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A. INTRODUCCION. -

1. LA GLANDULA ADRENAL.

La glandul a adrenal produce mﬁltiples productos
hormonales con actividades biolégicas que varian desde
efectos sobre la presién sanguinea hasta el control del
metabolismo intermediario. La regulacidn de tales procesos

involucra mecanismos locales, centrales y periféricos (James,

1979D.

La gliandula adrenal se localiza sobre los rifiones y esta
formada por la corteza y la médula. La primera es responsable de
la sintesis de hormonas estercoides como los glucocorticoides,
mineralocorticoides y hormonas sexuales (Brooks, 1979). La
segunda se especializa en la sintesis, almacenaje y secrecién de

catecolaminas y neuropéptidos (Winkler, et al., 1986).

2. CELULAS CROMAFINES.

Las células cromafines son los elementos tisulares
principales de la médula adrenal y debido a sus similitudes
con las neuronas simpiticas del sistema nervioso auténomo Corigen
neural y secrecidén) son denominadas naranewrsnad. Por ello
gran parte de lo que es conocido acerca de la produccidn
bd secrecldn de neurotransmisores y hormonas se ha

elucidado inicialmente en células cromafines (Carmichael, 1986).



En la médula adrenal existen dos tipos de células cromafines:
las que contienen granulos de adrenalina Ccélulas A) y las que
presentan grénulos de noradrenalina (células B) (Coupland vy
Hopwood, 1966a). Por microscopia electrénica se pueden diferenciar
facilmente ambos tipos de c¢élulas, cuando se fijan con
glutaraldehido y tetréxido de osmio: las noradrenérgicas muestran
granulos mis electrodensos debido a que la noradrenalina
reacciona mas fuertemente con los fi jadores b4 en
consecuencia las células adrenérgicas se identifican facilmente

por contener granulos mas claros (Bader, 1982).

2.1. LAS CELULAS CROMAFINES COMO UN MODELO EXPERIMENTAL.

Las células cromafines adrenales son consideradas un modelo
experimental para los estudios de neurosecrecidn por varias
razones, ellas se obtienen fAcilmente y en cultivo se han
utilizado ampliamente para caracterizar varios aspectos de este
proceso: biosintesis de los granulos cromafines, transporte,
fusiédén con la membrana plasmatica, exocitosis y endocitosis.
Asimismo, se han empleado para investigar el efecto de factores
tréficos como el factor de crecimiento nervioso (Levi Moltancini,
1987) y neuropéptidos: substancia P y encefalinas (Livett, et al.,
1981D). Ademas, estas células participan en algunos procesos
fisioldégicos relevantes como el estres (C(Carmichael y Winkler,
1985). Asi{, se ha propuesto que péptidos provenientes de la
hidrdélisis de las cromograninas A inhiben la secrecién colinérgica
por lo que han sido considerados como péptidos anti estres

(Simon,et al 1988).



‘2.2 CELULAS CROMAFINES Y ESTRES.

Durante el estres la estimulacién por acetilcolina provoca
que las células cromafines viertan su contenido intragranular al
torrente sanguineo. En consecuencia, la concentracié4n normal

de adrenalina en la sangre se incrementa 300 veces, lo que

permite su interaccidén con receptores especificos de varias
células y érganos, incluyendo el cerebro. Ademids la secrecién de
la glidndula adrenal produce incremento de la frecuencia

respiratoria, de la presién sanguinea asi como aumento de 1la
liberacién de glucosa en el higado para la actividad
muscular. Estas reacciones constituyen 1la respuesta denominada
de nelea & eoccane que permiten al organismo combatir al agresor &

huir del peligro (Carmichael y Winkler, 1985).

3. COMPOSICION DE LOS GRANULOS CROMAFINES.

Los almacenes de 1las cé¢lulas cromafines son pequefias
vesiculas, denominadas granulos cromafines cuyo tamafio varia de
200 a 800 am de diametro C(Coupland, 1968 y Eagles, et al 1977) y
una sola célula contiene de 30 a 34 mil vesiculas (Phillips,
1982). Se ha estudiado intensamente la composicién del contenido
intragranular de estos organelos b4 se ha calculado la
concentracién molar de los constituyentes de un granulo cromafin,

la cual se muestra en la Tabla 1.



TABLA 1

CONTENIDO RELATIVO DE MOLECULAS

EN UN GRANULO CROMAFIN=%

Constituyente Membrana Contenido
soluble
Catecolaminas 3' 000, 000
Nucleotidos 930, 000
Calcio 80, 000
Acido Ascorbico 120, 000
Cromogranina A 5, 000
Cromogranina B 80
Péptidos que contienen encefalinas:
equivalentes de Leu y Met encefalinas. 4, 000
Peptidos de 18.2 kilodaltones 150
Péptidos de 8.3 kilodaltones 430
Péptidos de 5.3 kilodaltones 660
Encefalinas libres
Chexa-hepta y octapéptidos) 260
Neuropeptido Y 428
Dinorfina g
Neurotensina 0.8
Substancia P 0.4
Dopamina 3-hidroxilasa 210 140
Citocromo b 1750

561

#Winkler, et al., 1986.



3.1. CATECOLAMINAS

Las catecolaminas: adrenalina, noradrenalina y dopamina son

los principales constituyentes moleculares de los grinulos
cromafines y por ello son marcadores especificos de tales
estructuras. La concentracién de catecolaminas dentro de los

granulos es extremadamente alta, del orden de 600 mM (Bader, 1982)
lo que equivale a 1la concentracidn especifica de 2.5 umols/mg de
proteina. Ademas, se ha demostrado que el calcio es el catidén mas
abundante de la matriz granular (Phillips, et al 1977). Por
resonancia magnética nuclear (Granot, 1978) se puso en evidencia
la formacién de complejos entre catecolaminas, ATP y calcio in

vithe, en proporcién de 33:4.5:1, respectivamente.

Actualmente, se acepta que 1la presencia de granulos
adrenérgicos y noradrenérgicos en las células cromafines varian en
funcidén de su localizacidn y de la edad del animal. En los
mami feros, la cantidad de granulos adrenérgicos es menor en la
infancia y aumenta hasta la edad adulta (Stanton y Woo, 1978). La
concentracion de dopamina dentro de los granulos cromafines es
minima, y excepto que es el precursor de la noradrenalina, no se
le ha asignado una funcidén fisioldgica precisa C(Dalmaz y Peyrin,

1978).



3.2 CROMOGRANINAS.

La cromogranina A es la proteina mids concentrada de la matriz
granular (Winkler, 1976; Hogue-Angeletti, 1977) y representa el
40% de las proteinas solubles por lo que se considera también un
marcador especifico (Winkler, et al, 1974D. En los
grénulos cromafines existe ademas 1la cromogranina B, sin embargo
esta se presenta en pequefias cantidades. Se ha sugerido que 1la
funcidén de las cromograninas es regular la presidn osmdtica

intragranular CHelle, et al., 1985).

