
Effetto sensihili:zzante dell'acido iotalamico sul danno 
da radiazioni alla membrana eritrocitaria 

Precedenti ricerchi' hanuo dirno; trato lu capacitìl di alcuni composti iodurnti inorga
nici e alifatici di potenziare, r~ ci ,istemi biologici costituiti da cellule i;,olntc, tanto l't•fTetto 
letale dei raj!gi X o y quanto il danno da radiazioni allu membrana rellulare responsabile 
della perdita del contenuto i ntracellulare di potas~io. :'\ella irradiazione con raggi U. V., 
i composti iodurat i proteggono le cellule di F.. coli 8in nei riguardi dell'effetto letale che 
de l danno di mcmhrana 1 ·~. Vice, ·crsa, questo .econdo !'A't•tto è nettnmente esaltato dagli 
stes~i compoJ;ti quando le <'t'llulc esposti' in vitro alla luce l.:. V. &inno globuli rossi di 

-coniglio 3•1• 

Si ritienr ogç:i da ,·ari AA. che gli effetti radiosen;,ilJilizzaoti dri composti suddetti 
siano doHtti nll'aziorH· dei proclot ti di radio lisi di essi, contenenti lo ioditl o costituiti esclu
sivarnentc eia es~o 6 • È stato ritt•nuto. perciò, opportuno e~tcndere l!' ricc-rche ai composti 
organici ciclici iodurati prr ollenere ultrriori iuformnzioni ~ul ruolo dello iodio nei mecca
ni'-mi di radio~en•ibilizzazionc. A tale scopo occorrevano compo~ti stabili, onde evitare la 
loro idroli~i spontanea in asseuza di radiazioni, idrosolubili c a bassa tossicità. Tali caratte· 
r istiche sono specifichi" dei mezzi di contrafi to iodurnti per uso radiologico ai quali f[uindi 
è stata rivolta l'attenzione. uno prima serie di esperienze è stata eseguila con il sale ;,odico 
dell 'acido iotalami<'o o acido 5-acetamidr-2,4.6.-triiodo-X-metil i~oftnlamico la cui formula 
tli ~truttura {o riportata qui appresso. 
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Il compost o è note,·olmentc ~ labile in conseguenza del fatto che tutti i gruppi CH del
l'anello benzenico ~ono bloccali. 

Il te•t biologico impiegato (· ~tato quello della perdita del contenuto intraccUulare di 
potas~ io da glohuli ros!;i di coniglio irradiati in t•itro con raggi X l' raggi U. V. 

La t ecnica spl'riruentale impiegata è que- llo c he è stata già descritta in una preceden te 
p ubblicazione 4 • 

Lo so~tanza in e8ame. come è dimostrato dai dati presentati in Fig. l , è risultata molto 
atti\'a nel rendere i globuli di coniglio pi it sen~ihili all'azione di'i ra~tgi X e dei raggi U. V. 
che provocano il rilascio del cont enuto intraccllulare di ione potassio. La figura si riferisce 
alle concentrazioni di iotalruuato indicate in didascalia. Toli concentra:tioni sono quelle che 
determinano l'e(felto ottimale, cioè a dire l'effetto che non aumenta ulteriormente di inten
·sità cou l'aument are della concentrazioni'. 
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Fis. l. - Curve doae-elfctto per la perdita di x:+ da eritrociti di cooicllo, .. poati l11 • ilro aUo uclìuioni X (•) 
e U.V. (b) in prooenu di acidoi otalamlco. La coooaotrulooe dell'addidTo ~: 10-• M oe.Jl' .. pooisiooe 
ai ragl X: .; . IO - 1 &t neU'eoposisioM ..Ua luce ult.raviol..tta. Aooloae: e'lfmm'. Ordinate: % del conte

nuto di x:+. 
- • - • - • - coouolli irradiati oeoza adclìtivo 
- o-o-o - con •Aiuuta eli additàvo 
(osai puoto è la media di 12 eoperimeot.i). 

Tanto nella irrodiazione X (•he in quella U. V. l'effetto sensjbilizzante dello iotalamato 
ba dimostrato una tendenza ad aumentare di intensità in funzione della dose di radinzione 
cd è risultnto superiore a quello di concentrazioni equimolecolari di ioduro di sodio o di 
composti iodurati alifatici '·7 • I valori del« Dose Modifying Factor» calcolati a livello della 
DE~0 sono risultati 0,32 per l'irradiazione con raggi X e 0,37 per quella con raggi U. V. 

Analogamente a quanto osservato con gli altri composti iodurati, anche l'acido iotala· 
mico è attivo soltanto se presente nel sistema al momento dell'irradiazione. È stato infatti 
osservato che l'effetto sens.ibilizzante era del tutto assente ae i globuli rossi erano lasciati 
per 30 min in contatto con la sostanza iodurata, poi lavati per centrifugazione e risospesi 
in soluzione tampone freBCa subito prima dell'irradiazione con raggi X o con raggi U. V. 
Del pari, nessuna modificazione dell'effetto delle radiazioni è stata osservata quando ai ag· 
giungeva l'acido iotalamico a globuli rosai subito dopo l'irradiazione. 

È stat o eBCluso l'intervento di speeie tossiche stabili o a l unga durat a, in quanto i 
globuli rossi non trattati aggiunti a soluzioni di iotalamato irradiate rispettivamente con 
6.500 rad di raggi X o con 9,6 • 10' ergfmm.' di raggi U. V. non mostravano, dopo 24 ore 
di conservazione a 4oC, una maggior perdita di K+ rispetto alle cellule di controllo. 

