULTADOS.— Los resultados estén presentados en las tablas 1, II ¥ I1I.
Es evidente (tabla I11) gue poco tiempo después de la inyeceién, una gran parte
de la radioactividad estd incorporada a la fraccién proteica (B) (méas del 40%
en cuatro horas y mas del 88% en un dia). Simultidneamente, la actividad de
la fraceion A (aminoédcidos libres) disminuye rapidamente en todas las muestras.
Como esta disminucién no esta compensada por un aumento similar en la acti-
vidad de las proteinas, es de suponer gque una gran parte de los aminoacidos
es eliminada en su forma libre.

Después de esta rdpida incorporaci6n, la actividad de las proteinas se man
tiene (higado, nervio) o disminuye (ganglio, LCR, suero), con lo cual la acti-
vidad total del tejido disminuye.

El rapido intercambio de lisina enire la sangre y el cerebro, ya ha sido es-
tudiado en experimentos de corta duracién (6.7, 8,9). En nuestro experimento
|a radioactividad aparece rapidamente en la sangre e higado, mientras que dis-
minuye en el LCR en las primeras 94 horas. Sin embargo, el equilibrio entre
la sangre y LCR recién se observa a los 2 dias para los aminodcidos libres y
a los 12 para las proteinas.

Grandes diferencias de actividad entre las partes intra y extrarraquidea, pue-
Hasta el sépti-

den observarse en las primeras horas después de la inyeccion.
mo dia la actividad es maxima en el ganglio y mayor en las raices raguideas
gue en el nervio tibial. No se ohserva equilibrio entre estas ultimas ni atn
29 dias después de la inyeccion.

-
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Tabla I

INCORPORAUION DE 14-C
FIBRAS MOTORAS DEL

Resultados en ——

CPM

mg. peso fresco

LISINA
NERVIOQ TIBIAT.

Tiempo despuds

Segmentos

de inyeeeifn Fraceion
1 2 3 4 b

e BOTEY oonvvnabsvmss v A 31.38 43.78 4.556 0.49 0.47
B 33.16 38.36 7.41 1.11 0.47

Total 64.53 82.13 11.96 1.60 0.94

B horas ..o A 5.54 9.84 0.67 047 0.54
B 356.72 59.73 5.62 1.73 2.16

Total 41.26 69.57 6.29 220 270

TR i s R A 5.23 b.68 258 119 0.1
B 19.74 3876 1530 2.20 3,51

Tetal 24.97 4412 1796 339 412

2 RIBR aivae s A £.80 3.86 0.51 0.33 0.81
B 4046 1749 663 2868 179

Totak 47.26 21.36 T.14 3.01 2.60

7 dias Mk AR G IR W A 3.96 10.72 0.84 0.00 0.46
B 26.65 24.16 8.02 3.34 4,17

Total 20.61 34.87 886 3.34 483

12 dias A 2.66 242 024 039 0.00
B 29.98 16.02 1.94 1.43 1.31

Total 32.62 18.44 218 1.82 1.31

13 dias A 1.74 0.86 0.00 0.73 1.20
B 6.30 718 1.24 140 130

Total B.04 B.05 124 218 250

99 dias A 0.00 0.29 0.00 0.00 074
B 3.03 5.98 149 019 044

0.00
0.84

0.84

0.02
1.93

1.95

0.80
1.80

0.00
0.00

0.00

0.00
0.00

0.67
0.00

0.67

0.21
1.20

141

2.68
3.63

0.00
0.64

0.64

i
Tiemp
de i1

4 horas .,

8 horag ..

1 dia ....

2 dias ...

7 dias ...

12 dias ..

13 dias ..

22 dias ..



Tabla II

INCORPORACION DE 14-C LIBINA

EN FIBRAS BENSITIVAS PEL NERVIO TIBIAL
oPM
Resultados en - —
mg. peso fresco
— -
Hegmen tos
| - = Tiempo después o e - -
~ de inveeeiom Fraeciin :
f ’ 1 Ganglio 3 5 6 7
g 0867 4 ROTAS .. iawemerons A 38.21 59.67 22.58 538 o0.87 080 120 000
B8 0.00 B 064 37.58 13576 008 148 073 0.00 0.00
8 0.87 Total 88.75 97.26 158.34 1446 235 153 120 0.00
o 0.21 8 NOTAS . coovrrsnrees A 6.62 5.56 35.96 201 024 0.3% 000 0.00
U 120 B a584 4279 17287 2675 141 1.46 0.80 1.39
ge 141 Total 42.46 4835 208.83 o7ng 165 185 080 130
p2 0.83 118 .oovonnns i A 2.84 4,98 8.64 174 0.00 011 0.00 124
g2 012 B 51.97 56.97 9609 2052 217 136 113 144
95 095 Total 3481 61956 10473 22.26 217 147 113 268
90 0.90 2 dias ... A 6.57 7.44 5,19 1.60 0.41 019 092 042
B0 229 B 31.43 4931 og51 15.66 3.73 246 221 182
o 319 Total 38.00 5876 10870 17.26 419 2.65 313 2.24
W47 106 T R S A 3.96 7.61 10.98 587 050 048 011 017
L80  2.58 B 25.80 4420 53.00 3078 7.5 471 486 3.68
L27 3.63 Total 29.84 5181 gils 3465 806 519 476 376
063 0.00 12 4588 . ieavinienas A 1.67 2.96 3.02 016 011 013 024 0.08
147 o084 B 11.68 14.10 4.85 151 098 069 087 092
210 064 8t Total 18.36 17.06 787 170 109 o8z 121 100
000 0.00 AL . A 0.27 1.72 0.72 020 0.28 047 000 000
0,00 054 ) B 2.88 8.49 6.49 2pg 120 086 163 082
1

0.00 0.54 £ Total 3.16 8.21 7.21 278 157 133 163 0.82
0.00 0.22 00 dfas (... eevree A 0.22 L 1,18 017 o024 008 011 0.02
0.00 0.57 B 1.68 575 5.04 233 119 114 074 122
0.00 0.79 Total  1.80 6.45 8.22 250 143 122 085 124

—




Tabla IIT

14-C LIBINA
TEJIDOS

INCORPURACION DK
EN DIFERENTES

CPM

Resultados en -
mg, peso fresco

Ligunido

Tiempo después Fraceibn Nervio Ganglio cefalo Suero

de inyeccidn (promedio) raquideo reaquided
4 NOTBS «saasnineasnvaiiani A 13.43 22.58 0.68
B 12.89 135,786 8.98
Total 23.30 158.34 9.66
8 hOYas . ..., -aiiivaaes A 2.29 35,96 34.56 0.39
B 15.48 172.87 68.21 20.72
Total 17.75 208.83 102.77 21.11
b | { SERESER A 1.92 8.64 3.63 0.24
B 14.08 96.09 33.28 9.88

|

Total 16.01 104,73 36.91 10.12
A VT e A 2.28 5.19 3.23 0.26
B 12.85 98.51 2581 11.50
Total 15.10 103.70 29.04 11.76
7 dias A 2.63 10,93 0.80+4 1.02
B 13.71 53.20 3446 6.06
Total 16.23 34.656 35356 7.07
12 dias A 0.88 3.02 142+ 0.19
B 5.98 4.85 11.21 2.14
Total 6.86 7.87 12.63 2.38
13 dias A 0.3+ 0.7& 0.03
B 247 6.49 3.54
Total 3.00 7.21 3.67
A | R P e L A 0.20+ .18 0.06++-+ 0.08

2,73

279

2,30

Higado

L7
8.06

877

0.80
9.08

9.98

0.63
3.96

0.356

416




gado

B.98
0.14

812

4.78
T.28

3.80

Tabla IV

ACTIVIDADES PROMEDIO
DE RAICES RAQUIDEAS Y NERVIO TIBIAL

0,36

Tiempo después
de in_veu.ciﬁn

4 horas

8 horas

1 dia .

2 dias

7 dias

12 Aia8 ......c0ieees

13 dias

22 dias

Fraceifm

Total

Rain

dorsal

48,94
44.06
83.00
6.09
37.32
43.41
3.4
44.47
48,38

7.05
40.37

1.004
4.69

5.69

0.46+
3.67

413

Nervio
tihial
(raices

SEMSLLIVAR)

1.65

2.26
3.91
0.584-
6.16

6.74

1.07+
10.21

11.28

0.14++
1.02+

32.24

2.54

22.99

25.53

1.30

6.7b

8.05

0.15-

4.561

4.66

Nervio
tibial
(raices

motoras)
1.38
1.93
0.38++
2.31

2.69

1.05+
4.63

5.88
0.69+
3.04
3.73

0.76+
4,18

494
0.25++
1.36
1,61
0.39++
0,90+
1.29+

0.19++
0.64-+

0.73+




DISCUSION.— Las diferencias de actividad entre el LCR y suero, y enire
las partes intra y extrarraguidea del nervio son, indudablemente, consecuencia
de la técnica de la inyeccién. El hecho que esta diferencia se mantenga por
mucho tiempo (12 y 22 dias), refleja la lentitud del intercambio entre la sangre
v el LCR y la inercia metabdlica de algunas proteinas del sistema nervioso (18).

Las diferencias de actividad entre los distintos segmentos del nervio, son
mas dificiles de interpretar. El nivel de actividad de las ralces raquideas esta
muy por encima del de los segmentes del nervio tibial. Esfto puede ser expli-
cado como consecuencia del acceso directo de lisina marcada del LCR en los
segmentos situados intratecalmente. Sin embargo, el hecho que las actividades
de ambas raices no son iguales y las relaciones entre los segmentos proximales
y distales varian de un animal a otro, es dificil de explicar. Méas an, la rela-
cidn entre aminodcidos libres y proteinas para cada segmento es diferente, siendo
unas veces mayor en el segmento proximal, etras en el distal, lo que no puede
ser explicado simplemente como consecuencia de un mejor acceso del precursor.

Estos hechos pueden también discutirse en relacion a la teoria del flujo
axonico. Varios aulores que observaron una mayor incorporacion de amino-
acidos o fosfatos marcados en los segmenios proximales, interpretaron sus re-
sultados como consecuencia de la migracion, a lo largo del ax6n, de proteinas
o fosfolipidos sintetizados en el cuerpo celular. Sin embargo, si bien hay evi-
dencias de gue algunas proteinas pasan del cuerpo celular al axén (17) y de
que este fenomeno depende de la integridad del perikarien (12,13) y del ner-
vio (11), es necesario tener en cuenta gue en el nervio existen otros mecanis-
mos de iransportie de sustancias (19,24) y que tanto las células de Schwann
como los axones (14), tienen todos los elementos necesarios para sintetizar pro-
teinas. De acuerdo a nuestro experimento, el pasaje somatoaxonal no puede ser
considerado como el meecanismo responsable de la actividad de las proteinas del
nervio. El pasaje somatoaxonal resultaria en actividades similares para ambos
prolongamientos (raiz dorsal y fibras sensitivas del nervio tibial) de las células
de los ganglios raguideos. Sin embargo, el primero tiene de 19 (4 horas) a
2,7 (22 dias) la actividad especifica del segundo. Diferencias similares pueden
obhservarse entre la raiz ventral y las fibras motoras.

Finalmente, los descensos de actividad del ganglio espinal y de la rafz ven-
tral, no son seguidos de un incremento similar en las fibras sensitivas y motoras
del nervio periférico. Los hechos arriba mencionados, no descartan la existen-
cia de un pasaje somatoaxonal y de un flujo axdnico, pues la actlividad del
axén puede estar oculta por la de las células de Schwann y del tejido conjun-
tivo. Sin embargo, muestran gue una gran parte de las proteinas del nervio
son sintetizadas y metabolizadas localmente

RESUMEN.— La distribucion de C-14 L-lisina, inyectada intratecalmente, en
el LCR, suero, ganglio raquideo, nervio cidtico e higado de ratas fue estudiado
en periodos gue comprenden de 4 horas a 22 dias después de la inyeccién. Las
fraceiones soluble (aminodcidos libres) y precipitable (proteinas) por aleohol 80%,
se¢ midieron en forma separada. La lisina marcada rapidamente aparece en la
sangre, higado, ganglio espinal y nervio cidtico. Los niveles de actividad de los
aminodcidos libres de la sangre y LCR, aleanzan el eguilibrio a los dos dias;
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las proteinas a los 22. Las actividades especificas de las ganglios raguideos son
més altas que la de las raices dorsal y ventral y éstas, a su vez, mas altas que
la de las fibras sensitivas y motoras del nervio tibial, sin que se observe ten
dencia al equilibrio ni atn a los 22 dias. Los resultades llevan a la conclusion
de que una gran parte de las proteinas del nervio son sintetizadas y metabo-

lizadas localmente

SUMMARY.— The distribution into blood serum, liver, cerepro-spinal fluid,
spinal ganglion and sciatic nerve fibers of intrathecally injecied C-14 L-lysine
was studied in rats at periods ranging from 4 hours to 22 days after injeclion,
Ethanol 80% soluble (free amino-acids) and precipitable (protein) fractions
were separately measured. The activity appears rapidly in blood and liver and
is rapidly incorporated into the protein fractions of blood serum, liver, spinal
ganglion and sciatic nerve motor and sensory fibers. The levels of activity of
cerebro-spinal fluid and serum’s amino-acids approach equilibrium at the 2nd
day after injection. Protein fractions reach equilibrium at the 12th. day. In the
nerve tissue studied, specific activity is highest in the spinal ganglion, and higher
in the sub-arachnoidal nerve segments (spinal roots) than in the tibial nerve
segments, without tendency to equilibrium even at the 22th. day. The findings
support the conclusion that a great part of nerve proteins is sinthesized and
metabolized locally.

Este tral fingneinde por ¢l Grant AF-AFOSR-61-64 de la
U, B, Air IMox Research, v por ¢l Gront RF-61034 de la Fundacién
Rockefeller.
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Incorporacién de 14-C lisina

en fibras del nervio ciatico normal de rata’

GUSTAVO 8. L. APPELTAUER, CLAUDIO BENECH,
ABRAHAM LEVITAS ¥ CARLOS M. FRANCHI

INTRODUCCION,— Desde que los experimentos de Weiss proporeionarorn
s indirectos sobre la existencia de un flujo axonico centrifugo, se han hecho

datc
s sobre dicho fendémeno como para

numerosos trabajos tanio para aportar prueba
determinar sus caracteristicas.

El progreso de estos experimentos comprende dos elapas, La primera con-
siste en estudios morfologicos sobre la tumefaceidn gue aparece en los nervios
en el sitio proximal a una zona de constriceién erénica (8,12, 13, 14, 15, 16).
La segunda comprende investigaciones sobre el movimiento de trazadores en el
interior del tronco nervioso. Para tal fin se administrdé a vertebrados 32-P fos-
fato (5, 6,7, 9), 14-C/ lisina (11), 14-C glicina y 35-5 metionina (4) vy se com-
acién de dichas sustancias es mayor en la parte proximal
al. La dindmica del flujo axénico ha sido ademds estu-
incorporacién de amino-

probé que la incorpor
del nervio que en la dist
diada por medio de la microcinematografia (16) y la
acidos en el ax6n demostrada en autorradiografias (3, 10).

