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I'NTRODUCCTI1O.N

GENERALIDADES SOBRE LA CO\‘ZUNICACION INTERNEURONAL /

La caracteristica de las celulas exc1tab1es (nerviosas y musculares) es
precisamente su excitabilidad, es decir su‘habilidad para generar respuestas
activas, con despolarizacidédn de - la. ‘membrana’;’ a ciertos cambios en su ambien—
te inmediato. Cualquier agente que cambie ‘la: excitabilidad de una célula au—
menta (excitacién) o disminuye  (inhibicién)ila’ probabilidad de que suceda u-—
na respuesta activa de la membrana’ con; despolar1zac1on ¥y propagacién. En el
‘caso de las células nervxosas tal'respuesta ‘'se-'denomina impulso nervioso.

- La transm151on stnapnca del;tlpo qu1m1co es un medio para influenciar
la exc1tab111dad de las 'células postsindpticas en un sentido inhibitorico o ekXci-—
tatorio. Sin embargo, ‘las sustancias transmisoras no son los udnicos agentes
que pueden afectar la excitabilidad de las células, asi como la membrana sub-
sindptica es sélo una 'pequeﬁav parte de la compleja maquinaria celular.

Si se compara el 51gn1f1cado de la transmisién 51napt1ca quimica en rela-—
cién con la transmisidén s1napt1ca eléctrica se veria que ésta ultima represen-—
ta la transmisidén sindptica genuina, esto es, la transmisidén de un impulso
eléctrico de una célula nerviosa a otra. Es una caracteristica de la transmi-—
sién sindptica eléctrica que un potencial de accidn presinénn‘.co dispare un po-—
tencial de accidn postsinéptico. que se propaga a través de toda la membrana
postsindptica. La transmisidén sindptica quimica, por otra parte, genera poten—
ciales postsindpticos locales, que influyen sobre la excitabilidad de la célula
postsindptica. En la mayoria de los casos un impulso presindptico es insuficien-—

te para elevar la excitabilidad a un nivel en donde se' suceda una respuesta
propagante.

La mayoria de las células musculares y las células nerviosas a lo largo
del reino animal responden a los impulsos nerviosos presindpticos con potencia-
les postsindpticos graduales. Estas respuestas sindpticas estdn sujetas a una
sumatoria extensiva, a la facilitacién y a la desfacilitacién; en otras palabras,
las células son capaces de integrar las entradas sindpticas temporales y espa-
ciales.
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Es muy importante reconocer que el resultado de la integracidén, y de
cualquier accidn transindptica, .depende siempre de dos factores: a) el agente
actuante (la sustancia transmisora), y b) el sistema de respuesta. La sustan-
cia transmisora puede influenciar la excitabilidad, pero la intensidad de esta
influencia depende mucho del estado de excitabilidad que prevalecia justo an-
tes de la llegada de la sustancia transmisora. $i la membrana celular estd co-—
locada cerca del umbral de disparo, una o unas cuantas liberaciones de trans—
misor pueden generar el disparoc de la célula postsindptica. Pero el mismo pa-
trén de liberacidén serd inefectivo para provocar el disparo si el nivel de exci-—
tabilidad de la célula postsindptica es menor.

La excitabilidad estd determinada por numerosos factores, tales como la
estructura de la membrana celular (composicidén proteinica y lipidica), el pH
intracelular y extracelular, la tensién de CO2 'y de Oz, la temperatura, el
campo eléctrico, la energia disponible para el transporte activo a través de la
membrana, las concentraciones de iones internas:y externas, y la permeabili-
dad relativa de la membrana a los iones. La excitabilidad, entonces, puede

ser controlada por cualquier agente que influya sobre cualquiera de éstos u
otros factores relevantes.

.Se usa el término ''sustancia moduladora' para cualquier compuesto de
origen celular y no sindptico que afecta la excitabilidad de las células ner-—
.viosas, y representa un eslabdn normal en los mecanismos reguladores que go-—
biernan la actuacién del sistema nervioso (1). Tales sustancias moduladoras
pueden afectar las respuestas de las células. nerviosas a las acciones transi-

ndpticas de las neuronas presindpticas, y pueden alterar la tendencia a ‘la
actividad espontédnea. S

&s importante reconocer que cambios pequefios en la excitabilidad pueden
tener efectos profundos sobre la actividad del sistema nervioso central debido
al cardcter de todo o nada de la generacién del impulso nervioso. Una cierta
descarga presindptica podria no provocar, normalmente, la generacién de im-—
pulsos nerviosos postsindpticos, audn cuando incrementaria la excitabilidad
postsindptica suficientemente como para que permitiera que otros impulsos que
llegaran de otros canales presindpticos dispararan una respuesta. Cualquier
factor que eleve la excitabilidad postsindptica puede incrementar la responsi-
vidad postsindptica en forma suficiente para hacer que las células respondan
a la descarga presindptica que previamente se encontraba por abajo del um-
bral. Si consideramos a la conducta animal, tal modulacién de la excitabili-
dad postsindptica seria decisiva, porque esto significaria que un agente modu-—
lador puede generar ciertos tipos de conducta. No resulta dificil visualizar nu-
merosas situaciones en donde la modulacidédn de la excitabilidad desempefiaria
un papel importante (1).

Una sustancia moduladora que provocara un cambio en cualquiera de los
siguientes pardmetros afectaria profundamente la excitabilidad: 1) cantidad de
transmisor liberado presindpticamente; 2) curso temporal de la liberacidén del
transmisor; 3) cantidad de transmisor disponible para reaccionar con el recep-—
tor subsindptico; 4) cantidad de receptor subsindptico disponible para la ac-
cién del transmisor; 5) curso temporal del cambio de permeabilidad causado
por la accién del transmisor (curso temporal del potencial postsindptico); 6)
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grado del cambio de permeabilidad causado por el transmisor liberado

(propor—
cién*cambio de conductancia a los iones); 7) conductancia de la membrana en
reposo de la célula postsindptica; 8) umbral de disparo de la célula postsi—

ndptica; 9) potencial de membrana postsindptico (consecuencia de las conduc-—
tancias relativas a los iones); 10) resistencia intracelular (afecta la constan-—-
te espacial); 1l1l) grado y constante temporal de acomodamiento.

Las condiciones y procesos que pueden causar cambios en los pardmetros
que afectan la excitabilidad, entre otros, son los siguientes: 1) transporte de
‘neurotransmisores, precursores y enzimas asociadas, a lo largo del axdén hacia
la terminal sindptica; 2) metabolismo celular, en particular la- activacidn en-
zimética, y la movilizacién: o "activacién del sustrato; 3) pH celular;. 4) ten-
s$ién intracelular y extracelular'de CO2 y Oz; 5) volumen y compos1c1°n del es-—
pacio extracelular-' 6) estructura de la membrana y sus caracteristicas de per—
meabilidad. : ; ;

Las sust“nc*n.as moduladoras pueden tener su or1gen ‘en una - variedad de
fuentes. Estas pueden ‘ser:: 1) -las ‘células nerviosas; /2) las. ‘células gliales;

3) 1las glandulas v celulas glandulareS' 4) las celulas neurosecretoras; 5) las
células ependylmales.

! Las ‘sustancias moduladoras bien pueden ejercer sus efectos realizando

cambios. de permeabilidad semejantes a los que efectian las sustancias trans—

misoras regulares. Una diferencia importante es que la .accidén del transmisor

estd. restringida en espacio a la membrana subsindptica, y en tiempo a la du-
racién de la liberacién del transmisor. Por. otra parte, se puede esperar que

los moduladores se encuentren presentes por mayores periodos de tiempo y que
afecten a, otras regiones fuera de las dreas sindpticas especificas (1).

Desde hace varios afios se sabe que la comunicaciédn interneuronal puede
ser positiva (excitacién de la neurona postsindptica) o negativa (inhibicién
de la neurona postsindptica), lo cual ha originado la idea de que la actividad
del sistema nervioso se regula no sdlo por una excitacidn activa de las neuro-—

nas, sino también, y quizd mds efectivamente (2,3,4), mediante la inhibicién
de las neuronas.

Desde un punto de vista bioquimico, la comunicacidn excitadora o inhibi-
dora significa la liberacidén ‘de un‘ transmisor quimico excitador o inhibidor,
respectivamente, y su interaccidén con un receptor especifico situado en la mem-—
brana postsindptica. De acuerdo a este concepto, cuando una neurona excita-
dora se despolariza, se libera un transmisor excitador especifico de sus termi-
nales axdnicas y, mediante su interaccién con el receptor en la neurona post-
sindptica, el transmisor producird una despolarizacién (potencial excitador
postsindptico) que, si alcanza el umbral de disparo de esa celula, generard
un potencial propagado. La repolarizacién de la neurona presindptica, al sus-—
pender el estimulo, cesard la liberacidn del transmisor y, puesto que existe
un mecanismo para la eliminacién de éste (degradacidén enzimdtica, recaptura
o difusién), la neurona postsindptica nuevamente se repolarizard. En el caso
de la neurona inhibidora parece ocurrir la misma secuencia de eventos presi-
ndpticos: cuando se despolariza libera_ al transmisor 1nh1b1dor, el cual inte-
racciona con el receptor especifico de 1la neurona postsindptica. Sin embargo,
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en contraposicién con el transmisor excitader,

el transmisor inhibidor hiperpo—
larizard a la membrana postsindptica

(potencial inhibidér postsindptico), au-
mentando por lo tanto el grado de despolarizacidn necesario para alcanzar un

valor suficiente que genere la produccidn de un potencial . propagado en 1la
neurona postsindptica. Cuando la neurona inhibidora presindptica se repolariza,
cesa la liberacién del transmisor inhibidor y la neurona postsindptica retor-
nard a su estado.normal de polarizacién después de la eliminacién del trans—
misor inhibidor remanente (5). .

Asi pues, la diferencia entre comunicacidédn excitadora e inhibidora depen-—
de de la naturaleza del transmisor y del receptor, asi como de la distribucidén
idénica y el cambio de permeabilidad que ocurre en la membrana de la célula
receptora.  Para una combinacién dada de transmisor y receptor, -es decir, una
sinapsis determinada, el transmisor originard una excitacién cuando los' cam-—
bios idnicos producidos resulten en una disminucién del potencial de membrana
(despolarizacién), y una inhibicidén ‘cuando dichos cambios iénicos . resulten
en un aumento en el potencial (h1perpolar1zac1én). Es evidente que la interac—

cién transmisor—-receptor constituye el mecanismo deseéncadenador:de los cambios
en la excitabilidad de la neurona. post51napt1ca, Y -que ta.l ‘interaccidén requie-—
ra de una afinidad entre. el transm1sor 4 el teceptor. :

Tomando en cuenta. la existencia: de los dos ‘tipos de ‘transmisién srnapt'l.—
ca, excitadora e inhibidora, es posible ‘tratar. de ‘visualizar al menos dos sis-
temas de regulacidén de los circuitos en- laicomunicacidén’neuronal. Se puede

postular a una neurona ''maestra' - o. de mando;’ que puede  ser de naturaleza
excitadora (sistemas aceleradores) o' inhibidorai (sistemas frenadores), cuya ac-—
tividad es hasta cierto punto espontdnea,’.esi'decir,:tiene un ritmo endbégeno de

actividad. Las neuronas excitadoras' no’pueden ser postuladas como controlado-
ras o '"maestras',

a no ser que se.acepte.queiun’icontrol se puede ejercer por
falta de actividad. En cambio,

parece posible: que ciertas neuronas inhibidoras
"maestras' puedan regular la actividad ‘de los circuitos neuronales, mantenién—
dolos constantemente inhibidos en mayor ‘o 'menor grado.

De acuerdo con esta hipdtesis de control por inhibicién, la neurona
"maestra' mantiene constantemente inhibida a las neuronas finales, y éstas dis-—
paran cuando dicha neurona '"maestra' es inhibida por un sistema excitador.

Es decir, la neurona final es excitada por desinhibicién. Por otra parte, la
inhibicién continua ejercida por la neurona 'maestra' sobre la neurona cfecto-
ra puede aumentar cuando un sistema excitador la estimula, lo cual permite
compensar o equilibrar al circuito inhibidor, creando un balance entre la exci-
tacién y la . inhibicién. Sin embargo, el punto central del control en el esgquema
es que en ausencia de actividad de los sistemas inhibidores y excitadores,

neurona efectora no dispara, debido a la inhibicién ténica
"maestra' ejerce sobre ella (6).

la
que la neurona

A partir del descubrimiento, en diferentes sistemas, de la existencia de
vias y sinapsis inhibidoras (7,8,9) se iniciaron una serie de estudios condu-

centes a la identificacién de las sustancias responsables de dicha inhibicién,
a las que se les . pudiera

adjudicar todas las caracteristicas de un transmisor.



RELACION ENTRE EL FACTOR INHIBIDOR Y EL GABA.—

Desde hace varias décadas se han recalizado estudxos pata tratar de iden-
tificar a ‘las entidades quimicas involucradas con: losfproccsos ‘deinhibicién “en
la comunicacién interneuronal, 'y como resultddo se propuesto d:ferentes
mecanismos en relacién a este problema. ) :

mecanismos inhibidores, a cont1nuac1on se’ hac
llevaron a la postulacidn

vioso’ de los anlmales.

Por otra parte, esta revisidén es importante
més adelante, serd necesaria parajinterpreta
tados qQue se reportan en esta.tesis

Inicialmente, se encontrd: qu
de mamiferos contenxan una: sustanc La,
(Factor 1),

y .
denom1no Factor'Inhibidor
efecto’inhibitorio periférico
en crustaceos (10). con' la ayuda 'de una pre-
paracidédn sensorial aislada,”: tensorreceptor abdominal de los’ crustdceos, la
cual habia sido recientemente’ déscrita,” tanto anatémica (11) como: fisioldgica—
mente (12). ERE T e G

Se observé que el Factorilise’encontraba en la médula espinal y en 1la
corteza cerebral. de los mamiferos, pero no se pudo .localizar 'en las raices es-—
pinales. Se describié que:el.Factor. l. se’ destruia en21mat1camente por incuba-—
cién con homogenados de sistema  nervioso central, ¥y qQue la’accién &Sptima de
la enzima se encontraba entre’ pH 7-8. Al

También se estudié el" efecto del Factor 1 sobre otras preparaciones bio-
légicas. Asi, se observd que su accidn sobre el corazén del acocil era semejan—
te al efecto de la estimulacién. del nervio inhibidor del corazdn. El1 Factor 1
inhibfia la actividad espontdnea del intestino del acocil, vy bloqueaba ahi la
accidn estimulante de la acetilceolina. Este factor inhibidor también blogueaba
la transmisién neuromuscular en la tenaza del acocil. Su accidn inhibidora y
bloqueadora de la acetilcolina también pudo demostrarse utilizando el ileon de
cobayo y el de conejo como preparaciones de estudio. La accidén del Factor 1
pudo disociarse de las acciones del potasio, acetilcolina, colina, sustancia P,
adrenalina, noradrenalina, serotonina e histamina, las cuales también podrian
estar presentes ‘en-un dializado crudo de cerebro. Por sus caracteristicas, se
postulo( que ‘el Factor '1 podria reptesentar a un transmisor inhibidor en el ce—
rebro (10).

Posterlornente se pudo establecer que bajas concentraciones del Factor 1
podian bloquear -la’*transmisidén en el ganglio mesentérico inferior y en el gan-
glio estrellado de:gatos 'y conejos.-Sin. embarge no se obtuvo ningdn efecto en
el ganglio cervical superior, y.la transmisidn neuromuscular en gatos tampoco
resultd afectada. Por otra’parte, . se pudo demostrar que el factor inhibidor se
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producia en el cerebro, y no se encontrd actividad inhibidora en extractos de
higado, bazo, musculo cardiaco, ganglios simpdticos o nervio cidtico (13).

La aplicacién tdépica del Factor 1 a la médula espinal expuesta de los
gatos mostrd que el reflejo patelar monosindptico podia ser completamente abo-
lido en los primeros 5 seg después de la aplicacidén, mientras que el reflejo
flexor polisindptico se aumentaba. Se observd que la inhibicidn producida so-—
bre el reflejo monosindptico podia bloquearse mediante la administracidn intra-
venosa de dosis subconvulsivas de estricnina. Asimisino, se observd que la ad-
ministracién de Factor 1 en ratones era capaz de protegerlos contra una dosis
letal de estricnina. En el mismo estudio, también se pudo constatar que el

Factor 1 no actuaba cuando se administraba por inyecccidn arterial hacia la
médula espinal, lo que probablemente indicaba que dicho factor es incapaz de

penetrar la barrera hemato-encefdlica, ya que también se demostrd que no era
destruido en la sangre (14).

Como se menciond anteriormente, la determinacidén de Factor 1 de los- ex—
tractos se hizo mediante el uso del tensorreceptor abdominal de los crustdceos
(Cambarus virilis, Cambarus clarkii. Astacus fluvialitis, Pacifastacus sp.), ¥y
por ello fue necesario definir ,juna unidad para medir las concentracw.ones re—
lativas de la sustancia. Una ‘''concentracién bloqueadora minima' de; Factor 1
se definid como la concentracién mds baja que blogqueaba 1la actividad de la -
neurona durante 10 seg. Tal solucidén podia ser claramente diferenciada de una
que contuviera sdlo 10% menos del factor inhibidor. La *unidad. crustdceo'" o
u.c. se definid como la cantidad presente en 1 ml de una solucién que contu-—
viera una concentracién bloqueadora minima (15).

También se observd que el Factor 1 se encontraba presente en el cerebro
en una forma ''oculta'" que no es activa para. inhibir 1las descargas espontd-—
neas del 4rgano tensorreceptor del acocil. Sin embargo, podia liberarse en for-
ma activa mediante tratamiento de los extractos con calor, con dcidos o bases
débiles, o en condiciones hipotdnicas. Asimismo, se observd que las suspensio—
nes cerebrales aumentaban su contenido de Factor 1 con el tiempo. En el mismo
estudio se determind que las descargas espontineas de la neurona tensorrecep-—
tora podian ser bloqueadas por hidrolizados de caseina purificada,
por indicadores como el azul de bromotimol, el timol y el alcanfor, y también
por barbitiricos como el pentobarbital, el fenobarbital y el pentotal. Estas

sustancias neo mostraron ser tan activas como las preparaciones de Factor 1
obtenldas de cerebro.

asi como

La picrotoxina (PTX), en concentraciones bajas, .
la actividad espontdnea del tensorreceptor, pero en cambio impidié el efecto
inhibidor del Factor 1. El metrazol mostrd un efecto semejante al de la picro-
toxina, pero en concentraciones mayores. En cambio la estricnina no mostrd
ningin efecto. La picrotoxina y el metrazol son agentes convulsivos en el aco-
cil, mientras que la estricnina no lo es. También el etanol, el éter etilico y
el sahcxlato, a concentraciones que no mostraron efectos sobre la actividad es-—
pontdnea, impidieron la actividad del Factor. 1 sobre el tensorreceptor (15).

no afectd visiblemente a
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Los intentos de purificacidn del Factor 1 mostraron que éste era termoes—
table, dializable, estable al tratamiento con dcidos y bases, que no se preci-—
pitaba con acetato de plomo o con dcido perclédrico, soluble en agua y en me—
tanol, meoderadamente soluble en etanol, e insocluble en otros solventes orgdni-—
cos (10,13,14). Posteriormente se pudo purificar una sustancia a partir del ex-—
tracto de Factor 1 proveniente de cerebro bovino. Los polves de acetona del
cerebro se extrajeron con etanol al 70%. El1 extracto evaporado se precipité con
acetona, se lavd con éter de petrdleo vy se recxtrajo con etanol al 95%. Aprove-
chando que el material activo se retenia en resinas de intercambieo idnico fuer-
tes, tanto dcidas como bdsicas (Amberlita IR-120, Amberlita IR-410, Dowex-50),
Pero no en resinas de intercambiadores catidnicos o anibénicos débiles (Amber—
lita IRC-50, Amberlita 1R-45), se obtuvo una fraccidn purificada que cristali-
zS por evaporac1on de la solucidén acuosa.

Por cr1stah.zacxon fracc1onada se obtuvieron tres sustancias cristalinas.
La fraccién que mostrd mayor actividad de Factor 1 (2 ug/ml eran suficientes
para bloquear la actividad espontdnea del tensorreceptor) “se - identificd . por
andlisis al infrarrojo, punto de fusidén y cromatografia en papel. como el - dcido
gamma-aminobutirico (GABA). Se encontrd que una- muestra sauténtica’ de. GABA

mostraba el mismo efecto inhibidor que el Factor 1 sob ‘preparaC1on del
tensorreceptor (16,17). . .

Otra de las fracciones de ‘esta’ preparac*;on,
Yy que también mostrd actividadiinhibidora, ¢
se intercambiaba en 1las res1na.s fuertes. La' natu
cién no fue determlnada. : i R

ntre varias
sustancias probadas,, tamb1en mostrd ‘actividad  de  Factor: “con una

potencia velnte veces: menor que ‘éste.

La exxstenc1a del ac1do gamma—am1nobut1r1c en el cerebro ‘se . habfa des-—
crito- ya’ previamente (16,19,20), y.:se_ habiamostrado' que producna a partir
del glutamato. por. accidén de una. descarboxﬂ.asa “(GAD)* q_ue ut1hzaba al fosfa-—
to- de plrldoxal como’.coenzima (21, 22 23)-'

A1‘1gua1 que el Factor 1, se “demostrd- que el GABA
Prevenir ciertos tipos de convulstones en los: ratones.
GABA, como de ‘Factor 1, en el acocil. entero.
en una pardlisis flaccida (16). -

= efectivo para
imismo, 1la inyeccién de
1 animal cayera

. La actividad de Factor 1 en cerebro ‘bovino’ se reportd ‘como equivalente
a 150 . ug de GABA por gramo de cerebro. Elliot'y: Florey (15) encontraron al-
rededor de 100 u.c. por gramo dé hemisferio cerebral fresco, lo cual corres—
pondia a cerca de 200 ug/g. Roberts y cols. encontraron casi 400 ug de GABA
por gramo de cerebro de ratdén adulto (24), y Tallan y cols. reportaron 240
ug/g de cerebro en el gato. (25). Por lo tanto parecia haber suficiente GABA
en el cerebro como para justificar teda la actividad de Factor 1 encontrada.