I risultati sopra riportati danno ulteriore conferma all'ipotesi che lo iodio sia princi· 
palmente responsabile dell'attività radioaenaibiliuante dei compoati iodurati e che tale atti· 
vità sia dovuta a un meccauismo che opera attraverso i prodotti tranaienti di radiolisi, a vita 
m edia breve, formati dal le radiazioni a spe.e dello iodio stesso. Appare lecito ritenere che 
la struttura molecolare alla quale lo iodio è legato abbia un ruolo relativamente secondario, 
quello cioè di mantenere l'alogeno in solusione e di permettere che esso ai trovi nel sito adatto 
perchè i suoi prodotti di radiolisi possano efficacemente operare i meccanismi di r adiosensi· 
hilizzazione. 

L'A. ri"'"uia la Sociotl Bra- per aver seotUmoote fornito il ule oodieo dell'acido iot alamieo, il Pro(. M. Quin· 
tòliaoì per i tugorimenti e le dbout~ioJii lo umito al pruente lavoro, e il Sii · V. Pueclo pew l'intel!irate asti• 

"'~nu tec:a.ica. 

Rictvuto il 31 gennaio 1972. 

5 

MABI.\ ANTONIETTA 0RTU-B USELLU 

Laborator i di Chimica Biologica 
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Rapporti tra teoria del bersaglio e teoria dell'affidabilità 

La teoria del bersaglio (tar8et th,ory), proposta molti anni fa da Crowther 1 e ampia
m~nte sviluppata dn L ea z, si occupa degli effetti delle radiazioni sui microorga.uismi e !JW 
sistemi di cellule indipendenti. 

Partendo dall'ipotesi che la morte della cellula (in genere intesa come morte riprodut
tiva) dipenda dalla ionizzazione prodotta in qualche suo punto critico, detto bersaglio, o 
nelle vicinanze di questo, la teoria riesce a descrivere cd intcrpretnre un certo num~ro di 
fatti sperimentuli. Più precisamente, è possibile in alcuni casi prevedere il comportamento 
de [la sopra vviveozn (definito come il rapporto tra il numero eH cellule sopravvissute e il 
numero di cellule presenti inizialmente) in funzione della dose di irrnggiamento ed ottenere 
dai dati sperimentali utili informazioni (p. es., dimensioni e numero dei bersagli presenti 
nella cellula). 

L e formule (1), (2) e (3) mostrano i risultati più conosciuti dello t eoria : 

S(D) = e-J.D ; 

S(D) = l-(1 - e-lrD)n; 

m-1 

S (D)= o-leD)- (k~)' 
_ , " 

o 

(l) 

(2) 

(3) 

La prima formula è ricavata nell'ipotesi cbe in ogn:i cellula sia presente un solo bersa
glio, il qltnle, unn ,·oltn colpito. determina la morte della cellttln stesso. 

Ln costnnte k che ivi compare è l'inverso della D 37 , cioè della dose che riduce al 37% 
la popolazione iniziale. 

La seconda formula si ottiene supponendo che siano presenti n bcrsagU e che .la morte 
sopravvenga solo dopo che l'ultimo t.li essi viene colpito. D parametro n, che comptu e nel
l'esponente, è uguale al numero di bersagli che si suppongono esistenti nella cellula. 

Ln terza fonnula si ricava dall'ipotesi che sia presente nn solo bersaglio, il quale, però, 
ha bisogno di essere colpito più volte per dar luogo all'effetto letàle. 

Il parametro m, che compnre come indice nel sommatorio, ~ appunto il namero di vohe 
che bisogna colpire il bersaglio per avere la morte della cellula. 

La teoria dell'affidabilità (reliability lheory) è stata sviluppata per trovare le soluzioni 
migliori da adottnre nella progettazione di. complessi ad alto grado di sicurezza e per poter 
scegliere con obiettività tra complessi svolgenti le stesse funzioni. L'affidabilità di un com
plesso è definita come « 1a probabilità che questo furu:ioni senza guastarsi per un fissato 
periodo di tempo e in d eterminate condizioni di lavoro e ambientali» 3• 

A nn. bt. Supor. Sanit4 (1972) l , 147-1'8 
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Suppon~ndo che il generico guasto sia a carattet~ catastrofico (cioè. impro,>-i-o ~ to· 
tal~) ~ che la probabilità irtantanea di K'Jallto rimllllla co!tantl' nel t~mpo. si Lrovauo. per 
opportun~ confi~rarioni. i teJUeDlÌ ri5ultati; 

R (r) = e-1t ; 

R (t) = 1-(1-e-.l.l)n; 

m-1 

R (t) = e-1 , '\. 
- l 

o 

(À' )l 
--rr -

(l) 

(.>) 

(6) 

Menlre dalla (-t), r~lath a al componente st'mplire. !Ì vede che la probabili t .. di funzi"· 
namento decresce esponenzialmente nel tempo (l 6 la probabilitl i~tantanea di gua!to). 
la (5) mostra come sopra,·vh·ono quei comples<J di n elementi che funzionano liocL~ OPf'ra 
almeno un el.emcnto (nell'ipotesi ch e tutti gli clementi del comples>o l1n·oriou contempo· 
ranenmente). 

