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83. G. MILAZ ZO, C. G. CAS INOVI e Maria A. CIASCA.- Sul benzo-(a)-pirene 
irra diato - III. Ir ra diazione in presenza d i oss igeno. <•> 

Riassunto. - ~ott oponendo all'azione d ci raggi r del 6°Co una solu­
zione di benzopirene in n-esano, si è messa in evidenza la formazione 
di tre prodotti principali, -di cui due possono essere identificati come il 
benzo-[a}piren-1,6-chinone ed il benzo-[a)piren-3,6-chinone, e si aYanza 
una interwetazionc plausibile dei fatti osserYat.i. 

Summary.- A solulion of benzopyrcne in n-hexnne irradiate-d with 
&eco gayc lhrec produt'l s, two of which werc idcntified as benzo-[a]-pyren-
1.6-quinone nnd benzo-[a]-pyrcn-3.6-q uin one . . \ po::::ible explanation of 
lhis is suggested . 

Proseguendo nell o studio già intrapreso sull'effetto delle radiazioni 
ionizzanti sul benzopirene (l) è stata tentata l'identifi cazione dei compo­
sti isolati dopo un certo tempo di irradiazione e che presumibi lmente 
sono i primi grad ini di un processo di alterazione dr lla molecola. Tale 
problema può essere aggredito in vari modi: data l 'importanza che esso 
riveste quando l 'irradiazione avviene nell 'atmosfera (benzopirene pro­
nniente dalla poh·erizzazione dei manti stradali, da incompleta combu­
sti one di carboni o nafte ecc.) è stata data la precedenza alle esperienze 
di irradiazione in presenza di ossigeno. 

La tecnica seguita consiste nel sottoporre soluzioni sature d eli ' idro­
carburo in esano, in assenza ed in presenza di una quantità di o~sigeno 
(sufficiente ad. ossidare tutto il benzopirene presente almeno a chinone) 
alle radiazioni gamma del cobalto 60. Tali soluzioni chiu::e in ampolline 
di YelJ'O saldate alla fiamma sono state irradiate con una dose di 23.105 R 
sufficiente a produrre una trasformazione apprezzabile. 

Le fiale inadiate in assenza di ossigeno mostrano un colore giallo 
incupilo e si presentano l impide e senza precipitato, mentre quelle espo­
stE' alle radiazioni nelle c-ondizioni suddette in presenza di ossigeno han -

(•) La nomenclatura Sel!uita in questa nota è quella !'nncita in A. M. Patterwn 
e L. T. Capell: The Ring Jndex (Reinhold Pubi. C., New York 1940, pag. 470). su 
rarcomantlnzione della C:ommissione di Chimica Organica deii'Pnione Internazionale 
dJ Chimirn Pura ed Applicata ed adottata ntlunln~ente rlai "Chemical Ahstracts ))_ 
TruU.asi però dello stesso cornnosto indicato nelle note precedenti secondo la nomen­
clllturn nrlot tata da E. Un t· : Ar·ornati~che 1\ohlenwa,:serstoffe. 1 :'pl'inp:er Verlag. Rer­
lino, Hl41, pag. 208). 
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no un colore giallo carico ed a l fondo è chiaramente visibile un prectpt­
talo russo scuro, apparentemente amot·fo, misto n cristalli gialli. E' siAito 
possibile identificare questi ultimi come benzopirene inalterato; mentre 
il precipitato r·osso scuro è risultato costituito, per la massima pat·te, da 
una misceln di tre differen ti prodotti la cui scpara1ione è parzialmente 
resa possibile dall'impiego <.Iella cromatografia ~u allumina. 

Ci ò stuto possihile consta tare che una mi!welu d i prodotti verosi mil­
mente identici si forma per irradiazione delle soluzioni di benzopirene con 
C. \". in presenza di aria atmosferica e soprattu tto per azione dell 'anidri­
de cromica a caldo in ambiente acetico (v. sotto). Si tratta quinòi e' ·i­
dcntemenlc di prodotti chinonici, i quali in base a quanto esposto nella 
parto sperimental e, possono ragionevolro~nte es ere identificati con il 
bcnzo-[a]-pirene-1,6-ch inone ~ con il benzo{a]-piren-3,6-chinone. 

Non è stato pos:sibilc per il momento identifkare un terzo prodotto, 
di colore giallo, Jo cui formazione ha Luogo sia nella sopraddetta ossida­
zione cromica, che nella trasformazione radiochimica, però in entrambi 
i casi in quantità tanto piccola da ·essere appena sufficiente ad accertare, 
mediante lo cromatogra fi e su carla, che tratt.asi dello stesso composto . 

P.\RTE SPEI:mlENTALE 

:\ ) .\late1·ialc: Jl bcnzo-[a:-pircnc è un pl'odollo tlclla ditta ll ofìnw nn­
La Rochc ed è stato ricristalliz7a lo <la benzene fino ad ottenere il p. f. di 
177-8° dato dalla letlerat ura e). 

L~t sorgente di 6°Co, usata, della potenza di circa 90 curie è stala 
generosam~nte messa a nostra disposizione dallo l< Institut du Radium ,, 
di Parigi. L ' irradiazione è stata condotta fino a clt e la dose ricevuta dal 
campione fosse di 23.10 6R. 

Le soluzioni sono state p•·eparate con esano spettroscopicamentc 
puro e rinchiuse in fiale del t ipo e dell e dimensioni appros:.imative ripor­
tate nellu fig. '1. Esse conleneYano circa 3 cm3 di ~oluzione snlura di ben­
zopirene e cirea 7 cm3 di O!! a pres~ ione ordinaria. Poichè la soluzione 
satura di benzopirene in esano contiene circa 2 mg di benzopire ne per 
cm3

, se ne ricava che la quantità di ossigeno presente è, grosso modo, 
10 volte maggiore di quella minima necessa•·io per ossidare lutto il ben­
zopirene a chinone. 

Per confronto altre fiale cilindriche dello stesso diametro, senza la 
parte sferica terminale, caricate con uguale quantità di soluzione son o 
state completamente degassate, chiuse sotto il vuoto di una pompa a 
diffusione e irradiate nelle stesse condizioni prr lo stesso tempo. 
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ll) Metodi: Per la misura degli spettri sì è fatto uso di spettrofoto­
metri registratori Cary 11 e Bcckmann DI\2, usando come soh·enti esano , 
della stessa purezza di quello utilizzato per preparare le soluzioni da ìna- ·­
diurc , cd alcool etilico dì purezza spcllrale. 

Per le cromatografie su allumina si è adoperalo ì l proòotto Merck 
((( secondo Drockmann 11) senza ull eriori trattamenti ; una misura di atti­
viUl secondo Dnoc:KM.-\:'>:'\ e Sc;uoi.nm:Jt (3) ha dnlo pr r essa un g1·ado dì 
altivit;ì compreso fra 1 c ~-

f-25 -i . 

45 

Fi ~. 1. - Fia le usate per la irrarli:lzione in 
pr~~l'nza di O. t mi>u rr in mm •. 

Per le cromatografie su carla si è fatto sempre uso della \Yhatman 
N. 1; data la idrofobicità delle sostanze in esame, ~i è <'Ostantemente fatto 
uso della tecnica della fase invertita. secondo le modalità ed i solwnti 
appresso indicati : 

solvente N_ 1 : Al cool '/0° saturo di olio di para ffina: 

n >> 2: l'i. :\ -d imetilformamide-esano (4
): 

>> n 3: propìlenglicol-toluene (5). 

Come di norma accade , gli Rr in tale tipo di cromatografia non sono 
assolutamente riproducibil i e per questo motivo le sostanze esaminate 
sono state sempre cromatografate in parallelo ai rispettivi controlli. 

Il prodotto contenuto nella fia la chiusa solto vuoto è stato prima 
esaminato allo spettrofotometro, dopo opportuna Jìluizione con esano. 
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l 'er evaporazione del <soh·ent.e resta un residuo oleo~o, del quale è stata 
tentata una cromatografia su carta che ha daLo risullaLi non uil <'riormcnte 
inlcrprclahili. Dato riò, dnto l 'aspetto d<'llo spcttt·o a ,;~olut.anH•nl c al.ipi­
co (v. sotto) e data la quantità ·estr-e-mamente piccola di residuo non è 
::: lato po~sihil e appn)fomlire l 'esame del campione irtnclinlo in nssenza 
di aria. 