3.3. DOPAMINA [3-HIDROXILASA Y Mg ' ATPasa.

Los granulos contienen numerosas enzimas localizadas
en la membrana o en el contenido granular. La dopamina
3-hidroxilasa (DBH) es la enzima que cataliza 1la -hidroxilacidn
de la dopamina, el Udltimo paso en la biosintesis de 1la
noradrenalina (Kaufman y Friedman, 1965) y es considerada
marcador especifico granular porque se encuentra tanto en el
contenido soluble como en la membrana dgranular (Winkler, 1986).
Otra enzima presente en la membrana granular es la ATPasa
dependiente de Mg++, responsable del gradiente transmembranal de

pH y del potencial de membrana (Kirschner, 1975 y Phillips, 1982).



3.4. ACETILCOLINESTERASA.

Gratzl y colaboradores (1981 y 1984) han demostrado que los
granulos cromafines contienen actividad de acetilcolinesterasa
CAChE>, la cual puede ser liberada junto con adrenalina bajo
diferentes condiciones in vitns.,. La presencia de esta enzima

en los granulos cromafines ha sido dificil de demostrar, debido a

que se encuentra mas concentrada en otros compartimientos de
las células cromafines (en membrana plasmatica y reticulo
endoplasmico) que podr{an contaminar la fraccidn granular
durante su aislamiento (Winkler, 1986). Posteriormente, Burgun Yy

colaboradores (1985) prepararon granulos cromafines en presencia
de ecotiopate, un inhibidor de AChE impermeable a membranas
bioldédgicas (Brimi join, 1983) y se inhibidé 15-20% de la actividad
de la enzima respecto a 1la cuantificada en ausencia del
inhibidor, 1lo que indica que el resto de 1la AChE es
inaccesible al inhibidor porque es intragranular. Por otro lado,

granulos cromafines purificados por dos metodos se lisaron y se

demostré que la liberacidn de catecolaminas Yy dopamina
3-hidroxilasa soluble varié ligeramente respecto a 1la de
acetilcolinesterasa. Para explicar este hallazgo se propuso la
existencia de subpoblaciones de granulos cromafines con AChE Y

otros carentes de ella (Burgun, 1990).



3.5. FUNCION FISIOLOGICA DE LA ACETILCOLINESTERASA.

La funcidn fisiolégica de 1la AChE no es muy clara, se acepta
que esa enzima hidroliza rapidamente la acetilcolina a colina vy
acetato y de esta manera termina la transmisién colinérgica C(Bon,
et al.,1990). Sin embargo, también se ha postulado que la AChE
podria tener otro tipo de funciones. Se ha comunicado que la AChE
posee actividad proteésica parecida a 1la de 1la tripsina b4
a la de la carboxipeptidasa-3 (Chubb, et al., 1980 y Small, et
al., 1987). Se ha encontrado que la AChE puede hidrolizar 1la
cromogranina A de los granulos cromafines (Small, et al., 1986)
con la produccién de péptidos potencialmente activos (Simén, et
al., 1988). La AChE podria ejercer otras funciones que
involucran su estructura quimica en vez de su actividad
catalitica, por ejemplo durante la morfogénesis (Layer, et al.,
1988) o al actuar directamente como un modulador de 1la actividad

neuronal (Greenfield, 1985).

4. SUBPOBLACIONES DE GRANULOS CROMAFINES.

La presencia de subpoblaciones de granulos cromafines con
diferente contenido se ha propuesto anteriormente. Los primeros
estudios inmunohistoquimicos demostraron que las encefalinas
estan asociadas a células adrenales que contienen
noradrenalina (Schultzberg, et al, 1978). Posteriormente, por
inmunohistoquimica y subsecuente confirmacidn por estudios

bioquimicos, basados en el analisis de extractos y productos de

- 8 -



secrecidn de la me&dula adrenal, se concluyd que las encefalinas
estan localizadas exclusivamente dentro de 1las células que
sintetizan adrenalina (Livett et al., 1882; Pelto-Huikko, et al.,
1982, y Lang, et al., 1983), Sin embargo, estudios realizados
por Wilson y colaboradores (1982) demostraron que la secrecidén de
opi&ceos es proporcional a las catecolaminas totales secretadas y
no a un tipo especial de ellas, por lo cual se concluyd que el
contenido de los gréanulos de secrecién no es heterogéneo, al menos -

respecto a estos componentes.

Aun asi, persiste 1la incompatibilidad de ideas sobre la
coexistencia de ciertos péptidos con algun tipo especifico de
catecolaminas en los grénulos cromafines, debido a que dependiendo
del tipo de estimulo las células cromafines en cultivo secretan
diferente proporcién de tales componentes (Livett, et al, 1984 y

Mizobe et al, 1984).

En consecuencia, se han descrito métodos para preparar
granulos cromafines en condiciones hipertdénicas CSmith y
Winkler,1967) e isoténicas (Gratzl, 1981) para tratar de separar
subpoblaciones dgranulares enriquecidas en algun compuesto
biocactivo. Por el interés de contar con una preparacién de
granulos cromafines morfoldégica y quimicamente bien preservada se
decidié implementar un método para obtener grinulos cromafines

puros y separar subpoblaciones de composicidédn determinada.



B. OBJETIVO.

El objetivo principal de esta tesis es obtener diferentes
subpoblaciones de grianulos cromafines adrenales y caracterizarlos
bioquimica y morfolégicamente, ademids de determinar si existen

subpoblaciones de granulos carentes de AChE.

Para lograr tal objetivo, se obtendr4a una fraccién granular
pura por el método de Gratzl y colaboradores ((1981) en un
gradiente isoténico de Percoll al 45%, La cual se aplicara a
un gradiente discontinuo de Percoll para obtener subpoblaciones
granulares mis homogéneas en tamafio y densidad. La integridad de
los granulos y la presencia de posibles contaminantes se
comprobari por el aniAlisis morfolégico y con la determinacién de

marcadores bioquimicos positivos y negativos.



C. METODOLOGIA.

1. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Las glandulas suprarrenales de bovino se obtienen del rastro
Yy se transportan al laboratorio en solucién HSE (consultar seccidn
3) cuya osmolaridad final aproximada es de 420 mosmol kg

(condiciones isoténicas)d.

Las médulas se separan por disecciédn, se fraccionan finamente
con bisturi{ y se homogenizan en solucién HSE en proporcién 1:85
psv. En general, en cada experimento se procesan 20 glandulas,

las cuales proporcionan de 40 a 50 g de tejido medular.

El homogenado se centrifuga a 2,200x g, durante 10 min. (Fig.
1). Todo el procedimiento se realiza en frio C4°C). El
precipitado (P1), que contiene células completas, parcialmente
destruidas y nucleos, se descarta y el sobrenadante (Si1) se filtra
en gasa para eliminar las particulas grandes o agregados. El
filtrado se centrifuga a 12,000x g durante 20 min. El sobrenadante
que contiene el reticulo endoplidsmico se elimina y 1la pastilla
CP2> que contiene principalmente mitocondrias y granulos

cromafines, se resuspende cuidadosamente en 18 ml de solucién HSE.

_ll...



Homogenado de médula
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FIG.1. Separacion de subpoblaciones de granulos cromafines en un autogradiente (45%) y en
gradiente discontinuo de Percoll.