Lo (6) rappr~nta inv~ce la legge di affidabilit il per quei cou1plcui di m elementi in 
cui fu nziona un solo elemento alla , ·olto: qunndo l'elemenlO in f1mriont• si guasta. un com· 
mulolore {di cui si suppone infìuht• l'oflìdabilità) ne meuc in funzione uo allro; e <'u3l via, 
fr:o ol ~va&lo ddl'ultimo elemento rirna•lo. che segua la « morlt'» del compi~350. 

Le legp di sopra"' ivell%a e di aflìdabilitll riportate sono o du~ a due formalmeule ana· 
logbe. Tutl&via. è bt-nl' notare c:he questa analogia non 6 causale. ma sostanziali". Essa è
con<LCplC:OW diretta dt!le ipotesi ao'tlo cui &ODO st ate ric11' ate le due §ene di formule, ipot~l 
a due a due equiçalenti. 

D'altra part~. le !egri di afiidabilit/l aono ,oggcttc ad ulteriori e•plicitc rhtriziooi (guasto 
a carattere catastrofico, costanza d ello probabilitù islantnnea di gua•to). Si può. perCJu 

con,idernre la teoria del be1'8a!;lio come un ca o particolare tlt·lla II'Ortn dcU'affidaLilttù, 
in qunnto quut'uJtima tratta più gcneraJmcnle di sistemi e dd loro funzionamento §Otto 
certe condizioni. 

t quindi ragionr,·olmcnte pr e umibiJ,. cbc i r iruhati dcll.t teoria ùell'affidahil1ti1 po•· 
~ono t"'"('re traS'c:riti in campo r adiobiologico e cbe l'i possa ottenere anche qualcbC" infor
mazion~ intoruo ai meccanismi di riparazione, sfruttnndo le cono-ceuu rn allidnbilì t:l dei 
comple<o5i nutoriparat;vi (complessi con linee di guasto t'd e,·entuali automi autoriparantu>i). 

R it'nulo il 5 aprile 1972. 

1- R ''t' O l.U~<.I ( '" J 
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Distribuzione della radioattività del glucosio 14C 
in vari organi di Carassius auratas 

l ntrodu:ione 

~egli 1ùtimi anni sono state fatt e numerose ricerche sul metabolismo glucidico Ùef!li 
animali et erotermi t.a. Dalla letteratura esaminata, tuttavia, risulta che i dati relativi 
n studi del genere in f.ora.uius auratus sono notevolmente scarsi. Ci siamo perciò propo· 
sti di esaminar~ l'utilizzazione ùi $uhstrati glucidici marcati con isotopi radioattivi nei 
vari organi del suddetto animale, a diverae temperature di acclimat.uione. La prima fase 
drlla ciceren, ctù si riferisce il contenuto della presente nota, è consistita nell'inùagnre 
.ullo incorporazionc o tlistribttzione, in vari organi e tes~uti, tlclln radioattività da gluco
sio 1 1C, sorumjJIÌstrnto per iniezione intrnmuscolare . 

• l:fetodo 

~ono stati utilizzati due jrruppi di quattro pc5ci ciascuno, uno a :! lOC c l'altro a Lù'1C. 
O.:ru nnimttlc è stato ~ucrifìcato dopo ltu'ora dall'iniezione, per v:ia intramuscolare, di 10 ~tl 
ili una soluzione di glucnsio o•tiformcmcntc marcato con 11C, contenente n IO fl-C in 
60 m p.moli. Da ciascun pesce so11o ; tati isolati a freddo e pe!ati cuore, renr, l'•·gato, 
cervello, muscolo e In carcassa residua, privata degli altri organi internL 

Per o~ni te.isnto è stato allestito un est.tatto idro-alcoolico con la tecnica tlescritta 
da Delofl'-Chalu e' al.~ e In radioattività tot.'lle è statu misu.ratn io IlOti nppnrccchia
tura n scintillnzione liquida w•ondo micro aliquote dtli campion.i adtliziouati a lO mi tli 
liquido tli llray. (Jna pnrte del tessuto muscolare è stata invece cst rnttn con nm1 rni5cela 
di cloroformio: mctanolo 2:1, allo scopo di evidenziare una evtmtualc incorpornzionc tlella 
rnùioattivitù ùal jrlucosio nella fra~one Lipidica 5• 

Ri~ullati e to11clusioni 

'iella Tab. l ,j >ono ripMtati i risultati rdutivi alla inco.rpor.1aoue dd ,nb~trl\lo 

IUt\rcnto uei , ·ari llr!(3ui e tcosnti, espreSl'i cmne: radioattività totale per ;-iascttn nn;ano; 
radionttivitil specifico, in rlpmjmg di te.>3u to; percentuale della l!'ilolionttivit11 iniettata. 
Dalla tabella l:'i osoerva dm l'iucorporazione più devota, fra gli orglllli inter1ù, è a t•arico 
,lei fcrzat!l, con vnlori nscillanti fra l' 1 "{, e il 7 °{, della radioattiviti) totale ini,·ttata. 
Seguono cervello e rene, ron \'alori asllni simili per i due orgaru, vnrionti fra In 0.·~ 11 ~ 