.



Parecia probable ol postular al GABA como un agente relacienade en al-
gunos aspectos dec la actividad fisioldgica del cerebro y otras estructuras ncr—
viosas, posiblemente como una sustancia transmisora de impulsos inhibidores,
qQque se liberaba de una forma "eculta™ cuando cicrtas necuronas inhibidoras
disparaban. De forma alterna, se¢ podia visualizar que una concentracién de la
sustancia libre, variando con las condiciones, se mantuviera en los fluidos ti—
sulares y que ejerciera un efecto moderador sobre la actividad neuronal (17).

Posteriormente se postuld que el Factor 1 parecia ser la sustancia trans—
misora de las fibras nerviosas reguladoras inhibidoras que suplementan a las
neuronas sensoriales del érgano tensorreceptor del acocil. El Factor 1, en con-
centraciones suficientemente bajas, provocd una cafida inmediata en la frecuen-—
cia del impulso (periodo silente), la cual era seguida 'por un retorno a un va-—
lor cercano al nivel de frecuencia previo. La eliminacién del Factor 1 era se—
guido de excitacidn y, otra vez, regreso de la frecuencia al nivel medido an-—
tes de la aplicacidn de la sustancia. El curso temporal de estos fendmenos
mostrd ser idéntice al de las adaptaciones a los decrementos y aumentos repen—
tinos de la tensién aplicada sobre el tensorreceptor (26).

También se demostrd gue el GABA afecta al potencial de membrana de las
neuronas tensorreceptoras del acocil en exactamente la misma forma en que lo
hacen las terminales activadas de los axones inhibidores gque hacen contacto
sindptico con estas células nerviosas (27). '

.La perfusién con GABA (1 ug/ml) disminuyé y detuvo el latido " cardiaco
de Astacus trowbridgii. Pero si en el ligquideo de perfusidén se adicionabai:pi—
crofoxina (1 ug/inl), entonces el GABA, ailin a concentraciones de 10 - ug/ml,.: -
perdia su efectividad. La estimulacién de la fibra inhibidora del corazdédn,. con.
frecuencias de 35/seg y mayores, causd la detencién total del corazdn. . Sin em-—
bargo, si el corazén se perfundia con picrotoxina (1 ug/ml), la estimulacién
de la fibra inhibidora, aidn a frecuencias de 100/seg, no fue efectiva. Estos
resultades indicaron que la fibra inhibidora actuaba liberando un factor inhi-—
bidor que podia ser bloqueado por la picrotoxina (28).

Que tal compuecto inhibidor se estaba realmente liberando fue demostra-—
do por el siguiente experimento: se colectd el perfusado mientras se estimula—
ba a la fibra inhibidora a una frecuencia de 60/seg, en periodos de 10 seg,
con intervalos de 5 seg, durante 2 min. Luecgo el perfusado se aplicé al pro-
pio corazén, que latia normalmente. El1 perfusado logrd disminuir la frecuencia
cardiaca en forma considerable. Los perfusados controles, obtenidos cuando no
se estimulaba a la fibra, nunca provocaron una disminucién en la tasa de la-
tido del corazdén. Ademds, los perfusados inhibidores no generaron su cfecto si
se les afiadia picrotoxina (lug/ml) (28).

Otros investigadores reportaron que en la purificacién de extractos cere-
brales de conejo y de cerdo, probados sobre los sistemas aductor y abductor
de 'la tenaza del acocil Cambarus virilis, aislaron mds de una sustancia con-
teniendo algunas de las actividades adscritas al Factor 1.: Las sustancias en-—
contradas con efecto inhibidor sobre dichos sistemas fueron el GABA, cl dcido
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glutdmico- (G1lu) v el dcido’ aspdrtico (AspY- Probados sobre el corazén del aco-
cil, el Glu presenté un: efecto inhibidor,

y el Asp un efecto estimulante (29).

En un estudlo enfocado a la comparacién de los efectos del Factor 1 vy
el GABA;llevado a.cabo sobre diferentes preparaciones bioldgicas, se obscrvd
que las- act1v1dades inhibidoras del Factor 1 y del GABA eran semejantes y e-
quivalentes en:’ a) el érgano tensorreceptor del acocil; b) la transmisidén necu-
romuscular ‘en: crustdceos; c) la respuesta motora cortical en el gato; y d)
protegian: de las convulsiones a ratones tratados con estricnina. S$in embargo,
se observaron:-diferencias en el reflejo monosindptico del gato, an donde el
Factor 1..inhibié dicho reflejo mientras gue el GABA no presentd ningdn efecto.
También se observd diferencia en la respuesta del recto de calamar, en donde
el Factor 1l provocd excitacidn, mientras que el GABA no mostrd efectos .consis—
tentes. Estos . resultados sugirieron que aunqgue el GABA formaba parte impor—
tante del Factor 1, deberia existir alguin otro componente activo que si mime-

tizara a Factor 1 en aquellos sistemas en donde el GABA no lo hizo (31,32).
También 'se describid que el &dcido

‘ﬁ—axninc—p—hidroxibutirico era muy similar
al GABA ‘en - sus acciones (32). ’

En otro experlmento, se estimuld eléctricamente al nervio excitador del
misculo abductor de la tenaza de Orconectes immunis en forma tetdnica hasta
que ‘se desarrollaba la contracciédn muscular. Luego se estimuld al nervio in-—
hibidor ‘de ‘dicho miisculo y se observd que la contraccidén cesaba. Cuando se’
perfundid al sistema con una solucidn- de picrotoxina, se observdé que 1la con-—
tracciédn no resuliaba afectada cuando se estimulaba al nervio inhibidor. Es—
tos experimentos confirmaron: que la -picrotoxina era capaz de bloquear la 'in—
hibiciédn. El grado al cual'la inhibicién era bloqueada dependia de la concen-
tracién de la picrotoxina. A concentraciones de 10°° M\, la picrotoxina casi no
tuvo  efecto, mientras qQue concentraciones mayores disminuyeron, en forma pro—
gresiva, el efecto de la estimulacidn del nervio inhibidor. Se postuld que la

picrotoxina actuaba bloqueando la combinacién del transmisor inhibidor con su
receptor especifico (33).

También se analizaron los mecanismos de la accidn inhibidora del GABA
sobre la célula tensorreceptora de crustdceos.

Se encontré un paralelismo muy
estrecho entre los efectos del GABA y los de la inhibicidén neural. Se observd
que. ambos inhiben las descargas aferentes causadas al deformar al tensorrec-—
ceptor cuando se aplica una tensidén. Tanto el GABA como el transmisor neural
aumentan la conductancia de la célula, disminuyendo por tanto la despolariza-—
cién causada por la tensidn. La hxperpolar1zac1on causada por ambos agentes
es semejante. Si se reduce o elimina K7 en la solucién extracelular la accidn
hiperpolarizante, tanto del GABA como del transmisor neural, se ve incremen-—
tada. Este efecto paralelo sugirié un mecanismo comin. Se sugirié también que
la accién del GABA no se confinaba a las dreas inhibidoras subsindpticas, si-
no que al menos parte de su actividad tenia lugar en una gran porcidén de las
dendritas y en el soma. En este mismo trabajo se reportd también que el dcido
gamma—guanidinobutirico (GGBA) presentaba caracteristicas inhibidoras semejan-
tes a las del GABA sobre el tensorreceptor de los crustdceos, aunque su poten-—
cia era 3 a 7 veces menor (34).
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De acuerdo con este resultado, se demostrd también que el GGBA era un
agente sindptico capaz de inactivar a las sinapsis dendriticas en la corteza
cerebral, aunque en forma menos selectiva que el GABA, pues inhibia tanto a
sinapsis despolarizantes como hiperpolarizantes; mientras que el dcido guanidi-
noacético (GAA) inhibia, al igual que GABA, sdlo a las sinapsis despolarizan-—
tes (35). La presencia de GGBA habia sido previamente demostrada en tejidos
de  frutas, invertebrados y vertebrados, incluyendo el cerebro de éstos (36).
Asimismo, se habia descrito su sintesis mediante una reaccién de transamidina-—
cidén entre el GABA y TUn donador de grupos amidino como la arginina, en ma-—
miferos (37). También se habia demostrado previamente gue la oxidasa de L-
aminodcidos de numerosos equinodermos, crustdceos y moluscos, metabolizaba a
la L-arginina dando lugar a la formacidédn del dcido gamma-guanidinobutirico
(38). Se postuld que la existencia de un andlogo ¥-guanidino del GABA, en
cerebro de vertebrados, y la interconvertibilidad de estos dos dcidos butiricos
mediante reacciones enzimdticas, sugerian que ambos compuestns podian estar
cumpliendo alguna funcién en algunos procesos nerviosos (36

Se describid que en mamiferos el Factor 1 se encontraba en altas concen-—
traciones sdlo en el sistema nervioso central, pero estaba ausente en los ner—
vios periféricos, en contraste con lo que sucedia en los crustdceos, en :londe
también se encontraba presente en los nervios periféricos. Estos hechos se in-—
terpretaron como un indice de conexién funcional entré el Factor 1 y las neu-
ronas inhibidoras, puesto que en mamiferos se encontraban neuronas inhibido-—
ras en el sistema nervioso central pero no en el sistema nervioso perifécico,
mientras que en los crustdceos dichas neuronas existian en ambos sistemas.
Con la ayuda del tensorreceptor se determinaron las concentraciones de Factor
1 en varias estructuras cerebrales de mamiferos, y se encontrd que el Factor 1
se hallaba mds concentrado en la materia gris de los centros extrapiramidales,
asi como en el peddnculo cerebelar superior, el tracto éptico y el crus cerebri.
La materia blanca mostrd muy poco-contenido de Factor 1 (39).

El hecho de que el GABA parecia no duplicar las -acciones del Factor 1
en todas las preparaciones probadas en mamiferos (31,32), aunque si lo hacia
en crustdceos, aunado al reporte de gque en un extracto de Factor 1 a partir
de cerebro -no:se- pudo encontrar n1nguna fraccidn que -contuviera GABA, por
criterios" cromatograflcos (40), sugirieron ‘que deberia existir mds de una sus-—
tancia responsable de las caracteristicas del- Factor 1.

Por " su parte,-en ctustaceos se confirméd que el . GABA mimetizaba los efec—
tos del transmisor inhibidor sobre el misculo. del: aCOC11 pues este aminodcido
inhibia. la contracc1on del muisculc abductorideila - tenaza. v actuaba sobre el

potencial de unidén.en la misma forma.: que: elktransml.sot inhibidor, y su accidn
también era bloqueada por p1crotox1na (41) 8 -

aunque el GABA no
1. Las contraccio-
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nes inducidas . por serotonina sobre el ileon de cobayo se inhibieron casi total-
mente con concentraciones adecuadas de GABA, pero la altura de la contrac-—,
cién no se vié afectada por el Factor 1. Las contracciones provocadas por 1la.
gamma-butirobetaina en el mismo biocensayo se inhibieron parcialmente con el
GABA, pero . fueron potenciadas por el Factor .l. El,esofago del e¢rizo de mar,
estimulado”coniacetilcolina, fue inhibido-por:el:Factor -1 pero no se vido afec-—
tado por-el:GABA. Estos resultados apoyaban la- sugerencia de gque la actividad
de los extractos "de Factor 1, obtenidos de’ cerebro, no podia ser exphcada to-—-
talmente ‘por. su contenido de GABA. (42)

Como ‘se* mencionc anterxormente, una DU na'parte del Factor 1 en el cere-—
bro se encontraba en ‘una forma unxda ‘a

ya qQue éste se liberaba . cuando el teJldo ‘cerebral’ se: suspendxa en los medios

que normalmente se usan para-'la sepatacxon de particulas subcelulares. Sin

embargo, se observd que la proporcidn ‘de Factor ‘17.'libre" . (extraible con solu-
cién salina, sin calor) con .respecto al Factor ‘1’ '"oculto" (liberado con calor),
en los cerebros de ratas normales era bastante constante. Cuando el tejido ce-—
rebral se suspendia en soluciones de sacarosa libres de sales, la mayoria del
Factor 1 oculto se liberaba (43).

Se habfa descrito que e1 contenide de GABA en el cerebro de ratas dis-—
minufa después .del tratamiento de los animalss con insulina (44). De la misma
manera, se encontrd que el contenido total de Factor 1 disminuia notablemente
con dicho tratamiento (43). Asimismo, la administracién de carbazidas a ratas
producia un decremento en el contenido de GABA cerebral, determinado quimica-
mente (45). En- igual forma, se observaron reducciones muy importantes en la
actividad total de Factor I después de la administracién de tiosemicarbazida
y de semicarbazida (43). Se describid que el contenido de Factor 1 disminuia
en los cerebros de ratas que sufrian de coma y convulsiones, después del tra-
tamiento con insulina, y los de ratas gue presentaban convulsiones inducidas
por hidrazidas. Estos decrementos se llevaron a cabo principalmente en la
fraccidn 'oculta' del Factor 1. Por su parte, el contenido total de Factor 1 se
vié aumentado por hipoxia, por administracién de hidroxilamina y por dosis
repetidas de iproniazida. Estos aumentos fueron mds marcados en la fraccidén
"libre'" de Factor 1.(43).

Posteriormente se realizd un estudio de la distribuciédn de GABA enddgeno
entre las diferentes fracciones de centrifugacidn de homogenados con sacarosa
de cerebro de' ratdn. Se utilizaron suspensiones mitocondriales y microsomales
en solucidén salina amortiguada para unir al GABA marcado con !%C. Se demos-
tré. que tanto el fluido en suspens‘xon como la materia particulada de los sis—
temas de unién de “C-GABA contenian una cantidad mucho mayor de GABA que
la adicionada de GABA radiactivo. La actividad especifica del GABA unido al
final del experimento fue considerablemente menor que la de GABA libre en el
liquido de suspensién, indicando que . sélo parte del GABA unido finalmente par-
ticipé en el proceso de unidn. Por lo tanto se establecid la existencia de dos
"pozas'” de GABA unido en la materia partlculada final. El1 incremento en la
cantidad total de GABA unido desde el principio hasta el final del proceso de
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unién fue menor de lo calculado a partir de la actividad especifica del GABA
libre y del contenido de “C-GABA de las particulas, al final del procedimiento.
Estos resultados sugirieron que existia algudn intercambio entre el GABA unido
y el libre, o bien que cantidades apreciables de GABA.enddgeno se perdian a
partir de la materia particulada en el curso del procedimiento (486). ‘

Utilizando al tensorreceptor de Astacus trowbridgii y al eséfago del eri-
zo de mar Strongylocentrotus drobachiensis, como sistcmas de bicensayo, y la
cromatografia bidimensional en papel, empleando diferentes solventes, se pudo
separar a un extracto de Factor I, proveniente de cerebro bovino, en dos frac-
‘ciones claramente diferenciables, las cuales se denominaron fraccién A (la de
menor Rf) y fraccién B (la de Rf mayor). La fracciédn B podia, en virtud de
sus caracteristicas cromatogrdficas, compararse con GABA (47). Sin embarge, se
habia probado que .era posible preparar extractos de cerebro que no tuvieran
evidencia cromatogrdfica de la presencia en ellos de GABA, y gque de todas ma-
neras retuvieran su actividad total de Factor 1, medida en el tensorreceptor
del acocil (40). Se demostré que de tres extractos cerebrales preparados para
obtener Factor 1, dos dieron evidencias cromatogrdficas de la existencia de
GABA, aunque en. diferentes proporciones; y la tercera no. Sin embargo, las
tres mostraron idénticas actividades sobre el tensorreceptor del acocil. Mds
tarde se observd que después de un largo almacenamiento, en el extracto que
originalmente carecia de GABA, empezd a aparecer éste. Cuando la solucién ma-
dre de este extracto se estaba terminando, su actividad sobre el tensorrecep—
tor era igual que la de un extracto fresco, y ahora la presencia de GABA era
muy evidente. De estas observaciones, y del comportamiento cromatogrdfico del
Factor 1, se hicieron las siguientes conclusiones tentativas: a) que la activi-
dad total del Factor I no era dependiente de la presencia de GABA en el ex-
tracto de cerebro; b) que el GABA podia formarse durante la preparacidén de
los extractos a partir de algidn precursor; y c) que este precursor mostraba
actividad de Factor 1 en aquellas preparaciones bioldgicas en donde el GABA
era inactivo (47).

Se hizo necesario utilizar alguna preparacidén con el mismo grado general
de responsividad que la neurona tensorreceptora al Factor 1, pero que no fue—
ra afectada por el GABA. Tal preparacidn fue el esdfago del erizo de mar esti-—
mulado por acetilcolina (42). Tanto la fraccién A como la fraccién B del Factor
1 bloquearon las contracciones inducidas por la acetilcolina, mientras que el
GABA no lo hizo. Por lo tanto deberia existir algin otro constituyente en 1la
mancha de mayor Rf ademds del GABA. Debe mencionarse que la fraccién B,
quizd también la fraccién A, eran candidatos a estar relacionados con el GABA,
ya fuera por que lo produjeran por degradacién, o porque se asemejaran es—
tructuralmente. La actividad de ambas fracciones, sobre los dos bicensayos
utilizados, se destruyd totalmente al tratarlas con &dcido nitroso, de la misma
forma que sucedid con la actividad del GABA sobre el tensorreceptor (47).

lLa gamma-—aminobutirilcolina (GABCh) parecia ser una posibilidad intere-
sante, pues se habia descrito su existencia en el cerebro de perro, y mostraba
algunas propiedades inhibidoras en diferentes sistemas probados, ademds de
que al hidrolizarse, uno de los productos de degradacién era el GABA (48).
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. c1Las fimilétudes biclégicas de la GABCh con la fracecidén A fueron. muy

%o?nages;ilgﬁsit::. ::aelg;asgfapgootegze:{ae?iazza dinhibir las contracciones estimuladas
P _ A or g ;

(t;eAnBsorrecepf.or. La hidr{ﬂisis alcalina suavcmfller,es}'tet"t:lg:i;:e:esize."~acc:\.l\:d ;:SSECZI

tens‘:rge:eo;:::"sdiiSt:x:t)J’? su p{:tenci:a en el erizo de jmar, pe‘z"‘o’f‘no‘ afectd la del

Teneses . argo, la evidencia cromatogrdfica. no permitid-igualar a
GAE : C_°n qinguna de las fracciones obtenidas. a partir del- Factor 1 (47).

Por:.otra parte, se encontréd que tanto el &dcido p-guanidinopropidnico

(BGPA) como: el ‘dcido Y-guanidinobutirico (GGBA) comigraban con-la fraccidén B
del Factor 'l en "los sistemas de solventes utilizados. Se demostrd que tanteo el
BGPA como el GGBA llenaban adecuadamente los requisitos de. 1la fraccién B,
tanto desde el punto de vista cromatogrdfico, como por su. actividad sobre los
dos bicensayos utilizados (47). Se postuld como probable que ‘uno de los cons-—
tituyentes -activos del Factor 1, al extraerse del cerebro,

fuera un derivado
guanidilado. El candidato ‘mds apropiado, en funcidén - de sus caracteristicas
biolégicas, cromatogrdficas 'y ‘de existencia en los extractos era el GGBA (14,
35,36,37,47,49) . : e

En la Tabla ‘A ‘seve ue:hﬁr_an":resumidaS» algunas propiedades bioldgicas y
quimicas de ‘las fracciones:iobtenidas:del Factor 1 y de los compuestos mencio—
nados arriba. e 2%

Posteriormente’’

3 ortd
fraccién B (50). Tambi

‘que -la -fraccién A era la forma ionizada de la.
] isld, . de extractos de tejido nervioso central y
periférico de crustdceos sustancia- inhibidora, mediante métodos cromato-
gréficos, a la cualise. omind:Sustancia- 1 (2). La Sustancia 1 parecia ser
idéntica a la fraccidniAi. del: Factor 1 (51).

Otra serie de estudios . se enfocd a la elucidacidn de las caracteristicas
estructurales que parecian ser necesarias para generar .una respuesta inhibito-
ria en algunos de los ‘diferentes sistemas bioldgicos que se habian utilizado
para describir las caracteristicas funcionales del Factor 1. Por lo tanto se
probaron decenas de compuestos, muchos de los cuales presentaban semejanzas
estructurales con el GABA. En estos estudios se encontraron compuesios que
excitaban y también que inhibian a las diferentes preparaciones, sin embargo,

para los fines de esta recopilacidn uUnicamente se comentardn los hallazgos re-
lativos a las sustancias inhibidoras.

Asi, sobre segmentos aislados de la médula espinal de Bufo marinus sc
encontraron los siguientes resultados, en donde las potencias de los diferentes
compuestos Se expresaron comparativamente en relacién a la potencia de GABA.
Las sustancias probadas se dividieron en tres categorias principales: dcidos
aminocarboxilicos, dcidos aminosulfdénicos y &dcidos guanidinocarboxilicos, va
que cl resto de los otros compuestos probados fueron sclamente derivados de los
miembros de estos grupos. Entre los dcidos w-amincalcanocarboxilicos se asocid
un pico de actividad depresora con una longitud de cadena de dos dtomos de
carbono entre el grupo amino y el grupo carboxilo (B-alaninal), mientras que
en la serie de &Acidos w-aminoalcanosulfénicos la sustancia méds activa (dcido




Tabla A.- Resumen de las propiedades bioldgicas y quimicas
de las fracciones del Factor 1 y de algunos compuestos.