11 contenuto della fiala irradiata in presenza di ossigeno è stato in­
vece filtrato su filtro tarat o, a setto poroso, (.l ena G2), laYaLo con poche 

2.01--t---t--1 -j~~-t--+--t-t-H--f--l---4---ji--L-+----+--+--1---1 

l\J -· / ~ 1.5 f--+--1--P+t---lf--H+-4. 1--t--+--lr--!--1---+-+-1--+---1 
/ /''··-./ ' !! il ( 
F ' \r;vl \\r; ' _.n 

1.0 1-tf-11 t--1--f-+-.,\J~\f----i------+--4--+--4--~i~' 'l-1---+---1 

tJ,,~.:/ . ··. -.... .. . t . ' ,--· \ 
3 l \ ; : 

' --.. . \ l )! \ 
0.5 p:::...-J--+--+--+--+--~tt-\-_+--+--+--+-,7.....,...""'+-IJ;M-; -I-+\\.J.4[)-I-i\.1-1--j 

. / -·,:.../ 
. ···: .. ·:;;-v ·· ......... ··· ........ -.. ···,·· " 

1~:·'1 1 
2300 2500 3000 3500 . 4000 

tunghezzd d ondd A 

Fig. 2. - Spettri U. V. delle soluzionj di benzopirene in esano dopo irradiazione. 
CUI'\'n l - Testimone. Cun·a 2 - Benzopirene irradiato ili presenza di o •. Curva a -

Benzopirene irradiato in assenza di O,. 

goc<:e tli esano e, <iopo essiccazione, pesato (mg '~.'~). Della soluzione rìl­
trata è stato fatto lo spettro dopo opportuna òiluizione con esano. Te­
nendo conto che la concentrazione iniziale è sempre la stessa per tutti i 
campioni esaminati (benzopirene testimone, soluzione irradiata in pre­
senza di ossigeno e soluzione irradiata dopo completo degassaggio) le 
diluizioni sono state fatte in modo che le concentrazioni finali, espresse 
in funzione di quella iniziale, fossero le stesse per i vari campioni. In 
tal modo gli spettri U. V. delle soluzioni irradiate e della soluzione testi­
mone non irradiata sono confrontabili tra di loro an che dal punto di 
vista quantitat.ivo. Tali spettri sono riprodotti nella fig. 2. 
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più veloce gialla, la seconda arancio , la terza ro:::~a: una quarta infine . 
bruna , rimane adsorbita tenacemente sull 'inizio d ella colonna. 

Le frazioni centrali appartenenti al\e ba nde gialla, rossa e<i arancio 
sono state infine concentrate e riprese con alcool etilico : su di esse sono 
state eseguite le cromatografie su carta e gli spettri nel visibile ( ••). 

(") La dirfcrenza di procedura relativamente ai due campioni irradiati in presen­
za ed in assenza di ossigeno è stata suggerita dai risultati dell 'esame spettrale, i quali 
banno dimostralo come la soluzione irradiata in pre~enza di ossigeno non oonteneYa 
altro che benzopirene inalterato mentre i prodotti di trnsforma1.ione erano tutti nel 
residuo apparentemente amorro. 

("") Ovviamente gli spettri sono stati eseguiti soltanto su quelle frazioni le cui 
cromatografie su carta aYe,·ano dimostrato che il prodotto disciolto era unitario. 
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E' slalo anche tentato uno spellt'O U. \'. ottenendo però cu r·,·c ati­
piche dovute quasi sicuramente alla presenza d i tracce <li allre impu­
rezze non eliminabili dala l'impossibilità di ricristallizzare i solidi otte­
nuti da ciascuna. frazione in qua.nt.ilò. esigua. Ta li spettri nel visibile sono 
stati ottenuti regolando le diluizioni in modo <la riportare le e cursioni 
strumentali entro il campo d i misura. Non essendo però stato possibile 
determinare la concentrazione di lal i soluzioni, gli spettri risultan o con­
frontab ili solo dal pun to d i vista quali lativo per accertare o meno la 
identità dei prodotti esaminali . 

.. \ \'C•nùo ragioni per ritenet·e {1
) che tra i prodotti di trasformazi one 

del benzopirene irradiato in presenza di ossigeno fossero presenti chinoni , 
s i è proceduto ad una ossi·dazione d el benzopirene con anidride cromica 
in a cido acetico C). 

Il prodotto greggio è s tato sottoposto ad un processo di frazionamento 
ed identificazione analogo a quello testè descritto per il prodotto della. 
ir radiazione. Il frazionamento cromatografico su allumina ha dalo, come 
per il prodotto irradiato, un prodotto giallo veloce in piccolissima quan­
ti tà, un secondo prodollo arancio cd un terzo rosso, questi due ultimi 
rivelatis i identici ai chinoni 1 ,6 e 3,6 descr itti da Vo:u.MAN et al. (1). 

L 'ulteriore confronto dei dati cromatografici e dei dati spettral i 
(ligg. 3 e 4) dimostra come entro i limi l i degli el'!'ori sperimentali, tali 
dati siano gli stessi per i prodotti provenienti dalla ossidazione con ani­
dride cromica e rispettivamente dalla irradiazione in presenza di ossi­
grno rendendo pertanto plausibile l ' identificazione. 

D ISCUSSIONE DEI IUSU LTATI. 

L 'esame della fig . 2 mostra immediatamente un fatto apparentemen­
te contraddittorio: la soluzione di benzopirene irradiato in presenza d i 
ossigeno, che sicuramente è stato alterato tanlo da presentare un depo­
sito solido aderente al vetro della fiala , mostra lo spettro d el benzopirene 
pulitissimo, identico a quello della soluzione testimone non irradiata, 
soltanto d i intensità minor-e, e senza traccia alcuna di altri assorbimenti 
sovrapposti (curve 1 e 2) mentre la soluzione di benzopirene degassato 
e chiusa sotto vuoto mostra dopo irradiazione la completa scomparsa del 
benzopirene originario ed uno spettro assolutamente atipico (curva 3). 
D'altronde si è già pr-ecedentemente accennato al fatto che tra i ptodotti 
di trasformazione del benzopir ene irradiati in presenza di ossigeno , per 
confronto · con i prodotti dell 'ossidazione cromica del benzopirene, sono 
slati identificati come componen ti principali, i due chinoni benzo-[a)-pi­
rene-1,6-ch inone e benzo-(a]-pirene-3,6-chinone, oltre un terzo composto 
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d• colore ~i allo , Hn'nll' ~li s l e:::~i Br (kll"ana iOf!O rumpo~ l o gia ll o oll•' ­
nuln dnlln Msidnzi0ne n nmi f'a. df'l quale Jll' I'Ò 11011 è ~l n l o pM~ihil t' 

fare il confront o degli spettri per la esiguità del prodotto provenient-e 
dalln irradiazione . -appena sufficiente, dopo la separnzione cromato­
g rafica su nllumina. per alcnnc cromat ografi e :::n carta . 

In altre parole il benzopirene irr<Hlia lo in nsscnza di ossif!eno è sta to 
cornpl etame>nt e consmnato <' trasforma to, mentre quello irradi ato in pre­
senza di ossigeno è sta to consuma to soltanto in parte. <lando origine a 
prodotti insolubili nell 'esan o, tra i qua li i due chinoni sudd elli ed una 
terza sostanza , proba bilmente anch 'essa cont enen te ossigeno. 

t:na int erpretazione p lausibile d ei fatti sperimentali osservati è la 
sPguente. 

E ' nolo che idrocarburi a nuclei aromatici condensati fun zionano da 
spazza t.ori di radicali combinandosi agevolmente con essi: tipico in tal 
senso il co mporta mento d ell'antracene, (8) per cui è probabile che a nche 
il benzopirene pos:;a agire d a spazzatore di radicali. Date le bassissime 
concentrazi oni del benzopirene la radiazione non agirebbe per azione 
primaria su di esso, mentre i numerosi radica li formatis i nelle rad iolisi 
dell'esano (9

), facilmen te si combinerebbero rol benzopirene formando 
una serie di prodotti ad a lto peso molecolare, probabilmente polimeri 
(residuo oleoso ottenuto dalla evaporazione dell 'esano delle fi ale degas­
sate) i cui singoli s.pett ri d i assorbiment o sonapposti l'uno all 'altro dan ­
no origine all 'andamento atipi co di assorbim ento grad ua lmente cr escente 
,·erso I'U. Y. come mostrato dalla cuna 3 fig. 2 . 

In presenza di ossigeno anche quest 'ultimo agirebbe da spazzat ore 
di rad ica li (') e si combiner ebbe preferenzia lmente con i radicali prodotti 
dalle radioli si d eli ' esan o ·dando orig ine a prodotti ossigenati Ya ri tra cui 
anche a prodotti a tipo perossido. Anzi secondo N .. \ . BACII (1°) il com po­
sto perossidico do,-rebbe esser e prodotto dalla reazione primaria di ogni 
radicale con l'ossigeno; successivamente tali composti perossidici si tra­
sformerebbero dando origine ai prodotti carbonilici ( o d i a ltro t ipo con­
tenenti ossigeno) troYa ti sp erimenta lmente. La presenza d ell'ossigeno 
perta nto prot egger ebbe inizialmente il benzopirene dall 'attacco da parte 
dei radicali liberi. Data per ò la sensibilità del benzopirene agli a genti 
ossidanti , i per ossidi formatisi ossiderebbero il benzopirene presente dan­
do orig ine ai composti ossigenati riconosciuti identici ai chinoni prodotti 
per ossidazione del benzopirene con a nidride cromica. 