<' lo O. 7 ~o. tlltimo è il ··uore. con un valore medio dj incorpornzione pari allo 0.:! "~. '\dia 
• tessa tabella ~i osserva anche che è assente qualunque effetto della temperututa •ulla 
incorpornzione: i vn!ori perccntuol.i non cambiano infatti in modo sign.ificath·o per uno 
stesso organo, al variare di'Un teulperatura. TI muscolo sembra essc~re il tessuto che incor
pora la maggior parte •lclln rndiontth;tà, iu rruanto la carcassa. che è costit11ita in u:ran 
parte da tessuto muscolare, In cui attività metabolica è inoltre as{':lil più elevata tli quella 
tlegli nltri costituenti, ne contiene all'incirca il S2 °~ . Ln frazione lipidica .-~traLta dalla 
cnrcn&i'a • i rivela scar~amemc radioattiva (0.6 °{, della ratlionttività totale inocul<tL:I); in 

.t'lln. 1st .. Super . .Sanllà 19?2 8, 119 1:.1 
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eaaa, per cromatografia su slrato sottile •, ai identifirano fo~folipidi, acidi gr.a-5i, colt·· 
rterolo libero e digliceridi, trigliceriùi, colesterolo estere, 13 carotene. L'anal.i•i chimica 
quantitativa iudica la prcscnzn di IJ W jt di lipidi per grammo di tessuto e~amioato. 

TABEL!.A l 

CERVELLO l Hl, NE l CUO RI l FE CA T O l 
T<'wpe.ratwè 

dr no l dpmfms l ~ l l l l l dpm{mg l o., 
•C dp~· l dpmJms l ~;.l d p m l dpm/mg l "• l 

d p w 
\ Ota • totali 0 1 totaU l l 

LOtah 
l 

3 1~ ~o~ 
l l ~I l 1.489.1901 ,3, ~ l 4 060 o.~' 322.3501 :.518 

::~ 1 
- l - , 9:1 

H5.410] 2 . 775 o ,4) 22·1 .8401 :!.614 ~II . Zf>'ll ~ . 7 l0 b81.88>1 l 6:1 
Z·I·C 

O,l j 4 73. 0001 l : :~ l zausoj 2. 990 0 ,6, 132.3001 2.M6 0,3 56.liS 2.4~q 2. 83:! 
336.3001 3 .8H l o ,7, 126.3601 1.4S~ 0,3, 81.2101 4 .9.;:; o.~, 776 .0~81 3 :;~u l ,') l 

l l l 
314 .5101 4 .430 0,7 366.2801 :.9:t3 o,a

1 
476.0.>o

1 
9.331 1,0 : aq: .:ao 8 0'1~ l · n ... 

J6<C ~1)8 , 710! 11.556 0,7 264.2801 3. i7.:t 0,61 80.7101 6 :ou O,ZI 6~3. 1201 4 . 0 1b ) I.S 
Zl8.2.40 3.52.0 0,5 229.8421 2.4'1-1 0 , 5 140.131 3 6UO o.~, 6l!Y .0:11 :!.ll'J j l ,7 
298.:80 3.389 0,7 191. 107 !.463 0,1 8UZOj 4 0?6 0 ,~ 66~ .~zo 4 . 0'>1 , •• o 

l 

L'estratto alcoolico della carcassa l' stato dapprima analizzato mediante cromat.,. 
grafia su cann 4• l n tal modo però si evidenziano soltanto due macchir raclioattiw 
corrispondeuti al glucosio e all'acido lattico, pcrtonlv l'anali~i i• stata ripetutu mcdiaulc 
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f'•a· J. - Sep.aruioar pu cromatop-ana .-u reaioa aoiOAic.a dtgli lotcrmedi gJicolttici preseuti oe.U·eflratto aJeoobcn 
drtla ~c.u•• di C•rouiu1 Aurorut. 

(Giu- glu..,.io: Lao - acido lattico 1 Pir- acido plruvioo ; CIP- alucoti<>-1-fosf•to; DUAP
diidrouiecctoufo•fato: GòP • glu.nc»i~fo•fuo). 
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cromatovafia su colonna a scambio anionlco 1• Con tole tecnica • i c,;denxiano tntti ~ 

intermedi dtlla glicolisi come è dimostrato nella Fig. l. nella quale qj nota che la radio· 
nuh;tll del glucosio-l-fosfato è più elevata di qudla del gioco io-6-fo!'fato. Su que~ta 

intuc!'~aote ossnvazione si ! t anoo attualmente '"·iluppaodo le ulteriore indagini. 

(;Il AA. tb>J<&.lioao il s., . Carlo C.ot•llo ~· lo <OIIoboruioat ltflSÌ( I r~·lll"-

Rirn>uto il 15 febbraio 1972. 
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Effetto dell' acclimatazione termica sugli enzimi 
della glicolisi in Salmo gairdneri 

La velocità di utilizzuione del glucosio nei tessuti di animali pecilotermi è controllata, 
tra gli altri fattori, dalla temperatura ambientale 1-'. Tuttavia, le informazioni attualmente 
diaponihiU sull'azione eaercitata dalla temperatura aul metaboliamo dei carboidrati in 
animali pecilotenni sono pintt{)ato frammentarie. 

Abbiamo voluto perciò eaaminare l'attività d egli enzimi glicolitici in tessuti di trota 
iddea (Salmo gairdneri), acclimatata a freddo (40C) e o caldo (200C), allo SCOptl di. individuare 
alcuni dei fattori limitanti la glicolisi nei processi di acclim.ata~one termica. 