1.1. PURIFICACION DE GRANULOS CROMAFINES EN UN AUTOGRADIENTE DE

PERCOLL.

Los grénulos obtenidos en la etapa anterior se separan en un
autogradiente de Percoll al 45% por el método de Gratzl para ello
los 18 ml de suspensidn se mezclan con 72 ml de Percoll al 50X vy
se centrifugan a 35,000x g, durante 30 min. Esta maniobra permite
separar dos fracciones principales, debido a que los granulos
cromafines son ligeramente mas densos se equilibran en la parte
inferior, mientras que las mitocondrias, menos densas, se
concentran en la parte superior, ambas fracciones se recuperan
por succién. Los gréanulos purificados se resuspenden en solucidn
HSE en proporcidén 1:10 v/v para eliminar el Percoll y se
recuperan por centrifugacién a 16, 000x g 20 min. El contenido de
la pastilla se resuspende en 13 ml de solucidn HSE y una
alicuota de un mililitro se fija con glutaraldehido al 2% para su
caracterizacidén mor foldgica, el resto se wutiliza para su

ulterior separacion en el gradiente discontinuo de Percoll.

1.2. SEPARACION DE GRANULOS CROMAFINES EN GRADIENTE DISCONTINUO DE

PERCOLL.

En tubos del rotor SW 40 TI (Beckman) se prepara el gradiente
con 2 ml de las siguientes concentraciocnes de Percoll: 60, 50, 45,
40 y 35% y se mantiene en frio 30 min. Sobre 1la superficie del
gradiente se colocan 2 ml de la suspensidén de granulos purificados
obtenidos como se indica en la seccion 1.1 y se centrifuga 30 min.

a 19,000 rpm



Las fracciones separadas se colectan por succidén y se reunen
las de densidad similar, el volumen total de cada una se mide y se
divide en tres partes (no iguales) para caracterizar las

fracciones granulares en base a los siguientes criterios.

2. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES GRANULARES.

2. 1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA.

Para la caracterizacion estructural de los componentes de las
fracciones obtenidas, 1 ml de cada una de ellas se fija en una
solucion de glutaraldehido al 2X diluido en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.2 durante 1 hr. a 4°C (Sabatini,
et al 1963). Después del lavado con amortiguador de cacodilato de
sodio, cada muestra se postfija en tetroxido de osmio al 1%
diluido en amortiguador de cacodilato de sodio y las muestras se
deshidratan en concentraciones crecientes de etanol y se incluyen
en Araldita (Palade, 1952 y Luft,1961). Se obtienen cortes
finos de color gris plateado en el espectro de reflexion de
la luz incidente, los cuales se recogieron en rejillas de cobre y
se contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo (Peachy,
19858, Venable y Coggeshall, 1965 y Stempak y Ward, 1964) para
ser examinados en un microscopio electronico de transmision modelo
Jeol Z2000EX, en el cual se obtuvieron negativos que se ampliaron
fotogréficamente para imprimir las micrografias electronicas en
papel. En estas se contaron los elementos que componian a cada

fraccion estudiada con el empleo de un contador granulométrico

_lq_



automatico Zeiss modelo TGZ-3. Asi se hizo una caracterizacion
estructural de los elementos subcelulares y una cuenta absoluta

y porcentual de las poblaciones de grénulos en cada fraccién,

de acuerdo a su tamafo.

2. 2. CARACTERIZACION BIOQUIMICA.

2. 2. 1. CUANTIFICACION DE CATECOLAMINAS.

Una alicuota de los gréanulos en suspensién se mezcla en
proporcidén 1:1 con Acido percldérico 2N, se centrifuga a 2,200x g,
10 min. y se recupera el sobrenadante, el cual se utiliza para 1la
determinacidén de catecolaminas totales que se realiza por
fluorescencia directa (longitud de excitacidn 280 nm y de
emisién 320 nm) segin la comunicacién de Steffen, et al (1974). La
curva de calibracién se realiza con adrenalina de O a 100
nmoles, intervalo en el que es lineal. En tal sobrenadante se
realiza la cuantificacidén diferencial de adrenalina Yy
noradrenalina por cromatografia de 1liquidos de alta resolucién
CHPLC). Para ello se utiliza una columna Novapack C-18. La fase
mé&vil se compone de amortiguador de fosfatos de sodio 0.02 M pH
4.0, EDTA 0.01 M, octil sulfato de sodio 1.3 mM, dodecil sulfato

de sodio (SDS) 0.1 mM y metanol al 20%. El volumen de elucidn

es de 1.3 ml/min. La detecciédn individual de las catecolaminas es

electroquimica con una diferencia de potencial de 0.44

volts contra H2H+.



2.2.2. DETECCION DE PROTEINAS Y ENZIMAS.

Otra parte de los granulos purificados se solubiliza con 0.1X%
de tritén X-100 y la suspensiédn se agita durante toda 1la noche.
Los residuos no solubilizados se separan por centrifugacién y el
sobrenadante se utiliza para : a) La cuantificacién de proteinas
por el método de Bradford (1978) reaccion con la cual no
interfieren las catecolaminas. Se utiliza como standar albumina

bovina (0-25 ug) y la mediciédn espectrofotométrica es a 595 nm.
b) La medicidén de la enzima DBH se realiza con tiramina como
sustrato y el p-hidroxibenzaldehido formado se determina
espectrofotométricamente a 333 nm y la curva de calibracidén se
hace con octopamina C(0-100 uymoles) CAunis, et al 1973
c) La actividad de la AChE se determina por el método de Ellman,
et al (1961) con el empleo de yoduro de acetiltiocolina como
sustrato. La detecciédn es espectrofotométrica a 416 nm. Una
unidad de actividad enzimAtica degrada 1 pumol de sustrato por
minuto a 30 °C. d) La determinacién de la actividad de 1la
enzima ATPasa dependiente de Hg++ se lleva a cabo por el método
de Krivanek (1986). La curva de calibracién se hace con fosfato
de potasio dibasico de 0 a 100 nmoles y el fosfato inorgéanico
producido por 1la actividad de 1la enzima se cuantifica en un
espectrofotémetro a 800 nm de longitud de onda. La actividad de
la ATPasa dependiente de Na+ Y K+ se 1nhibe con ouabaina.
e) La fosfatasa 4&cida se determina con p-nitrofenilfosfato
como sustrato que se transforma en p-nitrofenol, el cual se
cuantifica espectrofotométricamente a 410 nm (Método obtenido

de Sigma Technical Bulletin, 104, 10-74, 1981).
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3. APARATOS, SOLUCIONES Y REACTIVOS.
La Solucién HSE contiene:

Hepes 10 mM pH 7.2
EDTA 10 mM

Sacarosa 340 mM

Percoll

Cien mililitros de Percoll (densidad 1.132 g/ml) se dializan
contra un litro de solucién HSE durante 7 hr. El Percoll dializado
(62-65 ml aproximadamente) se afora a 100 ml con solucién HSE

Yy se considera al 100 X%,

Los materiales utiliz;dos fueron de alta pureza Yy se
adquirieron de Sigma Chemical Co., Baker y Merck. Los reactivos
para HPLC fueron de grado HPLC. Las mediciones
espectrofotométricas se hicieron en un espectrofotémetro DU-6

Beckman.