Con el fin de obtener un mayor namero de datos sobre la incorporacion de
amino4cidos en nervios de mamiferos, se realizd el presente trabajo, eligiéndose

s como via de administracién de la sustancia, la intratecal, a fin de pro-

ademé
el

yocar un gran desnivel de actividad entre las raices ¥y ganglio raquideo y
nervio periférico (1), y obtener asi datos sobre sus conexiones metabolicas.

MATERIAL ¥ METODOS.— En todos los experimentos fueron usadas ratas
albinas del sexo maseculino. Se emplearon dos grupos de animales: el grupo I
compuesto por ratas de 6-8 meses de edad ¥ 300 gramos de peso, ¥ el grupo II
cuya edad oscila entre 3 y 4 meses y cuyo peso promedio eg de 180 gramos.
Las condiciones en gue 1os animales fueron mantenidos y la téenica de in-
yeccion, ya han sido descritas previamente (1).

Las ratas fueron sacrificadas con éter a intervalos especificados luego de
v disecadas inmediatamente. Los nervios plantares lateral ¥ medio

la inyeccion 3
fueron seccionados a mivel del calcdneo y sus fibras separadas de las demés

1. Taboratorip de Biofisica, Instituto de Investigacion de Cienciay Biolégieas, Mon-

tevideo, Uruguay.
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Fig. 1.— Diagrama de la diseccién del nervio ciatico. ) El nervie eif

fico liberado de las colaterales. b) Los nervios tibial y peroneco separa-

dos mostrando la loealizacion de las muestras tomadas. Seiatic noteh:
esecotadura cifitica:; kuee joint: rodilla.

hasta un centimetro fuera de su emergencia de los agujeros de conjugacién.
Denominaremos a este haz “nervio tibial”. El nervio peroneo comin (popliteo
externo) fue a su vez seccionado en el punto en que sus fibras penetran el gas-
trocnemio y extraido en forma similar. Designaremos a este haz como ‘“nervio
peroneo’,

La longitud de las fibras del nervio tibial era de 9 cm. y las del peroneo
de 7,5. Sus variaciones no llegaban a un 10%. El primero fue coriado en 6
segmentos y el segundo en 5 (fig. 1). Las piezas fueron guardadas en frascos
herméticos a —10° C. de temperatura hasta su procesamiento.

Procesamiento de las muestras y determinacion de la radioactividad.— Cada
muestra fue desintegrada en un homogeneizador de pistén de teflén y transfe-
rida a una planchela, donde se le secé con corriente de aire bajo luz infrarroja.
La radioactividad se determiné en un contador G. M. de flujo gaseoso, dejandose
acumular conteos hasta obtener un “desvio standard” de 5% o menos. La auto-
absorcién se corrigié de acuerdo a una curva obtenida experimentalmente con
homogeneizados de nervio preparados en las condiciones descritas. Los resul-
tados se expresaron como conteos por minuto por miligramo de peso fresco del
tejido.

RESULTADOS.— Se emplearon 8 animales del grupo I y 4 del grupo II
Los experimentos comprenden periodos de 1 a 13 dias para el grupo I y de
5 a 11 para el II. Los resultados estan resumidos en las tablas I, II, III y IV.

Para una mejor observacidn de los datos, las actividades especificas fueron
expresadas como porcentajes de la actividad promedio del nervio (figs. 2 y 3).

A fin de determinar si alguna clase de “‘onda de actividad” puede ser visua-
lizada, se hizo el siguiente analisis. Un fenémeno periédico, como por ejemplo
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Tabla I

INCORPORACION DE 14+

LISINA

EN BL NERVIO TIBIAL (7-8 MESES)

Las actividades especificas estin expresadas en CPM/peso fresco

y como porcentaje de la actividad especifice promedio.

Segmentos
Dias = o Total Promedio
A B £ 3] H P
OCPM 88,11 66,71 34,561 24,13 16,85 12,47 242,78
1 peso fresco 13,30 10,90 8,75 3,10 5,90 5,80 5280 4,60
actividad 6,62 6,12 3,94 2,97 2,85 2,13
agpecifica 1440, 1389, 869, 659, 629% 6%
CPFM 130,89 81,65 5068 27,04 20,08 1514 325,39
g peso fresco 11,30 7,75 5,95 {45 4,00 4.56 38,00 §.56
actividad 11,68 10,63 8,60 6,07 5,02 3,32
especifica 13509, 1239, 999 T19% 58% 39%
CPM 31,43 28,03 19,69 9,75 9,19 11,52 109,61
5 peso fresco 10,20 8,85 6,70 495 4,50 5,30 40,50 25
actividad 3,08 317 2,94 1,97 2,04 2,17
especifica 11405, 1179, 1089, 730 759 B80%
CPM 54,12 46,20 27,41 18,74 18,09 18,36 182,92
7 peso fresco 9,60 8,96 6,70 5,40 4,30 5,20 40,06 4,57
actividad 5,69 5,16 4,09 3,28 3,27 3,63
especifica 1249, 1139, 899 72% 1% T1%
CFM 60,10 86,28 2728 8,14 13,45 13,81 159,06
10 peso fresco 10,60 9,00 7,30 3,00 495 6,20 41,05 3,87
actividad 5,67 4,03 3,73 2,7 2,71 2,22
especifica 1469, 1049, 969 T0% 70% 57%
CPM 75,20 48,85 42,24 30,00 2475 28,48 249,562
12 peso fresco 11,70 8,06 6,40 4,40 3,80 6,20 40,65 3,97
actividad 6,42 6,06 6,60 6,81 6,33 4,60
especifica 1040, 990, 1079, 1119 103% 75%
CPM 47,13 49,31 31,16 21,21 17,78 18,856 190,63
13 peso fresco 11,40 11,20 7,70 5,66 5,66 6,40 47,95 3.97
actividad 4,10 4,40 4,53 3,82 3,14 311
especifica 1030, 1119, 1149 9689% 79% T8%
— 9y —




Lag actividades especificas estdn expresadas en CPM/peso fresco

Tabla II

INCORPORACION DE 14-C LISINA

EN EL NERVIO PERONEO (7-8 MESES)

¥y como porcentaje de la actividad especifica promedio,

Begmentos

Dias — SR S — Total Promedio
A B C 8] A
CPM 43,81 20,96 13,64 15,59 93,90
1 peso fresco 4,76 5,25 3,80 4,70 18,60 6,08
actividad 9,22 3,99 3,66 3,31
especifica 181 95 T8 9, 70 94 6525
OPM 40,21 37,87 23,23 12,68 12,64 126,63
3 peso fresco 3,20 3,36 2,60 2,86 3,35 15,36 8,26
actividad 12,66 11,30 8,63 4,45 3,77
especifica 16205 1379, 10309, 54 95 46 9
CPM 10,02 13,20 7,89 7.12 8,66 46,78
b peso fresco 2,80 2,80 3,40 4,36 4,60 18,85 2,47
actividad 3,51 3,47 2.3 1,63 1,87
especifica 14205 1409 93 9% 66 97, 76 9
CPM 25,26 17.03 16,49 9,45 8,54 78,77
7 peso fresco 3,06 3,65 3,10 3,00 3,15 15,85 4,84
actividad 8,28 5.31 4,80 3,15 2,756
especifica 1719 1109 99 04, 659%  5TO9
CPM 28,48 15,52 10,34 8,62 10,71 73,67
10 peso fresco 3,60 3,60 3,05 3,30 3,95 17,60 4,20
actividad 7.91 4,31 3,32 2,58 2,71
especifica 18895 10309 8195 €19 8iof
CPM 24,80 18,33 15,12 13,13 12,60 83,88
12 peso fresco 4,15 3,26 2,45 3,20 3.2b 16,30 6,156
actividad 5,97 5,64 577 4,15 3,84
especifica 11695 1099; 1129 80 95 74 9,
CPM 29,17 22,26 18,37 12,63 11,23 93,66
13 peso fresco 5,30 5,30 4,00 4,20 4,65 23,45 3,09
actividad 6,60 4,20 4.50 3,01 241
especifica 1389, 1069, 11309 759, B0 9

— 100 -—




resco

ptal Promedio
5,90

3,60 5,08
5,63

5,36 8,26
3,78

3,96 2,47
577

5,85 4,84
.67

1,60 4,20
3,88

5,30 5,15
3,66

INCORPORACION Dl T4+
EN EL NERVIO TIBTAL

Las actividades especificag
y como porcentaje de

Tabla III

LISINA
(3-4 MESES

estAn expresadas en CPM/peso fresco
1a actividad especifica promedio.

Dins

CPM 606,98

peso fresco 16,00 12,55

actividad 37,93 21,88
especifica 172 % 99 95
CPM 240,64 190,48
peso fresco 12,00 8,65
actividad 20,80 22,01
especifica 124 o5, 1329
OPM 325,73 140,44
peso fresco 14,00 10,46
actividad 23,26 13,43
especifica 1649, 959%
CcPM 686,71 296,38
peso fresco 11,75 14,36
actividad 6844 20,66
especifica 2419% 85 %

segmentos

Total Promedio
0 ) E P
132,48 99,06 86,03 82,84 128341
B,20 7,20 6.46 .76 58,15 22,07
16,15 13,76 13,86 10,70
739, 629 609 489%
112,35 63,76 64,73 60,64 760,67
6,60 b,B85 4,80 7,20 4490 16,72
17,02 11,28 13,48 9,47
1029, 679% 8l19% 68%
104,24 75,02 48,73 52,86 747,02
8,65 6,45 5,10 8,10 52,76 14,16
12,06 11,63 9,74 6,62
859, 829, 899, 469
193,36 140,18 106,39 85,156 1508,17
10,656 9,50 7,30 8,70 24,23
18,16 14,76 14,57 0,78
760, 6l1e, 600, 4009




INCORPORACION DH
EL NERVIO PERONEQ

IEN

Tabla IV

14-(! LISINA

(34 MENESN)

Las actividades especificas estin expresadas en CPM, peso fresco
y como porcentaje de la actividad especifica promedio.

Diag

Segmentog

A\ } O Iy

CPM 216,12 106,38 51,19 47,04 48,63
B peso fresco 6,70 5,20 4,50 4,85 5,70
actividad 32,25 20,40 14,61 9,88 8,51
especifica 1819, 1159 829, 569, 489,

CPM 138,72 81,02 53,16 a7,20 37,22

6 peso fresco 6,10 3,60 3,30 4,20 4,35
ectividad 22,74 22 50 16,11 8,85 8,66
especifica 1419, 1399 1009 55 o5 54 97

CPM 117,20 71,89 45,91 82,38 31,12

8 peso fresco 4,90 4,70 3,80 4,20 +,80
actividad 23,91 15,29 12,08 7,70 6,80
especifica 1799 11509 91 95 58 o 49 04

CPM 238,15 77,60 80,17 56,13 54,65

11 peso fresco 5,25 6,00 4,60 4,60 5,30

actividad 45,36 29,60 17.42 12,25 10,31
especifica 1929 1259 749 529 449

Tot:al
478,26

26,95

347,32

21,656

298,60

22,40

Promedio

16,12

23,61
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Fig, 2.— Actividad especifica de los nervios tibial y peroneo de los anl
males del grupe 1. X: segmentos del nervio (ver fig. 1). Y: aetivida-
des espeeificas expresadas como porcentajes de la actividad espenificn
promedio. Z: dias después de la inveceidn,
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Fig. 83— Aectividad especifica de los nervios tibial ¥ peroneo de los ani-

males del grupo TI. X: segmenfos del nervio (ver fig. 1). Y: metivida-

des espocifiens expresadas como poreentajes de ln aectividad especif
promedio. Z: dins después de la inyeeeifin,
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una onda superpuesta a una curva de tipe exponencial, puede ser puesto en
evideneia sacando la primera y segunda derivadas. Este procedimiento se llevo
a cabo con los resultados obtenidos en el nervio tibial, ealculando los valores

; A2 poreentaje de actividad A2 porcentaje de actividad
de — v =

(longitud del nervio)2 (tiempo)2
Estos serian los andlogos de los términos dependientes del espacio v del tiem-
po respectivamente, de la ecuacién unidimensional de una onda (2) (figs. 4 v 5).
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DISCUSION.— Los resultados muestran que las fibras aisladag pueden ser
empleadas con éxilo en experimentos de distribuci6n de =zctividad a lo largo
del nervio.

En las tablas I, 11, IIT y IV puede observarse que la toma de lisina por los
nervios de las ratas del grupo I es de 3 a 4 veces mayor que en las del II.
A pesar de estas diferencias, el esquema de incorporacion es similar para ambos
grupos. Sus principales caracteristicas son:

a) Una relativa constancia de la actividad especifica promedio en los
13 dias posteriores a la inyeccion. En el grupo II la actividad especifica pro-
medio es mayor a los 11 dias, pero las diferencias individuales no pueden des-
cartarse como responsables de esta variacién. Esta constancia sugiere que la
actividad esta incorporada a una fraccidn lentamente metabelizada del nervio.

b} Una actividad préximo-distal decreciente a lo largo del nervio, que apa-
rece antes del primer dia y se mantiene hasta el 13?. La temprana aparicién
v su poca variacién con el tiempo, sugieren que esta actividad estd incorporada
localmente a lo largo del nervio. La sola existencia de mecanismos de flujo
endoneural y axénico no podria explicar esle hecho, pues se produciria una
disminuciéon ¥ aun una inversion de la pendiente con el tiempo, lo cual no se
observa en este experimento.

Es importante tener en cuenta gue la aparicién de un gradiente proximo-
distal decreciente, su aplanamiento e inversién con el tiempo pueden ser facil-
mente explicados como consecuencia de un mas lento metabolismo en los seg-
mentos distales, hecho gque obliga a ser muy cuidadosos en la interpretacion de
los resultados.

¢) La aparicion de picos de actividad enire los dias 1-3 y 7-10, hecho
evidente en las fibras tibiales y peroneas de ambos grupos. Esto podria ser
consecuencia de la penetracion en el nervio de dos “ondas” de material mar-
cado por flujo endoneural o axonico, o simplemenle una evidencia de la pre-
sencia de material metabdlicamente mas activo en el primer segmento.