Le trote, fornite da un allevamento locale, &{)no state acclimatate per due settimane 
in vasche munite di termostato, pompa d'aereazione e filtri del la Acquari di Bologna. TI 
cervello, il fegato ed il muscolo d ouo-laterale, prelevati r apidamente in ghiaccio e pesati , 
sono stati omogeneiscati in Potter-Elyehjem in tampone fosfato 0,04 M, pH 7,0, in modo 
da avere una concentrazione final e di 100 mgfml. Dopo crntrifngazione a 23.000 x g per 
20 minuti a 40C in uno centrifuga MSE 25, aul supematantc sono stati misurati, a1la tempr· 
ratura d'acclimatazione, gU enzimi dello glicolisi <'OD i metodi di Bcrgmeyer •. Le attivi t à 
enzimatiche &{)DO ! tate determinate con uno 6pettrofotometro Gilford mod. 2400. 

L'acclimatacione a caldo ha come risultato un nw:nento p:ene-rico di tutti gli enzi10i 
della glicolisi nel cervello (Tnb. l), nel museo! o (T ah. 2) nel fP-gato (Tab. 3) di Salmo gairdnt>ri. 

TABELU l 

E tl'etti dell 'acclimatazione eull 'atti-rità tn vltro degli enzin1i slieolitici 
del cervello di Sa l mo galrdnerl 

r-------------------------------~--------------------1 
T emrJUatura d l aocli:mat6l.zlone 

Ej'\Zl~l l 

4•C :oq .. 

Fos:f.ogfucomuta5i . 0,24.::0,03 :,o=:o,s 
Esoo.hl.D"c• u-e.,cc tra-
Clucooio-6-Co•lato cleidroceaui . 0,30 ;- 0,05 0,9±0 ,1 
Fo•fogluooltomerul 1,2•1 :!: O,OJ : •• ± 0,3 
) 'o•CoCrntochù>ui . 0. 20 := 0,05 0,6 ±0,1 
Aldo la .. 3,2 = o,s 9=1 
Triotiofo..Cato.domer .. i 4lz: l 25 ±l 
CU.UOCoolato deidroatuati J,S=O,OS 1,o.::o. 1 
Clioc.raldeido- 3- !os!ato deldrogeull>Ì 6:::1 Jl ::::: 
FOi!ogllouochioaJl 14 ::: 2 25 ± 2 
Fodoglicerocnutall 2,2=:o,s 1, 9±0, 4 
Eaala;i 6,, ± 0,4 8,6.::::0,7 
Pirovato chi.oati Il± l 34 .:: 5 
Lattico tlcidroaeoasi . 18 ::; 8 40 :!: 6 

l rJ,.u tat.i, e.1pre11i iD JJ.mo.lifm.i,:QfC di teuuto fre:tco, • oao le medie dJ eeu e ••porlmentj :t l ,t..m . 
Le. mjso~ •o·uo ttate uepice • 4°C o 200C rùpeu..iva.mto..te, in Wpeadeo.u dalla temperatura dj aodiatatazlouc. 

~~In. Ist. S uJIPr. Somtd (1972) l, 1S2- 1S.; 
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TABELLA 2 

EfFetti •e11 'aedimataaione sull 'attività in vitro degli enaimi glicolitiei 
del m~UColo di Salmo gairdneri 

Temperatura di aeclimalaziooe 

EXZ I )ll 

}:'oafoglucomutui . . . . . . . 

1-:•ochio.a•i . . . . . . . . . . 

Clucooio-6-lo•lato deidrogeuui 

FotCoclucoi.tomenJÌ 

Foo(o{ruttoc:hinui . 

Aldola•i .. ... 

'Tr io.!ofosfatoisorncraai 

Clic~rofosfat,o deidrogtnu, i 

(';lic'f"rflldeide- 3- fo,.f•JtO deidrogenasi • 

Fo,fogliceroehinas i 

f.~ o~ fos1 iet-romu ta i i 

1-:oolaJi 

l'iruvato cbina!I Ì 

Luttico deidrogena~ i. 

~ ·c 

0,9:: 0,:! 
tracce 

0 .22 ::!: 0,01 

7,5±0,5 

1.1 ::t o.~ 

~I = 3 

32 ::-·l 
J.J ,8 ± 0,1 

9 = l 

:c 2 

:' .5=0.3 

15= ~ 

30 -': 3 

15·1:-: 36 

20•C 

4,2:::0,5 
tracoc 

0,20::!:0,02 

25 ± 2 

6,9 = o,s 
39= s 
42 ::t 4 

!3,4:=0, 3 

11 ±3 

68: Il 

13::t l 

:!5= 3 

63 ::t 9 

l?Z ± 26 

( ri!ultati, espreui in fJ.molifmin/g di t.etJuto freseo. tooo le mcJie di nove t!perimenti ± 1 . e . m . 
Le m.iJure tono uate ttt(Uite a 4°C e 2.0cc ritpettivameot~. io diptodt.n:ta Jfilla tt'mperatura di acclimataz.iooe.. 

T \llf:LLA 3 

Effetti dcii 'acclimatazione sull'attività in uitro degli enzimi glicolitici 
del fegato di Salmo gairdneri 

Teruperatura di acclimatazione 
. 
i 

E :-l Z I ~l l ---, 

.-o!foslucomuta.si 

E~oebinui . .. 

Cluco.tio-6-fo.sfato deidrosen&si . 

FoAfuslucoiJomerasi 

l:';)8fo&uttoebioaai . , 

Aldolaoi ..•... 