En el fraccionamiento subcelul ar se emplearon una
ultracentr{fuga L8-M (Beckman) y una centr{fuga RCBC (Sorvall), vy
para las mediciones de pH se wutilizé un potencidémetro 1 71

(Beckman).



D. RESULTADOS.

1. PURIFICACION DE GRANULOS CROMAFINES EN AUTOGRADIENTE DE

PERCOLL.

De 1la fraccién granular cruda (P2), los granulos
se separaron de mitocondrias y contaminantes como membranas
celulares y microsomas con el empleo de un gradiente isotdédnico de
Percoll al 45% Cautogradiente de Percoll). Por este método se
obtienen dos bandas (fig. 1) que se aprecian bien separadas a
simple vista: La banda superior es mis ancha, de color cafée vy
contiene principalmente mitocondrias y algunos granulos pequefios,
como se aprecia en la micrografia correspondiente, en tanto que la
banda inferior, es mis compacta, rosada y enriquecida en granulos

cromafines.

La caracterizacidn bioquimica de ambas cintas comprobd
los resultados comunicados por Gratzl y colaboradores c1881) vy

por ello no serin discutidos en esta tesis.

Una vez que la banda inferior del autogradiente de Percoll se
recupera Yy se lava con solucidén HSE para eliminar el Percoll y
algunas impurezas, se obtiene una fraccidén compuesta por
granulos electrodensos de diferentes tamafos, bien conservados y
en su mayoria de forma esférica, como se observa en la micrografia
inferior de la figura 1. En ella se aprecia que tales granulos
estan libres de contaminacién por mitocondrias y otros organelos,

en cambio la fraccidé4n superior contiene mitocondrias ¥y otras
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entidades subcelulares. No obstante ambas fracciones contienen
residuos membranales vesiculados de varias formas y tamafios, y
reticulo edoplasmico, que son mas abundantes en la fraccidn

mitocondrial.

2. SEPARACION DE GRANULOS CROMAFINES EN GRADIENTE DISCONTINUO DE

PERCOLL.

El aspecto del gradiente despues de 1la centrifugacién se
ilustra en 1la fig. 2, se notan claramente 6 bandas o cintas las
cuales se equilibran en las interfases del gradiente, a excepcidn
de la banda 6 que se forma en la parte media del Percoll al 60X vy
la banda 1 que corresponde al sitio de aplicacién de 1la fraccidn
granular. Entre cada cinta hay fracciones de granulos cromafines
dispersos, que por ser muy heterogéneos en densidad vy tamafo
inicialmente se recuperaron y se caracterizaron, pero en esta
tesis el estudio se enfocara solamente a los granulos
concentrados en las bandas, las cuales se designan de menor a

mayor densidad como: 1, 2, 3, 4, 5 y 6 (fig. 2).

2.1. CORRELACION DE LA MORFOLOGIA Y EL CONTENIDO DE CATECOLAMINAS

DE LAS FRACCIONES GRANULARES.

La recuperacién de catecolaminas totales en cada banda y las
micrograff{as correspondientes se ilustran en 1la fig. 2. La

cantidad de catecolaminas, marcadores especificos de granulos,
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FIG.2. Separacidn de grdnulos cromafines en gradiente discontinuo de Percoll.
Recuperacion de catecolaminas y aspecto morfologico de cada fraccion.



y la morfologfia de las micrografias son congruentes con el espesor
de las bandas del gradiente ilustrado. La mayor concentracidén de
catecolaminas totales se encuentra en la banda 5, que es la mas
ancha y la mis espesa de las seis y como se observa en 1la
micrografia correspondiente contiene la mayor cantidad de gréanulos
Estos tienen aspecto normal: su contenido eletrodenso es homogéneo
su membrana esti integra y en consecuencia estian bien preservados.
La gran mayoria de ellos son esféricos y algunos son de forma
ovoidea. En general, esta fraccién esti libre de contaminacién y
su aspecto es de una poblacién pura. En cuanto al tamafioco de los
granulos, el 60X de ellos son medianos (0.30 a 0.35 um) que son
los mAs esféricos; los ovoides son granulos grandes (0.42 a 0.48
umd y contribuyen con el 35%, los mAs pequefios (0.20 a 0.25 um
soclo representan el 5% de los elementos de esa fraccidn (Tabla 2).
La banda 4 es menos ancha que 1la 5, y es la mids homogénea porque
en ella se encuentra la maxima proporcién de granulos medianos,
ellos representan aproximadamente el 80X de todos los elementos
formes. Ademis, los grinulos grandes constituyen solo el 15X de
esta banda y se presentan escasos dgrianulos pequefios (5%X) La
cantidad de catecolaminas en esta fraccién es 25% inferior
respecto a la encontrada en la 5, lo que indica que contiene menos

granulos o estos son considerablemente mAs pequefios.

La fraccidén 3 se caracteriza por contener grinulos esféricos
bien conservados de los cuales 60X son medianos, 25X pequefios y
10X grandes. Esta cinta granular es mas ancha que la fraccién 4
Y contiene wuna mayor densidad de granulos, sin embargo su

contenido de cetecolaminas no es significativamente diferente
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TABLA 2

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE GRANULOS CROMAFINES

TAMARO
(um)

0...20=0 .25
0.30-0.35
0.42-0.48
0.55-1.00

OTROS
ELEMENTOS

ELEMENTOS
CONTADOS

Los valores renresentan el

nmero total de elementos contados por fraccidn.

50

20

20

10

1449

SEGUN SU TAMANO

35

40

20

1317

FRACCTION

25

60

10

1425

80

7

cr

1551

60

35

1218

10

10

10

70

642

de grdnulos respecto al



respecto a esta ultima. Ello podria deberse a que los orginelos
de la fracciédn 3 son mas pequefios pero mas abundantes que los de
la 4. En la banda 2 existe una mezcla de granulos pequefios y
medianos en proporcién 1:1 aproximadamente y la presencia de
granulos grandes es escasa (20%). Lo anterior aunado a 1la
estrechez de la banda, se correlaciona bien con la baja cantidad
de catecolaminas totales cuantificadas respecto a las bandas

descritas.

La banda 1, obtenida en el punto de aplicacién de la muestra,
es la mas tenue de todas y contiene escasos granulos de tamafio
mediano y pequefio que son menos electrodensos que los de otras
fracciones. Este aspecto corresponde a granulos parcialmente
vacios y por su baja densidad no penetran al gradiente. Ademids, se
observan estructuras membranales con aspecto de mitocondrias
hinchadas, retficulo endoplismico y restos membranales; el aspecto
morfolégico de estas estructuras es congruente con el escaso
contenido de catecolaminas, las que probablemente provienen de los

granulos destruidos.

Finalmente, la banda 6 que es angosta y compacta, presenta
una cantidad considerable de granulos muy grandes, los cuales
se observan bien preservados y electrodensos; no obstante, algunos
son irregulares, ovoides y miden de 0.55 a 1.0 uym de didmetro y
representan cerca del 70%, el resto son grianulos medianos vy
grandes. Algunas de estas estructuras por su gran tamafio y su
aspecto morfoldégico existe la posibilidad de que sean lisosomas.