Cualquiera gue sea el mecanismo responsable de esias “ondas’, pueden ser
més claramente observadas en las figuras 4 y 5. La figura 4 muesira los picos
de actividad visibles en la 2; en la 5 es posible observar ademas un retardo de
fase entre los segmentos A, CyE. El caleulo de velocidad de propagacion de la
onda carece de interés debido al escaso niimero de datos,

RESUMEN.— La toma de aetividad por los nervios tibial y peroneo de la
rata luego de la inyeccion intratecal de 14-C L-lisina ha sido estudiado en expe-
rimentos de 1 a 13 dias de duracion. El esquema de incorporacién es similar
en los nervios tibial y peroneo de los animales de 3 a 4 meses y de 7 a 8§ meses
de edad. Las ratas més jovenes incorporan de 3 a 4 veces méas actividad que
las mas viejas. La actividad especifica promedio de todo el nervio se mantiene
aproximadamente constante durante la duracién del experimento. Un gradien-
{e proximo-distal de actividad aparece a las 24 horas y se mantiene el dia 13°9.
En el segmento méas proximal aparecen picos de actividad a los dias 1-3 y 7-10.
Las caracteristicas de los picos de actividad son estudiadas en graficas de la
segunda derivada en relacion a la longitud del nervio ¥ al tiempo. Los resul-
tados son brevemente discutidos en relacién a los mecanismos de flujo endo-
neural y axénico.
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SUMMARY.— The uptake of activity along tibial and pe
sciatic nerve of normal rats has been studied at periods ranging from 1 to 13
days after a single injection of 14-C L-lysine. The pattern of uptake was similar
in tibial and peroneal fibers of 3-4 months and 7-8 months eld animals. Younger
animals incorporated 3-4 times more activity than older ones, The averzge
specific activity of the whole nerve kept approximately constant during the
duration of the experiment. A proximo-distally decreasing gradient of specific
aclivily was found as early as 24 hours and persisted at the 13th day. Peaks
of activity appeared in the most proximal segment at days 1-3 and 7-10. The
characteristics of the peaks of activity are studied in plottings of the second
derivative of the actlivity versus nerve length znd versus time. The results are
briefly discussed in relation to endoneurial and axonie fransport mechanisms

neal fibers of the
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Incorporacién de 14-C lisina

en distintas fracciones de nervio periférico ’

GUSTAVO S, L. APPELTAUER ¥ EDIUTARDO BAA (colaborador téenico)

INTRODUCCION.— Desde que el estudio directo de la dindmica de los com-
ponentes del organismo fue posible, gracias al empleo de compuestos marcados
con radioisotopos, tanto el comportamiento de los aminoacidos frente a la barre-
ra hemato-encefalica como su incorporacién en las proteinas del sistema nervioso
central han sido objeto de numerosas investigaciones. En contrasie, s6lo un
escaso numero de estudios sobre estos aspectos del nervio periférico ha sido
realizado hasta el momento.

Una serie de investigaciones en relacién a este tema consiste en estudios
comparativos sobre la incorporacion de 35-S metionina (8) y 14-C glicina (3)
en cerebro y nervio periférico de mamiferos, que demostraron la presencia en
ambos tejidos de proteinas rapida y lentamente metabolizadas. Se observo, ade-
més, que el metabolismo de fracciones proteicas egquivalentes es mas lento en
el nervio que en el cerebro.

Un segundo grupo de investigaciones fue dirigido al estudio del movimien-
to de protefnas a lo largo del axén. La gran conceniracién de 4cidos nucleicos
4 nivel del cuerpo celular y la exisiencia de un movimiento préoximo-distal de
axoplasma (9, 14, 15, 16, 17), hicieron suponer a varios autores gue una parte
de las proteinas de la neurona se sintetiza a nivel del cuerpo celular y luego
se desplaza a lo largo del axdn. A fin de demostrar esta teoria se administré a
vertebrados 32-P fosfato (10), 14-C lisina (12), 14-C glicina y 35-S metionina (5),
comprobandose que la incorporacion de estos compuestos es mayor en las pro-
tefnas de la parte proximal del nervio gue en las de la distal. La disminucién
progresiva de actividad en la parte proximal y aumento en la distal no fue
siempre observada, y tampoco pudo ser comprobada en experimentos llevados a
cabo en este laboratorio (2). Posteriormente, la incorporaciéon de aminodcidos
en las proteinas del axdn fue estudiada en autorradiografias (4, 11).

El propésito del presenie trabajo es hacer un estudio de corto plazo sobre
la incorporacion de 14-C lisina en nervio periférico de rata. El aminoacido se
administré por via intratecal a fin de provocar un gran desnivel de actividad
entre las raices y ganglios raguideos ¥ el nervio periférico (1), y obtener asi
datos sobre sus conexiones metabdlicas.

1. Laboratorio de Bicfisicn, Instituto de Tnvestigacion de Cieneias Biolbgicas, Mon

tevideo, TTrunguay.
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MATERIAL ¥ METODOS.— Como animales de experimentacién se emplea-
ron ratas albinas macho de 3 % a 4 meses de edad y 190-210 gramos de peso.
Todas ellas fueron mantenidas en jaulas individuales a 20° C. de temperatura
vy alimentadas a wvoluntad.

Los animales fueron inyectados intratecalmente por puncién lumbar con
6 1C de U-14-C L-lisina disuelta en 0,3 ml. de solucién de Ringer Locke y sacri-
ficados en intervalos comprendidos entre 1 y 5 horas después de la inyeccion.
Extraidos ambos nervios ciaticos, fueron sumergidos en vaselina liquida a 2° C.
y sus fibras disecadas, como estd especificado en la figura 1. Se tomaron ade
mas muestras de suero, liguido cefalorraquideo (LCR) e higado. MAas detalles
sobre la iécnica empleada, pueden consultarse en los irabajos anteriores (1).

VENTRAL |
ROOT

Em

4 5 6 -
v )]
TIBIAL
NERVE
DORSAL
ROCT
Fig. 1.— Esquemsa de la discecitn del nervio eidtico mos a leeali
zacifm de 1 nunestras tomadas, Vent ri raizr ventral; « 1 root:
raiz dors: tibial nervé: nervio il; 8, G.: ganglin s ideo.

Procesamiento de las muestras.— Previa adicion de 2 mg. de lisina no ra
dicactiva, las muestras fuceron desintegradas en un homogeneizador de pistén de
teflon y lavadas una vez con cloroformo-metanol (2 : 1) y tres veces con agua-
alcohol-éter (1:5 :4). Este proceso se llevo a cabo a 2° C. de temperatura.
El precipitado fue finalmente transferide a la plancheta B.

Los sobrenadantes, tomados en conjunto, fueron secados con corriente de
alre a temperatura ambiente (12-20° C.), suspendidos en 1 ml. de cloroformo y
lavados tres veces con 9 ml. de agua. Las fases acuosas fueron iransferidas
a la plancheta A y la cloroférmica a la C.

Tests llevados a cabo con homogeneizados de distintos tejidos mezeclados con
14-C lisina y tratados en las condiciones arriba descritas, mostraron que mas
del 98% de la actividad se recoge en la fraccién A. Las ires fracciones son
Folin positivas; B y C son biuret positivas, A es biuret negativa. La fraceién A
sera llamada “fraccion de aminoicidos libres”, B ‘fraccién de proteinas” vy C
“fracecion lipidiea’.

Determinacion de la radioactividad.— Las tres fracciones fueron transfe-
ridas a planchetas de aluminio y secadas con corriente de aire bajo luz infra-
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rroja. La actividad se determiné en un contador G.M. de ventana delgada.
Corregida la autoabsorcién, los resultados se expresaron en conteos por minuto
por miligrameo de peso fresco del tejido (CPM/mg.).

RESULTADOS.— En los resultados obtenidos se observa, en primer lugar,
una alta actividad especifica en los tejidos situados en el espacio subaracnoideo
que guedan en contacto directo con la sustancia inyectada. Hay, sin embargo,
un rapido pasaje de lisina a la sangre, higado (14) ¥ nervio periférico, detec-
table una hora después de la inyeccién,

mg Fresh Weight mg Frash Weignt ‘ma Eresh Waight
200 - 500 - 2004 PERIPHERAL
- CSF ERVE
™ A
%00 A VENTRAL 400 v SPINAL A £ “Aunsol Nr3
4 ROOT ® sawsiion 1304 [ |0 seamem wes
DORSAL \ A
e = r \ /1 & Seamem NS
() = \
‘\_ ! \ & = Segment N* &
200 | f \ o |
N ! / 1
5 2004 | \ |
1004 s 4
}\‘t 0o |
| /
- .
o T =T T T T Lr T T
t 2 3 4 & Hours I 2 3

Fig, 82—
de la fre

stividades especificas (CPM/mg. pesa fresco) (gje de lasg y)

ibn A (ver texto) de log tejidos. Eje do las x: tiempo des-

pués de Ja inyeeeion. A) Liquido eefulorraquideo (CSIF'), rafz ventral

(ventral root) v raiz dorsal (dorsal root). B) Ganglio raquideo (spinal

ganglion). €) Nervio periférico (peripheral nerve), segmentos Nos. 3 4,
v 68 (ver figunra 1)

La incorporacion de lisina a la fraccién de aminoacidos libres sigue dos
esquemas distintos: en el liquido cefalorraguideo y raices raquideas la actividad
es maxima una hora después de la inyeccién, mientras que en el ganglio raqui-
deo y nervio tibial lo es a la segunda (fig. 2-B y 2-C).

Por otra parte, llama la atencién el contraste entre la alta actividad espe-
cifica del segmento mas proximal del nervio tibial v el bajo nivel de los
demés (tabla I y fig. 2-C). Esta diferencia disminuve con el tiempo y a las
5 horas se alcanza el equilibrio. En cambio, la aetividad del ganglio es a
las 5 horas menor que la de las raices, pero unas 15 veces supetior a la del
nervio. Es de hacer notar que, colorantes como el azul de metileno y azul
tripan, inyectados en las mismas condiciones, no penetran mas all4 del ganglio
ni ain en 48 horas.
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mento proximal)
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Tabla I

CPM o
ACTIVIDAD BSPECIFICA (- — y DEL GANGLIO RAQUIDED
mg. peso fresco
Y DE LOS SEGM ENTOS Nee 3, 4, 5 y 6 del mervio tibial

(Ver fignra 1)

50 %,

LSEE-

Es mucho méas lenta en el LCR y raices raquideas (70 ¥

Nervio tibial

Tiempo después (ranglio

Fraceion

de la inyeccidn ragquideo
3 b 5 6

1 hora ....- A 209.28 (G4.45 9.80 4.88 6.71
+ 1.37 -+ 0.56 =+ 0.37 -+ 0.33 + 0,44
B 230.85 4.30 113 0.97 0.56
-+ 114 + 0.21 -+ 0.26 <+ 0.30 i 0,34
C B8.79 1.96 0.26 0.34 0.00
+035 022 =027 032 = 0.35
Total b38.72 70.71 11.19 6.19 7.27
4+ 181 =084 052 =% 0.55 - 0.66
2 horas .... Vil A 439.13 178.21 10.65 8.72 10.86
+ 1.54 + 072 =029 - 0.26 + 0.43
B 890.21 20.7T7 424 2.23 1.63
+ 1,80 + 0,30 + 0.22 + 0,39 -+ 0.30
C 52.42 4.84 0.30 0.00 0.28
-+ 0.57 + 0.18 + 0.20 -+ 0.18 -+ 0.32
Total 1181.76 212.82 15.09 10.96 12.77
+ 2.44 + 0.80 -+ 0.42 -+ 0.37 -+ 0.61

4 3= S—— s — -
3 hoYas ....ecoccv A 153.29 26,46 11.31 6.19 b5.63
L0891 026 024 025 +- 0.29
B 489.72 16.14 7.36 3.74 2.03
3 -+ 1.48 + 0.20 -+ 0.20 -+ 0.21 + 0.23
c 30.27 1.29 0.69 0.54 0.42
+ 0.43 + 0,12 + 0.18 -+ 0.18 + 0.22
Total 673.28 43.89 19.36 10.47 8.08
-+ 1.72 + 0.35 -+ 0.36 + 0,37 4 0.42
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Total

12.40
=+ 0.10
T2
+ 0.08
0.74

=+ 0.07

20.46
=+ 0.17




( Continnacién

de Tablg 1)

mg. peso freseo
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEOD, SUERO B

HIGADO

) ) & 1 Narvio tibial
Tiempo después g i Ganglio =
= Fraceidm G ——— _ Total
de la inyeceifn raquideo
o 4 3 (4}
4 horas ..... - A 97.17 13.99 4.80 3.53 4.77 B6.77
+08% 4030 +084 087 048 014
B 297.97 5.29 4.00 5.24 1.3 4,12
+182 +022 +030 +085 <05 -+ 014
C 10.386 0.54 0,30 0.80 0.80 0.61
+ 0.36 -+ 0.19 =+ 0.30 <+ 0.24 + 0.74 =+ 0.17
Total 405.50 19.82 9.10 9.67 7.50 11.60
+162 042 +054 =059 +1.02 =+ 027
bROTOB. voveror. . A 30.43 2.84 2.99 1.62 2,68 2,61
-+ 0.54 + 0.16 + 0.19 -+ 0.21 =+ 0.26 + 0.08
B 212.86 2.39 1.89 1.17 1.63 L77
=+ 1.05 =+ 0.17 =+ 0.19 -+ 0.16 =+ 0.19 =+ 0.07
c 8.79 0.03 0.46 0.39 0.42 0.33
=+ 0,32 4+ 0.14 -+ 0.17 =+ 0.20 -+ 0.25 -+ 0.08
Total 261.07 5.26 5.34 3.18 4.63 4.61
=+ 1.22 + 0.25 -+ 0.32 == .32 -+ 0.41 + 0.13
Tabla 1I
CPM =+ 5
ACTIVIDAD KSPECIFICA ( — ) DK LAS RATCES RAQUIDEAS,

Tiempo despuds -
I : Fraeeibn

de la inye .
Ventral

: [ 7 o R . A 227.76
-+ 1.09

B 42,49

| =+ 0.47
(¢] 5.37
=+ 0.28

Total 27b6.62
=+ 1.22
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Liguido
== cefalo- Buero IHigado
Duorsa ideo
205.97 330.48 3.95 9.00
=+ (.88 -+ 1.59 == 0.03 -+ 0.11
36.83 113.24 B8.B7 24,02
+ 0.39 -+ 0.92 -+ 0.04 + 0.21
9.56 3.06 0.01 0.60
== 0.25 4+ 0.30 =+ 0.01 -+~ 0.06
252.45 466.77 12.83 33.52
0.99 -+ 1.86 =+ 0.056 + 0,24




|

| & Total
[ B.77
a8 == 0,14
93 4.12
B1 -+ 0.14
B0 0.61
T4 + 0.17
B0 11.50
02 + 0.27
58 2.61
@6  +0.08
83 L7
a9 + 0.07
42 0.33

25 + 0.08

63 4.61
A1 -+ 0.13

HDEAS,

i Higado
| 9.00
} <+ 0.11
| 24.02
I + 0.21
0.60
I + 0.08
I 33,62
] —+ 0.24

(Continuaeidn de Tabla ]