Factor 1 Factor 1 . .
fraccidn A fraccién B GABA GABCh Arg GAA BGPA GGBA

Valores de Rf aprox. en sol- 0.2 0.4-0.5 0.4-0.5 0.1-0.2 0.15 0.25 0.4 0.45-0.55
ventes cén butancl-dcido :
Valores de Rf aprox. en sol-— 0.2 0.2 0.05 0.05 0.05 0.05 0.15 0.25
ventes con butanol-agua
Valores de Rf aprox. en fe— 0.3 0.85 0.75 0.9 0.85 Q.7 0.85 0.9
nol acuoso .
Concentracién/ml de solucién 0.1 ml¥* 0.025 ml* 3 ug 10 ug NA 2 ug 10 ug 10 ug
aplicada para bloquear 1la .
descarga del tensorreceptor
Concentracién/ml en el bafio 0.005m1* 0.1 ml¥* _NA 1 ug NA - 50 ug 50 ug
requerida para inhibir al
50% la contraccidén por
ACh del eséfago de erizo
Reaccidn con ninhidrina + + + + L+ - - -
Reaccidédn de Dragendorff + - - -+ - - - -
Reaccién de Sakaguchi - + - - + + ) + +

*Las concentraciones de Factor 1 estdn expresadas como mililitros del extracto acuoso final que
se aplicd a los cromatogramas. #* = reaccién positiva; -~ =

= reaccidn negativa; NA = no presentd
actividad. Tomado de la Ref. (47).
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3-aminopropanosulfénico) se mostrd que los grupos funcionales estaban separa-—
.dos por una cadena de tres dtomos de carbono. Este compuesto fue el * mayor
depresor probado. En la. serie. de &dcidos w-guanidinocalcanocarboxilicos la ma-
yor actividad se observd cuando solo un dtomo de carbone separaba al grupo
guanidino del grupo carboxilo (glucociamina), pero probablemente es signifi—
cativo que otra vez tres ‘dtomos (en este caso —-C-N-C-) separaran al grupo . d-—
cidico . del grupo amino terminal.  Otra de las observaciones interesantes . en: es—
te trabajo fue que. cuando se‘pudieron probar los isémeros, siecmpre fue B mé&ds
activo el isdmero D ‘que el L. Los:  compuestos que presentaron mayor actividad
depresora. en este b1oensayo fueron: ‘glicina (Gly), B -Ala, GABA, dcido §S-amino-
valérico, N—metll—{b—AIa Ny N dlmetll-—fb —Ala, &cido —amino-—N—metilbuurzco, .Tau—
rina (Tau) ~dcidoi 3-a inop panosulforn.co, glucociamina, BGPA,.: D-x-Ala, . L-Ala

- (52).

"Cuando’ los experlmen'tos se’ llevaron a cabo sobre motoneuronas.‘

“células
de Renshaw. o .interneuronas:’ ‘del cuerno dorsal, dentro de la regidén“lumbar de
la médula espina

se’ observo que algunos compuestos: provocaban de—
presidén de la - actividad neuronal, entre ellos - los siguientes: B-Ala, GABA y

Tau, que fueron 10§ . mds potentes, seguidos por un grupo que consistia de N-
metil— F: —-Ala, acido g—amlno—ﬁ hidroxibutirico, Gly,  «-Ala, dcido S-aminovaléri—
co y dcido. p-aminoisobutirico.  Se establecieron algunas relaciones de estructu-—
ra-actividad con respecto a estas. sustancias. La actividad depresora estuvo

" asociada con un grupceo &dcido. y un. 'grupo bdsico. La separacién Sptima de los
grupos dcido y bdsico para la accidén depresora fue de dos a tres dtomos de
carbono. La funcién acidica podfa. ser sulfénica o carboxilica. La actividad

se perdia si los grupos dcidos .o bdsicos no se encontraban libres, y se redu-—
cia o desaparecia por sustitucidén  en algdn carbono intermedio de la cadena,

o en el grupo amino, dependiendo del tamafio, ntmero y posicién de los susti-

tuyentes (53).

Sobre el musculo abductor de la tenaza del acocil Cambarus clarkii
observé que provocaban inhibicién de 1la contraccién los siguientes:
do §-aminovalérico, P—Ala, Tau, y GAA.
dos en su accidén por la picrctoxina, lo que sugiri® que éstos mimetizaban al
transmisor inhibidor neural. También quedd claro que tales sustancias proba-—
blemente actuaban en un sitio especifico del sistema neuromuscular, pues otros
35 compuestos probados no mostraron ningun efecto (54,55).

se
GABA, dci-
Todos estos compuestos fueron blogquea-—

Sobre el drgano tensorreceptor abdominal de los crustdceos Orconectes vi-
rilis, Procambarus alleni y Homarus americanus, se observaron dcpresiones de
la descarca espontidnea provocadas por los siguientes aminodcidos: GABA, £ -Ala,
dcido S-aminovalérico, GAA, BGPA, acido —-guanidinobutirico, GGBA, écido
g-amino—f ~hidroxibutirico y Tau. Se observd que estos aminodcidos repolariza-—
ban a la célula despolarizada hacia su potencial de reposo. Se concluydé que
el mecanismo comin consistia en incrementar el flujo de 1iones especificos a
través de la membrana de dendritas y del soma. Esta accidn fue semejante al

mecanismo por el cual actuaba el transmisor inhibidor neural sobre la célula
sensorial (56).
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. -En otro estudio también sobre el . .tensorreceptor de Pacifastacus leniuscu-—
lus, se encontrd que la sustancia inhibidora mds potente fue la 3—-hidroxitira-—
“mina, alrededor de cien wveces mds activa que el GABA. Otros compuestos con
actividad depresora fuercn el clorhidrato de DL-noradrenalina, el dcido imida-
zolacético y el BGPA, con actividades semejantes a la del GABA. Se probaron
los efectos de la picrotoxina, el dibencileno y la clorpromazina para ver su
capacidad bloqueadora contra estos compuestos y contra una preparacidn cruda
de Factor 1. La mayor parte de la actividad del Factor 1, el dcido imidazol-
acético y el BGPA fue bloqueada por lasitres drogas; la picrotoxina fue débil-
mente efectiva contra la 3-hidroxitiramina pero bloqued casi totalmente al GABA;
¥ la clorpromazina y el dibencileno no fueron efectivos contra el GABA pero
bloquearon casi completamente a . la 3-hidroxitiramina. Estos resultados apoya-
ron la sugerencia de que otras sustancias, ademds del' GABA, estaban contribu-—
yendo a la actividad inhibidora del Factor 1 (57). Mds tarde se afadié a esta
serie de compuestos la homotaurina, reportdndose que presentaba 1.3 wveces la
potencia del GAEBA. También se menciond que habia una especificidad de espe-
cie con respecto a la 3-hidroxitiramina, pues ésta era activa sobre tensorre-—
ceptores de Pacifastacus leniusculus y de Procambarus clarkii, pero no tenia
efecto sobre Orconectes propingquus ni Procambarus blandingi (58).

. También se mostrd que sobre potenciales evocados directamente en la cor—
teza de gato.y. en sinapsis aferentes del nucleus gracilis, tenian un efecto in-
hibidor. el Factor 1, el GABA, el BCPA y el GGBA. Sin embargo los reflejcs mo—
nosindpticos al ‘estiramiento y la transmisidn en el ganglio mesentérico inferior
sdlo fueron ‘inhibidos por el Factor 1, pero no por los otros compuestos (59).

Sobre ixn'bioensayo ‘muy sensible como lo era el intestino de -acocil,

i se
encontrd que las contracciones inducidas por acetilcolina se podian inhibir con
GABA, GAA,

ac1do 3—am1no—-f>-hldrox1but1r1co. Asp, Glu, glutamato monosddico,
GABCh, [}-—-Ala 'y Tau.

-La acecidén inhibidora de estos compuestos se bloqueaba
por 1a p1crotox1na (60). . -

de nervios enteros de los quelipedos de Cancer magister
,causaba inhibicién del impulsc en el tensorreceptor. Este

obtenerse con extractos que contenian solamente fibras sen-—
soriales o f1bras motoras:i

En cambio los extractos provenientes de fibras inhi-
bidoras si podiar ‘deprlmu: la descarga del tensorreceptor. Se pensd que el
Factor 1 deilos crustaceos er:a una caracterxstlca exclusiva de las fibras inhi-
bidoras, y que

Como ya se enciond ‘antes, se habia observado que tanto el GABA como
algunos de sus andlogos’ imitaban las acciones del transmisor inhibidor en di-
ferentes sxtemas,; varios estudios ya se habfian realizado a este respecto so—
bre la unidn neuromhscular de: los crustdceos (62,63,64,65), en las sinapsis
del tensorreceptor:iy . enel.sistema nerviosoc central (34, 66 67). Estos datos su—

girieron que . el GABA-o algdn compuesto relacionado estuvieran 1nvolucrados en
la 1nh1b1c10n neural. SR
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Se hizo un 'extracto de la cadena ﬂanghonar abdominal, incluyendo al
ganglio supraesofdgico, de Homarus americanus, y el didlizado se sometid a
diversos pasos de purificacidon, incluyendo la cromatografia en papel y la elec-—
troforesis a diferentes plls. Se identificaron a las siguientes. sustancias: GABA,
Tau, betaina, Ala y [P-Ala, las cuales ademds presentaron actividad ‘inhibido-
ra sobre el misculo abductor del.acocil (63). Esta.era.la primera.ocasidn en
que se describia la ex1stenc1a de estos compuestos en- el 51stema nerv1oso cen-—
tral de los crustdceos.

- Luego se amplid’ este . estudlo ‘buscando en el sxstema hervioso periférico
de los crusticeos, para- verisi: existian compuestos : que: ;pudieran inhibir 1la
‘unidén ncuromuscular ‘del acoc11, iy:.’el resultado :fue. quei: ‘encontraron diez
sustancias con tale caracteristicas. Ademds: ' de:ilas, c1nco encionadas en el
parrafo anterior; 'tambiénise identificaron homarina,: Gln.y Asp.” y dos sustan-—
cias no 1dent1f1cadas oda‘s ellas el GABA mostré,.la; potenc1a mé.s alta. Se

crementaba Junto C 1 roporcién de “axones 1nh1b1dores conoc1dos (69).

Se aislarbn_ os iaxones” eferentes de la tenaza de Homarus americanus,
uno excitador: yuno.inhibidor y se analizaron:para’tratar.de cuantificar su
contenido de GABA y de. los otros nueve compuestos inhibidores de 1la sinapsis,
que se describieron arriba. El1 contenido de :GABA en el axén inhibidor fue de
aproxim~damente el 0.5% de su peso himedo, mientras’que no fue posible de-—
tectar GABA en el axdédn excitador. Por lo tanto el GABA . debia estar confinado
en los nervios inhibidores. Los otros compuestos, con :la posible excepcidn de
la p—Ala, se encontraron en ambos tipos de.neuronas:  (70).

De la misma forma se analizaron tres tipos de -‘axones inhibidores y sie-
te tipos de axones excitadores para conocer su contenido de GABA, mediante un
método enzimdtico muy especifico (119-122). Se. encontré que los axones inhibi-

dores contenian una. concentracidén muy alta de GABA, de aproximadamente 0.1 M,

mientras que los axones excitadores contenian menos del 1% de esa cantidad.
También se analizaron algunos axones sensoriales y fibras '"gigantes' del sis-—
tema nervioso central, y se observd que sus nlveles de GABA eran comparables
a los de las fibras excitadoras (71,72).

Posterlormente se demostré que existia liberacidn de GABA en respuesta a
la estimulacidén del nervio inhibidor en tres uniones neuromusculares diferentes
de Homarus americanus. Las cantidades liberadas de GABA fueron dependientes
de la frecuencia dé estimulacidén y de la duracidn del periodo de estimulo. La
cantidad promedio de GABA recuperado por estimulo estuvo en el orden de 1 x
10-'* nmoles. E1 GABA no se liberd por estimulacidn de los nervios excitadores
o en respuesta a la estimulacidén del nervio inhibidor, cuando la transmisidn
neuromuscular estaba bloqueada al exponer al tejido a un medio bajo en cal-

cio (73).
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HORMONA NEURODEPRESORA.

La accién. de las. hormonas como moduladores de' patrones,conductuales se
halla bien documentada "en. muchos animales, ‘peroienirealidad poco 'se’ conoce.
sobre los mecarusmosApor los.cuales estas acciones moduladoras funcionan.’ Al-
gunos de los:patrones.de conducta mds’co itmos- circadianos
de actividad jlocomotora, que persisten -adnien de 1nfor:mac1on senso-
rial sobre, los entos ambientales exte no

En los crustaceos. el papel de’ factores enddécrinos sobre” la- t1tm1c1dad lo-.

ue: propuesto inicialmente por*la’“débservacidn ‘de’iquela extirpacidén de
! oculares resultaba en la abolicién'-‘del,ritm’"o‘citcadiano de actividad
en el ‘acocil? Potamobius astacus (74), en donde se. inducia un estado de hipo-
actividad: continua por este método,

C ¥ la inyeccién: de un extracto de tallos o-
culares provocaba un aumento en la actividad.

N

Posteriormente, se reportd que en Procambarus clarkii y Cambarus dioge-
nes (75), y en Orconectes virilis (76), la extirpaciéon de los tallos oculares
También inducia un cambio en el n1ve1 de actividad motora de estos animales,
pero en este caso se obtenia un estado continuo de hiperactividad, mientras

que la inyeccidén de extractos frescos de tallos oculares provocaban una dismi-
nucién en dicha actividad motora.

Mds tarde, estas \ltimas observaciones se han descrito también en wvarias
especies de crustdceos, como son Uca (77), Trichodactylus (78) y Carcinus mae-—
nas (79). En todos estos, como en Orconectes y Cambarus, se ha propuesto que
una hormona inhibidora de la actividad locomotdra es producida por el le]ldo
neurosecretor del tallo ocular. Se sabe que el tallo ocular contiene a un Jdrga-
no neurochémico, originalmente descrito por Hanstrdm como una gldndula (80),
que se denomina gldndula sinusal y que ahora se sabe que estd constituida
por un conglomerado de terminaciones neurosecretoras, las cuales se encuentran
en estrecho contacto con un seno sanguineo. Este Organo- se ha estudiado en un
gran nuimero de especies de crustdcecos, su estructura bdsica parece ser comin
en todos los decdpodos, y se sabe que contiene varios neuropéptidos (81).

Desde el punto de vista electrofisiolégico, se han descrito fluctuaciones
circadianas en la respuesta de elementos sensoriales en fase con el ritmo cir-—-
cadiano de la actividad motora (82), y se ha visto que los extractos crudos de
tallos oculares deprimen la actividad eléctrica espontdnea en varios elementos
sensoriales y motores en el sistema nervioso del acocil Procambarus bouvieri

(83), tanto en animales intactos, como en ganglios aislados y en células ner-—
viosas aisladas.

En Carcinus maenas, la supresién parcial inducida por extractos de teji—
do nervioso sobre la actividad de neuronas a varios niveles de integracidn,
similar a la actividad disminuida que se observa durante la fase diurna del
ciclo circadiano espontdneo. En este mismo organismo, la depresién diurna de
la actividad neuronal es inducida por la liberacién de un agente hormonal, el
cual es una molécula pequefia, termcestable y de naturaleza peptidica (84).De-
bido al efecto que presenta este agente sobre la actividad neuronal, se le ha
designado con el nombre de Hormona Neurodepresora (HND).

es
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Se ha re;ﬁo'rt‘ado que el sistema nervioso de los crusticeos es capaz de
proporcionar- cantidades mensurables de HND, especificamente el que forma. par—
te del tallo ocular, y el del ganglio supraesofdgico. La cantidad de actividad '

de HND en ambos. érganos. es diferente, conteniendo el tallo ocular de:3 a5 ve-—’

ces mds la cantidad de HND que se puede obtener del ganglio supraesofaglco.»
Dentro del talloc’ocular, se reportd que ‘la mayor parte de la act1v1dad£neuro—;
depresora se encontraba confinada en el sistema médula interna-gldndula; isinu-
sal. Cuando se disecd selectivamente a la gldndula sinusal.: se. observd que mas,
del 90% de la actividad' de la fraccién médula 1nterna-glandu1a ‘S i
calizaba en dicho érgano. De hecho, se encontrd que la glandula sinusal con—
‘tenfa alrededor del 65%“de toda la act1v1dad de HND ex1stente, enf/‘ el sistema
nervioso del acocil (85) e

. Se ha descrito que 1la mayor cantldad 'de HND se encuentra en el tallo
ocular. También se halla en .el:ganglio . supraesofdgico pero en una concentra-—
cién mucho menor. Asimismo, también se ha' observado un poco de actividad en
los ganglios tordcicos y en cantidades muchisimo mds pequenas en la cadena
abdominal. Igualmente, se ha’ identificado.su presencia en la hemolinfa del
acocil (86). ‘

Cuando se separan los tallos oculares del resto del animal, se ha obser-—
vado que la concentracidén de HND en las diferentes estructuras (ganglio supra-—
esofdgico, ganglios tordcicos, ganglios abdominales y hemolinfa) disminuye
constant:mente hasta desaparecer al cabo de cuatro dias. $Sin embargo, a par-—
tir del quinto dia se empieza a observar una recuperacidén que rdpidamente al-
canza los miveles basales (86), siendo el efecto mucho mds predominante en el
ganglio supraesofdgico y en los ganglios tordcicos, que en la cadena abdomi-
nal.

En algunos experimentos disefiados para localizar el sitio de sintesis de
HND, se separaron varios segmentos del sistema nervioso central del acocil, y
se depletaron de su contenido de HND, por lavado exhaustivo con solucidn sa-—
lina o por agitacién durante 30 min, o en el caso del tallo ocular, por sepa—
racidén de la gldndula sinusal. Después los fragmentos se incubaron en un me-
dio con aminodcidos y se tomaron muestras a diferentes tiempos. Después de
cinco horas de incubacién la actividad de HND en el tallo ocular retornd al
nivel '‘que se habia determinado antes de la escisién de la gldndula sinusal.
Se encontrd mucho menor actividad sintética en el ganglio supraesofdgico y en
los ganglios tordcicos, y no se pudo observar ninguna en los ganglios abdomi-
nales. De hecho se observéd que la gldndula sinusal misma ne fue capaz de
sintetizar HND (86,87).

Se ha sugerido que el lugar primordial de sintesis de la HND es el érga-—
no X, localizado en la médula terminal del tallo ocular. Los axones provenien—
tes del dérgano X corren distalmente para terminar en la gldndula sinusal (88).
Las neurosecreciones son transportadas a lo largo de estos axones en forma de
grdnulos cuyos tamafios varian entre 300 - 1200 “R. Su liberacién probablemen—
te involucra un proceso de exocitosis, estimulado por una despolarizacién de
las terminales. '

.
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Se sabe ‘que las terminales neurosecretoras en la glidndula sinusal son
excitables. La liberacidén de HND parece ser estimulada por la excitaciédn de los
axones neurosecretores, y se encontrd que la aplicacién de pulsos eléctricos de
1 mseg- de duracién, en un rango de voltaje de 0.1 a 10 volts provocaban:la
liberacién de HND: de la gldndula sinusal, obteniéndose la saturacidén con 1" V.
También ‘se‘estudiaron “los~efectos de la frecuenc1a de estimulacidén y se obtuvo
un valor optlmo entre 1 y -10 pulsos por seg (85).

De :la ‘misma’ manera. se ha estudiado el efecto del potasxo sobre asin—: 7
duccién  de ‘la :liberacién: de HND en la gldndula sinusal, y 'se -ha’ observado"
que las  soluciones: con#40:mM de Kt estimulan la liberacién mdxima: de.HND, en
presencia de. calci u aracteristica comin a. la llberac'on de” los transmiso—
res sindpticos;o. d Y ‘su’i;dependencia-  de la
penetracién de "calc
racién de HND delaiigldndula sinusal, también. se ha’ observado que el calcio
desempefia un papel relevante en dlcha liberacién; ya que ésta es inhibida
con soluciones’ care ¥, adn en presenc1a de K"‘ 40 mM (85).

Desde el punto de’ v1sta morfolégico, sa ha- observado por microscopia e-
lectrédnica que la liberacién de HND de las terminales ‘neurosecretoras de 1la
gldndula sinusal ocurre por exocitosis de granulos. Cuando se midié la canti-
dad de HND liberada en funcién de la ‘concentracién :de K%+, se observd que
era aproximadamente paralela a la deplecién..de ' grdnulos en las terminales .
neurosecretoras (85). Se cree que la dependenciade -1a liberacién de HND con
respecto al calcio pueda estar relacionada con la’ ’exocitosis, ya que este ién

no estd involucrado en la generac1on de potenc1ales de accién en los axones
neurosecretores.

Puesto que el grupo de neuronas en las .que se ha estudiado mejor el
efecto de HND son las motoneuronas de los ' flexores abdominales superficiales,
se intentdé estudiar el mecanismo de accidén -de HND en ellas. En estas neuronas
se ha postulado la presencia de una bomba electrogénica de sodioc como la res—
ponsable del control del potencial de membrana (89), y por lo tanto se inves-—
tigé si tal mecanismo se veia afectado por la HND. Se observd que la ouabaina,
un inhibidor del transporte de la ATPasa de Nat-K*, era capaz de bloquear el
efecto depresor de HND sobre la actividad espontdnea de una motoneurona (f{-5)
en el tercer ganglio abdominal. El1 efecto de HND también se blogued en solucio-
nes libres de K*, en las que la ATPasa dependiente de Na y de XK es inac-—
tiva (90). Se postuld la hipdtesis de que la HND producia un efecto hiperpola—
rizante a través de la estimulacién de una bomba electrogénica de sodio (87,

91).