L'insieme dei prodotti ossigenati formatisi da lle r eazioni con ossi­
geno dei r adicali proYenienti dalle rad iolisi dell 'esano deve avere preYe­
dibilm ente una solubilit.à in esano mol to minore di quella d el benzopi­
rt ne e dà origine al precipita to r osso scuro aderente al vetro d elle fiale, 



- 10/2 -

il che spiega la permanenza J ello spettro pulito del benzopirene r-esid uo 
non ancora consumalv dai prodolli peros::'idici. l chinoni formatisi, come 
il benzopirene originario. sarebbero ess i stessi resistenti alla azione pri­
maria delle radiazioni. 

Questa interp•·ctazione non e:>cludc però una ossidazione primaria 
tra le molecole dd benzopirene e l 'ossigeno presente, ossitlazione che, 
sia pur con molta lentezza ha luogo anche in soluzioni semplicemente 
esposte all 'azione dell'atmosfera e della luce naturale. 

l{oma - lstituto :::ìuperiorc tli Sanità - Lnhoratori di Chimico ~ Laboratori di Chi· 
mie<~ biologica. 
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84. C. G. CASINOVI, J. A. GARBARINO t•J, e G. B. MARINI-BETTOLO. - La 
struttura dell'alcaloi de dello Skytanthus acutus Meyen. <••J 

Riassunto.- Dallo S/;ytanthus acutus Me~ en. una Apocinacea del 
Ch il c, è stata estratta una base volalilc, la skylanthina. C11II21 • ·, che si 
può considerare un alcaloide mouolcrpcnico. 

A questo è stata attribuita In struttura di una ciclopenlano-piperi­
dina . in stretta relazione biogenl'li<'a con la iridomir·mccina e gli acidi 
nepctalici. 

La skytanthina rappresenta il terzo esempio di alca l ~•itli monote r­
penici trovati in natura. 

Summar y. - A YO)alilc base, skylanlhinc clln ~IK, which can be 
considercd as a monolrrpene ulkaloid , was ex t r·acted from Slcytanthus 
aeutlts Mcyen . 

For this ne' '" substancc wc have eslah lished the structure of a cyclo­
pcnlane piperidine, in rlose biogenet ica! rrlalion wilh iridomyrmecin 
and nepetalic acids. 

kytanlhine repre::-enls l h e thir·d example of monoterpene alkaloids 
found in nature . 

. 'cl cor·so delle ricerche -ui principi alli,·i delle piante sudaruerica­
ue (l· 2

) abbiamo desiderato prendere in esame, dato l'interesse che pre­
sentano gli alcaloidi delle Apocinacee, una specie chilena , lo Skytanthus 
acuLtts Meyen, che Yegela nella 70na della ..... erena e). 

Questa pianta appartiene ad un genere piulto~to rm·o delle Apod­
nacee. e costituisce insieme con l' Ely11·o1H1s cltilensis uno dei due rap­
presenta nti di que5ta famiglia nel Cile. 

Lo Skytanthus, noto con 11 nome Yolgare di Cuernccillo Yiene im­
piegalo nella medicina popolare per· le sue proprietà. 

Abbiamo ossen ·ato che le rogli e della pianlu ad un esame prelimi­
nnre mettevano in eYidcnza la presenza di alcaloid i. :\c abbiamo per­
tanto fatlo l 'estrazione con melanolo e l'alc.uloide è stato separato ap­
profittando della sua Yolali litù in corrente (.)i ,-aporc. 

L'alcaloide Skytantltina che si olliene è un liquido incolore che bol­
le a pressione ridotta a G2°C a J ,5 mm Hg. 

( ' ) Universidad Catolira di Santiago, Ol'pile dell 1-tituto ron una bor>a di !'ludio 
del Governo Italiano. 

( ' ' ) Una comunicazione prel iminare di que~te rit·erdte i· ~t ala pre5entata in Che­
mi!'try and lndustry. 
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Fig. L - Spet.tro l.R. della Skytnnthina . 

Ne abbiamo saggiato l 'un itarietà effettuando sia una serie di croma­
l<'grafie su carta con diYersi soh·enti, sia una microcr·omatografia in fase 
gassosa. 

La sliytanthi11a dà un cloridrato ed un bromidrato igroscopici , ma un 
picrato ed un picrolonato cristall ini. 

Attraverso il picrato è possibile pertanto purificarlo. Con ioouro di 
me ti le dà uno i<Xlometilato cristallino. Dai dal i analitici è possibile cal­
colare per la sl-iytanthina. una formula grezza di CllH21 :\' , la presenza di un 
gruppo N-CH3 e di due gruppi C-CH3 • 

Sul composto purificato sono stati eseguit i gli spettri U.V. , I.R. e 
R.l\'I.N. (• .. ). 'ell'l'.V. non si ha assorbimento caratteristico. Lo spettro 
I. R. presenta come bande più intense quelle delle Yibrazioni di valenza 
del CH paraffinico (2800-3000 cm- 1

) c quell e Yibrazioni di deforma­
zione del gruppo CH3 (1380 e 1460 cm- 1

), (fig. 1). 
Lo spettro R.M. K mostra (ved i fig. 2) un picco molto netto a 7, 78 

7,78 

o <~Oppm. 

Fig. 2. - Spettro R.M.N. della Skyt.anthina. 

( .. •) R.M.N. Risonanza magnetica nucleare indicata nei testi inglesi con n . m. r. 
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p. fl.lll. otftrihllihil,• al gruppo :\"-CII 3 cd un gruppo di picch i, di cu i il 
; 11 a ~).!'ion• :<i tron1 a R.9li p.p.n1. c r ltr si nllrihuiscc a due CJI3 alifatici. 

TrntnliYi d"idm!-!cnnzione cnt:tli litn in prcscnzn di Pd/C, Pt o PL02 

11 nn ltalltl" anllo t•:-ilo fHlSiliYo. 
:'i puì• prr·tanlo <:nn:-idcrnn' la ::;k.vtnnthina unn bnse terziaria satura 

lli~.:io:lit;a: 

(l } 

~ N- CH3 

CdH12) - CH3 

( - CH
3 

Per deiùrogl'ntlziune con Pd/ C al 'IO% per 4 ore a 300°C, Ja skylan­
thina dà con buone rese una base liquida che è stata purificata attraver­
::o il picraln per ripetute crista llizzazioni dall 'alcool c per la quale si 

tog c. . 

3.5~ 

3 t.'5 

3 00 

;?25 250 275 300 m)J 

Fi~. 3. - Spettro U. V. della base di 
deidrogenazione della kytnnthin.:~ . 

calcola la formula grezza di C10H13 N. Lo spettro U.V. di questo compo­
sto mostra la struttura di una piridina sostituita (Fig. 3) più probabil­
mente in 3-4. Pe1' ossidazione permanganica si ottiene da essa una mi -
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scela di ucidi nella quale per l'I'Omalogmrìa su carta è slnlo pos~ ibill.' 

dimoslrnre l'nssem.a di aciùi pi1·idin-monocarbo silici. ' i conferma per­
ciò che la base di deidroge nazione dcYc essere una piridina polisosti­
tuita. 

lla ll() ~peltro di risonnnt.a magndil'<l nnclrnre ( lt~L:\ .) (rìg t~). $Ì 

po~$0110 tra t'l'C' ali t'l' inle l\'~Si.llll i ù cduzi nni: 

7.18 d (i) 

l.lJ 

l. ;vA'v 1ft,..,. l l '--
o • 10oo,.. 

fig. ~ . - Spcllro R .~l.~ . rlclla bnse di deidrogenazione della 
Skytanthino. 

1) la presenza di un g1·u ppo - CH3 direttamente legato al nucleo 
aromatico (ma.::simo a l . i • p.p.m.). 

2) La presenza di un secondo gruppo - Cll, cui si deve attribuire 
il doppietto a 8,63 p. p. m. ; dalo che la posizione di un m etile alifatico si 
trova generalmente a 8,9 - 9,0 p.p.m., questo secondo gruppo si deve 
trovare separato dal nucleo eterociclico da un solo atomo di carbonio, 
al qual e si d ove trovare unito un solo atomo di idrogeno. 

3) n massimo a l ,73 p .p.m. è cara tteris tico d egli atomi di idro­
geno in et nel nucleo piridinico: paragonando J'nrea di questo con qth~lla 
dei preced enti ~ i d educe che entrambe le posizioni et sono libere. 

4) Sono assenti massimi attribuibili ad idrogeni vinilici: la base 
di d eidrogenazione non contiene perciò doppi legami e quindi durante 
In deidrogenazione il gruppo carbociclico resta ina lterato. 

E' pertanto possibile concludere, ch e il prodotto di deidrogenazio­
ne deve essero una piridina trisostituila in 2, 3, 4. Uno di questi sosti­
tuenti d eve e. sere un gruppo CH,, mc n tre gli n Itri due devouo esse1'e 
uniti tra loro in modo da formare un anello carbociclico, che risulta es­
srro a cinque termini. 
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Dato che per o,·,·ic 1·agioni, J'nnello cnrbodclko non può formarsi 
che Ira due pos izioni Yicinali , sono possibili pt'r la base di d cidro:;cna­
zione le seguenti formule : 

( 11 ) 

CH,--

1 

-, 

CH3"-./'~/ 

~ l 
" ;7 N 

' 111) 

c pertanto a lla s kylanlh ina spc lt r rcbbe unR de lle seguenti stntlture : 

( IV) 

CH3
- ,- , 

CH3"-./'\./ 

l l 
"-.N / 

l 
CH3 

,. 