'J.‘itJ|||-r| de -l\;..'-_

de la inveeceidn

2 horas

3 horag

4 horas

b horas

Fraceidn

Total

g
fnices

Ventra

152.51
+ 0.82
48.24
+ 0.46
8.13

-+ 0.28

208.88
+ 0.98

67.94
+ 0.51

114.97
+ 0.84

61.39
-+ 0.42
40.09
+ 0.36
5.31

-+ 0.38

106.79

~+ 0.67

“iquidens

+ 0.23

209.64
+ 0.87

80.48
-+ 0.60
41.36
+ 0.42
6.35
+ 0.24

128.19
+ 0.77

69.58
+ 0,33
b3.56
-+ 0.48
2.56

+ 0.30

125.69
+ 0.66

I .i-[‘.}ili'-
cofalo

|'r|!|'.i|_t._--.
148.82
+ 1,11
113.30
1.00
1.60

+ 0.33

263.72

+ 1.53

116.48
+ 0,82
104.90
-+ 0.78

2.24

- 0.25

228.62
+ 1.16

71,35
+ 0.68
176.89
+ 1.12

3.089

+ 0.27

251.33
-+ 1.33

28,92
+ 0.51
116.68
+ 1.02

1.05
+ 0.156

146.65
+ 1,16

Nuaro

2.45

i ok 0.03
28.39
+ 0.08
0.10
+ 0.01

30.94
-+ 0.09

0.79
-+ 0,02
19.49
-+ 0,06
0.10
-+ 0.01

20.38
+ 0.06

0.73
+ 0.01
30.07
+ 0.08
0.19
<+ 0.01

30.99
+ 0.08

0.67
+ 0.01
18.22
- 0.06
0.01
+ 0.00

19.20
- 0.06

Higadao

B.87
+0.156
38.92
+ 0.28
1.21
—+—0.10

49.00
+ 0.28

3.48
-+ 0.10
17.45
+ 0.18
0.96

-+~ 0.08

21.84

+ 0,22

3.96
+ 0.09
37.71

+ 0.22
1.58
-+ 0.07

43.25
-+ 0.24
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Tabla IIX

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD TOTAL
INCORPORADA A LA FRACCION B

CPM o
Resultados en 100

CPM total + 5

A
Tiempo despuis Ganglio Nervio tibial
de la inyeecion 1'}]\Ji'||‘l'-iP-II = o Fotal
1 hora ..ivoviui : 42.81 6.08 10.10 15.67 7T 7.30
-+ 0.30 + 2,32 ~+ 5.20 -+ 4.70 -+ 0.58
2 horas s 58.41 13.29 28.10 20.37 12.76 15.05
= 0.16 =+ 1.66 -+ 1.85 + 2,86 -+ 0.156
3 horag ....... ; 7274 36.77 38.02 36.72 26.12 35.78
-+ 0.63 + 1.2 =+ 2.30 =+ 3.11 -+ 0.36
4 horas .,.... . T3.48 26.69 43.96 54.75 25.73 36.83
+ 1.23 + 2.02 +4- 498 =+ T7.90, -+ 0.38
5 horag RGP e Ry 81.55 45.44 35.39 36.79 36.21 38.39
=+ 3.86 -+ 4.14 + 6.25 + 5.28 + 1.62

La incorporacién de lisina a la fraccion proteica (B) es muy rapida (ta-
blag I y IT). La actividad del ganglio es maxima a la segunda hora y mas alta
que la de las raices espinales y LCR (fig. 3-A). En el nervio tibial (fig. 3-B)
se observa ya la tendencia a la actividad préoximo-distal decreciente gue se hara
evidente a las 24 horas (2), Las actividades maximas del primero, segundo ¥
tercer segmento se alcanzan a la segunda, tercera y cuarta hora respectivamente.

Los mas allos porcentajes de lisina incorporada a las proteinas se encon-
traron en el higado y suero (90-100% a las 5 horas) (tabla III). Los valores
del ganglio y LCR son intermedios (80% en 5 horas) ¥ los de las raices raqui-
deas y nervio periférico bajos (menores del 60% en 5 horas).

La incorporacién de lisina a la fraccién lipidica (C) es muy baja y sigue
un esquema similar al de las proteinas (tablas I y II)
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7.70 7.30
14,70 + 0.58
12.76 15,05
12.86 4+ 0.15
26.12 35.78
L3.11 + 0,36
26.73 35.83
£ 7.90 + 0.36
86.21 38.39
£ 5.28 4-1.92
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is raices raqui-

iy baja y sigue

Tiempo después

- Suero Higado
de la inyeceidn 1 :
: readuiiden
Ventral
1 hora 15.42 14.63 24.85 689,13 71.66
+ 0,16 + (.16 -+ 2.44 —_— —_—
2 horas 23.09 30.44 42.86 91.76 79.43
+ 0.23 + 0.30 —
3 horas - 36.90 46.91 96.63 78.90
-+ 0.37 — — —
4 horas 27.87 32.26 70.38 97.03 87.19
+0.28 + 0.32 == — —
T 11s) 4 1 T 37.54 42.61 70.56 96.68 04.07
=+ 0.38 + 0.42 S s .
___CPM CEM )
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DISCUSION.— Cualguier sustancia administrada a un vertebrado tiene ac-
ceso al nervie por uno de los siguientes mecanismos a) intercambio con el
LCR (raices raquideas) o con el Hquido endoneural (nervio tibial) (13, 18),
b) intercambio con la sangre y linfa, ¥ ¢) pasaje del cuerpo celular al axén
(flujo axoénico) (14, 15, 16,17).

1 ¢

| HOUR 2 HOUARS 3 | ¢ \' s uouns

G B
CPM Talal

190

njes de actividad incorporada o la fraceidn I
del gan raquideo ({ v de los segmontos Nos. 3 4 ;
0. periférico (ver figura 1) de las x). La linea punteada
cpresenta el desvio “standard’

La importancia del primer mecanismo gqueda déemostrada en nuestros expe-
rimentos. La lisina radioactiva introducida en el LCR rdpidamenie peneira en
las raices y ganglios raquideos, asi como en el nervio tibial. Es dudoso que esta
incorporacion sea por intermedio de la sangre o linfa, ya que la actividad del
suero es considerablemente menor. Por otra parte, luego de la inveccién intra-
peritoneal de 14-C lisina, la actividad de las raices y ganglio espinales y de los
cuatro segmentos del nervio tibial es varias veces menor.

La posibilidad de incorporacion a través del pasaje somato-axonal y {flujo
axonico puede también descartarse, ya que la corta duracién de los experi-
mentos impide la deteccion de un fenomeno gue progresa a una velocidad de
1-1,5 mm. por dia (16). Experimentos llevados a cabo en este laboratorio (1,2)
mostraron ademés, que las diferencias de actividad a lo largo del nervio se
mantienen incambiadas aun 22 dias después de la inyeccion, cuando ya la ma-
vor parle de la actividad ha sido eliminada. Es de suponer, por lo tanto, que
las proteinas marcadas que encontramos a lo largo del nervio se sintetizaron
localmente o llegaron alli a {ravés de ofro mecanismo, por ejemplo, flujo en-
doneural (13, 18)
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Llama la atencién la gran velocidad de eliminacion, tanto de aminoacidos
libres como de proleinas, a nivel de la parte proximal del nervio perifé
cuzl impediria la llegada de gran parte de la lisina inyectada a las partes mas
distales. L
para el interc
L.a lenta pérdida de activid
una consecuencia del contacto con el LCR, fuertemente marecado.

Las actividades maximas de la fraccién proteica (B) de los tres primeros

rico, lo

resultados presentados sugieren que no existe ninguna resfriccion
rio tibial.

3 ni del n

ambio con la sangre ni a nivel del gang

ad por las raices raguideas puede interpretarse como

segmentos del nervio tibial son alcanzadas a la segunda, lercera y cuarta horas

respectivamente, lo cual sugeriria la presencia de un pasaje de proteinas de un
segmento a otro, Estos resultados no aparecen en la fraccion de aminoacidos
libres (A).

El pc
largo del nervio (tabla IIT y fig. 4). A pesar de
tados obitenidos, puede observarse una tende
altimos segmentos. Esto puede ser consecuencia, tanto de una distinta velocidad

vidad tolal incorporada a las proteinas, es distinto a lo

gularidad de los resul-

entaje de

cia a ser menor en

los primeros ¥

de eliminacién de aminoacidos libres v proteinas a lo largo del nervio, como de

una distinta velocidad de sintesis de proteinas.

RESUMEN.— La incorporacién de 14-C L-lisina administrada por via in-
tratecal en tres fracciones (aminodcidos libres, proteinas y proteolipidos) de
raices raquideas, ganglios raguideos, nervio fibial, liguido cefalorraquideo, suero
de duracion

e higado de ratas fue estudiado en experimentos de 1 a 5 horas

Se encontraron altas actividades especificas en los tejidos lados en el

egpacio subaracnoideo (LCR, raices raquideas), ganglios raguideos y segmento
mias proximal del nervio tibial. Las actividades de los segmentos mas distales
es minima ¢ las raices

son mucho maés bajas. La velocidad de eliminacién

raquideas y aumenta en el orden: LCR, ganglio espinal, nervio tibial (segmen-
to proximal).
Fracciones rapida v lentamente metabolizadas fueron encontradas en pro-

teinas v proleolipidos. La actividad de los Gliimos es mucho menor.

Las actividades especificas de la fraceidn proteica de los fres segmentos mas
proximales dél nervio tipial fueron alecanzadas a la segunda, tercera y cuarta
hora respectivamente. El porcentaje de actividad tetal incorporada a las pro-

teinas fue mixima en el suero e higado, intermedia en el ganglio espinal y LCR

y minima en las raices raguideas y nervio tibial

SUMMARY.— The incorporation of intra-thecally administered 14-C L-ly-
sine inio three fractions (free amino-aeids, proteins and proteo-lipids) of spinal
roots, spinal ganglia, tibial nerve, cerebro-spinal fluid, serum and liver of rats

was studied.

High specific activities were found in the free amino-acid fraction of sub-
arachnoidally situated tissues (cerebro-spinal fluid, spinal roots), spinal ganglia
and proximal part of tibial nerve. The activities found in the distal segments
of tibial nerve were distinctly lower. The rate of elimination is minimal for
1d increases in the order: cerebro-gpinal fluid, spinal ganglia

the spinal root
and is highest in the tibial nerve (proximal segment).

1



Rapidly metabolized fractions were found in both proteins and proteo-lipids,
the activities of the latter being much lower. Maximal specific activities of

the
profein fraction of the three most proximal segments of peripheral

nerve are
reached at 2. 3 and 4 hours respectively afler the injection. The percentage of
total activity incorporated into the protein fraction is highest for the serum
and liver, intermediate for spinal ganglia and cerebro-spinal fluid and lowest
for spinal roots and peripheral nerve.

Este trabajo fue pareinlmente finsneisdo por el Grant AF-AFOSR 61:64 de Ia U, 8.

Air Foree Office of Seientifie Research v por el Grant RIF-61034
Rockefeller.
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f-galactosidasa del intestino de la rata '
ANIBAL ALVARE7Z

INTRODUCCION.— En un trabajo anterior
la actividad especifica de 1a f-galactosidasa en ¢
rante la histodiferenciacién, alcanzando
lactacion.

se ha descrito el crecimiento de
2l intestino de la rata (1,2) du-

un maximo que dura hasta el fin de Ia
Luego la actividad desciende al nivel gue se ¢

ncuentra en el adulto
Esta enzima acttia como una galactotr

ansferasa (3,4) sobre los f}-galactésidos.
Gal- OA 4- ROH — Gal-OR L AOH,

donde Gal - O representa a la agrupacion [-}-galut‘lc’;sidu, A la aglicona (glucidi-
ca, alquilica o arilica) ¥y ROH un aceptor, agua en el caso de la hidrélisis.

La distribucién de [-galactosidasas en la naturaleza es muy extensa, donde
su funcion fisiolégica no es siempre bien comprendida. En el intestino de los
mamiferos en lactacién, el aumento sefiala Su importancia en la

asimilacién de
la lactosa (p-galactosil-glucosa) de la leche (5).

El objeto de este trabajo es el est udio de la

fi-galactosidasa extraida del
intestino de ratas en lactacién.

MATERIALES Y METODOS.— Se trabajé con intestinos delgados de ratas
blancas, machos, de 10 a 18 diag de edad, provenientes del criadero de Labo-
ratorios Dispert 8. A., cuya colonia, comenzada hace unos v

einticinco afos. pue-
de considerarse como una linea aislada.

La actividad enzimé&tica se midis por dos métodos: a) Usando el o-Nitro-
fenil f-galactésido (ONPG) como sustrato: se mide por la extincién a 420 my,
en medio alcaling, el o-Nitrofenol liberado (1. 2). b) Usando la lactosa como
sustrato; se determina enzimaticamente la glucosa liberada, con glucosa oxidasa,
peroxidasa y o-tolidina como sustrato coloreable de esta tltima enzima (6)

En ambos casos se usan eantidades de enzima y de sustrato que aseguran
una reaccion de orden cero, La unidad de actividad es la cantidad de enzima
due hidroliza 1 mpuM de sustrato en una hora en 1

as condiciones establecidas:
s& expresa como u{ONPG) o u(lactosa) segun el

sustrato empleado.

1. Departamento de Sioquimiea, Iustituto de Investigneion de

Ciencias Bioldgieas.
Montevideo, Reptblica Oriental del Urnguay.
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RESULTADOS.— Purificacién de la enzima.— La enzima se purificd alrede-
dor de 50 veces a partir de homogeneizados de int
0,9% , mediante precipitaciones con acetona al 40%. tratamiento 4cido a pH 3.1,
fraccionamiento con acetona (40-64%)
turacion). Se recupera alrededor del 27

La enzima es muy estable, pudiéndose

estino en cloruro de godio al

(ol con sulfato de amonio (40-80% de aa

de la actividad original.

guardar varios meses a —15° sin pér-
didas apreciables. La actividad especifica que se alcanzo es de 83.000 u(ONPG)
por mg. de proteina, la cual es aproximadamente un 50% de la maxima acti
vidad obtenida en Ia f-galactosidasa exiraida de intestino de ternero (7) y s6lo
1% de la proveniente de Escherichia coli (4),

A%

IS0

TeH
P
Fig. 1. Ef'eeto del pH sobre la netividad, O Hidrolisis del ONPG por la enzima puri
fieada. ® Iid 5 del ONPG por el homogeneiza eompleto:  [] Hidrdlisis de la
actosa por la enzima purifieada. m Hidvélisis de la lactosn por el homogen 1o com-

o SIS

0s:

j aspirtien

4 pM/ml, de ONPG 6 40 M/ ml, de laectos:
0.05 M-HCI, pH 2.1 a 3.5; i i rato de sodio (.05 M, pH 3 histiding
0.05 M-HCl, pH 5.0-8.0, En ada: 49.000 n(ONFPG)/mg. proteina; homogenei
zado completo: 800 u(ONPG)/mg. proteing

.