Puesto que las motoneuronas flexoras abdominales son muy pequefias pa-
ra obtener penetraciones confiables, prolongadas, se utilizé el axén medial gi-
gante. Esta es una interneurona de comando que se sabe que participa en la
generacién del movimiento de la cola durante el reflejo de escape. Se ha des-—
crito una bomba electrogénica de sodio en esta célula, y se vidé que la apli-
cacién tdépica de diferentes concentraciones de HND produjeron hiperpolarizacio—
nes relacionadas con la dosis, las cuales podian ser blogqueadas con la ocuaba-
ina, la cual a su vez era capaz de despolarizar a la membrana. Estos resul-
tados se -interpretaron como que la HND aumentaba el umbral de disparo y por
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lo tanto hacia’ que el.axdén se volviera menos excitable. No se. detectaron cam—

bios en la velocidadide conduccién ni en 1la conductanc1a de la‘ membrana ba-
jo 1la accton de la HND (87).

Con ‘el n: de explorar la posibilidad de una. medlac1on de los nucledtidos
ciclicos en’: ‘el7efecto”de”la-*HND, se estudiaron: las <consecuencias: ‘de.las. modifi-
caciones _en ‘los. mniveles: 1ntrace1u1ares de AMPc .y GMPc.:.La -aplicacién . de dibu-
tiril-AMPc, .el ‘cual ‘es capaz de penetrar la membrana‘celular, ‘mostrd - un  efec—
to bloqueador sobre la- actividad de la hormona. Se obtuvieron los:mismos re—
sultados con” la aplicacién de teofilina y cafeina, las cuales :son drogas que se
sabe aumentan la concentracién intracelular de:AMPc-aliinhibir la ‘actividad de
la fosfodiesterasa. Opuestamente, la ‘aplicacidn-:de:: dibutiril-GMPc parecidé mi-
metizar los efectos. de HND. Adn mds, cuando:se combinaron concentraciones ba-
jas de HND y GMPc, se hizo aparente un efecto sinergético. De estos resultados
se propuso que el aumento en los niveles intracelulares. de GMPc, y/o la dis-

minucién. de los. de AMPc participaban en la respuesta fisiolégica 1nduc1da por
la HND (87). o o

Se ha reportado que ' la secrecidn’ de la HND en Procambarus bouvieri po-
see un ritmo c1rcad1ano, por medio ;de 1la: med1c1on de su concentracion an el
sistema nervicso ‘a diferentes horas del’ ciclo nictameral. Los resultados indican
que: a). en: arnmales colocados en  ciclos normales de iluminacién o en obscuri-
dad constante:durante méds de. 24 horas, la: curva de concentracién-respuesta
para HNDY muestra titulos entre 100 'y -200% mAds altos para esta hormona duran-
te la fase diurna que en la fase nocturna; ‘b) en animales colocados en obscu-
ridad continua, después de haber estado sometidos durante una semana a ciclos
naturales de luz:. y obscuridad, la actividad de HND, determinada en interva-
los de 3 hrs, " alcanza titulos mds altos en. las muestras tomadas en la fase
diurna, coincidiendo las transiciones entre ambas fases con las del ciclo nic—
tameral; ‘c) la sensibilidad de la neurona f-5 a una concentracién dada de HND
también fluctda a lo largo del nictdmero,. siendo mayor cuando la neurona se
encuentra en la fase nocturna del ciclo (92).

Estos resultados sugxtleron que la produccién de HND en los crustdceos

part1c1paba en.-1la. modulacidén de 1la excitabilidad neuronal, particularmente en
relacién ‘al clclo ‘de’ 24 hrs.

Cuando se investigaron los efectos de la inyecciédn de extractos de tallos
oculares sobre: la conducta locomotora de Carcinus maenas, se observd que si’
dichos extractos se “aplicaban justo antes de la aparicidn del pico nocturno de
actividad locomotora, su contenido era capaz de abolir tal actividad (87). Es-—
tos resultados se confirmaron también en Nephrops norvegicus (93). Este tipo

de observaciones indicaron un efecto prolongado de lIa sustancia, compatible
con una funcién hormonal.

En experimentos in vitro se describié que el efecto depresor podia ser
mantenido por largos pericdos de txempo. de hecheo, tan largos como la HND se
encontrara presente en el bafio.. Ain después de horas de exposicién continua
a la hormona, es posible observar una completa reversibilidad del efecto des-—
pués de remover la sustancia. El tiempo necesario para la recuperacidén total
fue dependiente de la concentracidn y del tiempo de exposicién a la HND. Es-
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tos datos’ revelaron que la HND no produce ‘una desensibilizacidn = apreciable
(7).;-—,”” : .

que"ﬁ,larJ‘HND se ha encontrado en la hemolinfa, y dado el efecto

: e se. ha propuesto que su papel fisioldgico es el -de una--
oduladora q_ue controla el nivel de excitabilidad en el sistema ner—.
s y-es muy probable que se encuentre involucrada en la
de’’la’ ritmicidad circadiana. Se ha postulado que para los crustd- .
ctividad nocturna, la iluminacién fuerte y prolongada ejerce una. in-
nhibidora sobre la locomocidén (94). Es posible, por lo tanto, . que -du—
s:transiciédn de la noche al dia, se libere HND a la circulacidn 'y partx-

cipeé’ en la‘induccién de la quiescencia caracteristica de la fase ch.urna del ci-—
clo: c1rcad1ano.

Por otra parte, también se han realizado estudios para conocer la dis-—
tribucién de la HND en los invertebrados, a lo largo de la escala hlogenetlca.
Asi se ha identificado que existe un cruzamiento fisiolégico y el mismo compor—
tamiento biogquimico entre la HND del acocil Procambarus bouvieri y la HND del
camarén Penaeus vannamei (95,96). De igual forma, se han encontrado los mis-—
mos resultados coa toda una serie de especies de crustdceos decdpodos, tanto
marinos como fluviales, lo que hizo. gque se postulara que la presencia de esta
hormona era una caracteristica. comin a todos los crustdceos decdpodos (97).

Dicha propos1c1on fue confu:mada tamblen en Nephrops norveglcus y Carcinus
maenas (98).

Otros crustaceoq tamb
pPodo Squilla mantis® (99):
contrd actividad neurcde

ostraron la misma actividad, como el estomatd—

sépodo; terrestre Oniscus asellus; ademds se en-—
niun: molusco (Nerita scabricosta), un anéli-

secto” (Periplaneta americana) (100,101), que

aiposibilidad de poder sugerir que la HND
e grupos de invertebrados. Dicha situacidén es
olégicas de la hormona, es decir una molécu-—
chxtabxl*xdad neuronal, que presenta una gran es—

tabilidad evolutiva.

Desde el punto de vista bioquimico’, ‘se describid la purificacién y carac-—
terizacidén parcial de las hormonas neurodepresoras de Procambarus bouvieri y
Penaeus vannamei. Inicialmente se alcanzd un. grado razonable de pureza con
Ta HHD del acocil por métodos electroforéticos idnicamente (102,103), pero la ma-
yor desventaja de este método era que no se podian trabajar grandes cantida-—
des de material. Posteriormente, se disefid un método que involucraba pasos de
purificacién por cromatografia de exclusidén molecular (Sephadex G-25 y Sepha-—
dex G-15), junto con pasos electroforéticos en papel (pH 1.8, 3.5, 6.0 y 10.0);
que fueron aplicados tanto para la purificacién de HND de P.bouvieri (104),
como para la de P.vannamei (95,96), y en ambos se alcanzd un nivel razona-—
ble de pureza (alrededor de 4 x 109 sobre el nivel del extracto crudo).
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Los traba]os de caracterizacidn realizados llevaron ‘a postular que la HND
era un.péptido pequefio, suscept1b1e a la accidén ‘de enzimas proteoliticas,  ter—
moestable;. dializable; compuesto’dnicamente por aminodcidos que le confieren
caracterxst1cas de neutra‘hdad ‘ante’un’ campo.  eléctrico, a todos los plis proba-—
dos,.-como..son:. . Asn : : ‘Gly, Thr, Leu/lle, y Pro; que tiene
‘que ‘se-encuentra bloqueado en ambos
trate -de un péptido ciclico (87,95,96,

extremos,  con*
103,104, 105);

estos resultados se habian obtenido con
ntaminantes, ‘pues al utilizar métodos de
ormente ‘usados, éstos salieron a relucir.
ara conseguir la purificacién de la hor-—
‘comolo fue la cromatografia liquida de

stablcc1eron las pautas para conseguir la
106) o

alta presidén (CLAP). Con
purificacién definitiva - -d

En el presente trabajo:sei'dan:a conocer los resultados de los esfuerzos
asi como algunas de sus
caracteristicas b1oqu1m1cas_y ‘fisicoquimicas. Tamb1cn se presentan datos sobre
la posible identidad de 1la -actividad neurodepresora del camardén Penaeus va—
nnamei (Boone), y se dxscute su probable relacién con el llamado Factor I.



MATERIAL Y METODO’'S

Limpieza del material.— Todo el material de wvidrio utilizado en este trabajo
fue lavado previamente con una mezcla sulfonitrica (H2S04 : HNOz, 1:1, v/v).
Después se en]uago el material con agua bidestilada y desionizada. Posterior-—
mente se tratd con una solucidén-de Aquasil (Pierce) al 1%, v/v.

Animales.—- Los tallos oculares utilizados fueron obtenidos de camarones
blancos del Pacifico, de la especie Penaeus vannamei (Boone), capturados en

las costas de Nayarit y Sinaloa. Estos animales fueron utilizados sin distincidn
de sexo ni edad.

Para los bioensayos se utilizaron acociles de la especie Procambarus bou-
vieri (Ortmann), trafidos de Uruapan, Mich., o bien Procambarus clarkii (Gi—
rard), procedentes de Chihuahua.

Reactivos.—~ Todos los reactivos usados fueron del mejor grado de pureza
existentes en el mercado. En la preparacxon de las soluciones, asi como en to-—
dos los procesos en general, se usd agua purificada a través de un aparato
Nanopure (SYBROV/Barnstead). La resistividad del agua obtenida después de
este proceso fue de 15 a 18 megohms-cm.

En el caso de los solventes utilizados en la cromatografia liquida de al-

ta presidén, Udnicamente se utilizaron solventes grado HPLC (Fisher o J.T. Ba-
ker).

Tinciones.—

a) Método de la ninhidrina.— Se empled como agente localizante nin-—
hidrina al 0.25% en acetona (107).

b) Método del cloro.—~ Este método es muy util para el caso de ami-
nodcidos, aminodcidos con el grupo amino bloqueado y para péptidos (108). Pa-
ra realizar cesta técnica se siguid ¢l método de Rydon-Smith (109,110). Para
mayores detalles consudltese (95).

24
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Soluc1ones amortlguadoras.—- : L . B
.1) ‘Solucidén amortlguadora PH 1 8.-" Esta solucidén se preparé utili-
lacial: agua. en las proporciones l. 45. v/v/v.

Esta se prépara’z m
ciones 1-10:89. I'v/V/

veld . para crustaceos (111).
KC1.0.00536 M, MgClz 0.0026 M,
I ’

del Depto. de Fisiologia y Biofi-

La a tlvidad de 1la hormona neurodepresora fue probada in vitro por su
efectividad en reducir la frecuencia de descarga de una neurcona aislada, del-
sistema tensorreceptor abdominal (11) del acocil Procambarus bouvieri o de
Procambarus clarkii.

El 6rgano tensorreceptor del acocil, RM; , -al igual que el RM2a, consiste
de una neurona sensorial adosada a una sola fibra muscular. A diferencia de
RM2, que muestra una adaptacién rdpida a la tensidén, RMj) da lugar a fre-
cuencias constantes de impulsos nerviosos cuando se mantiene una tensidn cons—
tante sobre la fibra muscular. Puesto que los impulsos nerviosos son casi per—
fectamente ritmicos, atn los cambios méds pequefios en sus frecuencias, pueden
observarse fdcilmente (12).

Cada lado de cada segmento abdominal del ‘acocil contiene un par de re—
ceptores, RM3 y RM2 . Se disecaron éstos bajo el microscopio, inmersos en solu-—
cidén de Van ' Harreveld quitando toda la. musculatura y tejido conectivo adya-
centes.

Poﬂterlormente, 1a' preparacidn _axslada se- transflrlo a una poza en donde
se le succiond con un microelectrodo para 'hacer -un- registro extracelular de la
actividad eléctrica de RMj{, al aplicar una pequefia tensién. La preparacién se
irrigd constantemente con solucidén de Van Harreveld, goteada por gravedad
desde un recipiente a temperatura ambiente (19°-21°) 'y sacada de la cdmara
de registro por la aplicacién de una presidn reducida.

El flujo de la solucidén salina fue: detenido por espacio de un minuto, co-—
mo periodeo control, y luego se introdujo la’ sustancia de prueba, con jeringa,
y se observd su efecto durante un minuto. Posteriormente se restaurd el flujo
normal. S
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La frecuencia de descarga de 'RMy  fue medida por alimentacidén de picos
después ‘de una. preamplificacidn (Gras-P-G-12) :a un-reductor ' de frecuencia
(112) 'y alternativamente con un multicanal marca TMC. En este caso la forma
de onda de los picos fue modificada por un ' circuito RC, para lograr la sefial
aceptable por . el multicanal. Los picos fueron registrados en papel (poligrafo
Grass, modelo 7) y proyectados en un.oscilescopio (Tektronix 502), simultdinea-—
mente. : ) ; R b RS

En algunos casos.‘con f1nes comparat1vos. se utilizd otro método de bio-
ensayo que consistid ‘en‘el " registro: extracelular de la actividad espontdnea de
la rama. superf1c1al ‘delaitercerai . raiz’'de un ganglio abdominal, generalmente
el tercero, coniun electrodo de “succidn: (85). "Esta rama contiene seis axones
motores que: ‘innervan los musculos flexores abdominales superficiales. Cinco
de estas unidade: énicamenteactivas. Las ' mediciones ' de frecuencia de
descarga espontanea' e hicieron sobre la motoneurona -5, de acuerdo a la
terminologia ‘de*Wine y ‘cols. (113). .

La actividad neurodepresora se cuantificé usando una escala arbitraria.
La frecuencia de descarga de la neurona f-5 mostrd, a temperatura constante,
fluctuaciones espontdneas de minuto a minuto, dentro de un limite de 10% del
valor promedio. Bajo la sustancia de prueba, cualquier depresidn que sobrepa-—
sara ese nivel se tomd como efecto positivo, .y cada reduccién del 1% en 1la
frecuencia de descarga se considerd como una unidad de actividad neurodepre-
sora-.

Obtencién de los tallos oculares.— Los tallos oculares fueron obtenidos
directamente de camarones recién capturados, cortando con tijeras la extensidn
del caparazén (rostrum) que existe entre los dos ojos del animal, y después
cortando los pediinculos oculares desde su base. Inmediatamente se congelaron
para evitar cualquier tipo de degradacidn y ‘en esas condiciones se trajeron al
laboratorio. : .

En el laboratorio se liofilizaron  hasta ‘sequedad y se mantuvieron a -70°
en un congelador Revco, hasta el momento’ viniciar las extracciones.

Extraccién y alslamlento ‘de ‘la act neurodepresora. Con los lotes’

P-19, 'P-21, P-22, P-23 y P-24, se 51gu1o‘e1 procedimiento que se ha descrito

previamente (95), con hgeras mod1 icacio En" breve, dicho procedimiento
se realizé en el cuarto.frioxy cons1st1o en tr1turar a los tallos oculares lio—
filizados, congelados a =70°, e n’“molino para carne que tenia una criba cu-—
yos orificios median 2.6 mm de_dlametro x:eenfr1ado a -70°, y utilizando tro-
citos de- hielo seco como abrasivo.: ... - [

i Los polvos obtenidos se resuspendxeron con tres volimenes de agua a
80°, y se calentaron en bafio maria mantenmendo una temperatura de 75°, du-—
rante 3 minutos. Luego se colocaron. en. .un .recipiente con agua con hielo para
bajar la temperatura. Este tratamiento fue hecho con el fin de inactivar a 1las
proteasas propias del extracto. E




Se extrajeron .los polvos con ragua,: a 40°, agitando mecdnicamente duran—
te 30 minutos, .y luego ‘se centrlfugo a: 4200 x g (cabezal GSA, Sorvall RC-5B),
durante ‘30 minutos, a 4°. Se 'recogieron:los sobrenadantes y los precipitados
_se reextrajero nuevamente, ut1hzando la misma metodologia. Este procedimien—

: as extracciones se reunieron:todos los

anera: al polvo obtenido''de’ la- molienda de
los:: ‘tallos oculares, enla: forma previamente .descrita, se le extrajo -directamen—
te con:imetanol absoluto;. agitandojdurante 'l hr,-a. temperatura ambiente. Pos—
terlormente se centrlfugo ‘en: una'centrxfuga MSE..a 700 x"g, durante 30 minu-
tos,a 8°."Se separaron los: sobre adantes.’ Y. los prec1p1tados ‘volvieron a extra-—
erse; por ‘el mismo ‘procedimiento ;

En este mismo lote, lo precipltados 'se ‘almacenaron a -70° en el Revco,
y -los sobrenadantes se ‘reunieron- y.'s .
El concentrado se centrifugd.a 16800 ‘g (cabezal GSA, Sorvall RC-5B), duran-—
te 30 minutos, a 4°, para e11m1nar aiun prer1p1tado que se formé. Dxcho pre—
cipitado se extrajo con agua 'y poster1ormente. se centrifugd bajo las mismas
condiciones. Los precipitados remanentes se congelaron a -70°, mientras que
los sobrenadantes acuosos se reunieron con:los sobrenadantes metandlicos obte—

nidos en el paso anterior. La mezcla: . sei liofilizé hasta sequedad obteniéndose
una pasta anaranjada. BT S P

Las pastas secas fueron extra:.das ‘con_éter de- petroleo, durante 1 hr, con
agitacién, en el cuarto frio. Luego“se rep1t1o la operacidén. Se centrifugdé a
700 x g en la MSE, 30 minutos,. 405y se separaron los sobrenadantes del
precipitado. Los prec1p1tados obtenxdos‘ e volvieron a extraer con &ter de pe—
tréleo, en la misma fotma,v vy se’ separdiel. sobrenadante del precipitado.

hr, con a-—
café, trans—
! en el eva-—
ializaronii(ver.-adelante) contra metanol, en el cuarto

& d a“bolsa de didlisis se concentrd a sequedad,
resuspend1eron en agua.

gltac1on, a 4°..:Se obtuvo
lGcido, y un prec1p1tado
porador rotatorio 'y se
frio. . El material’ que’
Yy los sdlidos: obtenidos‘ s

Posterlormente esta’solucidénfue extraida con cloroformo, durante 30 min,
a temperatura ambiente,; obtexnendose una fase acuosa (superior) amarilla, una
interfase cremosa, blancuzca, y una fase orgdnica (inferior) rosdcea. Se liofi-
1izé.- la fase acuosa Yy - luego se resuspendlo en agua.

Concentracidén.— En- el.caso de volimenes mayores obtenidos de las extrac-—
ciones o en la etapa de obtencién del extracto crudo, se concentrd hasta la
consecucidén de voliimenes pequefios en un evaporador rotatorico, marca Buchler.

En el caso de las fracciones obtenidas de las columnas de cromatografia en gel,
© las salidas de electrofore51s. fueron concentradas por liofilizacién en un a-—
parato marca Virtis. .
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Las muestras obtenldas de 1la cromatograha I{quida de alta ‘presidén. se
concentraron en’un. evaporador centrifugo al wvacio, marca Savant.

. Didlisis.= dos ‘los extractos totales obtenldos fueron dlalxzados direc—
tamente ‘contra agua. ‘lnvariablemente, " 1la’ actividad:: neu"odepresora .se .-’

localizé en. la fracc1on que salia de la bolsa, -a la cual.se;le: denomu‘xo dlah—
zado. Al material- que

bolsa de didlisis. El¥p,
y generalmente se - realizaban 'cuatro cambios.  Las®membranas utxhzadas fueron
de 1a marca Spectrapor,icon . rango ‘de. corte: de 13 600 ::d

Ultrafllttac:.on. : En los experxmentos, ,que.. requirier
se realizd utilizando membranas .UM-05, de Amicbn,‘,,qu
corte de 500 de PM. = B

Determinacién de’ Na"’ y. K"’,.— El contenldo de 1es’i
K*¥) se determind en forma -automdtica mediante-flamometria, en un~f1amometro
1L-343 (Instrumentation . Laboratory, -Inc.). Dichas’ medicionessse’ . realizaron en
el Depto. de Nefrolog1a Y Metabolxsmo Mineral del® INNSZ o

Desalificacidn de’ los extractos- Con el fin de e11m1nar a’ las sales que
acompafiaban a las preparam.ones ‘de actividad neurodepresora’ se siguié el pro-—
cedimiento que a continuacidénise:menciona. Las muestras se.liofilizaron &z se-
quedad. El1 precipitado obtenido se extrajo con volimenes variables de metanol
absoluto (en funcidén del ‘volumen’ del extracto), agitando 30 minutos a tempera—
tura ambiente. Luego se . centrifugd -a 700 x g, durante 15 minutos. Se recogie-—
ron los sobrenadantes y..los” precipitados se  extrajeron nuevamente con metanol.
El procedimiento se repitid‘tres veces. Posteriormente se. descartaron los preci-—
pitados y los sobrenadantes metandlicos se evaporaron a sequedad. E1l1 residuo
obtenido se resuspendid en agua. Se tomaron alicuotas para biocensayo con la
finalidad de observar si se habia recuperado toda' la acdtividad inicial.