ConsideranJo che solo la ~lrullunt IY corrispoude alla regola iso­
pHmica e che per essa sono stat i trn\'ali in natura alt•·i precedenti (qua­
li In iridomirmecina ( ' ). In isoil·idomil'lllecinn e). il nrpetalattone (6

) ] ri­
t rniamo che la IY s ia la formula più probabile. 

A questo punto della ricerca abbiamo appl'e~o dalla letteratura il 
Jayoro di SAKAN (1) e collaborator·i sul l' nctini<lina, una base isolata da 
A clinidia polygama ~li g. e rispondente a Ila fonnula da noi proposta per 
la base deidrogenata. 

Il confronto degli spettri F.V. ed J.H . d ello nostra base di deidro­
genazione ed i rispettiYi spettri <ii nn campione di acl inidina, gentilmen­
te inYiatoci dal proi. Sakan , dimostran o l' iden tità d elle due sostanze. 

Pertanto si può a ffermare che alla skyt nnt hina spetti la formula 
proposta IV. Si tratta cioè del terzo esempi o <li alca loidi monoterpenici 
lroYati in natu1'a e del pr imo esempio di alcaloide monoterpenico delle 
.-\ pocinacee. 

Resta ancora da stabilire la configurazione ùi questa sostan za ed a 
que51o scopo abbiam o in corso sint esi a partin> dulia iridomirmeeinn e 
dal nepetalattone. 
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PARTE SI'EHI~IE:XT..\LE 

Pt.\ NT .\. 

La pianta SJ..·ytantl111s acutus ~lcyen è staln raccolta nei mes i rnag­
gio-scltcmbrc nella i'nnn della Serena c detet·minata dalla Prof. ssa Re­
beca d c Yargas, Deparlamento dc JJotanica del ~luseo de Ili-storia nalural 
de .... nntiago (Quinta 1\ormal). che qui desideriamo ringraziare. 

1\g 2 ,o d i foglie di Sl;ytantlws acutus ~leycn seccate a 40-o0°C; sonn 
state estrail e in Sohxlel con 5 l. di llH'Ianolo puro per tre ,·oll e. 

La soluzione metanolica è stata po rtata a secchezza. Si ottengono 
così 1,7 kg di un residuo molto ricco di clorolìlla che dà netta r eazionP 
degli alc.:'lloidi con i rea ltiYi di ~leyer e Tanret. 

P er estrarre l 'a lcaloide si Aggiunge un eccesso di soluzione di ~aOH 
al 40% e si d istilla in corrente di Yapore. L 'alcaloide ,·olatile passa nel 
distilla to acquoso che si estrae con etere . La soluzione eterea si dibatte 
con acido cloridrico dilu ito , che quindi si alcalinizza nuonlmente e si 
ri prende con etere 

Dopo ~l.\·erc allontanato il soh·ente, il residuo si rcllifica nel Yuolo. 
S\ ottengono così 6,91- g di alcnl oicle grezzo a p.·eb. 62° a 1,5 mm. 

SKYTAI"Tli i :'\A. 

L'alcaloide è un olio incolore, con odore che ricorda la Bz-tel raidrn­

chinolina. P.eb. 62°C a l.o mm Hg. n~ = 1,4709. 
Il composto ha dato a ll 'a nalisi : 

tro,·.% : C 78,92; H 12,o3; l'\ 8, 7;:>: 
per CnH 12 i\' cale. 78,!l7; J2,2o; 8 ,37. 

Il composto si comporta come una base forte: il cloridrato ed il 
brom oidrato sono igroscopici. 

li picrolonato crista lliz7a dall 'alcool etilico e fond e a 2 10-2 18°. 
All 'ana lisi ha dalo: 

lrov.%: \. o8,9o; H 7,04; r\ 16.82; 
per C1111 2 1 l'\ .C10II8 N40 5 cale.%: t>8,95; 6,77; 16.23. 
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11 picrut o, crista lli7.zn ùa ll 'n lrool (' fonde n 127-128°. 
:\Il 'analisi lw dato: 

trov. %: c 51./!i; Il 1),27; l\ 14.18: 
per C11 1121 ·.cull3 :'\

3
0 7 ente. :>l .lì l: 6. 10 11, Ili . 

Per ott enere l'alca loide ad elcn1to g r·ado di purezza si cristallizza 
il picrato fìno a p.f. costante e quinùi si rigenern la bm:e facendo pas­
sare la soluzione cloroform iea del pi cral o nttr·n,·erso una rolonninn di 
allumi n a. 

11 composto addiziona in so luzione acetonicn a freddo iodtH'O di me­
tilc per dare uno iodomelilato, che cri:;tallizzato da ll'akool fonde a :lOo­
~~080. 

11 composto all'ana li si ha dato: 

trov. % : C 1•6,66; H 7,79 ; ~ 4.i7 l 42,:S2-4-0,·18; 
per C11H2 ,N.Cll31 cale. 46,80; 7,82: 4.o3; 1_...1 ,04. 

La skylanthinn sottoposta ad iòrogena'l.ionc ca talitiea a freddo cd a 
60°, in presenza di catal izzatori (Pd /C al IO% oppure Pl o Pt.02) non ad­
diziona idrogeno. 

DEIOHOGENA7.10NE DELL.\ !:3 1\YTA~TIJI;\A . 

·1,069 g di :::3kytanlhina sono stati riscaldati in tubo chiuso con 
2 ,'170 g di ca rbon e palla.d iato nl lO % per 4 ore a 300°C. 

Al termine della renzionc il prodotto è stato ripreso con etere, di­
stillalo sotto vuoto. trasfonnalo in picrato , l'i cristallizzato da etanolo sino 
li p.f. costante (113-8°). 

Il picrato è stato sottoposto ali 'analisi eJ hn (lato: 

t•·ov. %: C t>O,So; Il 4,2i; .:'\ Jti,27; 
per C10H13N.C6H3 N40 5 cale. o l ,06; 4,'~9; 1 !~ ,89. 

La base è stata otl('nuta dnl pir rnto come drscritto già per la sky­
tanlhina. 

OssJDAZIONE CON I\~lnO, . 

La d emolizione è stata effettuata nelle condizioni descritte da 
PnELOG (8

). L'esame cromatografico su carta degli acidi risultanti dalla 
reazione indica la non identith di questi con gli acidi piridin-monocar­
hossilici usati come con trollo. 
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J ut::~TIFICAZ.IOXE COi'\ LA A CTIXIDIXA. 

Il confronto t rn la ba~c di · deidroge nazione dcll 'n lcaloidc e un cam­
pione di aclinidina pura ottenuta dal prof. Sakan è stato effeLtuato su 
velo liquido con la base di deidrogenazione ali 'I. R. con l'apparecchio 
Perkin Elmer 21 : le due c urve coincidono pcl'fellamente. 

Pure coi ncidenti nei limiti degli errori sprrimentali sono gli spettri 
U.V. in alcool, eseguiti allo spet trofotometro Beckman DJ( 2. 

SPETTROSCOPIA. 

Gli spettri U.V. sono s tati eseguiti in soluzione alcoolica con un ap­
parecc-hio Bcckman DK 2. 

Gli spettri l.R. sono stati eseguili in velo liquido con un apparec­
chio Perkin -Elmer 21. 

.Gli spettri H.)f. !'\. - sono sta ti eseguiti con npparprchio Varian 60 
ci cli in soluzione slandanl. 

P nornJETA ' fARMACOLOG ICHE. 

In altra sede sarà riierito sulle proprietà farmacologiche della 
Skytanlhina. . . . 

Gli spe ttri IL)l.N. sono stati effettuaLi con a pparecchio Varian al­
l'Università di Fredericton (Ne.w Brnnswick), Canada per i quali ringra­
ziamo il Prof. T\ . \Yiesner oltre che per l'interesse con il quale ha s(}guito 
questo Ja,·oro . Ringraziamo anche il Prof. T. Sakan dcll'lnstilute of Poly­
t ~.·chnico Osaka City l'niYer::. it~· per il gentile inYio del campione di .\ ctini­
dina ed il Prof. E. nianr hi dei!Tni ,·er~ida<:l Catoliea di ~antiago per l ' in­
Yio dell 'estratto della pianta. 

Roma - Istituto Superiore di Sanità - Laboratori di Chimica Biologica. 
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85. M. QUINTILIANI, M. BOCCACCJ e L. TENTORI. - lncorporazione del P32 

nell'acido desossiribonucleico di alcuni organi radio-sensibili 
in ratti trattati con acido iodoacetico e con raggi X. 

Riassunto. -- l;(i nul ol'i hauno ~tudinlll tll' l ratto l'effetto delrnci­
do iodoacelico e dci ra ggi X sulln incorpor;t;ione dd P3 z n ell 'acido de­
:;ossiribonucleico di a lcuni organi rntlioscn~ibili. E~si hanno potuto con­
ft>rmare il b en noto eHctlo di inibii'iOn t' r-.plknlo dai raggi X ed inoltre 
hanno trovato che l'aciùo iodoncelico nnchc a d osi subletali determina 
una diminuzione significativa d ella incorporazione del P32 nell'acido 
desossiribonucleico di detti orgoni. 