TriotoCotCatoisomerasi 

Clice.ro(otfato deidrogenati 

Cli«r&ldeide-3-(o>(ato deidrogena;i . 

Fo!(ogliceroehinaai 

r,~rogliceromntaai 

Enolati 

Jliruvato cbiua.ti 

Lattico deidros-ena•i . 

: ,04::t0,06 

0,48 ::t o,os 
3,I::t0,1 

1,7±0, 3 

1,0 ±0,2 

~.4 ± 0,4 

20 ± ~ 

18::t 3 

11 = 2 
IS ::t 2 

7 ,4±0,1 

6 ± 1 

109 ~ 6 

l 
_l 

8,7 = o,s 
1 . ~ :::. 0,3 

9,6-: 0,8 

26 ::t 2 

2,7 :::: ù ,6 

3,3 .. 0,3 

54 ± s 
~3. ~ 

26 :'" l 

38 :::: 3 

3,1 ± 0,3 

IO -1. l 

4,4 :' 0,1 

250 = 27 

[ ri.!ultati~ e!preni iu }JmolijmjnJ•g di tec .. u to freac:o. tono le medie Ji no,•e uperimenti :!: 1 .c 
Le mi..surc sono 5tatt ueguite a 4°C e 20° C r;spettivamente, io dipendenza dalla temperatura di acdimoto'l.ionc. 

A nn. l st. Su per. Sanità (!9i2 ) 8, 152-1&5-
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Nel considerare il oignificato delle misure da noi eO'ettuatc, dobbiamo t ener presenti 
alcune limitazioni sulle quali conviene• richiamare l'attenzione. Abbiamo effettuato, ad es. , 
]e noetrc misure su organi in toro scuza preoccuparci della topografia etel'ogenea degli enzimi, 
nè ci siamo curati di distinguere tra le diverse componenti catalitiche d ci tessuti per uno 
stesso substrato. P oichè misuravamo le attività degli enzimi sul sovrana tante abbiamo veri· 
ficato se nel residuo, che rimaneva dopo aver centrifugat o l'omogenato, restava dell'attivit à 
enzimatica, l egata alle membrane rnitocondriali, c di quale entità essa fosse. Abbiamo co•l 
-constatato che tale attività non era mai superiore all0~0 ri spetto a quella del sovranatante. 
Nel cervello c nel fegato, tuttavia, i valori dell'attività dell'esochinaei erano, sia nel sovrfl· 
natante che nel precipitato riso~peso in tampone fosfato, inferiori alla sensibilità del metodo 
impiegato (0,2 !lmolijminfg di tessuto fresco). 

La determin:1zione q uantitativa deg!i enzimi glicolitit:i individ uali , ottenuta dall':malisi 
in coudizior.i ottimali di concentrazione di sub~trati e coenzimi, non darà ovviamente infor· 
rnazioni rispetto alla loro operazione in un sistema multicuzimat ico vivente. Tali determina· 
zioni permetteranno però di r ivelare le capacità dei singoli enzimi. L'aumento dell'attività 
degli enzimi della glicolisi dopo acclimatazione a caldo è probabilmente dovuto ad una 

·que~tione di carattere t ermodinamico. Si ha un aumento omogeneo, a caldo, delle attività 
enzimatiche e si può, in linea gen erale, affermare che tr:t le cap acità d egli enzimi dei peSt'i 
acclimatati a freddo e di quelli a cclimatati a caldo e.iste un rapporto di l : 2. Eccezioue 
int eressante a questo aumento omogen eo della capacità degli enzimi glkolitici a caldo 
è l a fosfoglucomutasi che a 180C lta una capaci tà 8 volte maggiore che a 4oC, suggerendo 
un'at tivazione della glicogenolisi negli animali acclimatati n caldo. L'attivazione della gli · 
cogenoli~i è confermata sia dall'aumento dell'attività della fo~fofruttochlnasi che d alla 
diminuzione d el contenuto di glicogeno, ossen ·ata a caldo da Dean 3 • 

L'effetto sulla fosfoglucomutasi oeservato nei tre t essuti esamin ati suggerisce un unico 
punto <'hiave del processo di acclimatazione a l ivello del gluco;;io-6-fosfnto. Quest'ultimo 
è infatti i l substrato di quattro enzimi in competizione: glucosio·6·fo~ato deidrogenasi, 
fosfoglucoisomerasi, glucosio-6-fosfato fosfatasi , fosfoglucomutasi. 

A prima '";sta il pathtcay favorito sembrerebbe essere quello della ossidazione degli 
esoeofosfati dat o che, fra i quattro enzimi, l a glucosio-6-fosfato deidrogenasi, proveniente 
-d a diverse origini, possiede il Km più basso per il glueosio·6·fosfato 6• Tuttavia, un fattore 
p articolarmente importante è la specificità allomerica d ei quattro enzimi sopracitati •. 
La fosfoglucomutasi e la fosfoglucoisomerasi agiscono sull'o:·glucopiranoso-6·fosfato, mentre 
J a glurosio·6·fosfato deidrogenasi agisce sul ~-glucopiranoso·6-fosfato 7 • Secondo Sols 
et al. 1 , la velocio.à di anomerizzazione spontanea del glucosio è il fattore limitante nella 
utilizzazione dello shunl dei pento5o fosfati ; tale velocità è di 0,01 !lmolifsec di g.lucosio·6· 
f osfato a 4CC ed è circa quattro volte più grande a 200C. La temperatura d'acclimatazione 
p otrebbe, perciò, agire dirett ame11te sull 'uso alternativo o cont emp oraneo della glicolisi e 
d ello shunt semplicemente aumentando o diminuendo in base alla l egge di Arrhenius In 
velocità di anomerizzazione del g lucoeio·6·fosfato. 