Cromatografia de filtracidn molecular en gel.— Algunos extractos se some—
tieron, para su fraccionamiento, a cromatografia de filtracién molecular (95,
106). Se utilizé una columna LKB, mod. 2137-026, conteniendo Sephadex G-25
fino o Sephadex G-15. En este procedimlento se utilizé un espectrofotémetro de

flujo Uvicord S, un colector de fracclones Ultrorac 7000, y un graficador meod.
6520-7/8, todos de LKB.

‘Los pardmetros Y condiciones de cada corrida cromatografu:a se hallan
indicados en la seccién de RESULTADOS.

Electroforesis en papel.—

a) Electroforesis analitica a mediano voltaje.— Se utilizé una celda
tipo Durrum, marca Beckman, modelco R. La fuente de poder utilizada fue de
marca Beckman, modelo Duostat. Las condiciones empleadas fueron las que a
continuacién se mencionan. El soporte empleado fueron tiras de papel Whatman
3 MM, de 3 x 31 cm, o bien tiras dobles de 6 x 31 cm; tiempo de saturacidn:
30 min; tiempo de corrida: 120 min a pH 1.8 y 100’ min a pH 10.0; wvoltaje a-—
plicado: 300 volts (9.6 v/cm).
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Otras variantes en las electroforesis fueron las soluciones amortiguadoras
usadas en cada caso y la cantidad de muestra aplicada. En todos los casos,
las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente. En cada caso se obser—.
varon las tiras bajo la luz ultravioleta (UV) y se realizaron las tinciones de-—
seadas (como se observa en la seccidén de RESULTADOS).’ ’

b) Electroforc_-51s preparativa a mediano voltaje.— En estcs exper
mentos se utilizaron el mismo ‘tipo de celdas y fuente de poder:! que 1. {
de las electroforesis anahtxcas. Las condiciones también® fueron " :1;
con la tnica. diferencia que el soporte empleado fueron hoJas de
man 3 kM, de 29 x:3l%cm.

Despues de_cada; orr1da, ‘se ‘cortd. un extremo de 1

el método deseado.» Un

¢) Electroforesis- preparanva a alto- volta]e .
pled un tanque de electroforesis marca Savant, tipo :Mich “LT48, ¥y una
fuente de poder de alto voltaje,  también -Savant, modelo ‘HV-5000."Las condicio—
nes que se usaron fueron las 'que-. a continuacién .se: menc1onan.-’ El" soporte con-
sistié en hojas de papel Whatman 3 MM, de 70 x 46-cm; i 'tiempo de’ enfriamiento
de la cdmara: 60 min; tiempo de corrida: 120 min; ~voltaje: 1000 wvolts (14.2
v/ecm); amortiguador de pH 1.8. S D

Después de 1la electtoforeS'Ls ‘se -tratd a las:_hbjés' en la forma en que se
describe ddelante. o

Extraccién a partir: del papel.— El proceso de ‘extraccién de las diferen-
tes bandas obtenidas: después de la electroforesis’ preparatxva consistié en lo
siguiente: a lo largo de-toda la - -hoja de papel se marcaron tiras transversa—
les de 1 cm de grosor ($7“2-cm, depenchendo el caso). ‘Se procedié a numerar
las tiras de la forma ‘que’ a  continuacidn 'se menciona. Partiendo del origen,
hacia el cdtodo (polo negative) se:usd. un-signo-"menos'" (-) y el nimero co-
rrespondiente. Por ejemplo: (-1) significa que .va desde O hasta -1 hacia el
lado negativo; (-2) significa que va desde -1 hasta. -2, y asi sucesivamente.
Hacia el anodo (polo positivo) se usd el mismo tipo de numeracidén pero con
un signo "mds" (+).

Ya numeradas las tiras, se recortaron en pequefios pedacitos, los cuales
se depositaron en adaptadores de pldstico para tubos de centrifuga, a los que
previamente se habia colocado un. poco de fibra de vidrio en el fondo, lavada
segin. el método de Schwartz (114). Luego se embebieron los pedazos de papel
con 1 ml de agua y se centrifugaron a S00 x g, 15 minutos, a 4°. Se efectua-—
rton 5 lavados a cada tubo. Los filtrados correspondientes se reunieron y con-—
centraron en el evaporador rotatorio o por liofilizacién hasta un volumen de-—
terminado.

Electroforesis analitica en capa delgada.- Se utilizd una cdmara marca
Camag, tipo Pastuska, modelo ECF&6/TLE-69-E. La muestra se aplicdé sobre pla-
cas de celulosa MN300 (Analtech), de 250 micras de espesor, de 20 x 20 cm.
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La corrida se-llevé a cabo duranté'AS minutos, aplicando 500 volts (257cm),
con el amortiguador de pH:1. 8. Al ‘finalizar la electroforesis -se secd la placa
con ‘aire caliente durante 15 minutos;:. ¥y :luege a 60° en el horne, durante 30

minutos. Posteriormente se 'tifié la: placa por el método del clor:o. Para mayo-
res detalles consultese (95)-1' E ; s g Bt '

Fracc1onam1ento de las: muestras en Sep—Pak. A‘lgunos lotes

ml Yy lavarlos con. 10 ml de: metanoi ab
Luego,

etanol al S0%,
eta'nol absoluto.

Se recogid cada uno de los lavados
se concentraron en el evaporador centrifu

inde. disminuir
el volumen y eliminar completamente. los:

TFA.

iversos experimentos
332, ' que posee dos
un’ inyector de mues—

bombas modelo 110A, con un mxcropro
tras modelo 210. Para la deteccidn
cord S5, de LKB. Los resultados ‘se:ig
datos Altex, modelo C- RlA. u

peratura ambiente, en colum-—
con dlmens*lones de 4.6 x 250 mm, con

experimentos 'de; CLAP

se 'introdujeron los datos en el
m1croprocesador (ver e

qa 3 la CLAP fueron
eémbranas de 0.22 um (Mxlhporc) y desga-—
Branson) con. aplicacién de wvacio.

sificadas en un: bano ultx:a énico

Todas las muestras' que se cromatograt‘laron fueron filtradas en membra-
nas de nitrocelulosa de 0.2 um, en dispositivos de pldstico (BioAnalytical Sys-—
tems) que permiten la filtracién durante un periodo de centrifugacién, con el

fin de eliminar cualquier particula precipitada que pudiera interferir grave-
mente en el desempefio de las cromatografias.

Digestiones enzimdticas.— Se incubaron alicuotas de las fracciones que
mostraron actividad neurodepresora, en distintas etapas de purificacién con
las siguientes enzimas proteoliticas: pronasa B (Calbiochem), proteinasa K



(Sigma) y trlps1na TPCK (Slgma).

Se ‘prepard- ‘Una . solucién “de- tr1p51na TPCK (1= mg/ml) ‘en amornguador de
NH4HCO3 "30 ' mM, . pH 8. 0 También 'se hizo: ‘una solucxon de’»protelnasa K (1 mg/
ml) en’” NHZxUCOy 30 mM i pH 7.7 ‘Lav pronasa “Bse- pr:eparo en-unavsolucidénde:
1 mg/ml en; NH;HCO3 30 mM, pil~ 7.7 2En': algunos experimentos:’se’ utilizd - una
solucién - de" pronasa "B (1 mg/ml) en soluc1on ‘de”’Van’ -larreveld pH 7. 5. :

El procedlmlento aeneral para las 1ncubacxone ,fue e1 51gu1ente~ la mues-
tra se disolvidé en 200 ul’ del amortiguador-indicado,«y:se agregaron 50 ul de:.
la solucién ‘de enzima corresponchente.} ‘Seincubd :a:37°, durante 4 hrs, agitan—-
do los tubos cada hora. La reaccidén: fue. detenida. por. 1nactivaci6n con calenta-—
miento a 75°, 3 min, y luego se enfrid rdpidamente en -agua con hielo .para
precipitar a la proteina desnaturalizada. (En: algunas ocas1ones se prefirid de-
tener la reaccidn agregando 10 ul de dcido férmico al 88%). Luego se centrifu—
garon los tubos a 5000 rpm (microfuga Beckman) durante 10 min, y los sobre—
nadantes se evaporaron a sequedad.’ En todos. los casos se determiné el efecto
de la digestién enzimdtica sobre 1la act1v1dad neurodepresora utilizando al bio-
ensayo.

Determinacién de actividad de la tripsina.— Se siguié la técnica descrita
en el manual de enzimas de Worthington (115), con las siguientes modificacio-
nes: el sustrato usado fue a{—N-—benzo11-arg1n11-—et11—ester HC1 (BAEE) (Sigma),
el pH fue de 7.6, el volumen final de reaccidén fue de 3.2 ml, y la 1lengitud
de onda utilizada fue de 253 nm.

Determinacién de actividad de proteinasa K y pronasa B.- Se siguid el
método de Laskowski (116).

Determinacidén cualitativa de la actividad de las proteasas.— En los expe-
rimentos de digestién enzimdtica llevados a cabo durante las diferentes etapas
de purificacién de la actividad neurodepresora, se incluyeron una serie de
controles para asegurar que las enzimas se encontraban activas, en donde se
observaba dicha actividad en. forma cualitativa. Tales controles consistieron
en lo siguiente: se incubd caseina al 1% en NH4HCO3 30 mM, pH 7.7 (o en so-
lucién de Van Harreveld) en presencia o ausencia de la enzima proteolitica que
estaba siendo usada. En-otra serie, a esta mezcla se le adiciond una alicuota
de la fraccién del extracto, para ver si éste podria, er se, inhibir la acti-
vidad enzimdtica. La digestidn enzimdtica se realizéd en las mismas condiciones
ya descritas (ver arriba), y al final de la incubacidén se agregaron 50 ul de
&cido trxcloroacetlco (TCA) al 5% (& 10 ul de HCOOH al 88%).

En los controles’ que no tenian enzima se obtuvo un precipitado blanco
abundante correspondiente a la caseina desnaturahzada. mientras que aquellos
que se incubaron con la enzima: no. ‘mostraron ‘ningun precipitado.

Dansilacién.- Se siguid el.’mejtodo de Gray ¥y Hartley (117) con algunas
pequenas modificaciones (118). Latécnica se desarrolld asi:
-~ Se utilizaron tubos de vidrio de 6 x 50 mm.

- Se cubrieron los tubds: con papel aluminio.
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Se colocaron ahcuotas' de’ la muestra
con corr;ente de n1trogeno." : :

y.se evaporaron.a sequedad

. pH-10.0 (a-

tech) de 3 x.

y formlco agua
facético- {4. 53 1,

benceno dc.

2a. 'dirheq;ién
Sistema B: la.. dimensién’ = dc. férmico: agua..
. 2a. dimensidén = n-butanol: heptano:dc. acetlco (3. :1
- Se secaron las placas con el calor deun. foco de'100
posteriormente con una corriente de aire frio ¥ luego aire cahente.
—~ Se observaron las placas bajo luz UV y se identlhcaron las man—
chas fluorescentes. o

y

Determinacién del grupo —NH; terminal.-—,Dési:iJés de dansilar a un pépti—
do por el método descrito arriba, los productos. dansilados se disolvieron en
HC1l 6 N, y se sometieron ‘a hidrdélisis durante 24 hrs, a 110°, después de ha-—

ber sellado los tubos ‘a la flama.

Después de’ 1a h1drol1s1s se evapord. el HCI con: corriente de nitrdgeno (o
se resuspendid el contenido  del’ tubo ‘en’25 ul de agua y nuevamen-—
ces. Luego se resuspendid en

'y.se hicieron aplicaciones en
las cromatograffas en alguno
forma se pudo obtener la iden-

tificacién del grupo amino: term1na1 ‘de’'un péptido

in vacuo),
Te 5€ evapord; esta operac1on se reallzo tres

10 ul de la mezcla acetona:dc. acético! (3 2,v/v
punto sobre las placas -de pohamlda.v«

Determinacidén cua11tat1va ‘de la. ~ién ‘de aminodcidos.-~ Se tomé el
remanente del producto hidrolizado:(véase pdrrafo. ‘anterior), y se sometié nue-
vamente a una dansilacidén,. siguiendo  el. mismo . .procedimiento que se describid
anteriormente. Al observar’ las. placas- ba]o la ‘luz UV se obtiene la composicidn

de aminodcidos del peptxdo orlglnal. b
De esta forma, con -una sola muestra (generalmente 2 a 3 nanomoles) de

material, se pueden obtener: tres ‘datos: 1) la visualizacién del DNS-péptido,
para ver si se encuentra-:-puro; 2) la’ identificacidén del grupo amino terminalj;

y 3) la composicién de aminodcidos del péptido.



Determinacién enzimdtica de GABA.— El contenido de GABA de algunas frac-—
ciones se analizd mediante'-}una' técnica enzimdtica, utilizando la prcparacxon
comercial de Gabasa (Sigma), obtenida de Pseudomonas fluorescens. El principio
del método consiste en .la medicién del NADPH producido cuando el GABA es me-
tabolizado a succinato.por;la-preparacidn enzimdtica bacteriana (119,120,121).
Con el fin de aumentar-:lassensibilidad de la determinacién, el NADPH se oxidd

quimicamente’ a NADP: Y mldlo‘fluorometm.camente, sxgulendo la técnica de
Lowry vy cols. (122)' ’

. Las determinacioneside’ GABA fueron realizadas en el laboratorio del Dr.
Ricardo Tapla. del Centr 1y vest1gac1ones en Fisiologia Celular, de 1la

UNAM.

° Determinacidén' de Tauri Algunas muestras fueron analizadas para ver
su contenido de taurina,: s1gu1endo el método de Gaitonde y cols. (123). La Tau
se separo mediante croma grafla ‘de "intercambio idénico en Dowex 50W-X8 y Do-
wex 1-X8, y luego se hizo%rea c1onar con ortoftalaldehido en presencia de urea

b4 de iones fosfato. Se acidificdila’'mezcla con dcido acético y se formdé un pro-
ducto morado que se leyo ar 56 nm.

Estas determ1nac1ones ‘se h1c1eron en el laboratorio de la Dra. Herminia
Pasantes—Morales, del CIFC, ‘de " la UNAM. :



RESULTADOS

A continuacidn se describen, en forma secuencial, los resultados obteni-
dos con cada uno de los diferentes lotes ‘a partir -de. losf' ales: se’ intenté pu-
rificar y caracterizar a la hormona neurodepresora (HND) d Penaeus vanna-—
mei (Boone).

En cada uno de ellos se traté.de aprovechar 1a exper1enc1a ‘adquirida en
lotes anteriores (consitltese 95,106) con- el fin de<alcanzar eliobjetivo deseado
en menor tiempo v con menor numero de pasos en, el:esqu
Esta es 1la razdn por la cual se- encontraran algunas mod1f1c c1ones ‘introcduci-
das en cada lote. : T

Como se podrd observar a lo largo' de 1la exposici.én .de estos resultados,
los datos proporcionados por cada lote conducen a la misma conclusidén.

LOTE P-19.— Se empezd con alrededor de 6000 tallos oculares (t.o.) conge-—
lados de Penaeus vannamei (Boone), los cuales se molieron en las condiciones
descritas y se extrajeron los polvos con agua como ya se ha mencionado (ver
MATERIAL Y METODOS, pdg. 26). En total se utilizaron 3 1 de agua, los cua-
les fueron concentrados hasta 250 ml. Este material se dializdé contra agua en
la forma indicada (ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 28). El dializado obtenido
ocupd un volumen de 6 1, el cual se .concentrd en el evaporador rotatorio has-—
ta 54 ml, que constituyeron el extracto crudo. Por bicensayo (ver MATERIAL Y
METODOS, pdg. 25) se determind que se habia recuperado toda la actividad
neurodepresora.

El extracto crudo (6000 t.o.) se empezd a purificar por el método tradi-
cional (95), cromatografidndose en una columna de Sephadex G-25 fino, bajo
las condiciones que se menciconan en el pie de la figura N2 1. El extracto se
dividid en cinco partes y se cromatografiéd cada una por separado. La activi-
dad se localizé por biocensayo, tomando alicuotas de 100 ul de cada tercer tubo.



En este expertmento se obtuvxeron los siguientes resultados:

Extracto crudo (P 19)

Volumen de elucién de 1la
actividad neurodepresora

e e - 368-456: ml

el 368-456  m1
368-448 'ml
376-456 "ml.
352424 ml

En la ‘fig
das en esta: serle

bserva una graﬁca represcntanva de las obteni—
: : i Ly se 'ncentraron hasta
20 ml. Se denomlno a este extracto P 19 15625. S ,' RO EE R

El extracto.P- 19, 1SG25 ‘se’ cromatografxo nuevamente en 1a misma: columna,
dlsmlnuyendo el flu)o con:'elfin de ‘mejorar la’rfesoluciédny permitir que se se-
pararan més ‘susicomponentes.. Las’condiciones; ,de“la“cromatograha se muestran
en el pie de la™ hgurd Ne ‘2. El. extracto . se''dividid/en . dos partes que se cro-
matografiaron por' separado.’Al” final de’las’cromatografias se tomaron alicuo-—

tas de 100 ul deicada tercer tubo y se buscd’ laiactividad neurodepresora por
bicensayo, obteruendose los s1.gu1entes resultados~ :

Extracto P 19 15625 _Volumen de. elucién de la

actividad neurodepresora

10. ml: (3000 te o.)

~330-418 ml
10 ml (3

352—451 ml

En la figura "N2:2 . 'se’ muestta una grafica representanva de estas croma-—
tografias.

Las fraccxone i act1vas se concentraron hasta 8 5 ml y se denomind
a este extracto P-— 19 2SG2! . R

Luego se proced
na de Sephadex-G-15,%1baj
gura N2 3, en la .cuali’se muestra la grafica
ciones activas, encontradas por biocensayo,

obtenida‘:en este paso.
se concentraron hasta 7 ml. A esta
fraccién se le denominé P-19,15G15.

Las frac-—

Este ultxmé .extracto se recromatograﬁo en: la misma columna, bajo las
condiciones quese’muestran en el pie de la figura 'N2:4. Como se puede obser—
var en dicha figura la actividad neurodepresora: eluyo entre 310-344 ml. Las

fracciones .activas se concentraron hasta 2 ml,’ y se: denomind a este extracto
P-19,15G15. E

Por biocensayo se demostrd que la act1v1dad blolog1ca. se habia recupera-
do en su totalidad después de estos pasos.de’ flcacxon.

Aprovechando la experiencia obtenida con: lotes anteriores (106), se deci-
didé proseguir la purificacién de la fraccién. 'P-19,25G15 directamente por croma-—
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Figura N? 1.~ 1% cromatografia en Sephadex G-25 fino. Lote £-19, cquivalente
a 1330 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 20 ml/hr; volumen de cada fraccién: 8§ ml.
La elucidén con agua. ND: zona que presentdé actividad neurodepresora sobre el biocen—

sayo del tensorreceptor abdominal del acocil. En la refercncia (95) se pocde encontrar
una cromatografia analftica que permite visulalizar tdos los componentes de este extracto.
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Figura N2 2.- 22 cromatografia en Sephadex G-25 fino. Extracto P-19,15G25,
equivalente a 3000 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 11 ml/hr; wvolumen de cada
fraccién: 11 ml. La elucidén se hizo con agua. ND: zona que presentd actividad necu-

rodepresora sobre el bicensayo del tensorreceptor abdominal del acocil.
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Figura N2 3.- 12 cromatografia en Sephadex G-15. Extracto P-19,25G25,
equivalente a 6000 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 11 ml/hr; volumen de

cada fraccidén: 5.5 ml. La elucidén se hizo con agua. ND: zona que presentd ac-~
tividad neurodepresora sobre el bicensayo del tensorreceptor abdominal del acocil.
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Figura N2 4.— 22 cromatografia en Sephadex G-15.
equivalente a 6000 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm;

Extracte P-19,1SG15,
cada fraccién: 3.3 ml.

flujo: 8.5 ml/hr; volumen de
La elucidén se hijzo con agua. ND: zona que prescentd ac-—
tividad neurodepresora sobre el biocensayo del tensorreceptor abdominal del acocil.
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tografia liquida de alta presién (CLAP), bajo las condiciones del programa 2
(ver ANEXO 1, pdg. 142). Las condiciones de! esta serie de experimentos se en-—
cuentran indicados en el pie de la figura N2 5. Se concentraron las fracciones
evaporande el metanol y el TFA cen el "‘evaporador centrifugo al wvacio (ver MA-
TERIAL Y METODOS, pdg. 28), ,na vez resuspendidas en agua, sc tomaron
alicuotas para el bxoensayo co =] f).n .de "localizar a la actividad bioldégica.

En 1la figura N¢

5 .se: observa'una grdfica representativa de esta serie de
corridas.

En todos los:.casos‘la;actividad neurodepresora se localizd en la pri-
mera fracc1on que se recoglo. ‘A ‘esta fraceidén se le llamé P-19,25G25,CLAP1, .

Se reurneron las fracc1ones’act1vas de las diferentes corridas y se concen—
traron’ hasta‘sequedad El . bicensayo indicd que se habia recuperado toda la
actlvidad neurodepresora or1g1na1 ‘Dado que la fraccidén. P-19,25G25,CLAPl4y mos-
trd una -gran. -.cantidad de sales, se decidid desahflcarla, unllzando metanol’
absoluto;-en’la forma ‘que se-indicd previamente (ver MATERIAL Y METODOS,
pag. 28). Los’sobrenadanies se concentraron para eliminar al metanol y se re-
suspencho ‘eliresiduc en agua..  Nuevamente el bicensayo mostrd que la recupera-—

cién de la*actividad neurodepresora habia sido total. ‘Se denomindé a este ex-—
tracto como P-19,25G15,CLAPlid. .