Nel trattamento combinalo con ucido iodoucelico e raggi X, si ha 
un effe tto di ini bizione <li onLilù prrssor hè corrispondente alla somma 
degli effet ti ottenu ti con i s ingoli l rallnmcnli. 

Summary.- The effccl of iodtllll'elic acid and of X-rays on the 
incorporation of p32 in lo l hl· dt•o :-.~ ribonudvic arid of some radio~rn­
si tiYe organs ha s becn tudic(l i11 lht• mi. 

Tbc inhibitory effcct of .'\ -ra ys ha ... been conlìnn ed. )Joreo,-er il has 
been demonstrated that iodoncelir ncid, CYCil nl sublrl hal doses, induc:e~ 
a significanl d ecrcasc of P32 incorporation into D~A of the orga ns 

examined. 
In combined treatmenl "il h iodoaccl ic m· id an d X.-rays the in hibi­

tion nearly corresponds lo thc ~um of lht· effel'l~ obtained by single 

t rea tmen t s. 

Nel quadro d elle n ostre l'iccrchc sul meccani smo della radio-sensi­
bi lizzazione, abbiamo reccnlcmcnlc confermalo che la somministrazionc 
di acido iodoacetico prima dcll ' irTadiuzione totale del corpo aumenta in 
modo nettamente signiflcativo la moJ'lulilò 11 30 giorni nel topo , e di­
scusso se tale effetto può csserr coll,idcmlo <'Ome una Yera sensibilizza­
zione alle radiazioni ('). 

Abbiamo ora inll·a preso uno s tudio ' ollo aò indagare il meccanismo 
attraverso il quale tale effetto può r'l•aliu.nrsi. Un primo approccio è stato 
quel1o di studiare l'andamento della ri ' p o,..ta alle radiazioni in alcuni 
organi radiosensibili quali la mil:tel , il limo e l'intestino tenue n egli ani­
mali trattati con acido ioooacetico. Infatti , com 'è già stato rile,·ato da 
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altri autori (2), !"acido ioòoacelieo è in grado do solo di provocare delle 
chiare lesioni anatomiche in questi organi. Noi abbiamo potuto osserva­
re che tali lesioni sono più e,·idcnli nel ralto che nel topo c che dipen­
dono {!alla vio. di somminislrazione J ellu sostanza. Pertanto, nella pre­
sente t·iccrcn, abbiamo scollo il rullo come animnlc da esperimento c 
~ngg ialo tant o la viu di somminist.ra;~,ionc itltrupcriloncalc che quella 
endovenosa. !'\elle prime esperienze eseguite secondo In diret ti va snindi ­
cala abbiamo ossc•·valo un certo polenziamcnlo di alcuni cfrclli delle ra­
diazioni negli organi considerati, in ani mali pre-lt'allali con acido ioòo­
accti co. Così nel topo l' involuzione del limo e della milza sembra lie­
"emenlc più intensa e nel ratto In perd ita di sodio dall ' intestino è note­
,·olmenlc più grave (3). 

E' nolo che gli effelti delle rad iazioni :)Ugli orgnni lin foicli c ~ulla 
111uco o intestinale sono attribuiti al blocco della pmdu1ione di nuo,-i ('le­
menti cellulari. :\on è ancora ben chiaro quale sia il meccanismo nllran~r­
so il quote si arri n t ad un tale effetto. Tra i vari futli spcrimcntnli osser­
Ya li sembra tutta' ia di note,·ole interesse l'inibizione della incorpora7.ione 
di ,·ari precul'so•·i neii' .\D ' ( •) dimostm tu con lo impiego di pt·odotti 
morenti , sin in ,·u ri tessuti animali e Ycgetali che nei minoqnmismi P 

ncll r ce llule in collul'a ("). 
r\oi Abbiamo perta nto ,-o lulo e:::a minar(' gli rffelli de l l•·ntlunwnlo 

con acido iodoacetico sulla entità della inibizione che l ' irrad ia7ione pro­
voca nello inrorporazione di P3 2 in nl cuni organi radioscnsibili del ratto. 
L'effett o del tr·att amento con il solo .\lA ( •) ~st a to studinlo anche sul fe­
gato rigenerante di ratto , poichè questo tessuto, nell e primr fasi della 
rigcnerazionc, presenta un certo grado di sincronismo nella divi sione 
cellulare; il che offre degli evidenti ,·antaggi per la inlerpr·etazione de l 
meccani , mo di azi one di sostanze che interferiscono con il ciclo della di­
visione <·ellulare. 

)1:\TERlALE E TEf.~ ICA SPERIMEì'\T.\LE 

MATERIALE utOLocrco. - Per le esperienze sulla incorporat.ione del 
P32 nel limo, mi l7a ed intestino sono stàli usati ratt i albini maschi del 
ceppo " "istar Glaxo , allevalo nel nostro lstilulo, del peso di 70-90 g. 

Per le esperienze con il fegaLo rigencranle sono sla.ti usati ratti al-

(•) Si sono u!\nte le scguent i abbre\'in7.ioni : A Oi'i per l 'nciclu clesos~iribon nrlci<·•> : 
AIA per l 'nrido i od once tiro. 
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hini ma~chi del Cl'ppo " "i::-tar Pltilnth-lpltio, all<•,ntn nel no:-tro Istituto, 
del peso tli 200-:iOO g. 

Acido iodoarctico. - E' ~lnlo u::-nlo un prodollo della Ditta Light 
ami Co. Lld. con un tonlrnulo in i(l<lio lib«-ro inferiori' a 0.02%. 

P'!- E" ::-liliO u:<aln un prudctlln " Cnni~r Fn'l' "· fornito dnl " Ra­
dio Chcmicnl Centre " di .\ IHt•r:.hom. r.nnii'JH'Illt> un 'atti,·it:l di t mcf l 
<'111 3 ùi ~ol uzione. Talr ~oh11ionr m·il!innlt• rra opportunamente diluita 
1·rr nggiu nta d i una !:olutionr di fo$fato nmnnpnta .. :;iro inerte. in modo 
cla a' ere una cont~enlr;wion e in P11 di 100 l~é! / ''lll 3 (lt•lla solU?jonr fina le 
da inoru lnrc. Tale dilui;.oionc co11 il fosfoto i111'rll' r stata ritenuta ncces­
sal"ia per c\·itMe i fenomeni Ji tH.l"Ol'binH'n lo che si wrifì cano con il 
11 Carrier Free n sulle pOl'Cli di '"<'lrn delle !':irin~he. 

Abbiumo, infatti, potuto consln lnre dlC In soluzione di (\ Carricr 
Free u Jopo permanenza di l oro in comuni si•·inghr da tubercolina di 
1 cm3 può perdere ~ino al 20% 1.h•llu suo ollività. Tali pcrdile, natural­
mrntr. non si ,·erifirano qunndo è pn'sPnlc il fo,..fillo inerte nella concen­
lrat.innc inJicaln. L<t prc~t> ll i'll {!j qtH'"'I"ullllllO 1\llll 111odifìca l'entità (telln 
inCOI"JIC'razionc del P~2 nPII".\ l)\ dC"f!li 111';.!1\lli l''illlllnati. 

Tratlamento co11 i 1"0!J!JÌ X - L' iJT:Illin7iC'Itw P ~lata effettuata con 
un oppareccl1io Picker e cnn i ~r;::ucnti tinti :!20 k Y. 1:5 m.\ con filtra­
zioni aggiunliYe di O.:> mm Cu <' 1.0 llllll \l. nlla inlt>n~ità di ~6 r f minu­
to. per una dose tolal~ di 1:>0 r . ("). 

Fl'gato rigene1·ante. - l."cpntcctomin è -.Jnla e:se~u ila secondo il 
metodo di Hrccr:o;s c .boEnso:-; (s). a"pOI'lando i lobi ~i nistro e interme­
dio. Dopo l'inten·cnto, g li t~nimuli ~ono stati llHIIllcnuti con una ::olu­
zione di glucosio al 20%. li P32 è slalo .. ommiru"tralo per ,·ia intramu­
scolare alla dose di t>O .... c per r·ullo. (; li nnimnli c:.nno ~tnt i sacrificati con 
ciHc due ore dopo la sonunini:.trntiotw <.Ici P~~ M~umendo che il Yalore 
della incorporazionc osscn-nlo fosse csprrs~ionr d(' l la · in tesi dell' ADN al 
tempo medio di permoncnzu M li 'o rp.n nbmo del pr·ccur5ore marcato. 
L'acido iodoacetico è stalo sommillii(lrnto , per ,·ia inlraperitoneale, alla 
dose di 40 mg per kg di pc~o ror·pMco, :lO minul i prima del P 32

• 

Dopo la morte dt'gli nnimnli s i proct•clt•,·n rapidnmenle al loro dis­
sanguamento per rccisione drlln ''C'Ila porln t' dclln vena ca,·a inferiore 

( • Gli autori rinsrr:~1inno ~rn t iwrucnle il Sifl. l. rul!li;•ni. dei laboratori di Fi­
!ira. per la valit!a nc::io;tell7L\ lluranlt le t1Jit'r111.10ni di irrac1t:~zionr . 
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·· quindi all 'escissione del fegato prclcYnndo un r.·amnwnlo Ji circa 
100 mg dal lobo destro pc-r la dctt'rmina:tionc dcll'ulti,•ilà sped ficn dcl­
l' ortofosfuto . 