Contenido de carbohidratos.— Se analizé el contenido de carbohidrates por-
que se conocen muchas glicosidasas asociadas a carbohidratos, los cuales con-
fieren estabilidad a la proteina o son esenciales para su actividad. En particu-
lar, la f-galactosidasa de ternero més pura, conserva 10,8 mg. de carbohidrato
por mg. de proteina (7). Sélo trazas de gltcidos se podrian asociar a la enzima

— 121 —




del intestino de la rata: menos de 0,025 mg. de carbohidratos por reacecidén a la
antrona (8) y menos de 0,01 de aminoaziicares por el método de Elson y Mor-
gan (9). Desde este punto de vista la enzima se asemeja a la de E. coli. que
eSS una pr:‘;ll-ma pura (4),

Actividad en funcion del pH—En la figura 1 se estudia la relacitn entre
la actividad y el pH, observdndose que los pH 6ptimos son diferentes para cada
sustrato: alrededor de 3 para el ONPG y de 5 para la lactosa. Alrededor de
pH 4 se observa una inflexién en la hidrélisis de la lactosa por el homoge-
neizado total.

La relacién de actividades a log pH éptimos entre la lactosa v el ONPG
es 1,7 para el homogeneizado completo y 1,55 para la enzima purificada. De-
bajo del pH 2.5 hay desnaturalizacién.

Estos resultados no pueden considerarse evidencia de la existencia de dos
diferentes §-gactosidasas, Los referentes a la enzima purificada son muy simi-
lares a los de enzimas extraidas del epididimo de la rata (10) y de varios o6r-
ganos del ratén (11). Difieren de los encontrados en [f-galactosidasas de otras
fuentes, particularmente de la purificada del intestino de ternero (7) v de la
senalada en fracciones citologicas de intestinos de ratas y conejos lactantes (12).

Efecto de varios cationes— La actividad de la [-galactosidasa de E. coli se
multiplica por 5 en presencia de los iones de metales alcalinos (8). Tal efecto
no existe en la enzima estudiada segun se observa en la tabla I, donde solo se
nota una sensibilizacién de la enzima a los pH scidos por efecto de los cationes
agregados, que se desnaturaliza, Es de notar gue el verseno a concentracién
0,075 M inhibe un 80% de la hidrélisis del ONPG. lo que sugiere que algin
cation interviene en la actividad.

Tabla I

ACCION DE VARIOS CATIONES SOBRE LA ACTIVIDAD

Hustrato pH --- Na K NH, Mg Ca Mun Zn
O5M O L05M -05M 0D5M 5M O75M L 075M
ONP& . ... , . 2B 20 56 48 64 32 af
ONPE .ok o 32 100 101 102 98 100 102 104 102
ONPG .............. 48 42 44 42 42 14 43
Lactosa ceaeaea.. 48 100 101 98 98 ] 87

— = - e _— — W—

500 u(ONPG) de la enzima se imcubé a 38° eon 1 ml. dc buffer, 8 uM de ONPG o
40 (M de luctosa ¥ el eatidn, eomo eloruro, a la esntentraeifn indieada. Buffers: IJ” 2.5
iecilglicing 0.05M-HCI

eomo poreentaje de la aetivid:

pH 4.8 v 4.9, histidina 0.05M-HCL, Los valores se ExXpresan

> lo enzima sin cationes, en su pH 6ptimo.
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Estabilidad térmica— La enzima es relativamente estable a la temperatura
si se la compara con las de ofras fuentes, dependiendo légicamente del pH a
que se realiza la incubacién, segan la tabla IIL

Tabla II

ACTIVIDAD RESIDUAI
DESPUES DE INACTIVACION TERMICA A DIFERENTES pH

pH 23 38 )0
v 151 5, S s PR B o AL NS o i . 100 92 78
BB e e A A R 100 98 96
TH iun ; e SRR . 100 100 80
BT i o maad e e 4 s m e 5w A < 100 100 43

2,000 w{ONPG) se incuban en 0.5 ml. de buffer durante 20 mimutos.
Lia actividad residual se mide usando ONPG como susirato y se
expresa en forma poreentual, Buffers: daeido citrico-citrato de sodio
0.03M, pH 7.5; Tris-HC1 0.05M, pH 8.3. Enzima: 83.000 u(ONFG)/

mg, de proteina.

<|—
o
A

1 ] ]
E22) = [ 2 E S
) S
Fig. 2— Relaeion de Lineaweaver y Burk para la determinacién de las constantes
Michaelis y de inhibicién. 1, 2 y 3: hidrdlisis de ONPG con 0, 2.5 % 10—3 y 50 »x 103

M de lae
de galaetosa, 4
M de gnlactosa, pH 4.8, Buaff
reaceitn de unidades arbitr

tosa, pH 3.8, 1, 4 v 5: hidr6lisis de ONPG eon 0, 2.5 % 10—3 y 10 x 10—3 M

arias. 8; eoncentr:
M 3 108 para el ONPG, Enzima: 85000 u(ONPG)/mg. proteina,
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Actividad como f-glucosidasa.— Esta
paracién en estudio de la enzima. Se determiné usando salicina a dive
enire 3 y 8, como sustrato, midiendo la hidrélisis por anali
cosa liberada (13). La actividad es inferior al 0,4% de 1
como sustrato. En enzimas de otros origenes es
por ejemplo, en la emulsina.

actividad es muy pequena en la pre-
rsos pH,
sis quimico de la glu-
a observada con ONPG
5 actividades estdn asociadas:
un mismo locus es responsable de ambas (14)

Constantes cinéticas.— Fl estudio ¢

inético se realizé por el método de Lii-
neaweaver y Burk

asi como el de la inhibicién competitiva causada por 1
losa ¥ la galactosa, segin la figura 2
cion aparecen en la tabla III.

a lac-
Las constantes de Michaelis v de inhibi

Tabla ITI

UONSTANTES CINETICAS Y DE INHIBLCTON

Mustrato Inhibidor pH

Conatantes

ONPG — 3.0 Em — 4.5 » 10—1M
ONPG 3.0 Vm =83  M/hr./mg, prot.

Lactosa 1.8 Em— 73 x 10—iM
Lactosa — 4.8 Vim — 130 ,M/hr./mg. prot.

ONPG Galactosa 3.8 Ki — 3.6 w 10—3M

ONEEE i, . . - Lactosa 3.8 Ki — 2.0 ¥ 10—:M

Lectosa Galactosa 4.8 Ki =18 % 10—sM
ron estimadas gegiin el método de Lineweavor v Burk on log grificos

La glucosa no tiene efecto inhibidor a concentraciones fisioldgicas: el efec-
lo del ONPG sobre la hidrélisis de la lactosa no es posible estudiarlo por los
métodos usados, debido a que el fenol liberado interfiere en 1

a determinacién
enzimética de la glucosa.

Energia de I(Jt'l-l!‘-rh;‘f(}!t. -La constante de reaccidn k Y la temperatura de
hidralisis, para el ONPG ¥y la lactosa, estdn relacionadas en el grafico de la
figura 3. La energia de activacién ha side ealculada para cada reaccién por
la ecuacion de Arrhenius: 12.1 kecal/mol parz el ONP ¥ 8.6 keal./mol para la
lactosa, entre 20 y 50°.
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Actividad transgalactosidante— Esta propiedad se estudio incubando 5.000
u({ONPG) de la enzima con 200 yM de lactosa y agregando o no, ¢como acep
tores, 200 M de galactosa o de glucosa, en buffer de citrato 0.056 M, pH 3 6 5,
en un volumen final de 1 ml., con una gota de xilol como conservador. Des-
pués de inactivar la enzima por calentamiento de 3 minutos a 1007, se anali
zaron las muesiras por cromatografia. Se usé el melodo descendente, manchas
de 50 yl., papel Whatman numero 1, ¥ como solventes una mezcla de butanol-
piri({m'a agua en relacién 6 : 4 : 3. Los cromatogramas se desarrollaron durante
48 horas a 25° vy se revelaron con biftalato de anilina. Los desplazamientos de
las manchas, referidos al de la laclosa como R, se usaron para la identificacion
provisoria de los azicares originados por transgalactosidacion (15), segin se
expresa en la tabla IV. La galactobiosa sdlo es sintetizada a pH 3 © cuando
se usa como aceptor galactosa. EIl producto de sintesis preferencial parece ser
iosa, pero un analisis cuantitativo se requeriria para asegurar este

la lactot
punto definitivamente.

DISCUSION.— La ii—g'«t!:tciosidnsa estudiada en este trabajo se presenta
como una enzima que difiere considerablemente de la extraida de E. coli (4);
ica, especialmente por

tiene una relacién de actividad versus pH muy caracteris
el 6ptimo en zona muy &cida, y por la dependencia que guarda esa relacion
con el sustrato. Los cationes de metales alealines, importantes en la actividad
de la enzima bacteriana, no tienen agqui importancia. La relacion entre la acti
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Tabla IV

PRODUCTOS DE LA ACTIVIDAD DE THANSFERENCIA

Acveptor
Produeto == — gty
identificacién provisoria) B Liaetosa Gluensn  Galactosa
3-galactosil-glucosa .. ..............0.... 1.33 4 e O
6-galactosil-glucosa (allolactosa) ..,.,.. 0.78 ke Tl
6-galactosil-galactosa (galactobiosa) ... 0.58 X 0 Lol
galactosil-lactosa (lactotriosa) ....... 0.46 U i boichctt SELEE S
GINCOSE .o vvin v e 2.
CRIBREEIIR vp.vme connsivamen isiisari s ssics e 2.0
Los métodos se deseriben en ¢l texto. R, (R, veferido .

r (R lnetosn) es el promedio de

5 eromatogramas.

vidad con ONPG como sustrato, sobre la actividad con lactosa a sus pH o6pti-
mos, es de 14.9 para la enzima de E. coli y de 0.64 para la del intestino de rata.

Si bien se asemeja en este sentido a la enzima del ternero (7) cuya rela-
cién es de 0.31, se distingue por contener poco o ningitn carbohidrato, por la
relacion entre actividad y pH para cada sustrato, ¥y por la actividad transgalae-
fosidante, entre otras propiedades.

Doell y Kretchmer (12) han descrito algunas caracteristicas de la actividad
de f(-galactosidasa en el intestino de ratas lactantes que difieren de las presen-
tadas en este trabajo, particularmente la distribucion en diferentes fracciones
celulares. Pese a que las iécnicas empleadas son muy similares, no nos ha sido
posible reproducir sus resultados.

Por otra parte, las observaciones deseritas en este trabajo son similares a
las sefaladas por Mao y Rickenberg (11) para enzimas extraidas de diferentes
érganos y células L del raton, y por Conchie y Hay (10), del epididimo de
la rata.

La cinética de 1a enzima es de estudio sencillo, permitiendo el caleulo sim-
ple de las constantes cinéticas.

La existencia de dos enzimas presentes en el intestino con actividad de
p-galactosidasa no surge de este trabajo, pese al diferente comportamiento para
cada sustrato, dado que la relacién entre las actividades ONPG/lactosa se man-
tiene relativamente constante. Si sélo una enzima es la responsable de la hidrg-
lisis de la unién f-galactosidica, la parte aglicona de la molécula del sustrato
es muy importante en la actividad de la enzima, dado que varia segin ésta el
pH de la configuracién 6ptima del grupe activo,
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RESUMEN.— Se ha descrito un método de purificacion de la ﬁ—ga}&li‘?flhb
dasa extraida del intestino de ratas en lactacién y varias de sus propiedades.
Las propiedades se han comparado con las de oirag enzimas conocidas, en par
ticular con la de E. coli y de intestino de ternero.

SUMMARY.— A 50 fold preparation of f}-galactosidase extracted from in-
testines of baby rats was studied. It was devoid of carbohydrate, had an optimal
pH of 3 for ONPG substrate and of 5 for lactose; several cations had no action
on the enzymatic hydrolysis; [ﬁ'—gluromdns:- activity was very low. A kinetical
study was done for the Km determination and for the competitive inhibitory
action of lactese and galactose; glucose was not inhibitory. The transgalacto-
sidation was studied by chromatographic methods. A comparison with (-ga
laectosidase from other sources ig given
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Metabolismo de hexosas-fosfato y pentosas-fosfato

en Lactobacilo brevis '
GLORIA MARTINEZ DE DRETS

INTRODUCCION.— Fred, Peterson y Anderson (1921) clasificaron 1
cies de Lactobacilos en dos Brupos; caracterizados por su capacidad para fermen-
tar lactosa y otros azticares ¥ producir manitol en la fermentacién de fruetosa.

Las especies homofermentativas, incluyendo el Lactobacilo planiarum. fer.
mentan la fructesa dando #4cido ldctico ¥ sdlo trazas de otros productos. Las es-

ademds de dcido lactico, dcido acetico, CO,
Y, en algunas especies, {ales como el Lactok
lico, grandes cantidades de manitol.
ro limitado de especies que ferment

pecies heterofermentativas producen,

vacilo brevis, Lactobacilo pentoacé-
Dentro de este Gltimo grupo hay un nime-

an la fructosa segiin la siguiente ecuacidn:

3 D-Fructosa —s 2 D-Manitol + Acido Lactico + Acido Acético +CO,
Anteriormente se determing (Wolff y col., 1949) que el Lactobacilo brevis
era incapaz de fermentar 1a glucosa a2 menos que se adicione l-arabinosa u ofra
pentosa. Este requerimiento auxolropico de pentosas hizo pensar que existe un
disturbio de la sintesis de las pentosas. Al realizar un estudio mas
se aclaré que el Lactobacilo brevis podia crecer cuando estaban presentes como
unica fuente de carbono xilosa, ribulosa, ribosa, lixosa, fructosa y acido glucu-
rénico, pero que crecia sobre glucosa si también se le adicionaba dihidroxi-
acetona, gliceraldehido, dcido piravico u 0.. Estos altimos reguerimientos indi-
can la existencia de una anormalidad mA4s general en el metabolismo de los
hidratos de carbono en el Lactobacila brevis.
Se establecid:

exhaustivo,

I) la no existencia de la enzima aldolasa en
de Lactobacilos (Buyze, van den Hamer y de Haan, 1957
glucosa no puede ser metabolizada por la via glucolitics
mencionadas, xilosa,

estas especies
, 1o gue senala gue la

i II) que las sustancias
ribulosa, ribosa, lixosa, fructosa ¥ dcido glucurénico, pueden
ser fermentadas sin 0, o aceptor de H de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
1 mol C; — 1 mol 4c. lactico +1 mol 4c. acético 4+ CO,

L mol C. —» 1 mol ae. lactico 4+ 1 mol ac. acético
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De acuerdo con el primer punto, al no poder fermentar las hexosas por la
via glucolitica, la unica via posible seria a traves del ciclo de la hexosa mo-
nofosfato (Buyze, 1955), pudiendo realizarse los primeros pasos de este ciclo
solamente en presencia de O, o de aceplores de H. Como el Lactobacilo brevis
no puede sintetizar eslos aceplores, s6lo metabolizaria metabolitos del cicle de
la hexosa monofosfato, después de los pasos oxidativos (por ejemplo, -ribosa,
stancias tales que puedan ser transformadas en dichos metabolitos

ribulosa o
después de ad

aptarse enzimaticamente).