Se decidié volver a pasar . a esa muestra por CLAP en la columna de fase
reversa, utilizando el programa 3 (ver ANEXO 1, pdg. 142). En la figura N2 6
se ve una grdfica representativa de todas las. cromatograﬁas de esta serie.
Todas estas corridas  se" resolv1eron en- cinco .fracciones, las cuales fueron de-—
nominadas o, s Y s iy €-.Se: reunieron 'los’ tubos correspondientes a cada frac-—
cidén y se concentraron., El: bicensayo 'indicéd que la actividad neurcodepresora se

encontraba en forma mayor1tar1a en la fracc1on correspondiente al pico S, Yy un
poco en el p1co \6 ; i -

A la ‘fracéién del p1co & 'se’ lellamé P-19, 25G15,CLAPl4d2g y se observd
que ésta,. por. pr1mera vez, . parecia .retenerse un poco en. la columna de fase
reversa, pues eluyo alrededor de 9—10 mxnutos después de la inyeccidén.

Se tomo ‘a la fraccxon P 19 25625 CLAPl]_ d2g y. se volvid a cromatograflar

en la misma columna, baJo ‘las’'mismas condiciones. La tnica wvariacién fue que
aumentd el nivel:de 'sensibilidad ‘del registro a 0.1 AUFS. El1 perfil obteni-~
en esta serie de cromatograﬁas se ve en forma ‘representativa en la figura
Ne 7. El1 bicensayo mostro que la-actividad neurodepresora se localizaba en
los picos 2, 3 y. 4; estos. datos cotnc1d1eron con’ el resultado de las cromato-

grafias anteriores®y confirmaron que la actividad neurodepresora, una vez de-—
salificada, eluia 'hasta el minuto 9-10 después de la inyeccidn de la muestra.

La fraccidn P—-19 25G15,CLAP1y d2g se cromatografié otra vez por CLAP,
fase reversa, bajo-las condiciones del programa 4 (ver ANEXO 1, pdg.- 143 ).
Como se puede apreciar en la figura N2 , representativa de esta serie de ex-—
perimentos, se obtuviercn, ademds de los picos:debidos al artificio de inyec-
cién, dos  picos que no aparecieron en la corrida control (blanco de solventes).
Uno de ellos, ‘el que eluyd al principio sin retenerse en la columna,
miné fracecidén P-19,25G15,CLAP1; d253,, (B-1) ;-

geramente en la columna,

se deno-
y el otro. que se retuvo muy li—
se denomind P—19,25625.CLAP1\ d2g 35, (B-5).
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Figura N2 5.- CLAP de la fraccién P-19,25G15,

Programa 2 (ver ANEXO I,
pH 3.0. Solvente B: TFA 5
5 um (4.6 x 250 mm). ND:

el bioensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. La flecha indica el momen-

30 440 S0 €0

tiempo (min)

equivalente a 600 t.o.
pdg. 142). Solvente A: TFA 5 mM en metanol al 10%,

mM en metanol absoluto. Columna: Ultrasphere-0ODS,
zona que presentd actividad neurodeprecsora sobre

to de inyeccién de la muestra.
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Figura N¢ 6.— CLAP de 1la fraccién P-19,25G15-CLAP],d. Programa 3
(ver ANEXO 1, pdg. 142). Solvente A: TFA 5 mM en agua, pil 3.0. Columna:
Ultrasphere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectd por picos. ND: zona que

presentd actividad neurodepresora sobre,el tensorreceptor abdominal del acocil.
La flecha indica el momento de inyeccién de la muestra.
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Figui-a Ne¢ 7.- CLAP de la fraccién P-19,25G15-CLAP1, d2g. Programa 3
(ver ANEXO 1, pdg. 142). Solvente A: TFA 5 mM en agua,

pH 3.0. Colummna: Ul-
trasphere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectd por picos. MD: zona que pre—

senté actividad neurodepresora-sobre el bicensayo del tensorreceptor abdominal
del acocil. La flecha indica el momento de inyeccién de la muestra.
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Figura N2 8.~ CLAP de la fraccién P-19,25G15-CLAP}, d2g. Programa 4
(ver ANEXO 1, pdg. 143). Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5. Columna: Ultrasphe-—
re-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectd por picos. ND: fracciones que presen—
taron actividad neurodepresora sobre el bioensayo del tensorreceptor abdominal
del acocil. La flecha indica el momento de inyeccién de la muestra.

...77..



- 45 -

El bicensayo mostré que habia actividad neurodepresora en . los tubos
B-1 y B-5. Esta serie de experimentos confirmaron que. se podian- separar. por
CLAP dos fracciones, provenientes de los t.o. de Penaeus wvannamei (Boone),

que’ provocaban un efecto neurodepresor scbre el bicensayo del tensorreceptor
abdomxnal de Ptocambarus clarkii (Girard).

"Acontinuacién se realizaron cromatografias analiticas de los  'dos picos
. obtenidos en el paso anterior, que mostraron actividad bioldgica,. para ver si
se " encontraban perfectamente separados el uno del otro. Se.: aplicé’una cantidad
.pequefia de cada uno y se cromatografiaron bajo las mismas:condiciones. En
la figura N2 9 se observa el resultado de: la cromatograﬁ.a' el pico:B-1. Como
se puede observar, aparecid en la misma posicién querantes;: es decir no rete-—
nido en la columna, y un poco antes del artificio deinyeccidniique se observéd

también en el blanco de 'solventes. No se aprecié ningin ico en la zona de
B_ o T e i :

La figura N2 .10 por su parte,. muestrai-els cromatogram thenido cuando
el pico B-5 se cromatograﬁo ‘en’las:mismas conch se ' puede apreciar
a.inyeccidédn, co-

bservé practica-—

rrespondiente’:
mente nada

.y la recupe-—

B-S):se: concentraron
ietilamina«~ (TEAF), y final-
a"una - concentracién de

a sequedad, eliminando

mente se tesuspend1eron er
30 t.o./ul.

-A d1ferenc1a de 1o queipasaba durante‘casu. todo el proceso de purifica—
cidn, en donde la ‘actividad blologlca ‘se’mostrd siempre muy estable,
se llegd al dltimo: pasoide. . CLAP, ‘al separar a B-1 y B-5,
tos desaparecno muy. rap'n.damente.. :

cuando
la actividad de és—

Puesto- q_ue en sta preparacién se encohtraron dos picos con actividad

neurodeptesora‘(B ¥y 'B-5), lo'cual no se habia observado anteriormente en
otros lotes, 'y dadoque este extracto no pasé por electroforesis en ninguna par-—
te del proceso de. 'purificacién, tal como se hacia antes (95), se decidid reali-
zar una electroforesis analitica en capa delgada para ver si se observaba en
alguna de las  fracciones alguin comportamiento diferente a lo ya establecido,
o bien para ver si se comportaban en forma semejante.

Las condiciones de la electroforesis fueron las que

ya se mencionaron
(ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 29),

y se realizé a pH 1.8. 5e corrieron ali-
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Figura N2 9.— CLAP analitica de la fraccién P-19 B-1l. Programa 4
(ver ANEXO 1, pdg. 143). Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5. Columna: Ultras-
phere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colecté por picos. ND: fraceidn que pre-—
sentd actividad neurodepresora sobre el bicensayo del tensorreceptor abdominal
del acocil. La flecha indica el momento de la inyeccidn. Los Ultimos picos co-—
rresponden al artificio de inyeccién y también aparecen en el blanco.
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Figura N2 10.- CLAP analitica de la fraccién P-19 B-5. Progama 4

(ver ANEXO 1, pdg. 143). Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5. Columna: Ultras—
phere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectd por picos. ND: fracciédn que pre-—
sentd actividad neurodepresora sobre el bicensayo del tensorreceptor abdominal
del acocil. La flecha indica el momento de la inyeccién. Los primeros picos
corresponden al artificio de inyeccién y también aparecen en el blanco.
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cuotas de B-1 y B-5 (correspondientes-a 150 t.o.) y ademds se colocd un pa-
trén de GABA (5 ug) para observar su comportamiento en estas condiciones.
En la figura N2 11 se puede observar el resultado de este experimento. La tin-—
cién con cloro (ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 24) ' mostrd udnicamente una
mancha correspondiente al GABA, a -6.5 cm alejada del origen, es decir que

corrid hacia el dnodo, tal como se esperaria por las condiciones dcidas:  em—
pleadas. o

Sin embargo, no aparecid ninguna mancha correspondlente a” B-l:ni ;
en ninguna. parte de la placa. Este hecho. se 1nterpreto como ¢ que probab emen—" i
te habia. tan poco material de cada uno, que “lav !
mente - sens1.ble como - para detectarlas.

En vtsta de que ambos picos pa.rec1an est

CLAP y :supuesto que. la cantidad existente:>de: elb

cantidad ‘de. material en otras pruebas, . si
de averlguar su compos1c1on quu.mu:a.w

Con este fin se opt1m1zo la tecnu:a de
TODOS, pdg.: 31).
nodcidos. (DNS-aa) por separado, - para confeccxonar un mapa d
‘bre las  placas. de: poliamida,~al - mismo’ tiempo.de: conocer : sus *m1c'rac1ones cro-..
matogrdficas:: ba.]o las condiciones - empleadas. En la flgura Ne 12 se puedc_ ob-—
servar el mapa' ue; se. obtuvo ue: 1nc1uye a-31: DNS—productos.

A contlnuacu:n se: tom ron !como controles postnvos al. peptldo S de la ‘ri—
bonucleasa iy ‘aila’cadena’ A de la - insulina (bovina). Se:colocaron 3 .nanomoles
de cada:uno.en tubos separados. v un blanco de ‘reactivos. Con ‘este material
se tratd de: ‘obtenerla: ‘siguiente serie de datos: a) visualizar al DNS-péptido,
para ver si‘se: encontraba puro; . b) identificar al grupo.amino terminal; y c)
conocer la comp051c1on de am1noac1dos del péptido.

‘En .la flgura ‘Ne 13 se - pueden apreciar los resultados de la dansilacién
inicial. En-el-caso.del -blanco de reactivos sdlo se observaron DNS-OH y DNS-
NHy; que ‘sonlos subproductos de la reaccidn. En el caso del péptido S de la
ribonucleasa y de la cadena A de- la’ insulina, ademds de los subproductos
mencionados, se observaron sendas manchas con fluorescencia amarilla en el
punto de: aplicacién, lo que indicaba que:  ambos péptidos se habian dansilado
Y que, dado su . tamarfio, no habian sido capaces de migrar en las condiciones
cromatogrdficas - empleadas. El hecho de gque apareciera una sola mancha suge—
ria que ambos péptideos se encontraban puros y que no habia productos de de-
gradacién. Debe mencionarse que de los 10 ul en que se habia resuspendido el
material dansilado, solamente se hicieron 15 aplicaciones con la micropipeta,

lo que equivale a 0.5 ul; por lo tanto, se estaban visualizando alrededor de
150 picomoles del DNS-péptido.

Posteriormente, se evapord con corriente de nitrdgeno el contenido de los
tubos y se hizo una hidrdélisis dcida para identificar al grupo amino terminal
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6 €————————— EL ECTROFORESIS —» @

Figura N2 11.~ Electroforesis analitica en capa delgada. Se co—
rrieron 150 t.o. de la fraccién B-1, 150 t.o. de la fraccién B-5 y 12
ug de GABA, los cuales se aplicaron en el origen (puntos en el esque-
ma). Placa de celulosa MN300; amortiguador= dc. férmico:dc. acético:
agua (1:4:45,v/v/v), pH 1.8: tiempo de corrida: 45 min; voltaje: 500 wv.
Tincidén por el método del cloro.
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Figura N2 12.- Mapa general de DNS-aminodcidos. Cromatografia-
en placas de poliamida (3 x 3 cm); 12 dimensién: &dc. fdrmico:agua -
(1.5:100,v/v}); 22 dimensién: benceno:dc. acético (4.5:1,v/v).

1) DNS~Cys; 2) DNS-cistina; 3) DNS-CysSO3; 4) DNS—\let' 5) DNS-Gly;
6)DNS—~Ala; 7) DNS-Val; 8) DMNS—norVal; 9) DNS-Leu; 10) DNS-lIle; 11) .
DNS-o¢—~NH2 —butirico; 12) DNS-GABA: 13) DNS-Pro; 14) DNS-f-Ala; 15). ..
DNS-OH—-Pro; 16) DNS—-Thr; 17) DNS-Ser: 18) DNS-Tyr; 19) N,0,di-DNS—
Tyr; 20) DNS—Phe; 21) DNS-B-Phe; 22) DNS-Trp; 23) DNS-Gln; 24)DMNS-
Asn; 25) DiS— Glu; 26) DNS—-Asp; 27) di-DNS-Lys; 28) £-DNS-Lys; -29):
DNS~His; 30) DNS—-Arg: 31) DNS-Tau; 32) DNS-OH; 33) DNS<NH2 .. Algunos
DNS-productos se muestran con lineas punteadas para favorecer su iden-
tificacién.
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Figura H? 13.- Dansilacidén. A) Blanco de reactivos; B) 3 nmoles
de cadena A de la insulina; C) 3 nmoles de péptido S.de la ribonuclea- '
sa. 1) DNS-OH; 2Z) DiNS—nlipg; 3) DNS-péptido. Cromatografia en placas de
poliamida (3 x 3 cm); 12

dimensidéne dc. férmico:agua (1.5:10U,v/v); 22
dimensién= benceno:dc. acético (4.5:1,v./v),



- 52 -

(ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 32). Después-  de correr las cromatografias se
obtuveo el resultade que se observa en la figura N2 14. En el caso decl blanco
de reactivos sélo se observaron DNS-OH y DNS—-NH, . En el caso del péptido S de.
la ribonucleasa, ademds de éstos, se observaron di—-DNS-Lys y £-DNS-Lys. Es—
te resultado implica que Lys es el grupo amino terminal del péptido, Y. que
ademds ‘existe alguna otra Lys interior. En cuanto a ‘la cadena A de.la insuli—
‘na ‘se observaron, aparte de los subproductos, DNS-Gly y: O-DNS-Tyr,
quiere decir que Gly es el grupo amino termlnal Y que existe alguna"\T

!'10!.‘ -

a’una nueva ‘dansilacidn, :
(ver:: :MATERIAL 'Y METODOS,  pdg.: 32).:
de*los- P roductos de la h1drolxs1s Yy dansxlac1on

aﬂde'mas de . lo:

bservo,

Gly como céntamuxante, por lo
acetona dc.: acetlco,, y al hacer

‘rlbonucleasa se observaron los
N —Thr,.: NS—Asp, DNS-Glu, DNS-Ala,
Esta; composicién de. aminodcidos co-
e la estructura primaria de este

~Por- lo que respecta Jal
siguientes productos: : DNS—Atg y
DNS~-Phe, 'DNS-Met, di-DNS-Lys:y
rresponde muy  bien-con ‘loique
péptido, que es''la’sigu nte

Lys—Glu—Thf—Al'

r los siguientes
#DNS—-Leu/DNS-1le, DNS-
1 'estructura prima-—

siguientes resultados, que
NS—OH vy DNS—-NHpz, como siem-—
al igual que

pre.
en la correspon dicnte
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Figura N? 1l4.—- Dansilacién e hidrdélisis. A) Blanco de reactivos;
‘1) DNS-OH; 2) DNS-NHj : B) Cadena A de la insulina: 1) DNS-0il; 2)
DNS-Nilg; 3) DNS-Gly; 4) O-DNS—-Tyr. C) Péptido £ de la ribonucleasa:
1) DNS-OH; 2) DNS-NHa; 3) £-DNS-Lys; 4) di-DNS-Lys. Las condiciones
cromatogrédficas fueron las mismas que se indicaron en la Fig. N2 13.
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Figura N¢? 15.- Hidrédélisis y dansilacidn. A) Bco. de reactivos: 1) DMNS-OH;

2)DNS-NHj3 ; 3)DNS-Gly. B)Cadena A de la insulina: 1)DNS-OH;2)DNS-NI; ;3)DNS-Gly;
4)DNS—-Ser;5)DNS—Asp;6)DNS-Glu:7)DNS5~-Val;8)DNS-Leu/I1e;9)IN,0,di—DNS~-Tyr;10)DNS—
Cysf03 . C)Péptido S de la ribonucleasa: 1)DNS-GCil;2)DNS-Nllp ;3)DNS-Gly;4)DNS—-Arg;
SIDNS=Ser; 6)DNS~Thr;7)DHNS-Asp :B)DNSE-GLlu;9)DNS-31et;10)DNS-Phe;11)di-DNS-Lys;12)
DNS-His;13)contaminante no identificado;l4)DiS-retsulfona. Las condiciones

croma—
togrdficas fueron similares a las de la Fig. N2 13.
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Figura N? 16.-~ Dansilaciér. A) Blanco de reactivos: 1) DNS-OH;
2) DNS-NH, : B) Péptido S de la ribonucleasa: 1) DNS-OH; 2) DNS—NH,;
3) DNS-péptido. C) Fraccién P-19 B-1: 1) DNS-OH. D) Fraccidén P-19 B-5:
1) DNS-OH. Cromatografia en placas de poliamida (3 x 3 cm);
sién= 4dc. férmico:a
(4.5:1,v/Vv).

12 dimen-—
gua (1.5:100,v/v); 22 dimensidn= benceno:dc. acético
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silable en:estas condiciones. En cambio en" la placa correspondiente al. péptido
S de 1a ribonucleasa se observd: la mancha amarilla del DNS-péptido, en el o-—
rigen, lo qQue indicd que la dansilacién si habia funcionado.

Posteriormente se hidrolizé el contenido de los tubos en la forma ya indi-
cada. En la figura N2 17 se observa el resultado obtenideo. Nuevamente en el
blanco, en::B-1"y en B-5 no se observaron manchas adicionales, mientras que
la placa correspondiente al control positivo mostrd di-DNS-Lys 'y g-DNS-Lys,

tal como -se esperaba. le que indicdé que la hidrdlisis si se habia llevado a
cabo. : e

Se realizé la segunda dansilacién . ‘del. mater1a1 _como - ya-se ha descrito
Yy se obtuvieron los resultados que-se ‘aprecian en la figura: N* 18. E1 blanco
mostrd los subproductos normales, mds una manchag tenue’de; DNS-Gly, cuya a-
paricidn ya se ‘explicd. :

La placa correspondiente a B-1l1 mostrd DNS—OH‘ DVS—NHz, DNS-Gly y una
pequefia mancha verde, a-la altura.de DNS-GABA' en . la‘’ primera dimensidén, pero
un poco mds. a la derecha en la’ segunda d1men51on
mancha con ningdn DNS-aa identificado en esa: zona Tamblen se observdé una
mancha difusa, gris amarillenta arriba de DNS~OH,“queino. fue identificada con
los patrones que se tenian. En resumen no se observo nlngun mapa de amino-
-dcidos que pudiera revelar la compos1c1on del” cho’ B-1

.En cuanto al’ pico: B—S,{]_o dnico: dxferente que se cbsetvo fue una mancha-
muy tenue arriba y a’la’ derecha de DNS—NHz, qQue“tampoco comigrdé con ningu-—
no de los DNS-—aa identificados anteriormente.: ‘caso tampoco se obtuvo
ningidin resultado de:’.composicién: de aminodcidos e

mostrd el patrdén
oncluyente. Estos datos indi-
unamente.
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Figura N2 17.- Dansilacidén e hidrélisis. A) Blanco de reactivos:
1) DNS-OH. B) Péptido S de la ribonucleasa: 1) DNS-OH; 2) DNS—-NHj ;
3) £-DNS-Lys: 4) di-DNS-Lys. CC) Fraccién P-19 B-1: 1) DNS-OH. D) Frac-—
cién P-19 B-5: 1) DNS-OH. La hidrdélisis de los productos dansilados se
llevd a cabo .en HCl 6 N, durante 24 hrs., a 110°, en tubos sellados a la
flama. Las condiciones cromatogrdficas fueron las mismas que se mencionaron
en la Fig. N2 16. .
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Figura N¢ 18.— Hidrélisis y dansilacién. A) Blanco de reactivos:
1) DNS-OH; 2) DNS-Nil; ; 3) DNS-Gly. B) Péptido S de la ribonucleasa:
1) DNS-OH; 2) DNS—-NHg; 3) DNS-Gly:; 4) DNS—-Arg; 5) DNS-Ser: 6) DNS—-Thr;
7) DNS-Asp;: 8) DNS-Glu; 9) DNS-Met: 10) DNS-Phne; 11) di-DNS-Lys; 12)
DNS-His: 13) DNS-Metsulfona. C) Fraccidén P-19 B-1: 1) DNS-Oi; 2) DNS-
NHgz ; 3) DiNS=-Gly; 4) DiiS—-B-la; 5) DNS-B-1b. D) Fraccién P-19 B-5: 1)
DNS-OH; 2) DMNS-NHz: 3) DNS-Gly; 4) DNS-B-5a; 5) DNS—-B-5b. Las condicio—

nes cromatogrdficas fueron las mismas que se mencionaron en la Fig. N@2
16. .