Tim o, mil:a, intestino. - Gli animn li ernno tenu ti digiuni per 12 
ore prima dell ' inizio dell'csperim C' nto. Il P32 è stato somministra to per 
via intramuscolare alla dose di 2t> ~~c pc1· ratto. Ln solu1ione di nrido 
iodoacetico (sol. 1%. pH ?) è stata somministrata 30 minuti primn d C'I 
P32

• Negli animali irradiati l 'AIA è stato somministrato 30' prima del­
l'irradiazione ed il P32 subito dopo l'irradint.ione, o dopo t~ or<' da que­
sLa. Due ore dopo l' inoculazionc del P32 gli nnimnli sono stati !"acri ­
ficat i con etere e subito dopo la morte sono stati rapidamente 
prelevati il timo la milza e t ~ cm d'intestino tenuC' a partire dal piloro. 
(;}i organi di ciascun gruppo di lt animali erano riuniti e sottoposti in ­
sieme al trattamento di estrazione deii 'ADN. L'atth·ità specifica dell 'or­
tofosfato del sangue è stata determinala prelen1ndo cnmpioni di 0,1 cm3 

<lalla vena cava inferiore di ciascun anima le e riunendo i quattro cam­
pion i provenienti dagli indi,·idui costituen ti cia:-cun gruppo sperimentale. 

fi:s11·a:ionr dell":1 D.\' r dcte1-mina:ionc cldlt1 sua all it•ifll specifica. -
E' l'ì tato usato il melo<lo di Le,·enc mod ifica to da 1\lein <' Bcck, seguendo 
i dC'Itagli riporta ti da K ELLY c J oNES (0

). 

Al termine delle operazioni {li purilicaziont', il l'esiduo di A ON è sta­
lo ~ciolt.o in :\aOH N/ 10. Su un 'aliquota di tale soluzione ~ stato deter­
minalo il fosforo totale con il metodo di OEnE:-:nLUJ\1 c CnAtN ('), mentre 
~ ~~ un 'altra aliquota deposta in scodellino si procedeYa alla misura della 
radioattività con un tubo di Geiger a finestra terminale di mica. La ra­
dionttivit.à specifica è stata espressa in impul!i-i per minuto per 1-lg di fo­
sforo e poi corretta per la radioattività specifico dell'orlofosfato del san­
gue, del fegato, o del timo a sC'conda dei casi, secondo la formula: 

Rad ioattività specifica del1 'ADN 
100 

_ Hnd ionllività spec ifica 

Radioattività specifica dell 'orlofosfato x - cort•ella òcii 'ADN 

Tale correzione, fondata sul presupposto che vi sia una conelazio­
ne diretta e lineare tra concentrazione del pu come orlofosfato nei tes­
suti ed entità òel1a incorporazione del medesimo nel!' A DN, è oggi comu­
nt-mentc accettala dai vari autori c si ritiene che abbia più valore di una 
correzione in funzione del peso corporeo. 

Determinazione dell 'attività S]Jeci(ica dell' o,·tofosfalo. Per la de-
terminazione del fosforo inorganico è s tato :;cgui to il mrt odo di BE-
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uE~III .UM c CuAI~ C). La l'iH.lioatti,·ità è stata dC'I cnninutn :Hl una nliquo­
ta dplln fn se i!'.obutunolicn. !Al radioutt i\'ilà o;pecifìca è espre::"a in 
i.p.m.ALg di P. 

RISULTATI 

Effetto dell'acido iodoacetico sulla ÌliC01'JJOra:ione del p.u nd/'.1 /J.\' 

del timo, mil::a e intestino. - :\el la In bella T sono riportati i '<limi :l l'l­
In nulioalli,·itt\ specifica conet ta dctr.\D~ e~tratto da timo. mil.1.n l' illte­
st ino di ratti normali e trattati con acido iodoacctico. :\ella :-les:-o tahcl­
la sono riportati i valori della radioalli,·ità speci fica dell 'ortofosfnto del 
angue e del limo. 

i può notare che racido iodoacetico, alla dose di 40 mg/ kg, som­
ministrato sia per via intraperitoneale che per ,·ia cndoveno ·a. inibisce 
nolevolmcnle l'incorporazione del P32 nelL\0~ . Le differenze Ira gli ani­
mali di controllo e quelli trattati risultano in ogni caso significative. 
A Ila dose di 20 mgfKg per via intraperilonea le si nota ancora un crrto 
effclto di inibizione, ma le differenze non risultano significative, oppu-
1'\! sono al limite della signifìcatività. Per l' intestino infatti il t tro,·ato 
è di 2,426 mentre per P = O,Ots il t corrispondente ai gradi di librrlà 
dci noslri gruppi sperimentali è di 2.'~1f7. Da notare che lu dose di 
20 mgfKg per via intraperitoneale è sicuramente sublctale mC'ntrc la 
dose di 40 mgfKg è subletnle per via rndovenosa e cor1·isponde alln DL50 

per Yia intraperitonea le. 
Il trattamento con acido iodoacelico non inOucnza i Yalori della ra­

dioattività specifica del\'Qrtofosfato sia del sangue che del timo. 

Effetto dell'acido iodoacetico sulla incorpo1·a:ionc del P32 nell'.lDS 
del fe!JGlo 1·iqenemnlc. - Per poter effet t uarc il trattamento ron l'arido 
iodoacetico nel periodo in cui si ha un massimo della incorporazione del 
P3 :a nel fegato rigenerante, abbiamo seguito nei nostri animali l'entità 
di tale incorporazione a vari tempi dalla epatectomia. T ri,-ultali sono 
riportati nella fig. 1. Come si vede si ha un netto ma,simo a 24 ore. 

!\'ella tabella II sono riportai i i ,·;:t! ori della radioall i,·ità specifica 
corretta dell'ADN estratto dal fegato rigenerante <.la 2'~ ore di ralli nor­
n1ali c trattati con a~idQ iodoacetico. L'acido iodoacetico alla dose di 
40 mg/Kg per via inlraperitoneale inibisce notevolmente la incorpora­
zione del P32 (le differenze risultano a llnmenlc signi lknti' e) meni l'e som­
minislr·ato per via endovenosa sembra non aYere alcun effetto. 

Nella stessa labella sono riportati i valori della radioalli,•ilà speci-
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Effe 
bella m 
l'AD )i e 
Tali val 
tico e c 



nata 'll unn nliquo­
cifìca è csprc::~n in 

e del P1 z nrli". ID.Y 
portati i ':tlol'i d1•l­
l imo. mi l tu c intl'­
:\ella stcs~n tnbcl­

dell'orlofosfato del 

di 40 mgfkg, som­
ndo,·enosa, inibisce 
ffcrcnzc trn gli ani-

caso significa ti ve. 
la ancora un crrlo 
significative, oppu­
infatti il t lro,·nto 
ai gradi di libPrtà 
lre che In dose di 
ubletalc mentre la 
rrisponde a lla DL50 

'l i valori della ra­
' del timo. 

del P3 z nell".-t D.\" 
•mento con l 'acido 
incorporatione del 
ri animali l'entità 
1. I risultati sono 
•simo a 211- ore. 
ioalti' ità specifica 
't ote di rnlti nor­
etico alla dose di 
3nte la incorpora­
•liYe) mentre som­
n eHctto. 
adioaltiYilà speci-

- 1087 -

4 
!! 
c: .... .... 
c 
<. 

~ 
<.:: 
·;:: 
~ x 3 

5 
> 

.§ 
<:! ... 

2 

5 10 15 20 24 

ore dopo In cpat.ectomia 

F1g. L - Radiontth"ità ~pecifica corretta dcii"AD · e~ tratto dal 
fe8ato ri2enernnte a '"ari intervalli di tempo dalla epalecto­
mia (il P)• è stnto somministrato alla dose di iSO JlC per ratto 
un "ora prima dei tempi indicati nel ~rnfiro e gli animali sono 
stati sacrificati 2 ore dopo lo somministratione del pu e cioè 
un ·ora dopo i t empi indicati nel grafico). 

fica dell 'ortofosfa to del fegato: non si nota una differenza significati '"a 
tra gli animali di controllo e quelli trattati. 

Effetto del trattamento ccnnbinato con Al.4 e raggi X. - Nella ta­
bella Ill sono riportati i Yalori della radioatti' i là specifica corretta del­
l" AD~ estratto da timo. miha e intestino degli animali in esperimento. 
Tali valori mostrano l 'effetto di inibizione dovuto al solo acido iodoace­
lico e confermano il ben nolo eilelto di inibizione delle radiazioni (per 
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Radioall ività specifica c.orrell:~ rtell 'ADN eslrnllo. 2 ore dopo la ommini,trat.ionc di 
:SO J.LC 11i pu per rallo. dal fegato rigen era nle di 2.4 ore di a nimali norutnli t• trat ta ti 
con A l.\ . (Mctli t' z er rori sta ullard delle mcrlìc\. 