En el caso del Lactobacilo brevis se presenian dos problemas a resolver:
19) gqué via metabélica siguen las hexosas y las penteosas en su degradacidn;
y 29) explicar como estos Lactobacilos fermentan la fruclosa y no la glucosa

El problema es determinar si existe alguna ofra via metabélica o a eplor
organico de hidrégeno en la fermentacion de la fruclosa, gque no esté presente
en la fermentacién de la glucosa. Estos dos punfos son los gue se han tratado
de aclarar en el presente trabajo.

MATERIALES ¥ METODOS.— En este trabajo se ha empleado la cepa de
Lactobacilo brevie ATCC 367, obtenida de la American Type Collection en for
ma liofilizada. Estos microorganismos fueron erecidos de acuerdo a lo descrito
on nuestro trabajo anterior (Martinez, Barker y Horecker, 1963).

El extracto bacteriano se obtuvo provocando la ruptura bacleriana con polvo
de vidrio de grado de finura 200 mesh, en cantidad doble al peso de las células
durante 10 m a 0° C. en mortero de porcelana; con adicion de 0 05 ml,
de 0.005 M de fosfato

hiamed;
de solucién de cisteina 0.1 M, y se extrajo con un Buffe
de sodio pH 6.5 conteniendo glutation 2 x 10— M.

El extracte se centrifugé a 5.000 r.p.m. en una centrifuga International
refrigerada y se separé el sobrenadanie en donde se ensayvaron las actividades

enzimaticas. La precipitacion con sulfato de amonio se realizé con una solucion
saturada de sulfato de amonio pH 7.0 y la fraccion precipitada entre 50 y 70%
de saturacion fue disuelta en Buffer 0.05 M de Tris pH 7.5 adicionado de
2w 10—+ M glutation.

Todas las manipulaciones con los extraclos bacterianos se realizaron a una
temperatura entre 0 y 4° C

En el presente trabajo se han empleado los siguientes métodos analiticos

1.a fructosa fue determinada por el método de Roe (1934); el manifol por
gl método de Dixon y Lipkin (1954) ¥ enzimaticamente (Martinez, Barker ¥y
Horecker, 1963)

La ribosa-5-P y sedoheptulosa-7-P fueron determinados por el método de
Mejbaum (1939).

La ribulosa-5-P y xilulosa-5-P fueron determinados por el método de Dische
y Borenfreund (1951).

ElL Acetil-P fue determinado por el método de Lipman y Tutle (1945)

El Pi fue determinado por el método de Fiske y Subbarow (198
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El piruvato se midié por el método colorimétrico de Elgar y Nelson (1941)
y enzimdiicamente con lactico deshidrogenasa

El 4cide Léactico se midio por el método de Barker y Summerson (1941)

La glucosa-6-P, triosa-P y 6-P-glucénico fueron determinadas enzimética-
mente con glucosa-6-P deshidrogenasa; glicerofosfato deshidrogenasa junte eon
triosa fosfato isomerasa y 6-P-glucénico deshidrogenasa respectivamente.

El acetato fue determinado enzimaticamente con acetoquinasa, seguido por
el metodo colorimétrico de Lipman y Tutle (1945),

La aldolasa fue determinada de acuerdo con el método de Warburg y Chris-
tian (1943).

La hexoquinasa, fructoquinasa, hexosamonotosfato isomerasa, lactico deshi-
drogenasa, alcohol deshidrogenasa fueron determinadas de acuerdo a los
todos descritos en Methods in Enzymology, Vol. 1 (1955).

La Na glucosa-6-P; Na fructosa-6-P: ADP: gliceraldehido-3-P; NAD+: lic-
lico deshidrogenasa y hexoquinasa fueron obtenidos del Laboratorio Sigma.

me-

NADP+ y gliceraldehido-3-P fueron obtenideos del Nutritional Biochemical
Corp.

Ba Ribosa-5-P y Na Piruvato fueron comprados al Laboratorio Schwartz.

La fructosa fue obtenida del Laboratorioc Merck.

El Ba 6-P-gluconico fue comprado al Laboratorio Calbiochem y iransfor-
mado en sal de sodio.

La 6-P-glucinico deshidrogenasa fue preparada a partir de Candida utilis
de acuerdo al método seguido por Pontremoli, de Flora, Grazi, Mangiaroftti,
Bonsignore y Horecker (1961).

La P-pentosa isomerasa fue preparada de acuerdo a la técnica de Hurwitz,
Weissbach, Horecker y Smyrniotis (1956) y la P-pentosa epimerasa de acuerdo
a Hurwitz y Horecker (1956).

La g-glicero-P-deshidrogenasa ¥ la aldolasa se obtuvo a partir de musculo
de conejo segun la técnica de Racker (18947),

La acetoquinasa fue preparada segun la téenica de Rose, Grunberg-Manago,
Korey y Ochoa (1954).

EXPERIMENTOS Y RESULTADOS.— Al determinar cual era la via me-
tabolica seguida por la molécula de glucosa-6-P se ha establecido:

I) No se ha encontrado el ciclo de la hexosa monofosfato de Warburg,
Horecker y Dickens, puesto que no se ha comprobado la actividad de las enzi-
mas transcetolasa y iransaldolasa.

II) No se ha hallado la via de Entner-Doudoroff.

IIT) Se pensé que pudiera exisiir la enzima P-pentocetolasa gque habia
stdo estudiada en el Lactobacilo pentosus por Heath, Hurwitz y Horecker (1957)
Y que es capaz de escindir la molécula de Xilulosa-5-P en moléculas con 2 y 3
atomos de carbono.

Para ello se incubd extracio de Lactobacilo brevis con Ribosa-5-P v se
midio la formacién de acetil-P y triosa-P. Se encontré que la cantidad de estos
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dos productos formados es equimolecular con la Ribosa-5-P desaparecida. Pos-
teriormente se purificé este exiracto aislandose la fraceién gue precipita a una
saturacion de 50 a 70% de sulfato de amonio. Esta fraccién tiene actividad
enzimatica de fosfopentocetolasa, fosforibosa isomerasa y fosfocetopentosa epi-
merasa.

Tabla I

ESTEQUIOMETRIA DE LA ESCISION PENTOBA-FOSFATO

La mezcla de incubacién contuvo por ml. 20 pM de Ribosa-5-P; 23 uM
de fosfato:; 3,3 !|_M de Mg++; 0,68 !,M de Tiamina pirofosfato; 2 1-‘M de ;-,hitu‘
tion; 67 M de buffer de sucecinato de sodio pH 6.0; 2,0 mg. de una fraccion
precipitada con sulfato de amonio obtenida de Lactobacilo brevis.

Las muesiras fueron tomadas a 30 m. y 60 m. de incubacién a 25° C

Ribosa-5-P Triosa-I* deatil-F?
consuniida formad formado
Experimento en M en M en M
307 60" 30 #i? a0 GO’
1 8.60 12.18 3.20 11.80 8.12 11.60
B W R e i T7.40 11.70 7.20 12.20 —_ —
. i ek DR A 25 10.53 6.92 10.70 6.83 10.90
4 . i i 7.02 10.30 6.70 9.95 7.20 10.20
B e IR 8.85 12.650 8.560 11.80 8.35 12.05
[ R — T 5 7.20 11.80 7.35 12.00 .18 11.90
W R S s e 7.54 12.30 8.05 12.40 -— 12,53
. . wae 8.45 12,70 9.02 11.80 8.70 12.40
Valor promedio ..... 7.79 11.76 7.70 11.68 T.72 11.65




DETERMINACION

La mezela de incubacion contuy
fosfato; 3,3 M de Mg
67 M de buffer de

2 §

FOSFATO

DESAPARECIDO

La existencia de esta enzima, la P-pentocetolasa, fue confirmada ademas
por la medida de la desaparicién de fosfato (equimolecular con 1
cién de Ribosa-5-P desaparecida) (tabla II ).

o por ml. 20 uM de Ribosa-5-P; 23 pM de
7 0,68 uM de Tiamina pirofosfato:
suecinato de sodio pH 6.0: 6 uM de ADP; 67 I‘M de gluco-
sa; 100 pg de hexoquinasa: 2 mg. de una fraccién precipitada con sulfato de
amonio obtenida de Lactobacilo brevis.

Las muestras fueron tomadas a 30 m ¥ 60 m. de incubacién a 25° C.

Valor promedio

Ribosa-5-P con-
sumida en M
Sistemn

completo

Bty

8.70 11.80

9.30

.50

8.84

8.53

8.97

Histemsy

completo

9.05

8.95

8.15

12.25

12.90

11.80

11.95

12.32

uM de fosf:
!
desapareeido

Sin Ribosn

0.15

0.24

0.08

0.15

0.09

0.14

(1}

desuaturalizado
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pda ademas
| concentra-

5 23 yM de
e glutation;
M de gluco-
| sulfato de

Frageion
ealentada (1)
a0 B0’
0.00 0.01
0.06 0.02
0.16 (.22
0.03 0.09

0.02 0.18

0.06 010

(oA

durante

La desaparicion de fosfato se determiné también incubando el extracto de
Lactobacilo brevis con P52 en presencia de Ribosa-5-P como sustrato, demostrén
dose la formacion de ATP#2, que fue adsorbida eon charcoal (Heath, Hurwitz,
Horecker y Ginsbung, 1958) vy luego eluida con acido clorhidrico a ebullicién
(tabla TII).

Tabla IIX

DETERMINACION DE ATI FORMADO

(Conteo por minuto)

La mezcla de incubacion contuvo por ml: 20 M de Ribosa-5-F; 3,3 yM
de Mgt+; 0.68 M de Tiamina pirofosfato; 2 M de glutation; 67 uM de
buffer de succinato de sodio pH 6.0; 5 M de ADP, fosfato 32 aproximadamen-
fe 7.000 e.p.m. ¥y 2 mg. de una fraceion precipitada con sulfate de amonio
obtenida de Lactobacilo brevis.

La reaccion se inicié mediante la adicion de sustrato y después de 30 m.
de incubacion a 25° C. se detuvo por dilucién con 5 ml. de acido perclérico al
2,5 por ciente. Los adenina nucleftidos fueron adserbidos con charcoal (0,5 ml.
de una suspension al 10 por cienie) y eluidos con 2 ml. de écido clorhidrico
1 N, recogidos en una plancheta y contados.

"
" . Sistemn Sin -
LNDE ento y mzimaties
XPerimen dETEs Ribosa5P l'”r'llﬂlTJ.I i
calentada
L, aceseis 3 5.800 1.300 380
2 4.900 730 120
& EEECETEETRON e 5250 al1h 52
1 4 Ly T ; 4.830 640 106
7] : : 4.740 430 87




(cuadro

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

EN EL EXTRACTO

Cuadro 1

DE

LACTOBACILO

DEMOST

Una vez establecida la existencia de esta enzima, se continué determinando
la actividad en el extracto de Lactobacilo brevis de todas las otras enzimas
que intervinen en este ciclo que intentamos demostrar en el presente trabajo
1.

RADAS

BREVIs

Enzim

s

6-Fosfoglucénico deshidrogenasa

Fructoguinasa .
P-Pentocetolasa
P-Pentosa isomerasa
P-Ceto pentosa epimerasa
Lictico deshidrogenasa
Acetoguinasa

Alcohol deshidrogenasa
Manitol deshidrogenasa
Glucoguinasa ............
Aldolasa .............
Transcetolasa
Transaldolasa

Fosfofructoquinasa

Actividad




feterminando Las actividades enzimaticas se determinaron de acuerdo a Methods in Enzy
jiras enzimas mology (vol. 1)

gente trabajo - _— : . — :
Se detérmind, ademas, la actividad de las enzimas deshidrogenasas en cl

3 extracto de Lactobacilo brevis con las coenzimas NAD+ y NADP+ (tabla IV)

. Tabla IV

ACTIVIDADES ENZIMATIOAS

EN EL EXTRACTO DE LACTOBACILO BREVIS

i La actividad enzimética fue medida siguiendo la reduccién de NAD+ o
NADP+ con un espectrofotometro Beckman Modelo D. U,

Las unidades de enzimas se definen como la cantidad reguerida para pro-
ducir un eambio inicial en la densidad optica de 1,0 por minute a 340 my.

Las proteinas fueron determinadas por el método de Biichner (1947).

vidad espeeifien en unidades/nig. de ].rnr--h;u
Enzimas
NAD+ NADP+
Glucosa-6-P deshidrogenasa 3 68-7 12,60
6-Fosfoglucénico deshidrogenasa 0,3 0.00
Manitol deshidrogenasa ......... 4,7 0,00
Hexosa-P isomerasa 3,64
-
Fructoguinasa .. .. : B 1,40
- Liictico deshidrogenasa —_ 21,0 0,00

Alcohol deshidrogenasa




DISCUSION.— En la presente investigacién creemos haber aclarado la via
bolica seguida por las pentosas-P y hexosas-P en ¢l Lactobacilo brevis
3 bleciéndose los pasos que llevan a la formacién de manitol,
deido lactico, postuldndose el siguiente ciclo:

acido acético y

3 D-FRUCTOSA— 2 D-MANITOL+ ACIDO ACETICO+ACIDO LACTICO » CO2

-
- ) f‘
FRUCTOS A 5 /
\ /
l TR e y
i ]
o / RIBOSA-5-P
FRUCTOSA-6-P L ’ A
] l NAD* NaT" r '
' e ACID GP-GLUCONIED  — oo RiBULOSA-G-P -[toz)

I
XILULDSA-5-P

| Po4®

'
ACETIL-P + TRIGSA-P
1 ~__Po 1
Ape T MAD= NADH

|
\ ACIDO 1-3-P GLICERICD

ADP
ACIDD AEET[EUF- ATP J 0

ACIOD 3-P-GLICERICO»4TP

L
ACIDD 2-P-GLICERICO

ACIDD P-ENOL PIRUVIED
ADP

ACIOD PIRUYICD + ATP

} WagHenap

ACIO0 LACTICO

Se ha determinado, ademas, gue todas las enzimas d sshidrogenasas del Lae-
tobacilo brevis actiian a NADH ¥ s0lo en algunos a NADP+. De todas estas
enzimas, la que mas llama la atencién es la glucosa-6-P deshidrogenasa de alta
actividad a NAD+, ya que esta enzima siempre actia a NADP-+, con la sola
excepcion en toda la literatura del Leuconostoe mesenteroide (De Moss, Bard
v Gunsalus, 1951), pero con una actividad a NAD+ muy inferior a
encontrada por nosotros

la enzima
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I aclarado la via
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UVICO » ATP
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ferior a la enzima

RESUMEN.— 1) Se ha establecido la via metabélica seguida por las pento-
sas y las hexosas fostato en el Lactobacilo brevis, determindndose la existencia
de 1a enzima fosfo-pentocetolasa gue divide la molécula de xilulosa-5-P en dos
moléculas de 2 ¥ 3 atomos de carbono.