LOTE P-20.- Se partid de 739 ¢ de material liofiliz .
ta que 100 t.0. liofilizados pesan en promedio 3.35.6 24 sidocal'gir{\:nqduou esr; chrxx?—n_
pPezaba con alrededor de 20,900 t.o. E!l material se triturd en la forma ya des-—
crita (ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 27) y los polvos, que Qcuparen un vo-
lumen de 1.5 1, se empezaron a extraer con metandl- absoluto. En total, duran-
te las extracm.ones se utilizaron 7 1 de metanol. : ’

Se prosxg\neron las extracciones con é&ter d.e petroleo. metanol, la didli—
sis y la extraccién con cloroformo, en la forma que. ya se’ explicd previamente.
Se tomaron alicuotas para biocensayo de. las dxferentes fraccxones obtenldas en
esta ‘serie de extracc1ones con. solventes crgd.nxcos. 5

Los bioensayos se hicieron" sobre 1a preparac1on de tensorreceptor abdo—
m1na1 (ver MATERIAL Y METODOS, pdg.: 25). Cuando: alguna fraccidén- mostraba’

- efecto neurodepresor, se repetia: el biocensayo con otra alicuota de ‘" la’ misma
fraccidén, pero en presencia de. picrotoxina (PTX) 109 M. La picrotoxina es un
alcaloide que interacciona reversiblemente con. el receptor a GABA, y se com-
porta como un antagonista de dicho aminodcido. Esta medida se adopté porque
el tensorreceptor abdominal, entre otras cosas, es sensible a GABA (ver INTRO-
DUCCION), y de

esta forma se intentd d1scr1rr‘1nar la actividad de éste, con res—
pecto a la actividad de HND.. .

La mayor parte de la actividad neurodepresora se encontrd en la frac—
cién acuosa de la extracciédn con cloroformo, y dicha actividad se mantuvo a
pesar de la presancia de la PTX 1074 M. A dicha fraccién se le denominéd
P-20,1-1;

De acuerdo a los dateos del bloensayo se recuperd prdcticamente toda
la act1V1dad original del extracto.

La  fraccién P-20,1-1 se 11of111zo a sequedad y luego se resuspendidé en 25
ml de ‘agua, dando una soluc1on cafe.w

Se sometieron ahcuotas de 1a fracc1on ‘P-20,1-1 a dlgestlones enzimdticas
- con pronasa B y proteinasa.K:i( MAT RIAL Y METODOS, pdg.

Jeto de wverificar si la act1v1dad neurod
accidén de las proteasas.

R 30) con el ob-
ep esora de esta fraccidn se perdia por

Los resultados mostraron’ dad. neurodepresora de la fraccién

P—20,I—1 se manifestaba~igua1 ‘Presenc &a de las enzimas, Y
PTX 10" M.

Se decidis proseouw. - ¢
matografia - por filtracidén moleculari.en; Seph
se indican en la. figura N2 1907 Al" f1na1 de
tas de 20 ul.de cada cuarto. tubo para localizat la actnndad bioldgica
biocensayo. Dicha actividad eluyo entre . 240-37
activas y se liofilizaron. ‘A este’ extract
- pendid en 16 ml de agua.:

_por

.——)20,1—1,Si3_, Y se resus-

En esta etapa se: hizo una electrofotes1s semxana‘hnca en papel,
1.8 (ver MATERIAL Y- 'METODOS, pdg.:29), ‘de;.500" ul del extracto P-20,1-1, S1a
y se sometié a 1000 volts ‘durante: 1. ‘hro Despues de secar la hoja se recortd en
la forma ya ‘indicada y se extrajo con:agua ‘cada una de las bandas secpara-
das (ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 29). Los filtrados se liofilizaron a seque-—

a pit
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Figura N2 19.- Cromatografia en Sephadex G-15 de la fracciédn P-20,1-1,
lente a 5000 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 12 ml/hr; volumen de cada fraccidn: 6

ml. La eclucidn se hizo con agua. ND: zona que presentd actividad neurodepresora sobre
el bioensayo del tensorreceptor abdominal del acocil.

cquiva-—
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dad ¥y luego, se resuspendieron con-'1 ml.de agua.
pondientes a 10 't.o. para realizar .cl bicensayo.

actividad ncurodepresora se encontraba en -1,
en el origen.

Se tomaron alicuotas corres—
El resultado indicd que 1a

es decir que se habia quedado
Dicha actividad se mantuvo en prcsenc1a de PTX 107 .S}

Se dcc1d10 entonces’ hacer un fraccu:vna.ruento grueso por qu1mxoadsorc1on
en Sep-Pak (ver MATERIAL 'Y METODOS; pdg. 30). Se diluyd el extracto P-20,
1-1,51a con. agua hasta un- volumen de ‘27 ml y 'se dividid al material en cin--
co partes. Se activaron cinco cartuchos de ‘Sep—-Pak en la forma indicada ‘ante-’
riormente. En esta ocasidén udnicamente se lavd con: agua y cuande termind de
eluir el material no retenido - se inicidé el lavade con metanol absoluto. Ambos
lavados se. recogieron por separadovyi se. liofilizaron a- - sequedad. La mayor .
' cantidad del material inicial se 'presentd en la fraccién: no retenida, lavada

con agua en el Sep—-Pak. A esta fraccién se le 1llamé: P-20,1-1,S51a, SPh y a la.
que eluyo con metanol P-20,1-1,Sia, SPm. :

La actividad neurodepresora se: encontro en 1a fracctony? '20 1 1 Sm .SPh.

dante,

do las cond1c1ones de eluc1on, ut111zando HCCOH:
observa el cromatograma obterndo en/esta cor

en el: paso ‘anterior, - 1 g

de :1000.:de "PM: (ver MATERIAL. Y METODOS;% pdgii:28)./Se: tomaron -alicuotas co-
rrespond1entes a '15-t.o. ‘tanto  del . dializado como: del. contenldo interior de 1la
bolsa, y se probaron en el bicensayo. Los resultados mostraron que toda 1la
actividad neurodepresora’ se enconttaba,en el dializado. Dicha actividad se man-—
tuvo ‘en presenc1a de PTX 10~% M. También se observd que la mayor parte del
material 'se habia salido de la bolsa, ¥y que por lo tanto la actividad neuro-
depresora todavia se encontraba muy. contaminada después de este paso.

. También :se ultrafiltréd a una alicuota de P-20,1-1,S,;3 ,S5Pw (1000 t.o.) a
través de una membrana UM-05, de Amicon (ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 28),
la. cual presenta un rango de corte de 500 de PM. Se liofilizaron las dos frac-—
ciones. obtenidas, y después de resuspenderlas en agua se probaron en el bio-

ensayo.; La  actividad neurodepresora se encontrd en la fraccidén £500 de PLif, ¥y
se mantuvo a pesar de la PTX 10"* M. No se detectd actividad en 1la fraCC_lon
>500 de PM. Nuevamente, la mayor parte de la masa se encontrd en la frac-

cién con.'un peso molecular menor de 500.

Se dCC].dlo proseguir la purificacidén del extracto P-20,1-1,S23 ,S5Pn

por
electroforesis en papel, a pH 1.8,

utilizando el sistema de mayor capacidad

con que contdbamos, con hojas de 46 x 70 em (ver MATERIAL Y METODOS, pdg-
29). Se corrieron alicuotas de 500 ul bajo las condiciones indicadas anterior—
mente. con la intencién de no sobrecargar al papel.
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Figura N2 20.— Cromatografia en Sephadex G-15 de la fraccidén P-20,1-1-Sy53 ,5Pn,
equivalente a 10,000 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 8 ml/hr; volumen de cada frac-
cidn: 4 ml. La elucién se hizo con ICOOH 1 M. ND: zona que presentd actividad neurcde-—

presora sobre el biocensayo del tensorreceptor abdominal del acocil.
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Después de las electroforesis, se secaron las hojas y se recortaron las
siguientes bandas: de +0.5 a -0.7 cemo origen; de +0.5 a +1; y de -0.7 a -1.2.
Después de cluir del papel, liofilizar, resuspender y probar en el bioensavo,:
sc observé que la actividad se encontraba en el origen, por lo que se denomi-—
ndé a: esta fraccidn P;—20.1—1.Sq_3,SP“,1.8°.

Se sometieron alicuotas (10 t.o.) de los extractos P-20,1-1 S;_a ,SPh y
P-20,1-1,S3; ,SPh.l 8o a hidrélisis: enzimdtica con pronasa B, proteinasa K
tripsina TPCK para veTr si, después de haber eliminado una- buena parte .. del
material contaminante con respecto al extracto crudo, ahora:sise’podia obser-
var algdin efecto de las proteasas sobre la act1v1dad neurodep esora.

‘Los resultados indicaron que la actividad neurodepreso a‘del .ambos ex—
tractos no desaparecia por accidén de las enzimas- proteoliticasi i Los -controles
realizados para verificar la actividad de las enzimas: mostraron.que é&stas se
encontraban activas, y que los extractos ensayados,' per: se, no inhibian 1la
actividad enzimética. - a S R ST

Por razones que se menc1onan ‘m&s" ade ante . (ver DISCUSION, pdg. ii®) se
decidié comparar la act1v1dad del ext ac —205,1-1,S34 ,5P\n ,1.80 en el biocen-—

‘ATERIAL Y METODOS pdg. 25), asi

( S-z_a_,SP\,\ 1.80 a una electroforesis
| ratat de eliminar a otros contaminan-—
tes. Despues de tecortar las bandasia IQ ‘ancho del papel y de eluirlas, se

tomaron alicuotas para‘ bloensayo con la »;flna.ll.dad de lotalizar a la actividad
neurodepresora.

Se encontrd act1v1dad blologlca ‘en 1as -bandas -2, +5 y +7, por lo que se
denominaron a estas fracciones. como- P-20,1-1 2S2a ,SPy, ,1.86,10.9 ; P-20,1-1,Sz2a,

SPy ,1.85,,10.5 ; y P-20,1-1,S,a3,SPw,1.8s" ,101_7 . Ta acdtividad de estas fraccio—
nes se mantuvo en presenc1a de PTX 1079 'M.

Se con51dero que las fracc1ones P-20,1- 1 S2a »SP, »1.85,10.45 y P-20-1-1,S24 »
SPh 1.85 ,1045 podtlan contener ‘la’ misma act1vxdad pues en la primera fue cn
donde se encontrd' mds concentrada 'y en la dltima parecia haber muy poca ac-—
tividad necurodepresora, ademds de que ambas eran bandas contiguas en el e-

lectroforetograma. Se siguid trabajando sdlo con la banda que poseia mayor
actividad. ’ ; T

Se decididé analizar a 'las dos fracciones que se habian separado con 1la
electroforesis de pH 10.0 por CLAP, utilizando para ello el programa 5 (ver

ANEXO 1, pdg.i43 ). En esta ocasidén se recogxeron fraccicnes por blogues, de
cuatro minutos cada una.
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En la figura N? 21 se muestra una grafica  representativa. de las corri-
das en las que se analizd a la fraccién P-20,1-1,S93 +SPn.:1.50,1045 . Se con-
centraron las fracciones a sequedad vy dcspues dc resuspender en agua se to—
maron alicuotas para biocensayo. Se encontrd que toda la actividad del extrac-—
to se hallaba en 1la prlmera fraccién de la cromatografia. Se denomindé a esta

fraccidéncomo -P=20,1-1,S3; ,SP\n 1. So.10+5.CLAP1 . Con PTX 104 i el efecto fue
seme_]ante.‘_:g R . ’ :

LER cuanto al extracto P-20 1- 1 Sna ,SP\-\ 1.856,10-2  sec observd; tal como lo
muestra: Jlas figura Ne2. 22, ~que 1a~act1v1dad también cafa en ‘la ‘primera fraccidn
'del,cromatograma;'»f'por 1o que" se:le:1lamé:P-20,1-1,52a ,SPn ,1 86,105 ,CLAP,.
Otra vez, R i d . n presencxa de PTX 1074 : M.

1elaiiactividad a: que se hace referencia en los dos
encontrada sobre el tensorreceptor y sobre la . cadena

sesometid:.al extracto P-20,1-1,5,3 ,SP4,,1.85,10.2 a una CLAP a-

nalitica,  bajo? las ' condiciones del programa 6 (ver ANEXO 1, pdg. 14%), se ob-

tuvo un perfil como el gue se muestra en la figura N¢ 23. Como se puede apre—
ciar bajo las condiciones de esta corrida vinicamente aparecié material con ab-
sorbencia ‘a 206 nm en la parte isocrédtica del programa, es decir al principio

de la corrida.
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Figura N2 21.- CLAP analitica de la fraccidén P-20,1-1,S5,, ,5P, ,1.84,10,5%
(50 t.o.). Programa 5 (ver ANEXO [, pdg. 143). Solvente A: THAF 10 mi!, pil 3.5.
Uliraspinere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se recogid por blogques cn la
fraccién que presentd actividad neurodepresora sobre

Columnas:
indica. ND:
el bicensayo decl tensorreceptor abdominal del acocil. La flecha indica el momento

forma que sec

de inyeccidn de la muestra.
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Figura k¢ 22.- CLAP analitica de la fraccién P-20,1-1,5,4 WSPn ,1.84,10.4
pdg. 143). Solvente A: TEAF 10 mi, pli 3.5.
Se recogid® por bloques cin la for-

(50 t.o.). Programa 5 (ver ANEXO 1,

Columna: Ultrasphere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm).

ma que se indica. ND: fraceciédn que presentd actividad neurodeprescra sobre cl
La flecha indica el momento de inyeccién de la muestra.

bicensayo.
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Figura N2 23.— CLAP analitica de la fraccién P-20,1-1,S,3 ,5PKR,1.8,,10_ 2 -

(80 t.o.). Programa 6 (ver ANEXO I, pdg. 144). Solvente A: TFA 5 mM en agua,
pH 3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto. Columna:, Ultrasphere-ODS,
S um (4.6 x 250 mm). La flecha indica el moniento de la inycccidn.
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LOTE_P-21.- Se inicidé la extraccidén ‘con 70 g de t.o. licofilizadecs,
Ggue correspondieron a aproximadamente 2000 t.o. Se triturd el material v se
extrajeron los pelvos con agua, tal como ya se ha descrito. En total se utili-
zaron 2 1 de agua: los sobrenadantes se concentraron hasta 110 ml. Este ex—
tracto se dializd contra un total de 2.5 1 de agua,
cambios. El1 dializado se concentrd hasta 30 ml. Como se observd un precipita-

do al concentrar, se decididé eliminarlo por centrifugacidn a 16,800 x g,
te 30 minutos, a 4°.
84 ml.

los

El volumen total obtenido para el extracto crudo fue de

A11cuotas de este extracto crudo (10 t.o.) se sometieron a digestién enzi-
mética con pronasa B, en la misma forma que ya se ha mencionado previamen-—
te. Los controles mostraron que la enzima se encontraba. perfectamente activa.
.Cuando se hizo el bicensayo de.las muestras se observd que sobre- el tensorre-—
ceptor todas presentaban actividad neurodepresora, es decir las tratadas con
enzima 'y las no tratadas, y que la PTX 10'3Mno ‘bloqueaba dicho efecto.

Se ensayaron alicuotas de las mismas:muestras. sobre la cadena ganglio-
nar abdominal, sin embargo los resultados-obtenidos fueron bastante irregula-—
res pues no se pudo obiener ningdn ‘registro “aceptable, debido a ‘las grandes
variaciones cspontdneas que- se generaban en esta preparac1on. Por lo tanto,
no se tuvo conflanza en los resultados. de esta preparaclon. ;

Se tomd el equlvalente a 500 t.o. del extracto crudo.y se sometié a una
separacién gruesa por Sep-—-Pak. En total se utilizaron cinco cartuchos. El ma-
terial eluido con agua, que no se retuvo en el Sep-Pak, se liofilizé a seque-—
dad y luego se resuspendid en 40 ml de metanol absoluto con: el objeto de de-
salificar al extracto. Después de centrifugar, el sobrenadante . se liofilizdé
sequedad y luego se resuspendid en 3 ml de agua. Se llamdé ' a este extracto
P-21 ,1. La mayor parte del material insoluble en esta.extraccidén con metanol
corresponcho a sales. ' Por su parte, el material que: eluyo del Sep-Pak con el
lavado de' metanol absoluto se concentrd a sequedad y luego se resuspendid en
1 ml de agua. Se denominé a esta fraccidén P-21, 11.

a

nasa ‘B, pero con P-21,1 y P-21, 11 como . sustr
en los. dos b1oensaycs.

Cuando se ‘probéd: al extract
de PTX 1074 - obtuveo

i'sobre la cadena gan-
Sin embargo, la alicuota

extrai:‘to'?‘—;Zl 11,
dicién en: n1nguno de 1os ‘dos b1oe'15ayos.

Estos datos, que se obtuvieron por duplicade, parecian indicar que en 1la

fraccién P-21,1 existian al menos dos sustancias con diferente susceptibilidad

obtenidos después de cuatro

duran—

éste no mostrd actividad bajo ninguna con-

i
i
i
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a la digestién enzimdtica,

pues una perdid su actividad cuando se la incubd
con pronasa B

mientras que la otra no lo hizo. Ademds, los resultados sugirie—
ron que los bioensayos eran especificos para cada una de las sustancias,

de
tal manera que con el tensorreceptor se podia observar al material resistente
a la digestidén enzimdtica, mientras que con 1la cadena ganglionar se visualiza-
ba al material sensible a la pronasa B. : : :

Posteriormente, y_con el objeto de caracterizar mejor el

de la fraccién P-21,1 én el Sep-Pak se hizo lo siguiente: después ‘de activar
al cartucho se pasd® nuevamente a esta fraccidn (2 ml) por el Sep-Pak, ;luego. -
se recogieron en un tubo los prlneros 2 ml que eluycron y se. denomind a-esta -
fraccién como P-21,11. Se empezd a lavar el:cartucho con 10:mnl de: agua,’ y 'el:
lavado, que se recogié en otro tubo, se 1llamé P—-21,1z. Flnalmente se:lavd con
metanol absolute y la fraccidén, que se recogié ‘por separado,‘ .se.. . denomind
P-21,13. i : S G

comportamiento

Después de concentrar y climinar al solvente se’ rep1t1o 1a'd1gest10n en-
zimdtica con pronasa - B y nuevamente seanalizaron} las muestras por bioensa-
yo. Los resultados mostraron que toda. la activid:
la fraccién P-21,14,. tanto en 1la cadena gang,h.o
ain en presenc1a de PTX 10"" M.

que en el exper1mento anterior,
en los tubos que se. ‘habian.incubado co
cambdbio, todas las muestras presentaron ‘ef cto

odepfesora desaparecxa
Sobre el tensorreceptor en

sa—
lieron como se: esperaba, mostrand' que 1: T

paraciones bxolopxcas mostraban:una grand151ma varlablhdad Yo

un poco des—
pués,

ni sxqu ieraise/podian’obtener. regl.stros a p rt.l.r de ellas.

Cuando, 1na1men't"e,‘
registros aceptables .
describieron,. Y en

se’ recuperaron losanimales y ya se podian obtener
nuevamente ‘seirepitieron’ los iiltimos experimentos que se
osa ocasién’'los iresultados ‘mostraron gque tanto la cadena
ganglionar como. el tensorreceptor-reconocian al mismo material neurodepresor,
¥ qQue éste no perdia:su, act1V1dad cuando ‘'se digeria con pronasa B.

En ninguno de los cxperImentos ‘que’'se hicieron posteriormente se pudo
volver a reproducxr el resultado:de:'que existia un material sensible a la. di-

gestién enzimdtica, .por lo:: que los:datos obtenidos con este lote deben tomarse
con mucha precaucidn. : o
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LOTE P-22.— Se inicié la extraccién con 70 g (2000 t.o.) de material liofi-
lizado, en la forma que yva se ha mencionado. Los polvos obtenides de la tri-
turacién se-extrajeron con un total de 450 ml de agua. Dicho volumen se con-— -
centrd en el rotavapor hasta 55 ml. Este material se dializé contra agua, ha-
ciendo cambios cada 2 hrs. Despies de cuatro cambios, se colectaron 600 ml de

dializado, 'los cuales se concentraron hasta 30 ml, lo que constituyd el extrac-—
to crudo.

. Se ‘decidid ultrafiltrar al extracto crude por una membrana UM-05 de Ami-

_con‘,'con un rango de corte de 500 de PM. La fraccidén mayor de 500 de PM,
P-22%500, se concentrd durante la ultrafiltracién hasta 6 ml, mientras que la

fraccidn - menor de 500 de PM, denominada P—-22<4500, que- orxglnalmente se reco-
gid en 24 ml, se concentrd en el rotavapor hasta 9 ml: 3

Se pProbd la act1v1dad de las dos fracciones sobre el tensorreceptor y se
observd qQue ambas presentaban neurodepresién.  El. mismo >bservd cuan-—
do se reallzo ‘el bxoensayo sobre la cadena’ gangllonar‘ :

Por ‘otra. parte se decididé medir 1la concentrac
diferentes ‘'extractos, .con. el - fin de poder ‘evaluar.e ,g
habia conseguldo., Las determinaciones se h1c1eron sclo‘par
ma automanca (ver MATERIAL Y METODOS pag., 28)

' crudo presento 24.9 meq de Na* enilos >30 'mi que ocupaba, y
6.75 meq ‘de/K*%fen €l mismo volumen.. Despues .de’ 'la’ ultrafiltracién la fraccidn
P-227500; tuvo 45 7'meq de Nat* y-O. 1.9 meqgide:X* en:los*6 - 'ml del extracto. Por

su partei:la.- fra.ccxon P-22<500 presentd 21 meq Na‘* y 4.908 ‘meq K¥ en los 9 ml
que ocupaba )

En vista'de. que aun existia cierta proporcidén de sales en 1la fraccidén
mayor de :500: de PM, se decididé someterla a otra ultrafiltracién para asegurar
que la- mayor parte del material de nuestro interés estuviera en un solo com—
partimiento.:La parte mayor de 500 de PM quedd con 0.6 meq de Na* en 4 ml,
mlentras -que. la menor de 500 gquedd con 2.295 meq Nav en 9 ml.