A pesar de la baja cantidad de granulos en esta banda la
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concentracién de catecolaminas cuantificadas es similar a la de
la banda 2, lo que significa que los granulos ahi presentes

poseen un alto contenido de catecolaminas.

Es notorio que con el método utilizado se logra separar
cuatro fracciones que contienen subpoblaciones de granulos
cromafines de tamafio y densidad diferentes y mias homogéneas que la
fraccidédn original (P2). La banda 6 parece contener gréanulos

cromafines muy grandes y algunos lisosomas.

2.2. CARACTERIZACION BIOQUIMICA

La distribucién de proteinas, catecolaminas y enzimas en las
cintas granulares obtenidas del gradiente discontinuo de Percoll
se presentan en la Tabla 3. Las actividades especificas de tales
enzimas y las concentraciones especificas de las catecolaminas se

muestran en la Tabla 4.

La concentracién de proteinas totales en cada una de las
fracciones del gradiente discontinuo es acorde al grosor de cada
banda: asi en 1la 5, la mas ancha, se localiza 1la mayor
concentracién (19.90 * 3.72 mg) y en 1la 1, la mAas estrecha, 1la
concentracién mas baja (3.78 * 1.15 mgd. A pesar de que las
protefinas no son marcadores especificos de granulos cromafines,
este comportamiento se debe a que son buenos indicadores ya que
tales estructuras tienen un alto contenido intragranular de

proteinas (cromograninas). Por ello, su determinacién es
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Fraccidn Proteinas

totales
(mg)
+

1 3.78-1.15
+

2 8§.09-1.50
+

3 16.82-3.39
+

4 13.80-2.18
+

5 19.90-3.72
+

6 6.25-1.11

TABLA 3

COMPOSICION BIOQUIMICA DE LAS FRACCIONES GRANULARES

ACTIVIDADES Y CONCENTRACIONES RELATIVAS

Catecolaminas Adrenalina Noradrenalina AChEa
totales (umoles) (umoles) (Unidades)
(umoles)
1.05t0.37 O.83t0.23 0.53t0.14 901t345
5.3921.01 3.66-0.64 1.47%0.29 23265814
+ + + +
22.42-4 .35 14.37-3.10 4.20-0.72 4738-1251
+ + + +
23.30-5.03 18.21-4.38 5.34-1.12 ' 4123-310
+ + + +
28.73-8.17 23.24-6.11 8.55-1.96 5913-1242
+ + + +
7.13-2.14 2.91-0.56 4.02-0.93 1233-216

Resultados promedios de cinco experimentos y error estandar.

a pH 8.0 a 30°C.

Una unidad de actividad enzimdtica hidroliza 1 pymol de acetiltiocolina a colina

Los valores son umoles de producto formado por minuto.

Mg++ATPasab
(umoles)

.94%0.02
~41%0.48
.947%0.21
.98%0.66

.91%0.03

+

.68-0.10

y acetato

D B Hb

(umoles)

3.71%0.26
15.34%5.26
28.19%4 .91
28.89%5.10
39.46-8.20

11.26%2.73

por minuto



TABLA 4

COMPOSICION BIOQUIMICA DE LAS FRACCIONES GRANULARES

ACTIVIDADES Y CONCENTRACIONES ESPECIFICAS

Fraccibn Catecolaminas Adrenalina Noradrenalina AChE Mg++ATPasa D BH
1 0.3520.06 0.21%0.02 0.14%0.02 360287 0.18%0.02 2, 871,13
2 0.67%0.07 0.44%0.05 0.1720.02 525%71 0.14%0.03 2.49%0.77
3 1.33%0.12 0.79%0.06 0.2520.02 339749 0.10%0.02 2.70%0.86
4 1.47%0.23 1.08%0.20 0.3220.04 355746 0.10%0.02 2.54%0.59
5 1.28%0.24 1.02%0.18 0.40%0.06 358741 0.09%0.01 2.38%0.41
6 1.02%0.24 0.40%0.05 0.61%0.09 261%57 0.09%0.01 2.28%0.46

Resultados promedios de cinco experimentos y error estandar.
Los valores de adrenalina, noradrenalina y catecolaminas totales son dados en umoles/mg de proteina.
Los de Mg++ATPasa y DBH como umoles de productos formado/minuto por mg de proteina y los de AChE co-

mo unidades de actividad enzimdtica por mg de proteina.



importante para tener indices del contenido proteinico en general
y de las enzimas en particular, al expresarlas como actividad

especifica.

La cantidad de catecolaminas totales en cada fraccién ya se
ha analizado anteriormente. En lo que concierne a la cantidad de
adrenalina y noradrenalina determinadas por HPLC, estas presentan
una distribucién semejante a las catecolaminas totales (fig. 3).
La fraccién 5 ejemplifica esta observacidn, ella presenta las
concentraciones mayores en: catecolaminas totales, adrenalina
(23.24 * 6.11 pypumoles) y noradrenalina ((8.55 * 1.96 ymoles).
Considerando Unicamente los valores promedios, siguen en orden
decreciente la fraccién 4 y luego la 3, aunque las diferencias no

son significativas.

La fraccién 6 (granulos gigantes) presenta mayor cantidad de
catecolaminas que la 2, no obstante que ésta ultima se muestra
como una banda mAs ancha, pero que contiene granulos pequefios.
Ademis, la proporcién de adrenalina a noradrenalina en estas
fracciones es inversa: en la 2 predomina la adrenalina en tanto
que en la 6 sobresale la noradrenalina. La menos concentrada en
catecolaminas es la fraccién 1, lo que corrobora la escasa o nula

presencia de granulos cromafines en esa fraccidn.

Los valores totales de adrenalina en todas 1las fracciones
granulares son dos a tres veces mis grandes que los valores de
noradrenalina (Tabla 3), 1lo que sugliere que en general los

grédnulos son mias ricos en adrenalina a excepcidn de los
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encontrados en la fraccién 6, que tienen noradrenalina 1.5 veces

mias concentrada que adrenalina. Esa diferencia se aprecia mejor
si se calculan las relaciones de adrenalina con respecto a
noradrenalina o viceversa. En la figura 4 se ilustra esta

relacién y se observa claramente que en 1la fraccién 6 1la
catecolamina predominante es la noradrenalina, mientras que la
adrenalina prevalece notoriamente en las fracciones restantes, aun
en la fraccién 1, donde hay escasos granulos, lo que significa que
ellos son predominantemente adrenérgicos. Debe hacerse notar que
la fraccidén 4 presenta la mayor proporcién de adrenalina respecto
a la noradrenalina. La diferencia de tal relacién en las
fracciones 2 a 5 se debe principalmente a la adrenalina porque 1la
concentracién de noradrenalina se mantiene casi constante en

ellas.