2} Se han identificado las enzimas que iransforman la fructosa en acido
lactico v acético y se ha aclarado cual es la via metabdlica seguida en la fer-
mentacién de la fructosa por los Lactobacilos heterofermentativos.

3} Se ha aclarado que los primeros pasos oxidativos del ciclo hexosamo-
nofosfato se realizan con la intervencion de NAD+ formado en la ifransforma
¢ién de fructosa a manitol.

4) Se destaca el hecho de gque todas las deshidrogenasas encontradag tie
nen como coenzima NAD+ y sblo algunas de esas deshidrogenasas tienen tam
bién NADP+ comp coenzima.

SUMMARY.— 1) In the present paper the metabolic pathway followed
by the hexoses and pentoses phosphate in Lactobacillus brevis has been pointed
out. The presence of the enzyme phosphoketolase which cleaves one mol. of
xylulose-5-P into one ,C mol. and ene ,C mol. has been delermined.

9) The enzymes which transform the fructose into lactic acid and acetic
acid have been identified. The metabolic pathway followed in the fermentation
of the fructose by the heterofermentative Lactobacillus is deseribed.

3) It has been concluded that the first oxidative sieps of hexoze monophos-
phate cycle are carried out in the presence of NAD+ which is formed in the
transformation of fructese into mannitol.

4) 'The fact that all the dehydrogenases are NAD linked and that only
in some cases NADP} can replace it, is emphasized.
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Accidén proteolitica del latex del Ficus Carica’

MERCEDESE ROYIRA DE CUTINELLA,
AUREA GUEVARA ¥ MARTA RUIZ

Desde tiempo atras se conoce la accion proteolitica del latex de distintas
plantas. Entre ellos el obtenido del Fifus Carica (higuera comtn).

Se ha establecido la aceién proteolitica y anticoagulante (1) y se ha su-
gerido que esta enzima es del tipo sulfhidrilico (2).

Por su accion proteolitica se le ha usado como antihelmintico y es ésta la
tnica aplicacion clinica que ha tenido hasta ahora

A. Walli (3) obtuvo la ficina cristalina. En el caomercio se encuentra para
fines de investigacion una suspensién de ficina en cisteina que revelé en los
diferentes métodos usados una actividad proteolitica mucho menor a la obtenida
con el latex gue nosotros experimentamos

19) OBTENCION.— El latex es extraido del fruto verde; obteniéndose ex-
primiéndolo, un escaso rendimiento. De 100 higos se obliene aproximadamente
5 ml. de latex. Se centrifuga al fric y se descarta la parie gomosa, conservan-
dose el liguido amarillento congelado.

2?) PRUEBAS DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA.—a) “In wvitro":
Sobre la leche se estudié la accién coagulante usando el método de A. K. Ballg
y 8. R. Hoover (4). Sobre la sangre se probd la accién anticoagulante, en san-
gre venosa y arterial de distintos animales (ratas, cobayos, conejos y humana).

No se observé hemélisis en las condiciones estudiadas (0ml.05 de latex al
10% en suero fisioldgico + 2 ml. de sangre).

Se demostrd, ademas, la accién proteolitica sobre diferentes sustratos, ge-
latina, caseina y fibrina.

b) “In vive”; Se inyectd a un lote de ratas, una sol. de latex al 1/10 en
suero fisioldgico por via subcutdnea, intramuscular e intraperitoneal. Por las
dos primeras vias se vieron acciones locales sobre la zona inyectada. Con 0,1 ml
de la solucién indicada aparece a los pocos segundos enorme hematoma de la
region. Con 0.2 ml., el hematoma es seguido de ulceracién entre las § ¥ 8 horas.
Se forma posteriormente una escara seca que no se infecta ¥ que cura en 15 dias
aproximadamente. Por via intraperitoneal la inyeccién de 0.2 ml provocd he-
matomas maultiples, exudade hemorragico intraperitoneal y visceras congestivas
con piqueteado hemorrigico.

L. Instituto de Tuw
Montevideo, Urngusay,

racidn do Ciencias Bi

cas, Departamento de Bioquimica,
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Estos hechos fueron comprobados en animales muertos a las 24 horas de 1a
inyeceién y en los autopsiades 48 horas después,
En el perro por inyeccidn intravenosa produjo accién fibrinolitica que me
dimos por el test de lisis de las euglobulinas de von Kaulla (5).
Se usaron 5 animales. Se toma el tiempo de lisis de lag euglobulinas, previa b
a la inyeccion del litex por via intravenosa y en tiempo sucesivos (% hora
1 hora, 2 horas, 3 horas ¥y 6 horas) (ver tabla I).
Tabla I
Uantidad Tiempo
de litex de liris
dil. 1/10 normeal Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo Tiem
eI SUETD antes de de lisis de lisis de lsis de lisis de
firiolégico nyeeeibn a 1s . alh g 23 13 h. a6 h
Perro 1 0Oml 2 33m Om [11i0] Om
Perro 2 0O ml, 1 70m 53m 48m 100m 72m
Perro 3 Oml 1 40m 15m 23m H50m
Perro 4 0ml 1 54m 8m 52m 60m
Perro 5 0ml 1 blm 11m 33m 54m
En el perro N? 1 de 10 Kg. que recibié Oml2 de latex diluido al 1/10

cuyo tiempo normal
mente a la inyeccién del latex, el codgulo de euglobulina se
tamente o sea
los puntos
Considerando que la cantidad inyectada es muy elevada, en los
se inyecta Oml.1 de la diluida al 1/10 en suero fisiologico. Se
que a la %2 hora el tiempo de lisis ha descendido francamente
esos valores alrededor de 1 hora para luego ascender enire lag 2
gando en todos los cas

4¢) MEDIDA DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITIC
de Wallerstein (6) empleando 1/10 de las cantidades deseritas,

En fubo de ensayo &e colocan:

2,5 ml. de sustrato (sol. de caseina al 1% ),

1 ml. de enzima (en buffer de cisteina versenato).

Se incuba 15m a 38° C.
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en tiempo 0. El animal sangraba abundantemente
de puncifn (sangre liguida que no coagulaba) y muer

A.— Usamos

de lisis era de 33m, en las medidas realizadas posterior-

lisaba inmedia-
desde todos

e a las 6 horas.
otros animales
puede observar
manteniéndose
v 3 horas, lle-

0s a cifras superiores a las normales (fenémeno de rehote),

la técnica




las 24 horas de la

srinolitica que me
[a).

uglobulinas, previo
ucesivos (%% hora

jpo. Tiempo Tiempo
[gis de lisis de lisis

100m 72m

ex diluido al 1/10
ealizadas posterior-
se lisaba inmedia-
smente desde todos
auere a las 6 horas
los otros animales
Se puede observar
ente manteniéndose
s 2 y 3 horas, lle-
momeno de rebote).

= Usamos la técnica
Fas.

9 ml. de 4acido tricloroacético.
Se agita, se deja 30m en el bano. Se filtra y se lee al Beckman a 280 my.
Se compara con un blanco en las mismas condiciones, excepto el T. C. A. qtlur
se agrega en tiempo Cero.

Adaptamos esta téenica sustituyendo el sustrato caseina por fibrina y ge
latina. Una unidad de aectividad proteolitica es la cantidad de enzima gue en
las condiciones descritas produce una extincion de 1 en un minuto. Con ¢
ceina como sustrato da una actividad por ml. de latex de 500 U. Con fibrir
la actividad es de 300 U. por ml. y con gelatina 150 U. por ml

49) ELECTROFORESIS (en papel) — Se usa gl aparato de Beckn
co con bandas de papel Whatman N? 1. Se realizaron 50 electrofore
biando las condiciones: cantidad de la muestira tiempo de conservacién de la
misma, duracién de la electroforesis, pH, e intensidad de corriente.

Se irabaja a intensidad constante. Se usé buffer de fosfato a pH 6 y buffer
de veronal a pH 8.6. Se wvarié la duracion del corrimiento entre 2 ' horas y
23 horas. La intensidad se probd enire 5 MA y 10 MA,

a) Las condiciones elegidas como optimas son: buifer veronal pH 8.6 con
glutation 10—t M como protector, intensidad constante 5 M. A., voltage 210V
al iniciar la experiencia gque baja a aproximadamente 150V. al finalizarla

an Spin

s ¢cam-

Tiempo, 16 horas.

Se colocan 10 3, del liguide claro de la centrifugacién puro o diluido al Ly
en la parte media de las bandas de papel, corriéndose ocho bandas al mismo
fiempo.

b) Rewelado (fig. 1): Una banda se colorea con azul de bromofenol si-
guiendo la técnica usual. Da un corrimiento catodico de 5 0 6 cm., observandose
hasta 5 zonas con coloracién mas intensa. Hacia el 4nodo hay un corrimiento
de unos 2 em., notandose 2 zonas coloreadas muy débilmente

¢) Localizacién de las zonas proteoliticas sobre placa de gelalina; Inme
diatamente de finalizada la electroforesis se ¢oloca otra banda de papel hime-
da, sobre gelatina extendida en capa fina sobre una capsula rectangular de
0,30 x 0,10 m. segin esta formula: 35 ml. de agua destilada hirviendo, 10 gr
de gelatina en polve y 3 ml. de mertiolate al 1%, Para poder observar la
a tenga determinada consistencis

accién sobre la gelatina es necesario gue es
v conserve ecierto grado de humedad, lo que se consigue preparandola 24 horas

anies de ser usada.

Se deja el papel en contacio con la placa de gelatina durante 2 horas y
<@ retira. En ese momento se nota una zona de pérdida de brillo sobre la su
perficie de la gelatina entre 1 % cm. a 2 de la linea de partida hacia el calodo
a la que llamamos banda 1.

A las 24 horas aparece otra banda de protedlisis a 1 em. 0 1 15 cm. hacia
el 4nodo. de caracteristicas distintas a la anferior. La gelatina permanece bri-
llante, pero con puntos de diges ién notables, la llamamos banda 2

En las primeras experiencias nos paso desapercibida una terc
proteélisis a unos 5 cm. hacia el catodo por ser sumamente débil. A ésta la
llamamos banda 3.

a zona de

141 —




| B, e B
i = P [t

N
-
uvd

ro

"y

L fall}

| Fig. 1.— Aceibn proteolitica del latex del Ficus Curi

d) Localizacion de las zonas proteoliticas sobre placa de fibrina: Se

pre-
para la placa de fibrina al 1% con fibrindgeno de bovino al 1%

mas 80 U. por
100 ml, de trombina. Se extiende sobre una cubeta de 0,30 % 0,10 m. dejan-
dose en reposo para que coagule, lo que sucede rapidamente.

Se coloca sobre esta placa de fibrina formada, otra banda hiimeda inmedia-
tamente después de terminada la electroforesis, Se retira a lag 3 horas. En cse
tiempo no se nota ninguna accidn. A las 8 horas después de retirada, aparece
una zona de lisis cempleta con licuado de la fibrina a la altura de la banda 3,
permaneciendo el resto sin modificar,

Tabla II
Chgeina Fitirina Gelating
Banda 1 e 42U, 3 U 0.176 U.
Banda 2 1.3, 2.70. 44 U,
Banda 3 ...._. 2 U 44 1. 0,186 U.
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na: Se pre-
8 B0 U. por
} m. dejdn-

la inmedia-
fas. En ese
da, aparece
la banda 3,

e) Elucién: Las bandas 1, 2 y 3 correspondiente a 7 tiras de papel co
rridas juntas, se eluyén en 2 ml. de buffer de cisleina versenato y se mide la
actividad con la técnica de Wallerstein Se emplea 1 ml. para la reaccién y
ofro para el blanco.

f) Resultados: En la tabla II observamos una notable diferencia en la
accion de cada una de las bandas sobre los tres sustratos probados, La banda 1
tiene mayor accion sobre la caseina: la banda 2 sobre la gelatina y la ban-
da 3 sobre la fibrina.

CONCLUSIONES.— 1) EIl latex del Ficus Carica tiene una accidn proten-
litiea intensa que se muestra “in vive'" en las inyecciones subcutaneas e intra-
musculares e “in vitro” sobre distintos sustiratos.

2) Tiene una accién fibrinolitica muy marcada,

3) La separacion por electroforesis muestra la presencia de 3 enzimas di-
ferentes por su comportamiento frente a los sustratos usados,

4) Destacamos la potente actividad fibrinolitica de la zona correspondien-
te a la banda 3.

SUMMARY — The latex obtained from Ficus carica has a high proteolytic
activity, which was studied: in witro by the hydrolysis of the protein (casein,
fibrin and gelatin) and in vive. by the anatomical and physiological effect of
subcutaneous and intramuscular injection in rats and guinea pigs.

A fibrinolytic action was detected and tested in vitro and in wive. In the
dog, the lysis times of the serum euglobulins falls notably 30 minutes after
the intravenous infection of only 1j of latex per Kg. of weight.

By paper electronhoresis three bands of proteolytic enzymes were revealed,
their activity being different according io the tested substrates (casein, fibrin
or gelatin).
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Transformacién de un centro de la vida organo-vegetativa

en centro de la vida de relacién '

I. Transformacion del centro frénico
en centro de un misculo esquelético

C. ESTABLE, J. SAS y E. SILVA GAUDIN

INTRODUCCION.— En los ARCHIVOS DE LA SOCIEDAD DE Biorocia publiea-
mos —C. Estable y J. Sas— un trabajo relativo a la transposicion del frénico
en el miocardio. Se comprende gque los resultados sean distintos si la trasplan-
tacién del frénico se hace en un misculo esquelético ¢ en el miscule ecardiaco,
pues en el primer caso carece de automatismo ¥ en el segundo, existe automa-
tismo midgeno. En el miusculo naturalmente privado de automatismo, ;se puede
crear un automatismo neurédgeno?; y en el corazén, con automatismo midgeno,
iqué ocurre si interfiere el automatismo neurogeno?

Ademas, los resultados varfan: a) con hiperinervacién o sustitucién de
nervios; b) con que el sitio de insercién del frénico sea ol noédulo de Keith-
Flack, el nodulo de Aschoff-Tawara, el sistema especifico extranodular o el
sistema inespecifico.