Ricevuto il 30 marzo 19i2. 

(•) Oophe dei Laboratori di Chimica Biologico. 

A:":-IA ROMANO (*) e CECILIA B EDETTI (*) 
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Effect of some antiarrhythmic 1,5- diphenyl hispidin derivati ves (*) 

on in vitro oxygen uptake and glucose utilization 

of rat heart muscle 

An antiarrhytluuic activity of some 1,5-diphcnyl-3,7-bis(hydroxyalkyl)· nnd 1,5-dit)heuyl 
-3,7-bis(metboxyalkyl)-bispidiu-9-ones ond -ols synthetized by onc of us 1• 2 in tbis labora
tory has been previously demoustrat cd by Cartoni , Figini and Carpi 3 • 

It is well known that some antiarrhythmic drugs, particularly quinidine, are capablc 
of inhibiting a numbcr of enzymes involved in thc oxidation of glucosc ' · ~ nnd it h as been 
suggested tbat the prolonged recovcry period of hear t rnu!>cle rnay be depcndent upon 
the depression of the energy-yielding reactions of carbohydrate mctabolism. 

In the present work the in vilro effcct of tbc 1,5-diphcnyl bispidin derivatives ou the 
oxygcn uptnkc and glucose utilization in rat heart m u•cle will bi' compared with thnt of 
qujnidine. 

JUatrrials arrd m ethods 

Male W i star rats weighiug approx. 220 ± 20 ~ were u,ed. Thc conditiun, of incuhation 
were the snme as tbose described by Mnthur nnd ~foklrr 0• T wo or threc heart slices of 
0.5 mm tltickness weigbing about 300 mg wcre prcpared with a Stadic R igg- microtonH· and 
ploced in Warburg vessels containing :1.0 ml of the medium de.cribcd by H c-~ and Haugaard 5 

( "nCl BB m~f, Na2liPO, 40 m'l\[, K CI 5 m)l, MgC12 2 m~[) and glucosc 10 mM, pll 7,4.. 
Ali substnuCf'8 studied were dissoh·ed in distilled water nnd subsequently neutralized (cxcept 
2099 I. S. di.solved iu water with Tween 80; thc same nmount of Tween 80 and sodium 
perchloralr were add<'d in its contro! cxperirucnt~) and addcd frorn the sidc nrm at a fmal 
concentration 0.5 ml\f. The r eaction vessels, gasscd for 5 miu witb oxygen, wcre incubated 
a t 370 C for 2 hours. The thermobarometric contro! vessel containcd m cdium with glucosc 
but no drugs or tissue. Thc rcaction was stopped at thc eud of two hour~ aftcr removiu~ 
the tissur slices by addirtg 0.15 ml of pcrchloric acid 6.6 N , then the samples were centrifu
gnted for 10 min at 3000 g. Thc supcrnntant was analy zed for glucose content by thc enzy
matic method of Bergmeycr and Bernt 1 based on the oxidation of glucose, with n Beckman 
DK-2 spcctrophotometer. The total volume in n eu vette was 1.3 ml, in which 0.05 mi w a• 
the sample diluted l : 15. Thc value, of extiuetion at 450 nm were used to calculatc thc 
glucose contrnt in ench samplc. Thc tissuc utilization of glucosc wns considered thc dilfe
rencc between the initiol glucose content in thc thermoboromctric contro! vcssel aud the 
glucosc content in each vessel aftcr incubation. 

( •) Abbroviat.iooJ: 2099 l . S., J,S-diph~nyJ.J,7-bi•(P·diothylaminoethyl)·biopidin 9-ol triper<>hlorate; 322 1 l. S .• 
l ,S·cllpbenyl-3,7-bio(2' metboxycthyl)·hi opidiu·9·on•; 3225 l. S .. 1,5 ·cllpbenyl·3,7·bio(3' metboxypropyl)-bispidin-9-one: 

3 231 I. S., 1,5-cllpbenyl·3,7·bio(2' mothyl-3' bydru•ypropyl)-bitpiclln·9·onc: 3232 I. S .• J,j .dipbenyl·3,7·bi•(3' bydroxy· 
propyl)·biopiclln·9-onc. 

A nn. lat. Supcr. Sani tò (19i2) 8, 1 ~6-loS 
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Results and discussion 

The cffccts of quinidine sulfate and 1,5-diphenyl bispidin derivatives at concentratiou 
0.3 m:\'1 on oxygen uptake and glucose utilization are presented in Table l. 

The contro l values for oxygen uptake in heact slices ace in agreement with the results 
of )fatue and )fokler6 : 3.9 f.d jmg dry tissucfhr in the present experiments(*) and 3.6 to 4.1 fLlf 
mg clry tissnefhr in thcir experiments. The inhibitory effect of quinidine sulfate on the 

TABLE l 

Effeet of quinidine !mlfate and 1,5-diphenyl bispidin derivatives on oxygen uptake 
and glueose utilization in rat heart sliees 

Drug• 

So dru~ ...• 

(lulnicline sulfate 

~09') l . s .• 
:1~2 1 L:;. 