La dopamina f3-hidroxilasa se localiza tanto en 1l1la membrana
como en el contenido intragranular, por lo que es un marcador
especifico de ambas subfracciones granulares. En la figura 5 se
muestra su distribucién junto con la ATPasa dependiente de Hg++
que se localiza en la membrana granular. Se nota que la mayor
actividad de la DBH se encuentra en la fraccién 5 (Tabla 3), sin
embargo no hay diferencia significativa respecto a 1la actividad
de las fracciones 4 y 3, a pesar de que las fracciones 5 y 3
presentan poblaciones mas densas de granulos que la 4. Sin embargo
la menor concentracién de DBH se encuentra en la banda 6 que

contiene menor cantidad de granulos. La actividad especifica de la

DBH en todas las fracciones granulares es similar (Tabla 4) lo que
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apaya la pureza de tales poblaciones y reafirma la validez de esta

enzima como marcador granular.

La enzima ATPasa dependiente de Mg++ presenta actividades
relativas iguales en las fracciones 3, 4 y 5 y esta menos
concentrada en las fracciones 2 y 6. Sin embargo la.- actividad
relativa de la ATPasa en la fraccién 1 tiene un valor intermedio y
su actividad especifica es la mas elevada. Las actividades
especificas de esta enzima son similares en las fracciones
granulares 3 a 6 y mis alta en 1la fraccion 2 debido a que .
ella contiene granulos mas pequefios y por lo tanto mayor

superficie membranal.

Las actividades especificas de la Mg++ATPasa y DBH en 1la
fraccién 1 son mayores que en el resto de las fracciones, esto se
debe a que en tal fraccion se encuentra gran cantidad de
membranas provenientes de gr anulos cromafines. Ademés, la cantidad

de proteinas en esta fraccion es la mas baja de todas.

La AChE que se localiza en la membrana y en el contenido
intragranular, presenta en el gradiente el mismo perfil de
distribucién que 1las proteinas totales y las catecolaminas
totales, aunque sus variaciones no son en la misma proporcidén
(fig. 6. En la fraccidén 1 se detecta la menor actividad relativa
de esta enzima, hecho importante porgque indica escasa
contaminacién con membranas plasmiAticas o reticulo endoplasmico,
fuentes de gran actividad enzimatica de la AChE C(Chubb y Smith,

1975). En la siguiente fraccidén la AChE se incrementa
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aproximadamente al triple y coincide con 1la presencia de gran
cantidad de granulos cromafines de tamafio pequefio. La AChE
aumenta considerablemente (al doble) en las fracciones 3 y 4,
hasta alcanzar en la 5, la mayor actividad como sucede con las
cantidades de catecolaminas y de proteinas totales. Se observa
también que en la fraccidn 6 la actividad de la AChE disminuye a
la quinta parte de la cuantificada en la fraccidén 5 y es parecida

a la que se presenta en la fraccidn 1.

Las actividades especificas de la AChE (Tabla 4) presentan
valores casi idénticos en las fracciones que reunen la mayor
cantidad de granulos cromafines: 3, 4 y 8§ y el valor mas bajo se
obtiene en la fraccién 6. Cabe sefilalar que ninguna de las enzimas
o catecolaminas cuantificadas muestra una disminucién de actividad
o concentracién especifica tan marcada en la fraccidén 6 respecto
a la 5 como lo hace la AChE. Lo anterior sugiere que los granulos
de la banda 6 son poco enriquecidos en AChE respecto a los de las
demas fracciones o© que contiene otras estructuras sin AChE como

lisosomas.

El porcentaje recuperado de los componentes bioquimicos
(proteinas totales, catecolaminas totales, adrenalina,
noradrenalina, AChE, DBH vy Mg++ ATPasa) en cada una de las
fracciones del gradiente se presenta en 1la Tabla 5 y el
promedio de tales valores se muestra en la Ultima columna. Es
notorio que la recuperacién promedio de los componentes granulares
es similar en cada fraccidén, aunque 1la menos homogénea es la

primera, cuyo promedio presenta el error estandar mas alto.
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TABLA 5

COMPOSICION BIOQUIMICA DE LAS FRACCIONES GRANULARES

PORCENTAJES DE RECUPERACION

Fraccidn Proteinas Catecolaminas Adrenalina Noradrenalina AChE D BH Mg++ATPasa
totales totales

1 2.99 0.88 0.96 1.59 Jxdd 1.94 3.5
2 7.80 4.50 4.26 4.40 8.35 8.02 12.70
3 13, ok 18.70 16.73 12.56 17.00 14.74 16.53
4 13.00 19.43 21.20 15,97 14.79 15.11 11.64
5 18.63 23.95 27 .05 20,88 21 .21 20.58 11.78
6 5.93 5.95 3.59 12.04 4.42 5.89 6.80

TOTAL

15

15,

Z21

68.

.17-0.

« 15=1

.94-0.

88711

.26-1

.35%0

15

Porcentaje de recuperacidn de cada componente respecto al total (100%) en cada banda granular y el

promedio porcentual de cada una de ellas.

39

.07

68

«19

«19

«96



Del total de los componentes promediados el 68.75%X se
recupera en las bandas estudiadas (1 a B). Este porcentaje es
aceptable ya que dos terceras partes del contenido total se
logra compactar en 1las bandas obtenidas en el gradiente
discontinuo y una tercera parte permanece dispersa en las
fracciones localizadas entre una y otra banda, cuyo volumen es
mayor. Es importante resaltar que la gquinta parte de los
componentes bioquimicos normalizados respecto del total, se
concentra en la fraccién 5, 1la cual presenta la banda mias espesa
y la mas ancha de granulos cromafines. Ademas, si se analiza 1la
recuperacidén individual de las diferentes sustancias y enzimas

cuantificadas, en esta fraccién se obtienen los valores mas altos.

En orden decreciente siguen las fracciones 3 y 4, y cada
una de ellas aporta el 15X del contenido total. A pesar de que
las diferencias no son significativas, la fraccién 3 contiene
concentraciones mayores de proteinas totales, AChE y Mg++ ATPasa
que la fraccidén 4 y esta es mAs rica en adrenalina, noradrenalina
y DBH que aquella (Tabla 3), ello se debe a la diferente
proporcién de granulos grandes y pequefios. Al analizar el contenido
porcentual de la fraccién 6 se nota que los dos valores mas
dispersos respecto a la media son el de adrenalina (3.39%) y el de
noradrenalina (12.04%X). En esta forma se acentua la evidencia de
que en la fraccién 6 1la catecolamina gque predomina es la

noradrenalina.



Para probar si la fraccién 6 ademas de granulos contenfia otro
tipo de estructuras, se determiné 1la actividad de 1la enzima
fosfatasa acida, marcador especifico de lisosomas. En la Tabla
6 se muestra que la mayor concentracién (33.20%) de tal enzima se
recupera en esta fraccidn, tal diferencia se acentua cuando se
expresa como actividad especifica (Fig. 7). Las observaciones
anteriores indican que 1la fraccidén 6 contiene tanto granulos
cromafines gigantes como algunos lisosomas, lo que estia de acuerdo

con la morfologia comprobada por microscopia electrénica.