Al XXI Congreso Internacional de Ciencias Fisiologicas (1959) se presenté
por Sas, Estable y Silva, otro estudio sobre implantacién del frénico en el
miocardio. Y en 1962 publicamos (Estable, Sas y Sotelo) en Perspectives in
Biology, un ensayo de transformacién del centro motor ocular comiin en ceniro
secretorio (hipofisario)

La actual comunicacién estd comprendida en un amplio programa de lrans-
formacién de los centros nerviosos de la vida érgano-vegetativa en centros de
la vida de relacidén e inversamente, cuyos fines son dilucidar: 19) si el mo-
delamiento de la pars axdnica de la sinapsis esta intrinsecamente determinado
por la naturaleza de la neurona, del efector, del receptor o de los tres, en cuvo
caso el problema es precisar el grado de participacién de cada uno de los fac-
tores en juego; 29) si los cambios experimentalmente introducidos en las cons-
tantes sindplicas perduran y no involuciona la nueva funcién creada por artificio
técnico; 39) si los mediadores quimicos liberados por las terminaciones axéni-
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cas actian de igual o de distinta manera en las sinapsis de inervacion heterélo-
ga que en las sinapsis congénitas; 4Y) si las sustancias farmacodinamicas obran
conservan sus constantes y en las

50y & el automatismo neurcgeno

de idéntico modo o no en las sinapsis

badas;

zinapsis cuyas constantes estan pertu
persiste cuando la neurona inerva oiro efector que el propio; 69) si persistien-
do el automatismo neurogeno, conserva su ritmo originario; 79) s1 un efector

que carece de automatismo puede adguirir un automatismo neurdgeno; 89) =i

posible la coexistencia de dos géneros de automatismo, el miogeno y el neu-
rogeno por ejemplo, seta intercalandose, sea interfiriendo, sea en alternancia;
g9) si la excitabilidad del efector cambia con la transmutacién de un efector
sin automatismo o con automatismo midgeno a efector con aulomatismo neu-
rogeno; 109) si los centros nerviosos se transforman estructuralmente a con-

secueneia del cambieo de sus efectores o receptores Cuyas nNeuronas estan en

directa sinapsis con ellos.

MATERIAL Y TECNICAS.— Los experimentos han recaido sobre ocho ga-
{os adultos. La téenica operaloria es sencilla, Anestesiado el animal con nem-
butal y descubierto el plexo braquial, a la vez que la porcign anterior de fré-
nico, se hace la exéresis de éste, sin separarlo de sus raices espinales de origen.
Luego de la desinervacion total del musculo biceps braquial, se introduce €l cabo
central del frémico en el punto motor del musculo biceps braguial. La exéresis
del frénico se hace enrollandolo, con cuidado de no desprenderlo de sus raices
cervicales, en forno de un liso tubo de plastico en cuyo interior se pone la
pinza con la cual se le sujeta. Si la extremidad libre se desgarra demasiado,
se secciona el frémico proximo a ella antes de implantarlo en el punto motol
del biceps braquial.

Ningiin animal perece por la operacién, que no repercuie en su estado ge-
neral. La hemiplejia diafragmaética y la paralisis del biceps bragulal no periur
ban su vida normal.

Ademas de la observacion directa, que globalmente revela por si sola lo
mas importante del efecto de la sustitucién del nervio musculocutaneo del plexo
braguial por el frénico, se recurrio a los regisiros mecénicos (miogramas) ¥

oscilograficos (electromiogramas, fig. A).

En lo concerniente a las téenicas microscopicas, hemos aplicado de prefe-
rencia las de impregnacién argéntica de Cajal y de Bielschowsky, asi como
diversas wvariantes.

Nuevas aportaciones haremos a favor de una téeniea biomicroscopica, gue
no deseribimos agui y gue permite 6] analisis simultaneo de estructura y fun-
Es una aplicacion de la técnica de biomicroscopia car-

cion neuromuscular
diaca de uno de nosotros (Estable).

RESULTADOS.— Los procesos promovidos por nuestros experimentos son
paralelamente funcionales y eztructurales, incluyendo, claro esta, los bioguimi-
cos y los biofisicos.

Al comienzo, tode es degenerativo, luego, degener:
compleja interferencia, para prevalecer, al fin, lo regener
bras nerviosas v musculares como de las sinapsis, en especial neuroefectoras,

ro-regenerative en
tanto de las fi-
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El nervio frénico insertado en el punto motor del biceps braguial,

previa

cxeresis del nervio propio de este musculo, regenera perfectamentie

blen ¥ sus
conos axogenos abordan lag miofibras v moedelan nuevas placas moloras que
sustituyen a las degeneradas. No ocurre lo mismo con la neoformacion de les
sinapsis neurorreceptoras (husos de Kiihne, ete.), acaso por la
mecanica de acces

rativos,

mayor dific
0, MAS gue por intrinseca diferencia de potene

*uliad
gene-

1o
28 I

En ninguno de los ocho gatos en los cuales se sustituyd la inervaecien propia
del musculo del biceps braquial por el frénico. fue posible oblener reflejos por
estiramiento, por traccién (ausencia absoluta del stveich reflex). Esto se explica
por la no regeneracién de los propiorreceptores;

Lo primero que se impone a la observacion inmediata, sin registros ni grafi-
cas, es precisamente lo mds importante: lg contraccion del bice
nspiracion, con ligero retardo inicial, Y
esquelético sin automatismo en un me

15 braquial o eada

ta transformacion de un musculo

seulo con automatismo neurogeno, prueba
que las neuronas tienen cierta especificidad independiente del efector y que
éste puede cambiar su regimen de actividad inducido por el régimen de
vidad propio de aguéllas.

acti-

La contraccion del biceps braguial reinervado por el frénico, sigue el vilmo
del hemidiafragma cuva inervacion queda intacta, pues ambos estdn regulados
por los mismos centros respiratorios

Ni el suenio normal, ni los anestesicos, ni los narcéticos suprimen el auto-
matismo neurégeno experimental: el misculo esquelético ge ha transformado.
por el comando de un nuevo cenire nervioso, €n un musculo de la vida vege-
tativo-respiratoria, aungue sin la significacion fisiologica de ésia,

La hiperactividad del biceps braquial reinervado por el frénico, conduce a su
hipertrofia, De suerte que de la profunda degeneracidn atrifica en la etapa de

la perturbaeién sindptiea, se evoluciona &

una sinaptogénesis ultrarreparador:

DISCUSION.— Si bien 1a neurona es influida en su especificidad funcional
por la naturaleza de los receplores ¥ efeclores entre los cuales se encuenira
interpolada, es indudable gue existe eierta especif
Prueba de ello, entre otr

idad funcional intrinseca
5 que una neurona de Ja vida drgano-vegetativa,
al cambiadrsele su efector como en nuestros experimentos, imprime su caracte-
ristica al efector que sustituye al proy

aungue la reaecién esté condicionada
en primer (érmino, por la naturaleza de éste,

En el modelamiento neosinaptico, el rono axogeno del frénico se comporia
de manera distinta en el miocardio ¥ en el biceps braguial, En éste, como en
el diafragma, se modelan placas motoras. y asi ocurre con la propia iner
mientras que en el miocardio no se generan placas

on,
. Se impoenen, pues, factores
intrinsecas de las neuronas, factores intrinsecos del tejido inervado, sus corre
laciones y el juego de otros factores.

En la sinaplogénesis de la inervacion heterdloga del museculo, hay en su
primera etapa, exuberancia de conos de crecimiento; a la proliferacion subsigue
la orientaecién, el ordenamiento y al fin, se modela la sinapsis de reslauracidn,
Surgen muchos problemas que discutiremos en otras comunicaciones, como el
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de las causas fisico-quimieas determinantes de la
J cimiento, de su tendencia a dirigirse hacia los foco,
nucleos y abundan 1

as mitocondrias, o
l degeneracion,

marcha de los conos de cre-
s de las miofibrag donde hay
donde permanecen resios de sinapsis en
nerativos por reineryac

prueba de la funcién tréfica de la
'J mas importante de la misma. Cuando el musculo se r
a4 partir de una atrofia extrema, como ocurre
qué elemento de 1a miofibra se aplica e]
| numerosas fibras del muscule? Depe
| proliferacién nuelear
tico en zonas nucleag

1 Los procesos rege ion de un museule €s una

ctontra
sinapsis (Estable, 1956)

funcién basics, 1a

estaura por reinery aeion
con el biceps braguial,
tono axogeno y
lenerse en cuenta,
Come reaccidn de la miofibra y g
Y ricas en mitocondrias,
Reiniciadas ya lag relaciones
sinapsis se

iSobre
como resurgen las
entre otros tactores,

la
remodelamiento sindp-

neuromusculares, a
agrega la del ejercicip muscular

h (Porqué un miuscule
Ser reinervadg Y regido por el frénicy? Segurmm*nlc-, debido
dad impuesta POT su nuevo centro: el respiratorio,
trofian los musculos del tor

la funcion tréfica de 1a

esquelético como el biceps braquial se hipertrofia a]
a la hiperactiyi-
Pero, 4Porqué nop se hiper-
ax o el diafragma sometidos a igual actividad?

Una regulacion distinta en el metabolismo de
automatismo y en los musculos estriados con g
neurdgeno, como el del diafragma, sea miogeno, como el

Ha de existiy los miseulos
estriados sin ulomatismo, spa
miocardio,

CONCLUSIONES._ 19}
puede imprimir sy

Un ceniro nervioso de

la vida organo-vegetativa
automatismo a yn musculo de

la vida de relacion, Asi, frang-
plantado el nervio frénico en e musculo biceps braguial. previa desinervacion
dicho musculo esquelético adquiere o] automatismo neurigeno propio

del diafragma: se contrae

automaticamente en cada inspiracion.
Los anestésicos ¥ narcoticos que deSvanecen
relacion, no inhiben el autom
vado por el frénico.

20) los reflejos de la vida de

atismo neurdgeno del museulo esguelético reipep-

3%)  En el suefio normal, como en la vigilia, el museulo esquelético de auto-
matismo neurdgeno por reinervacion frénica, se contrae
zando con los musculos inspiratorios del torax

4°)  El automatismo neurdgeno del bhice
secuencia de su reine

ritmicamente sincroni-
(existe un ligere retardo inicial)
PSs braquial del gato adulto, a con-
rvacion mediante ] nervio frénico, se patentiza globalmen-
le en torno de 1gg tres meses v medio de ]

a operacion.

59)  Los procesos histolagicos degenerativ
cidn del biceps braguial por e] frénico, son,
En ciertos momentes de las
brocesos regenerativos v
cion, bien de ]a regene

0s ¥ regenerativos de la reinerva-
Como en todos lag casos,
reacciones neuromusculares
los ciegem-mtivm. con
racion, hasta culminar é
Sorprende que al afno de la
fibrag nerviosas placas v fibras musculares en estadio de
como simples residuosg sin fagocitar,
iniciales, Es que ademas de
vio extirpado (e]

complejos,
se entremezelan los
predominio ya de la degenera-
sta completamente.
intervencion quirargica aun se encuentren
Benerative y no séle
pues los hay en todos los grados, incluso
la degeneracion de las fibras remanentes del ner-
musculo cutdneo de] plexo braguial),

existen fibras Y termi-
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Fig. A.—N° 1: Guto, implaits del frénico en el 1
rado, 1 seg, 200 V. N9 2: Gato,

frinieo en ol maseulo biceps Liragnial, 5% meses e ope

meses de

naciones neoformadas del nervio implantado (el frénico). que al modelar mas
sinapsis gue las necesari

as, en puntes extrafos a la topegrafia de las sinapsis
naturales, involucionan.

69)  El musculo esquelético con automatismo neurdgeno experimental, lue-
go de la atrofia consecutiva a la extir i

‘n de su propio nervio, no sélo rege-
nera al ser reinervado por el frénmico., €ino que se hiperirofia a causa de la

hiperactividad impuesta por su nuevo centro, el respiratorio.
- L k

Se plantea este problema: jporqué el diafragma vy otros musculos de la

mecanica respiratoria, no se hipertrofian con el mismo automatismo neurogeno
gue conduce a la hipertrofia de un musculo esquelético, como el biceps braguial?

7¢) El andlisis paralelo de la progresiva restauracién fisiol&fica de un
musculo reinervado ¥ de los procesos regenerativos neuromusculares micros
picos, es atin poro satisfaetorio, tanto en lo experimental como
Se requiere simullaneo examen biomicraoscdpico y oscilografico,

5i

lo patoldgico.

8%) El biceps braguial reinervado por el frénico, carece del reflejo de trae-
cion (stretch-reflex) y se explica por la falta de regeneracion de los propiorre
ceplores

99) La desinervacion sensitiva de un musculo esquelético como el biceps
braguial, no apareja alrofia coando existe automatismo neurdgeno experimen-

tal, salvo la de lag poeas fibras de sinapsis neurorreceptoras.

109) Se comprende gue toda excitacion o inhibicion gue inecida sobre el
ceniro frénico, repercuta en la actividad del biceps braquial regulado por dicho
centro.

Las fotomicrografias 1 a 18 pertenecen a un gato luego de 361 dias de ope-
rado. Figura 1, seccién transversal del nervio frénico implantado en el misculo
biceps braquial. Figura 2, secridn longitudinal del mismo, Figura 3, plexo por
dispersidn de fibras regeneradas. Figura 4. entre fibras normales neoformadas,
algunas pseudohipertrificas. Figura 5, fasciculos de fibras nerviosas en plena
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3. ESTABLE, C

degeneracion y miofibras neoformadas. Figura 6, axén pseudohipertrof
vaina de mielina sin fragmentacion. Figura 7, fibra mielinica cuyo axdn se
bifurca dentro de la vaina de mielina. Figura 8, fibras nerviosas pseudohiper
troficas con estrangulacién y fragmentacién. Figura 9, placas motoras neofor-

} en

madas (sinapsis frénicomuscular). Figura 10, placa motora neoformada sobre
una miofibra con estriaciones desvaneeidas, pero rica en nucleos, ;proceso rege
nerativo inducido por la sinapsis? Repdrese también en la colateral que emana
de una estrangulacién de Ranvier y remata en botén sobre la fibra muscular,
proximamente a Ia placa (pseudoinervacion simpatica). Figuras 11, 12, 13 y 14:
I tinto grado de involucion. Figuras 15, 16, 17 y 18: distintas elapas
degenerativas de miofibras.

Cas en «

Figura A: electiromiograma del biceps braquial reinervado por el frénico
(gato, 361 dias de la operacién) [Las descargas corresponden a la inspiracidy

SUMMARY.— Primary nervous centers are characterized by their respeec
tive afferent and efferent pathways. Their spontaneous responses may change.
changing the afferent pathway and (heir effector. The connection of a respiratory
center with a body muscle determines the action of the center upon this muscle
which therefore acquires the automatism of the respiratory center, The muscle
will have neurogenic automatism.

In the present paper the activity of brachial biceps after being connected
with the phrenic center is studied. The phrenic nerve is implanted in the
musele thus substituting the muscle inervation for the phrenic fibers. Rein-
ervation takes place without difficully. Three months after implantation the
brachial biceps contracts at inspiration with the same rythm that the diaphragm
but a little later than this muscle.

Neither normal sleep nor anesthetics and drugs suppress the rythm acti-
vity of the reinervated muscle which becomes hypertrophic,

It is discussed why the automatic muscles (neurogenic of myogenic auto-
matism) do not underge hypertrophy.

Every factor influencing the activity of the phrenic nerve influences too
the brachial biceps reinervated by the phrenic nerve.
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