--
l l Il 

,\L\ ~o mgJk:; .1 l ,\ 40 mg{k:; 
t'oorrolli CnolrHIII 

endovena h111 RIH'rilon•ald 

-
(5) (7) (8) (7) 

Fegato rigenerante 3,10 ± 0,52 3,43 + 0,69 6,SIS -J- 0,55 - 2,09 ...!:: 0,56 

- - (t = 4,1 30 ; 0,0\IJ < P < 0,01) 

Ortorosra to del fegato (•) 862 ± 104 793 + 51 628 ± 37 

In pare ntesi è indicato il numero degli a nimali in esperimento. 

( •) La radioattività specifica è espressa in i.p. m.hl8 di P. 

683 ± 52 

T \llt:LL \ l Il 

Radioattività speci fica cor retta dell 'ADN estratto dalla milza. da ll 'intcsliuo c da l timo 
2 ore dopo la somministrazione di 2ts p.c di P32 / r a t to. (Medie ± errore standard delle 
medie) (• ). 

CooLrolli 
A l .1 40 mg/ki: .\ 1.\ 40 mglkg 

Kaa~el X. t~ r- l••ulovtual 
(entlo• eoa) llaJtti X. 150 r. 

-- --

- (21 o /o) (••) (46 °.'o) (56 "f.) 
~l il7_.n 

4,H :::: 0,76 3,52 + 0,63 2,40 ± 0,34 l.!l-l + 0,36 

Iute~ ! i no - (l lP, o) (5o /o) (2-l 0/o) 

2, 16 ± 0,19 1,90 ± 0,30 2,05 ± 0,16 1,61 ± 0,16 

- (23 .,., (28 .,., (50 o.> 

Timo 3,6-l -:1. 0,36 2,79 ± 0,35 [ 2,61 ± 0,27 1.81 ± 0,14 ] 

(t = 2,606; 0,05 > p > 0,02) 

(• ) Og ni dato rappresenta la m edia di :S valor i ognuno oLtenuto dagli organi 
riuniti di 4 a nimali . 

( .. ) I valori t ra paren tesi rappresentano la percentuale di inibizione. 
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lu sommiuistr·117.ionc di 
1imali nor·mali {' trattati 

Il 

t rulli 
.a TA ~o mgJkg 

ìnt rarH.'riloneultt 

8) 

±: 0,55 2,09 ± 0,56 

4,130 ; 0,001 < p < 0,01) 

683 ± 52 

Jento. 

T.lllEL!.A 111 

lall'intest i no e dal timo 
± errore standard delle 

1!10 r-
• H A 40 mj(Jkg 

(endovena\ 
llAg(i X, 1!10 r. 

(56 "fo) 
1,!l-! + 0,36 

(24 OfJ 

•,16 1,64 + 0,16 

(50%) 

1,27 1,81 + 0,14 ] 

)6 ; 0,05 > p > 0,02) 

ottenuto dagli organi 

inibizione. 

- IO !l-

rinl c:31 ino. alle dosi impi,•;;nte. !t'Ile Pfil'!to non è rih~,·tlb il e). Inoltre c:s:3 i 
mMirano anche che dopo il tral ltllllcnto com binato si ha un effe tto di 
inibizione che corri~pondr• alla SOlllHla degli effelli che si ottengono con 

tmttament i singoli. 
:'\ t• lln labcll u IY -<011•' riportai i i ri~ullnti di , . .;;peril'nzc effr•ltunll' i no-

T .•H t:LL \ l,. 

nadi(latli\'ilà specifica corretta dell'AD:-; e:lratto dall'inte,lino e dal limo 2 ore dopo 
la :(lmministrazione di :!:i !lC di P" / rallll. •Tmttamento eou i rag.ai X 4 (I re prima della 
sr•mminisl razione di p•= 1 

C<>o1rolli 

Intestino 
(12 o/o! <••) 

2,14 

(9 o o> 
Timo 

3.0:1 2,82 

l:ajtgi X. 1!10 r 

(46 o,o) 

1.31 

(63 ofo} 

Ll3 

.! l .l 40 m!t. kg 
fendO\"'t"Da) 

J:a6gi X. 150 1·. 

(-19 o o> 

1,24 

( i3 9 ol 

o.s~ 

' · Ogni ,·alore rappresenta la media di 3 dali ognuno ottenuto dagli organi riu­
niti di 4 animali. 

\ • ' .ì l \'&!ori tra parente~i rappre;~ntano la percentuale di inibizione . 

etllando il P3~ quattro ore dopo l ' irradiazion e e prendendo in esame solo 
il timo e l'intestino. Tali esperienze sono state eliettuate perchè dopo 
tale periodo di tempo si ha , da parte delle radiazioni , il massimo effetto 
òi inibizione della incorporazione di precursori marcati nell'AD~ degli 
organi radiosensibili (8

) . 

Dall 'esame dei risu ltati si nota che l'effetto delle radiazioni è più 
marcato a quattro or·e che a due ore. mentre l'effetto dell'acido iodoace­
tico a 4 ore r isulta chiara mente di minore entità. La risposta al tratta­
mento combinato, anche in tal caso. corrisponde a lla somma degli effetti 
ottenuti con i singoli trattamenti. 

l'ariabilità nella risposta del materiale biologico. - Come si può 
r.otare dall'esame delle tabelle, fra i gruppi sperimenta li (ogni gruppo 
comprende controlli e trattati) vi possono essere notevoli differenze. nel-
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la cnlilil mcJia della incorpornzionc del P 32 nriL\D~. Tali differenze si 
notnno sopra tutto per· la milza c per il fegato rigenerante c sembrano 
dipendere dalle condizioni in cui si tronmo tuili gli animali del gruppo 
al momento della e~perienza. dato che la ,·ariabilit.à nell 'ambito del 
gruppo risulta costantemente dello stes:;.o ordine di grandezza, come in­
dicano chiaramente i Y<tlori degli errori standard delle medie. 

COXCLC5IOXI E Dl5CUSSIOì'\E 

Dai risultati della presente. ricerca appare ch iaramente che l 'acido 
iodoacetico esplica un effetto di inibizione sulla incorporazione del P32 

nell 'AD!\ di alcuni organi radio~ensibili. 
Sembra poco probabile che tale effetto dipenda da una alter azione 

della disponibilità di ortofosfato o da una alterata velocità di assunzio­
ne dì questo dal punto d i inoculazione, dato che la radioattività specifi­
ca dell'ortofosfato sia del sangue che dei tessuti non viene mo<lilìcata 
dal trattamento con acido iodoacetico e la comparsa della radioatti,·ità 
nel sangue (dati non pubblicati) segue lo stesso andamento negli ani ma­
li normali ed in quelli trattati. 

L'inibizione è direttamente correlata allu dose di acido iodoacetico 
E:, nel fegato rigenerante. dipende anche dalla via di somministrazione. 
In tale organo difatti si ha un netto effetto di inibizione quando l ' AIA 
è somministrato per Yia intraperitoneale , mentre non si nota alcun ef­
fétto se la somministrazione Yiene effettuata per via endovenosa. Tali 
differenze sono probabilmente da attribuirsi al diverso destino che subi­
sce la sostanza in dipendenza della ,·ia di somministrazione. A favore di 
tale ipotesi depongono alcuni fatti sperimentali: a) la DL50 di AI.\ per 
it' ratto dipende dalla Yia di sommini~trazione e risulta più elevata per 
via endovenosa; b) negli animali trattati per via endovenosa l'esito le­
tale si verifica entro 21- ore o al massimo entro 48 ore e in seguito gli ani­
mali sopravvissuti non mostrano segni di sofferenza e sembrano del tutto 
normali, mentre negli animali trattati per Yia intraperitoneale gli eYen­
ti letali continuano a manifestarsi anche dopo 5-6 giorni e gli animali 
sopravvissuti mostrano chiari segni di sofferenza ancora per qualche 
giorno; c) negli animali trattati per Yia intraperitoneale si riscontrano 
in alcuni organi manifestazioni di tipo « radiomimetico » (dati in corso 
di pubblicazione (9

)], come ·ad esempio l'inYoluzione del timo e della 
milza e un quadro da ileo paralitic<> nel! ' intestino tenue, che invece non 
compaiono quando l'AIA è somministrato per via endovenosa. 
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Per quanto ri~lwrda il mcrc;tni smo d'nzionc attraYerso il quale 
r acido iodoacelico e:-plica i l suo effetto, non a h biamo ancora sufficienti 
elementi per formulare delle ipotesi allcnòibili. Dobbiamo però , anzi 
tutt o . far notare clw nelln mog~ior parte delle nostre esperienze l' :\L\ 

è :;taio somministrato trenta minnt i prima del P32 
•. \bbiamo scelto un 

tale periodo di tempo pari endo dalla con~iderazione che, OYC esistesse da 
parlt> delL\1.\ un dictto {lir-ctl o di inibizione Ji un qualche sist.emn bio­
chimico intere:;:;ato nella sintesi dcll'.\DX, tale effetto doYeYa ov,·iamcn-
1 ~ rendersi manifesto , dala la pari i colare reni! iYità di questa sostanza, 
non appena essa aYesse completamente reagito con i costituenti dell'or­
;!Hnismo. In precedenti e~pcr ie nze C0

) con acido b1·omoacetico marcato 
('Oll C }.l abbiamo potuto accertare che ciò an·ienc nppunlo entro 30·. 
D'altra parte, ci :;embra ch e un effetto più preeoce an·ebbe potuto essere 
quello più interessante ai. Jìni della inlcrprelnzione del m eccanismo di 
radio:sensibilizzazione; mentre, elTeUi più tardivi, specialmente se accom­
pagnati a lesioni nnotomi-che, sarebbero risultati meno specifici e legati 
for~e alla morte di elementi cellulari. I risultati d elle esperienze esegui­
te somministrando il P32 4 ore dopo l'AIA, inducono tuttaYia ad esclu­
dere quest"ultima possibilità, dato che l 'effetto di inibizione diminuisce 
semibilmente con il passar e del tempo. 