TABLA 6

DISTRIBUCION DE FOSFATASA ACIDA
EN LAS BANDAS GRANULARES

Fraccién Actividada Actividadb o deC
relativa especifica recuperacion
1 0.10%0.02 0.032%0.004 0.84
2 0.21%0.03 0.057%0.005 1.77
5 0.82%0.06 0.042%0.002 6.95
+ +
i 1.16%0.09 0.069%0.005 9.85
s 3 o9e¥g 42 0.112%0.037 19.04
6 3. 92%0,12 0.525%0.014 33,20
a

b

umoles de producto formado/30 min.
umoles de producto formado/mg de proteina/30 min.

Porcentaje de actividad relativa respecto a la
fraccidén granular total.
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E. DISCUSION.

1. PURIFICACION DE GRANULOS CROMAFINES EN AUTOGRADIENTE DE PERCOLL

Y SEPARACION EN GRADIENTE DISCONTINUO DE PERCOLL.

Generalmente los granulos cromafines se purifican en
gradientes discontinuos de sacarosa (Smith y Winkler, 1967,
Viveros, et al., 1971), que producen mayor rendimiento de granulos
cromafines de tamafio y densidad heterogéneos. Sin embargo, tal
método tiene la desventaja de someter los granulos a condiciones
de hipertonicidad con la consecuente alteracidén de su funcidn
membranal y de su capacidad de respuesta como osmémetro C(Creutz y
Pollar, 1980 y Gratzl, et al., 1981). Por esta razén se han
implementado y descrito varios métodos de obtencidn de granulos
cromafines en condiciones isotdnicas, con los que se obtiene menor
rendimiento, pero mayor pureza y preservacidén de la estructura
granular (Trifaro y Dworkind, 1970; Morris y Schovanka, 1977,

Carty, et al., 1980 y Gratzl, et al., 1981).

En la primera parte de esta tesis se comprobéd que con el
autogradiente de Percoll se obtiene una fraccidn granular casi
libre de los contaminantes mis comunes: mitocondrias y reticulo
endoplasmico. Morfoldgicamente los granulos se observan bien
conservados, integrog, electrodensos, la mayoria de ellos de forma
esférica y algunos ovoides, de tamafio heterogéneo (0.20 a 1.0 um

de diametrol) y no se aprecia abundante contaminacidn.
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La determinacion bioquimica de marcadores especificos de
granulos cromafines como: catecolaminas (totales, adrenalina vy
noradrenalina) y la DBH corroboran la presencia y preservacidén de

tal fraccidén granular total.

La fraccidén granular obtenida del autogradiente de Percoll

se separ® y repurificd en un gradiente discontinuo de Percoll.
La ventaja de este tipo de gradiente es que proporciona una
separacién de Srganelos concentrados en bandas visibles
macroscépicamente, lo que facilita su localizacidén y su
recuperacidn.

El analisis morfoldgico por microscopia electrdnica de los
elementos constitutivos de las seis fracciones permitié establecer
una estrecha correlacion entre las cifras de actividad de
las enzimas, determinada por metodos bioquimicos, con el tipo vy
y tamafio de los grénulos de cada una de las fracciones obtenidas.
De esta manera se demostro que 4 fracciones (de la 2 a la B5)
corresponden claramente a granulos cromafines puros, de aspecto
normai y de tamafioc y densidad diferente (Fig. 2 y Tabla 2. La
freccidn 6 CPercoll al 602D contiene vesiculas muy
e _ectrodensas de gran tamaho, de aspecto esférico que parecen
4ranulos cromafines muy grandes Yy algunas estructuras con
aspecto de lisosomas. En el punto de aplicacidn de la muestra se
recuperan restos de organelos de baja densidad como: membranas
plasmaticas, mitocondrias hinchadas, reticulo endoplasmico,
vesiculas membranales y algunos granulos pequefios de aspecto

variado c¢con escaso contenido intravesicular.
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Con el procedimiento empleado se logré purificar
adecuadamente variés tipos de granulos cromafines que fueron
caracterizados morfoldgica y bioquimicamente. E1l analisis
morfolégico demostré la existencia de cuatro subpoblaciones de
granulos cromafines en base a su tamafo: pequenos, medianos,
grandes y gigantes. Los mas abundantes son los de tamafio

mediano, le siguen en cantidades semejantes los pequefios y los

grandes y los mas escasos son los gigantes (Tabla 2. La
heterogeneidad en el tamafio de los granulos cromafines se ha
demostrado anteriormente. Eagles c1977> Y colaboradores,

determinaron por criofractura que 1los granulos cromafines de
adrenales de bovino miden de 0.2 a 0.5 wum de diametro. A
excepcidén de los granulos presentes en la banda 6 todos los demas

corresponden a este intervalo y este criterio excluye gque los

organelos mas grandes de la fraccidén 6 sean granulos. No
obstante, en 1968, Coupland en secciones de tejido medul ar
adrenal de bovino encontré granulos cromafines con diametros

hasta de 800 nm.

‘e demostro que la cuantificacidn de catecolaminas totales
por fluorescencia directa, un método sencillo pero de baja
s2nsibilidad y especificidad, es un meétodo valido porque las
cantidades especificas de catecolaminas totales encontradas en las
fracciones que reunen la mayor cantidad de grénulos cromafines
(3, 4y 5 Tabla 4) son muy cercanas del intervalo (1.8 a 2.7
umoless/mg de proteina) publicado por varios autores (Serck-Hanssen

y Christiansen, 1973; Winkler, 1976 y Daprada, et al 1972a)d.



Por otro lado la cuantificacion individual de adrenalina bd
noradrenalina se realizo por HPLC un metodo cromatogréfico mas
sensible y con mayor reproducibilidad. Es notorio que los
resultados obtenidos por este metodo corroboran los valores que
se obtuvieron por fluorescencia directa, cuya variacion equivale

al 10%.

Las actividades especificas de adrenalina y noradrenalina son
ligeramente menores de las reportadas por autores como
Bastiansen, et al (1988) y Rodriguez del Castillo (1988), 1lo
anterior puede atribuirse en parte a 1la cuantificacion de
prote{nas, la cual pudo ser sobreestimada por una ligera
interferencia del Percoll durante 1la determinaﬁién, sin embargo,
lo mas importante es la reproducibilidad en 1los resultados

obtenidos por este metodo en los cinco experimentos realizados.

La subpoblacidédn de granulos chicos integros, se localiza
principalmente en la fraccidén 2, aunque en la 3 también existen
algunos (Tabla 2). La fraccién 2 solo contribuye con el 7.15%
de los marcadores granulares determinados, lo que esta de
acuerdo con el tamafo de tales estructuras. Cuando se comparan
las micrografias de la Fig. 2, se pone en evidencia la presencia
mas numerosa de granulos cromafines de mayor tamafio y mejor
preservados en la fraccidn 2 que en la 1. En esta se observan
variadas estructuras membranales vesiculares pero escasos granulos
integros, lo que se refuerza por la cuantificacidn de
catecolaminas totales, adrenalina y noradranalina (Tabla 3). Sin

embargo, cuando se analizan las actividades especificas de las
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enzimas (Tabla 4) estas son mayores en la fraccidén 1 debido a su
constitucién predominante en estructuras membranales con escaso
contenido proteinico. Ademas, se observa que los marcadores
granulares membranales estin presentes en mayor dgrado ¥y no

asi los intragranulares, como es el caso de las catecolaminas.