3~:.! :; l. :;, 

:1~31 L :5. 

.t:!32 I. s. ·l 

No. of 
f'xperimenu 

!6 

4 

Oxygeo uptake Glucos e utiJizatioo 

J' molujg of tiu ur. wet weightj2 hr 

p p 

70.9 ± 3.3 40. 7 ± 2.6 

·10.9 ::!:: 4 . 1 < 0.001 27. 4 ± 4. 7 < 0.05 

6Jl.O ± 4.8 N. S. 27.8 ± 3.5 l'i. s. 
70.8 ± 4.2 N. S. 35.3 ± 6.0 N. s. 
87 .7 ± 8.4 < 0.05 3~.7 ± 5 .8 < 0 . 1 

54.4 ± 3 .9 < 0.01 30.4 :!: 3.9 < o 05 

71.6 :!: 2.4 N. S . 39.9 ± 2.0 x s. 

E><perimental conditions : tissue (about 300 mg) wao incubate<l in 3.0 mi of medium (NaCI 88 ru)f, Na,HPO• 

·IO o: 1M, KCI 5 ruM, MgCI, 2 mM and glucose 10 mM), p H 7.4 at 37• C in O, for 2 hours. Tbe coneentration of 
~~ompouods, when preseot wu, 0.5 m~f. 'l'be g lucose cooteot was determined witb Bergmeyer and Berut1 wethod . 
. \fenu valuu ± t taodard deviation . 

• 2099 I. s. WfttJ diuolved io water with T"een so. the coutrol volues with the &n.me omount ot 'fween ao 
nn d cqu.imolar amo1111t or sodium peroblorate were respectively 67.5 ± 4.9 and 28.7 :!: 2.4 for oxygen uptnke and 
gluco~e utiJization as means or S experiments. 

oxyg<'n uptake (42% ) was sitnilar to that found by Hess and Haugaard s ('U.% ) but larger 
than that r eportcd by ì\latur and Mokler 6 (27% ). Among the 1,5-diphenyl bispidin deriva
tives 3231 I. S., the compound with a branched carbon chain, inhibits the oxygen uptake 
(H%, p < 0.01) and behaves similacly to quinidine sulfate. The inhibitory cffect of 3231 
l. S. is apparent from the beginning of the incubation and remains constant during the 
incubation pcriod. Compound 3225 I. S. has a slight but significant (p < 0.05) stimulatory 
cffect on tbc oxygen uptake. The other compounds were found to have no effect on the 
in vitro oxygen uptake of rat heact slices. 

It may be seen from Table l that quinidine sulfate inhibits the glucose utili2ation 
by heart slices. In the present experiments this effect is, however, less pronounced (33%) 
than that found by other authors s. 6 • 3231 I. S., the compound which depressed the oxygen 
uptake, inhibited to the same degree (25%) glucose utilization (p < 0.05). 3225 I. S., 
the compound which stimulated the oxygen uptake may bave an inhibitory effcct on the 
glucose utilization (p < 0.1). 

It may be concluded that among the 1,5-diphenyl bispidin dcrivatives the active coiU
pound, in the present in vi,ro experiments, is 3231 I. S. Its inhibitory effect on oxygen 

(•) lO CODYert ,(ltuOiet Of O,,·g \\''el \\'Cight1'2 hrs Ìnt o J.ll/mg dry weight/hr~ th.e values WUSt be multiplied by tbe 
factor 0.056) . 

.! nn. I st. Super. Sanità (1972) l, 156-158 
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uptake and glucose utilization i~ similar, at the samt molar concentration, as that of qulm
dinc but le~;, pronounct•d. lt should br noted that Cartoni, Figini und Carpi 3 reported 
that 3231 I. S. had tbc best ratio toxicjantiarrhytluuie eonccntration of this series of com
pound~ on isoluted rabbit auriele, similar t o that of quinidine. Compound 2099 I. S., inac
tivc in tbc prt•;,ent in vitro expcriments was demon~trated h~ thr l->Umt• author, to l1t' vrry 
activc in the in vivo expcriments und about 10 time, less acti\1· thun quiniùint• in thf' in l'Ìtro 
experimenb. 

The othcr antiarrhythmic compounds are without elfect on the in vitro oxygen uptake 
and glucose utilization. Howcvcr, it should be noted thnt severa! potcnt antinrrhythmic 
drugs such no chlorquine anù procainc amide at equal m olar conccntration (0.5 mM) are 
ah o inactive r.. 

TLe rcsults of thr present work indicate tbat thcre is not a cleur corrclation bctwcen 
the untiarrhythmic activity of 1,5-diphcnyl bispidin derivative;, and thr ic biochemical elfccts. 
In fact, compounds 3224- I. S. anù 3232 l. S. which ace without elfect on the oxygen uptuke 
and glucose utilization Lave Ì~J vitro antiarrhythmic effl'cts and are toxic at equa! or lower 
concentration' than 3231 I. S. while 3225 I. S., which is more active as anantiarrhytlunic 
agent than 3231 I. S., causes an increu•e in oxygeu uptake. 

These results sccm to support tbc hypothcoio suggestrd by ,r, t•ral nuthors 6• 8 that 
thc dcpression of carbohydratt' metaboli-rn is rathcr a toxic cfl'cct uf antiarrhythmic drugs 
not a>sociateù y,;tb their therapeutic action. 

R eceived May 4, 1972. 
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