Se, in base a tali considerazioni, sembra poco probabile che l'effet­
to dell ' AIA sia doYuto a banali cause aspecifiche, quole ad es. la morte 
cellulare, rimane da Yed er e quale possa essere il s uo meccanismo 

d'azione. 
L'acido iodoacetico è da lungo tempo conosciuto come agente anti-

mitotico, anche se non viene considerato un vero e proprio cc radiomi­
metico », e l'effetto antimitotico è stato messo in relazione con la real­
tiYità dell'AL\ per i gruppi tiolici (1 1

• 
12

). llucms (13
) ha osservato che 

cellule embrionali di pollo in coltura trattate con acido iodoacetico nel 
periodo di pre-profase non entrano in mitosi, mentre le cellule nelle quali 
il ciclo mitotico è già iniziato sono notevolmente meno sensibili. 
Rul\7\STRQ-;\I e~). invece, ha osservato che l'acido iodoacetico provoca 
l'arresto in profase del ciclo divisorio nelle uova di U1·echis. GoMPEL (1

4
) 

ha riportato che l'acido iodoacetioo inibisce la formazione del fuso e 
dell'aster. Tra le Yarie possibili ipotesi circa il suo meccanismo d'azio­

ne, le seguenti ci sembrano di maggior rilievo. 
L'AIA potrebbe interferire a livello della glicolisi attraverso 

l ' inibizioné della gliceraldeide-fosfato deidrogenasi che è uno degli enzi­
mi chiaYe, regolatori dei processi metabolici (15

). L'inibizione di tale 
enzima potrebbe condurre ad una diminuzione delle fonti òi energia ne-
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cessarie alla cellula per il normale :wolgiment o delle :-ue funzioni e nel 
caso specifico potrebbe ridurre la sintesi di quella risen·a <.li precursori 
che vengono mobilitati al momcnlo dl'l ln Juplicnzionl' clr.W.\DI\ n l'llc pri­
me fasi mìtotiche. 

A tale proposito Ya notato che l'ortofosfalo è un precursore alfJ unn­
to remoto deiL\0:'\ e quindi gli l'Yen ti metabol ici, che sono intere:->!'ali 
nella assunzione del fosfato stesso nclracido nucleico, debbono conside­
rarsi piuttosto numerosi. Si dovrebbe pron1re se con altri precursori, 
più prossimi e specifici, quale ad es . la timidina, l 'AIA esplica ugual­
mente il suo effetto di inibizione. 

Da nostre precedenti ricerche non pubblicate sembra risultare che 
l 'AIA anche a dosi modeste, non letali, (dose << radiosensibilizzanle n) 
determini una certa inibizione della g licera lùeide-fosfato deidrogenasi 
nel tessuto muscolare scheletrico del topo. Riman e da indagare se lale 
e.Hetto si riscontra anche negli organi radiosensibili. Recentemente, 
STEnN (1 6) ha potuto confermare, sperimentando con anteri di giglio, che 
la glicosi è intimamente associala con la di,·isiDne cellulare : essa non 
rivestirebbe però il ruolo di preminenza attribuitole dai precedenti auto­
ri ('7

) . 

Secondo lo Slern a\Tebbe invece maggiore importanza il ruolo ri­

coperto dal glutatione. Egli infatti ha trovato che abbassando la concen­
trazione di gruppi SH (glutationc) ùurante il periodo premitotico (per 
trattamento con l'i-elilmaleimmide) si ha un ritardo nell'inizio della mi­
tosi, e cioè questa non ha inizio sino a che il Ji,·ello di glutatione non 
ha raggiunto di nuoYo Yalori appropriati. 

Altra ipotesi è che le sostanze capaci di reag ire con i gruppi tiolici 
interferiscano con la formazione dell'apparato milotico. Recentemente è 
stato messo in evidenza da MAZIA (1 8) il ruolo determinante dei g ruppi-SII 
nella struttura e nella funzione dell'apparato mitotico. 

Tale autore ha trattato delle uo,·a di riccio di mare con mercapto 
etanolo, ed ha tro,·ato che tale sostanza applicata prima della melafase 
c durante la meta fase, blocca completamente il processo mitotico e che 
tale effetto è completamente reversibile, qualora il mercapw-etanolo 
,·enga allontanato. Tale sostanza non ha inYece alcun effetto se sommi­
nistrata a lla fine della metafase o ali 'ini zio dell 'anafase. 

Questi risultati ci sembrano di un certo interesse se correlali a 
quelli di precedenti autori (12 13

• 
11

·) i quali hAnno trovato che la iodo­
acetammide e l 'AIA interferiscono nella formazione del fuso e dell'aster. 

E ' da notare, tuttavia, che secondo altri autori l 'e ffetto dell'AIA si 
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nwniìc~trn•bbr r~~l'nzialmc nt r nel prri<'do pre-proia:.:ic·o. inibendo l ' ini­
zio d r lln mit o:,:i: l'.\ l:\ :;;nebhl' m r no n Ili\ o :-r :-:nmmini:.:l rnlo qunndo il 

prN·e:,::,:o milotico ì.· g iì1 in allo. 

I r i:;ultnt i d r lln pre~l'nl c 1·irnr·n :;embt·n che an·;tlnrino l'ipotc~i che 

L \1.\ agi~rn durnnt c il periodo prc-profa:;iro int erirrc' IH.lo c·on la s inte­

l.' i d ell'AD:\. 

Per quanto riguanlu l'effett o c:;plirato dall'AL\ negli an imali irra­
dinti , i ri~ultat i della present e rice rca indicano che: a) il trattamento 

combinai o ron AL-\ e ragg i ~ proYocn una inibizione della incorporazio­
nc (!t'l p~~ nell'AD:\ pre~~oc h i' corri:;pond ent r ulla sontnHt ùelle inibizio­

lli che si ottengono con i singoli trnttnmenti; u) l' effello ùeli 'AIA dimi­
nuisce sensibilment e di inten sità dopo qua lche ora dalla somministra­
zione, mentre quello dell'irradiazione aumenta; c) la add ittività degli ef­
fetti si mantiene anche quando, con il passare d el tem po, l 'effetto del­

l 'AIA tend e a diminuire. 

Una possibile interpretazione di qu esti dati può essere che l 'effetto 
d ell ' AIA sulla sint esi deli'ADN può som marsi a quello d elle radiazioni , 

aumentando il danno nei tessuti radiosensibili. 

Bisognn però tener J.Wesent c che con le dosi ùi raggi X impiegate nei 

nostri ~sperimenti , è po~~ibile che la riduzione della ~intesi di AD~ ~ia 
conseguent e ad un arresto temporan eo delle milosi piullosto che a morte 
cellulare , mentre gli effetti di sensibilizzazione deli'.\JA sono s tati messi 
ill eYidenza per dosi di raggi X che sicuramente pro,·ocano morte cellu ­
lare. Inoltre gli effetti deli':\L\ ~ulla ~int esi di .-\D~ sembrano reYersi­

bili in breYe periodo ùi tempo. 

Queste ossenazioni possono fnr dubitare della poss ibilità che l'ef­
fetto dell'AIA sulla s intesi d eli'.-\DN possa rea lmente uggraYare il dan­

no subito dalle cellule per efi'c tt o di dosi letali di raggi X. 

ì\I rntre In presente nola crn in corso di stampa , ::iamo ,·enuti a co­
noscenza di un laYoro \li .\1.-~.As Il. e 1\ t.' ~KE t.L :\ . . \ . [Int er n . . l. Radiation 
Biology, 2: 269 (1900)~ nel qua le gli .\.-\ . riportano di HYer osse1'n1to 
u in vitro n un effetto d i inibizione esplicato dall'.\ lA sulla incorpora­

zionc di P32 nelL\D:\ ùi cellul e del tumore a~citr Ji Ehrlich. 

Roma - 1::-tituto Superiore oli :3anit<ì - Lnhorntori oli C:himit-n hiolo)?il-a e Lahora­
tori di Biologia. 
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