En las fracciones 3 a 5 se 1localiza 1la subpoblacidén de
granulos medianos, la mayor proporcién de ellos se concentra en la
fraccidén 4 (80%. No obstante que la fraccidén 5 es la mas rica
en granulos, la proporcidén de granulos de tamafio mediano es menor
que en la fraccidén 4 y similar a 1la tercera (Tabla 2). Los
granulos grandes presentan en la fraccién 5 su mayor proporcidn,
equivalente al 35X de los elementos. Esto explica la mayor
concentracidn de: proteinas totales, AChE y noradrenalina y menos
significativo de catecolaminas totales, DBH y adrenalina, lo que
en promedio es equivalente al 21.26 * 1.79%X del total de estos
componentes (Tabla 5) un 5% mas del recuperado en cada una de

las fracciones 3 y 4.

Respecto al contenido individual de catecolaminas, las
fracciones 2 a 5 son mAs ricas en adrenalina, la mayor
concentracién relativa se encuentra en las fracciones 4 y S
(Tabla 3), asi como la concentracién especifica (Tabla 4.
A pesar de que la banda 5 es la mias densa en poblacion granular,
contiene la misma cantidad de adrenalina que la 4 e incluso, la
actividad especifica es mayor en esta fraccion 1lo cual
probablemente se deba a que posee mayor porcentaje de granulos

medianos respecto a la 5 y estos sean mAs ricos en adrenalina.
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Por otro lado, el porcentaje de granulos grandes se ve acrecentado
en la banda 5, asi como la cantidad de noradrenalina. Este suceso
manifiesta que cuanto mas grandes sean los granulos, estos
contendran mas noradrenalina que adrenalina. De esta forma cuando
se analiza la relacidén del contenido de adrenalina respecto al de
noradrenalina se comprueba que las fracciones 3 y 4 presentan las
mas altas (11 veces cada una de ellas) en tanto que la fraccidén 6
es predominantemente noradrenérgica. Esto explica que en 1la
fraccién 5 la diferencia de adrenalina respecto a noradrenalina
no sea tan marcada como en la 4. Adn maAs, las concentraciones
especificas de adrenalina son similares en las fracciones 4 y 5,
en cambio las de noradrenalina son mias elevadas en la 5 que en la
4. En la fraccidén 6, donde se localiza la subpoblacidén de granulos
gigantes, no obstante que la noradrenalina solo alcanza la mitad
de la cantidad cuantificada en 1la 5, #sta se encuentra en una
proporcidén 2:1 respecto a la adrenalina (Fig. 4), su actividad
especifica toma su valor mas alto (Tabla 4) y el de adrenalina
disminuye a un poco mas de la mitad al presentado en 1la fraccidén
anterior. Estas evidencias sugieren que entre los granulos
gigantes y los grandes se encuentran muy numerosos granulos

noradr :nérgicos.

Aunque existen discrepancias respecto al tipo de grénulos
donde se coalmacenan las encefalinas y neurOpéptidos (Bastiansen,
et al., 1988 y Steiner, et al., 1989), los resultados de este
trabajo demuestran la existencia de subpoblaciones homogéneas
de grénulos cromafines que almacenan adrenalina Y otros que

contienen noradrenalina, predominantemente. Ademas, contrario a
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lo reportado inicialmente por Coupland y Hopwood ((1966b), los
grénulos noradrenérgicos son los mas grandes de la poblacién

total.

Sin embargo, el gran tamafio y el aspecto morfoldégico de
algunos granulos de 1la fraccidén 6 sobre todo aquellos muy
ovalados, deformes y con membrana plasmatica irregular se asemejan
mas a lisosomas lo que se corrobora por altas concentraciones de
la enzima fosfatasa 4cida encontrada en esta fraccion (Tabla 5).
Previamente (Gratzl, et al 1981 y Carty, et al 1980) se detectaron
tambien marcadores lisosomales en la fraccion granular total

obtenida en gradiente continuo de Percoll.

Con la combinacién de los métodos empleados (autogradiente vy
gradiente discontinuo de Percoll) se logrdé separar cinco
fracciones de granulos cromafines integros, de tamafio y densidad

mas homogéneas y caracterizadas por su composicidén bioquimica.



F. CONCLUSIONES.

1. Se implementd un metodo para repurificar vy separar
subpoblaciones de granulos cromafines en condiciones isotdnicas
con el empleo de un gradiente discontinuo dJde Percoll. Las
fracciones granulares obtenidas mostraron mayor homogeneidad en
tamafio y densidad gque 1la fraccidn granular original obtenida

por el método de Gratzl y colaboradores (1981).

2. El procedimiento descrito es reproducible, ya que en los cinco
experimentos realizados los porcentajes de recuperacidn de los
componentes dranulares son similares, con errores estandar
aceptables para cada subpoblacidén. Ademas, se recuperan mas de
dos tercios del contenido total de componentes bioquimicos

(68.75%) en las fracciones granulares.

3. En base a su tamafio se pueden distinguir cuatro subpoblaciones
de granulos cromafines: chicos, medianos, grandes Yy gigantes.
Bioquimicamente los granulos chicos no presentan un marcador
bioquimico caracteristico, probablemente corresponden a una etapa

en la diferenciacidédn de los granulos.

La subpoblacidn de granulos medianos es la mas numerosa y se
caracteriza por una mayor concentracién de adrenalina, DBH vy
AChE, lo que indica gue ellos son grianulos adrenérgicos. Los
granulos grandes y los gigantes son menos nUMErosos y se
correlacionan con la localizacién de noradrenalina mas concentrada

(granulos noradrenérgicos) y con la menor actividad de AChE.
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4. Se confirma la presencia de la AChE en todas las fracciones
granul ares, cuya actividad se correlaciona c¢on 1 contenido
de proteinas y su mayor actividad especifica se encuentra en
los granulos medianos. La ausencia de contaminacidén por
reticulo endoplasmico o© membranas plasmaticas comprobada en las
micrografias electrdnicas y por marcadores negativos, permite
concluir que la AChE cuantificada en las diferentes

subpoblaciones granulares es enddgena.

La fraccidn 6 que contiene los granulos cromatines gigantes
Cnoradrenergicos) presenta actividad enzimatica de fosfatasa
acida, marcador positivo de lisosomas, lo gque corrcbora 1la
presencia de algunas de estas estructuras observadas en las

micrograffias electrdnicas correspondientes.

5. El metodo descrito en esta tesis para obtener subpoblaciones
de qrénulos cromafines homoqéneas Yy puras es una herramienta util
para estudios posteriores como aquellos que pretendan confirmar

el almacenaje de las encefalinas y neuropéptidos en determinado

tipo de grénulos Cadrenergicos o noradrenérgicos). p para
trabajos que tiendan a explicar los aspectos bioquimicos del
transporte de la membrana en el c¢iclo exocitosis-endocitosis y

como los procesos metabolicos gque ocurren dentro del lumen de los

granulos son regulados a traves de su membrana limitante.
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