En vista ‘de la gran cantidad de sales que presentaron las fracciones con
peso molecular menor de quinientos se decididé desalificarlas, por el método va
descrito. Inicialmente se liofilizaron a sequedad.y luego se extrajeron con 20
ml de metanol absoluto, con agitacidn durante 30 minutos. Luego se centrifugd
a 700 x g para recoger los sobrenadantes. Diches sobrenadantes se evaporaron

a sequedad y luego se resuspend1eron en agua. Los precipitados también se re—
suspendleron en agua.

Luego se midid nuevamente la cantidad de sales remanente en cada una
de las fracciones. El extracto menor de S00 de la primera ultrafiltracién 4didé 1lo
siguiente: fraccién soluble en metanol, 5.1 meq Na* y 0.783 meq K%, en 3 ml;
la fraccidén insoluble en metanol, 14.5 meq Na* y 3.51 meq K*, en 10 ml. En
cuanto a la fracciédn menor de 500 de PM de la segunda ultrahltracxon los re-—
sultados fueron: 1.56 meq \a* y 0.355 meq K¥en 1.5 ml, en la fraccién soluble

en metanol; y 0.21 meq Na* y 0.075 meq K'en la fraccidén insoluble en metanol
(3 ml). . -
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Estos datos mostraron que ‘se, hablan ‘logrado retirar,

mediante este pro-—
cedimiento, alrededor del 70%:

de las sales ‘que contenian los extractos.

Se reunieron y

se-
resuspendieron en

lectroforesis prep
de que se usaron
aplicaron 5 . t.o.
GABA.

- condiciones fueron las mismas, con la variante
simples:ide’‘papel Whatman 3 MM (3 x 29 e¢m) y que se
¢ Como control, en una tira se colocaron 25 ug -de

En 1la f1gura ‘N2 24 se; observa el patrén de manchas obtenido cuando se
observaron las tiras con:luz 'UV,. y con 1la tincidén con ninhidrina. Los resul—
tados mostraron gque; bajo. estas conchcxones el GABA se movié 9 cm hacia el céd-
todo. Como puede aprecxarse ‘en-las tiras correspondientes al extracto, se sepa-—
raron varias bandas, tanto’ luorescentes al UV, como positivas a la ninhidri-
na, migrando la mayor-parteide "ellas. hacia el cdtodo y dos hacia el &dnodo.
Este resultado no concorddicon:eliobtenido en las electroforesis preparativas,
en donde sélo se observaron:bandas positivas en +1 y -1 (ver Tabla N2 1).
Estos datos indicaron’ que; las'electroforesis preparativas no se llevaron a cabo

en condiciones opumas y ue ~pot lo tanto no existi® una buena migracién de
las muestras. .

En vista de que los resultados del bicensayo mostraron actividad neuro—
depresora en una porcién muy grande de la hoja de electroforesis preparativa
(desde +1 hasta -5), se decidié volver a pasar por electroforesis preparativa
en papel, a pH 1.8, a las diferentes bandas activas, cada una por separado,
intentando ahora aplicar las muestras mds diluidas para tratar de mcjorar la
resolucién del sistema. Las condiciones fueron las mismas que ya se mencicna-—
ron, solo que ahora se colocaron aproximadamente 65 t.o. en cada hoja.

En la Tabla N°

2 se observan resumidos los resultados obtenidos en esta
serie de experimentos.



Tabla N2? 1.- Separacidn electroforética a pH 1.8 del extracto
P-22<500d, y localizacién de la actividad neurodepresora.

EXTRACTO FR'ACC10NES ELECTROFORETICAS

P-22£5004d,11.8 +5 +3 -3 -5 -7 ‘-9 =11
Actividad ncurodepresora n n @ @ n n n
Reaccidén con ninhidrina n nm.. n n n n
Observacién con luz UV n .n n n n n

Electroforesis preparativa en papel a pH 1.8. Tiempo de saturacién: 30 min;
tiempo de corrida: 120 min; wvoltaje: 300 wvolts (9.6 v/cm); amortiguador de pH 1.8;
soporte: hojas de papel Whatman 3 MM (29 x 31 cm). Se aplicaron 140 t.o. a cada
hoja. Después de la electroforesis se secaron las hojas a 60° se recortaron ban-—
das de 2 cm c/u, las cuales se eluyeron con agua -(ver MATERIAL Y METODOS, pdg-
29). El bicensayo se realizd sobre el tensorreceptor abdominal, n = no presentd
actividad; = mostrd efecto neurodepresor. Se observaron los mdrgenes de las ho-
jas bajo la luz UV, n = negativo; @: mostrd fluorescencia o absorcidén a la luz

in

UV. Se tifiécron los mérgenes con n idrina al 0.25% en acetona, n = no did reac-—
cidn reaccidédn positiva a la tincidn.



Figura il®
la fraccidén pP-22<500d. A:
C yD: GABA (25 ug). C:
tiras simples de papel Whatman 3 A\

hidrina.

con ninhidrina.
tiempo de corrida:

A

24 .~

Soporte:

120 min;

B

voltaje:

S

C

Electroforesis analitica a pll{ 1.8. A y B:
observacién bajo la 1uz UV; B:
observacidén bajo la luz UV; D:

300 wvolts (9.6 v/em);

dc. férmico:dc. acético:agua (1:4:45,v/v/v), pH 1.8.

SN

D
5 t.o. de
tincidn con nin-—
tincién

(3 x 29 cm);
amortiguadors=



Tabla N2 2.~ Separacién electroforética a pH 1.8 de las diferentes
fracciones obtenidas durante la 12 electroforesis de pH 1.8, del
extracto  P-224500d, y localizacién de la: actividad neurodepresora.

EXTRACTO FRACCIONES 'ELECTROFORETICAS

+7 +5 5 =7 -11
P-224500d,11.8_3 ,111.8 S
Act. neurodepresora n n n @
P-224500d4,11.86—3 ,111.8
Act. neurodepresora n n

. P-22¢5004,11.8.5 ,111.8

Act. ncurodepresora n n @ .

P-22<500s,11.844 ,111.8

. Act. neurodepresora n n n @ @ n n

SONE
©

o

Electroforesis preparativa en papel a pH 1.8. Tiempo de saturacidn: 30 min:
tiempo de corrida: 120 min; voltaje: 800 volts (9.6 v/cm); amortiguador de pll 1.8;
soporte: hojas de papel Whatman 3 MM (29 x 31 em). Se aplicaron 65 t.o. a cada
hoja. El1 bingensayo se realizd sobre el tensorreceptor abdominal, n = no presentd
actividad = mostrd efecto neurodepresor.

..VL..
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Una vez aisladas, las fracciones que se mostraron. en la Tabla N2 2 se
son:eturon a ‘digestién con pronasa B, -y luego:ise anahzaron conles. dos .bio-
ensayos. Ninguna de las fracciones’ probadas percho su act1v1dad neurodepro_—
sora por efec:tos de la enzima. A

Se decidid hacer una electroferesis analitica en"‘papcl, a";pH 10.0, de las
fracciones obtenidas en la segunda:. electroforesis de. pH .1.8,- péra observar si
este paso podria ser una buena alternativa para . continuar: 1a; purificacién. En
las figuras N¢ 25 y NP 26 se pueden observar los patrones:.dei:manchas obteni-
dos para cada una de las fracciones ensayadas.; Asimismo se incluyé también
un control de GABA para conocer su comportam1ento electrofcrettco bajo las con-
diciones empleadas.

; Va“cia{ el. dnodo. Por su
8 se resolvid en varias
H . 10.0 era una buena

: En el ‘caso del  GABA . sc observd. que migrd 1.
parte cada una de las fracciones - ‘provenientes de’ p
bandas- discretas, lo,que 'indicd:que la .electroforesi
opcidén para proseguir la ‘pu 1f1cac10n."

Asi pues, se inicié
las fracciones activas! ol tados--de esta serie de co-
rridas se encuentraniresur g ! nto’con las condiciones
empleadas. En todos:l lizaron en presencia de
PTX 1079 L. B

a pH 10.0, de

De acuerdo con i rante esta serie de expeirimen—
tos (ver Tablas N2 1, 3 vidente que se habian separado
cuatro fracciones,’ 3 que presentaban actividad
neurodepresora sobre e1 ‘b 2 Por lo tanto se decidid
bjeto de no tener fragmentado al
n:

material. Asi, las ftacc1o

La suma de estas fracciones
se denominé P-22 la.

P-22¢£500d,11.82
P-22<500d, 11"

P-22<500d ,
P—22<5004

, Al conjunto de estas fraccio-

P-22<¢300d,1 nes se le llamdé P-22 1b.
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Figura N2 25.- Electroforesis analitica a pH 10.0. A) P-22£500d,11.8_,
111.84 B) P-224500dm1l1.6., ,111.8; ; C) P-22£500d,11.8_, L,111.83 D)
P-224500d,11.81,111.8_5; E) P-22<500d,11.5_; ,111.5. ; F) GABA. Soporte:
tiras simples de papel Whatman 3 MM (3 x 29 cm): tiempo de corrida: 100 min;
voltaje: 300 volts (9.6 v/cm); amortiguadors= (NHa)p €03 0.1 M, pH 10.0. Las
adas representan la tincidén con ninhidrina. Las bandas vacias

bandas sombre
representan la observacidén bajo la luz UV. -
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Figura N¢ 26.- Electroforesis analitica a pH 10.0. A) - P-22<500d,11.8,,
111.8. ; B) P-22<500d,11.84, ,111.84, ; C) P-22<5004,11.8_, ,111.8_, ;
-P-22<5004,11.8.5,111.8.5 ; .E) P-22<500d,11.8-3 ,111.5.4; F) P-22£500d,11.8_5,
111.8.9, . Las condiciones electroforéticas fueron las mismas que se mencionaron
en la Fig. N¢ 25. Las bandas sombreadas represent

an la tincidn con ninhidri-
na. Las bandas vacias representan la observacién bajo la luz UV.



Tabla N2 3.-— Separacion electroforética a pH_10.0 de las difercntes
fracciones obtenidas después de la 22 electroforesis. a pH 1.8,

del extracto P-22<500d4, ¥y locallzacion de 1la’ act1v1dad neurode—
presora.

EXTRACTO FRACCTONTI

+9 -9
P-22<500d,11.8_; ,111.8_; ,10 o n n
P-22<500d,11.8_y ,111.8-3 ,10 o ) o
P-22¢500d,11.8_y ,111.84; ,10 n n n
P-22¢500d,11.8_; 11 3y ° o o
P 5, o o o
. 2 n n

P n n n
- n n n
P-22¢500d,11.8 | n n n
P-22<500d,11-84, ,111.841 ,10 . n n n
P-22<500d,11.8,, ,111.8- ,10 n n n

Electroforesis preparativa en papel a pH 10.0. Tiempo de saturacidn: 30 min;
tiempo de corrida: 100 min; voltaje: 300 volts (9.6 v/ecm); amortiguador de pH 10.0;
soporte: hojas de papel Whatman 3 MM (29 x 31 em). Se aplicaron 65 t.o. a cada
hoja. El1 bicensayo se realizd sobre el tensorreceptor abdominal, © = no se probd;

n = no presentd actividad = mostrd efecto neurodepresor.
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P-22<500d,11. s_‘ ,111.8.5,10 45

; Denominada P-22 11
-22<500d 11'8

A la suma. de estas fracciones
se le denomindé P-22 111.

3 se decididé pasar alicuotas equivalentes
'baJo condiciones analiticas, por electroforesis tantoc a pH
con;"elifin de corroborar que, una vez aisladas, la migra-—
C espondia -a los datos obtenidos previamente. Asi se obtu-
vieron- 1os" res' que 'se- muestran en la Tabla N2 4.

En esta etapa. se descubrleron algunas irregularidades con el comporta—
miento de la“ picrotoxina  que se habia estado usando {(ver DISCUSION, pdg.i23 ),
pues se hizo evidente que en algunos casos se estaban obteniendo resultados
falsos positivos en el biocensayo, ya que muestras que supuestamente debian
ser blogqueadas en su accidén, como el GABA, seguian deprimiendo a pesar de
la presencia del antagonista.

Inicialmente se observd que las soluc1ones de picrotoxina "envejecian” Yy
que ya a los cuatro dias de haberse preparado presentaban menos de la mitad
de efectividad para bloquear el efecto inhibitorio de la misma dosis de GABA.
Por lo tanto se decidié preparar soluciones frescas para cada biocensayo.

También se observd que la: picrotoxina, cuando se empezaba a usar in-—
mediatamente después de preparar -la  solucién, mostraba menor actividad que
si se la dejaba equilibrar durante 30 ‘a 60 minutos. Por lo tanto se optd por

preparar las soluciones de: plcrotoxtna antes de empezar a disecar al tensorre-—
.ceptor. .

Por otra parte, se decidid:realizar una curva de sensibilidad del tenso-
rreceptor al GABA, utilizando: diferentes conccntrac1ones de éste. Las concentra-
ciones que se probaron fueron ‘desde '1+x 1077 M 'hasta 1 x 10~> M. Se observd
que existian algunas diferencias’ en:.cuanto; a: la sensibilidad de diferentes ten-—
sorreceptores, debidas probablemente a: la ‘variabilidad bioldgica intrinseca de



Tabla N? 4.— Andlisis electroforético de
las fracciones que presentaron -actividad-neu-
rodepresora . sobre el tensorreccptot abdonunal.

FRACCION pH 1.8 - ‘pu 10.0
P-22 la 3,4 o
P-22 1b -1,-2 47
P-22 11 ~3.-4. -2
P-22 111 -10 +1,+2

LLas condiciones electroforéticas fuercn las mismas
que ya se mencionaron anteriormente (ver Tablas N2 1,
Ne 2 y N? 3) cvon la dnica diferencia que el soporte u-
tilizado fueron tiras simples de papel Whatman 3 MM
(3 x 31 cm). Después de las electroforesis se recortaron
bandas de 1 cm y se eluyeron con agua. Un signo "me-—
nos'" (-) representa migracidén hacia el cdtodo, mietras
que un signo "mds" (+) representa migracién hacia el
danodo. Los numeros indican los centimetros de migracidén
a partir del origen. Las fracciones se identificaron por
bloensayo. sobre el tensorreceptor abdominal, en presen-—
cia de PTX 10~% M.

o
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cada unidad, pero sin embargo se pudo apreciar que a partir de concentracio-
nes 1 x 107%° M de GABA ya sc obtenfan respuestas notorias de neurcinhibicidn.
Se debe hacer notar que las soluciones a las que se hace referencia tenfan di-
chas concentraciones afuera de la: poza: de ensayo, pero al aplicarse sobre la
preparacién se diluian con la solucidn gque bafiaba a la neurona, “por lo que. .
las concentraciones activas eran 3 a 5 veces menores de lo que se mencionan.
Posteriormente se¢_ hicieron una serie de experimentos para probar qué do—
sis de plcroto:una podfia bloquear los efectos de GABA. Para ello se. decidid
LS -3
ver primero si las soluciones de PTX a ceoncentraciones de 1 x 100" M y 1 x 10
M no desensibilizaban la respuesta del tensorreceptor después de aplicarlas
varias veces en forma consecutiva. Se observdé que la picrotoxina generaba una
ligera excitacidn cuando se aplicaba a una concentracién de 1 x 107 M y que
,d1cha excitacién era un poco mavor cuando se aplicaba a una concentracidén de
1 x 107 M. Si después de lavar a la PTX de la preparacién se probaban dosis
de GABA de 1 x 100" M y 1 x 1072 M, se obtenian depresiones de la misma mag-
nitud que cuando se aplicaban antes de poner a la PTX en contacto con el
tensorreceptor. Por lo tanto se concluyd que la PTX no hacia menos sensible a
la preparacidén btiolégica (cuando mencos en forma 1nmed1ata) en cuanto a su
respuesta frente al GABA.
También se demostrd que la picrotoxina- fresca a una concentrac1on de 1 x 10™?
M podia  bloquear perfectamente el ‘efecto ' del' GABA x 10 M.

En la Tabla N°¢ 5 se r_esu rrespondientes a esta serie
de experimentos. 5

Se decidid voiv pro 3 Y afactividad de las fraccio—
nes P-22 la, P-22- lb - : ; Lauser i

3 x 1073 M- fresca“f

P22 1T nvo;sucedlo lo mismo, a las

la concentracxon de estas fracciones y se vol-
bloensayo. ‘Los ' resultados mostraron que el extracto P-22
la mantuvo.su“efecto ‘neurodepresoratin. en! presencia de PTX 3 x 107 mien—
tras que la. fracc16n ‘P=22"111’ fue bloqueada en ' forma "efectiva por la PTX De

acuerdo ‘a estos :resultados. sélo ‘la actividad: de P-22 la permanecia en presen—
cia de PTX, mlentras que las otras son bloqueadas.

Por lo tanto,.se decidid seguir trabajando con P-22 la ya que su efecto
parecia diferenciarse de 'las otras’ fracciones.

Se hizo una dansilacidén, - por-el: método ya descrito, de S5 ul del extracto
P-22 la (equivalente a ;5:t.o.) para ver si habia material dansilable y obser-—
var al mismo tiempo el.nivel:de contaminacién que podria tener dicha muestra,
después de los pasos de. purificacién a los que se habia sometido.



Tabla N2 5.~ Comparacién de la actividad de las
soluciones- "envejecidas'" y '"frescas' de picrotoxina, 'en
funcién de su capacidad para bloquear el efccto depre-
sor de GABA.

P I CROTOX 1 N A . G . A B A
(nanomoles) : (nanomoles)
e 62.5 100 125 200 250 300 400 600
SOLUCION "E} JVE]ECIDA"
(cuatro dias)
600 s - NO NO NO NO NO NO
SOLUCION "FRESCA"
100 . si si si si - - NO NO
200 si si si si st si NO  NO
600 si si si si si si — NO

Los bicensayos se realizaron sobre el tensorreceptor abdominal del acocil.

— = no se probd; si = fue capaz de bloquear el efecto de GABA; NO =
capaz de bloquear el efecto de GABA.

no fue



Tabla N2 6.— Efecto neurodepresor de las
fracciones obtenidas a partir del Lote P-22
de Penacus vannamei, sobre el tensorreceptor.

FRACCION sin PTX con PTX
: 3 x 107> M
P-22 1la + o
P-22 1b ’ + -
pP-22 11 -+ ) -

P-22 111 + +

Se aplicaron 25 ul (25 t.o.) de cada fraccién.
El signo (+) representa efecto neurodepresor,
mientras que el signo (-) indica que la acti-
vidad neurodepresora fue bloqueada por accidn
de la picrotoxina.
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. En la fig‘ura N2 27-1 se muestra un esquema de los resultados obtenidos
en dicho ‘experimento. Como se puede observar aparecieron cuatro manchas, tres
de ellas fluorescentes y la otra no fluorescente, ademds de los subproduc,tos
normales DNE-OH y DNS-Nilz. La mancha A presentd una fluorescencia verde a-—
m.a’rlllenta riuy intensa al principie, pero con el tiempo (algunas horas) cam-—
bié su coloracién y se observd como una mancha azul en laapetiferia con un
centro blanco—amarillento. La mancha B, por su parte, ademds de ser la mas
abundante, presentd upa intensa absorcién al UV, no se dansila y se observd
de ‘un color negruzco; esta mancha mostrd las mismas caracteristicas que la

l;i::xnarlna. En cuanto a la mancha C, ésta presentd la coloracidn normal de
un DNS-aa y se ubicd ligeramente por aba

jo de la posicidn habitual. de la. di—
DNS-Lys. La mancha D se observd muy tenuemente, d 1 - Ty me o
Pudo identificar con ningdn DXNS-aa. Y . ’ € coter veLduzcof y s

Estos mismos resultados se volvieron a obtener cuando se hicieron.dife-
rentes ‘aplicacionszs sobre las placas de poliamida,. lo Unico que varid. fue la’
intensidad de’ cada una de las manchas, ‘dependiente de la cantiddd:aplicada.

Posteriormente se hidrolizé el remanente de la ‘muestra, con HCl; ‘ien 1la
forma que ya se ha explicado. Luego de correr las minicromatografias ‘se ob-
servd el resultado que se muestra en la figura N2 27-2. Como se puede apre-—
ciar, ademds de los subproductos normales se observd la mancha intensa. ne—
gruzca correspondiente a la mancha B del pdrrafo anterior (probablemente
Homarina), y también las manchas C y D. Sin embargo, desaparecid la mancha
A, mostrando por ello labilidad a la hidrdélisis dcida.

Luego, cuando se redansildé el material hidrolizado se obtuvo el panora-—
ma que se muestra en la figura N2 27-3. Como se puede observar el panorama
fue semejarnte al obtenido inicialmente, volviendo a aparecer la mancha A que
habia desaparecido en el paso anterior. Este dato indicé que el material A dan-
silado es 1dbil a la. hidrélisis dcida, pero no se descompone dicho material,
pueste que al redansilar nuevamente se obtiene la misma mancha en la misma
posicién, y con'las 'mismas caracteristicas (al paso del tiempo cambia su colo-

racién, como ya se. dijo). Por supuesto, las manchas B, C y D se siguieron
observando. ‘ e

Se tratd; de.
cidos (verip:
las misma

dentificar a la mancha A con alguno de los DNS-aa ya cono-—
0).:Para ello se compard el corrimiento cromateogrdfico, bajo

ondiciones, de DMNS-GABA; DNS-Val, DNS-fi-Ala, DNS-ot—-NH,-butirico
16s/cuales son productos que migran a una posicién semejante a la
1a AL También se mezclaron alicuotas de la muestra P-22 la dansi-—
: para ver si juntos
28 se pueden observar los

lada con ‘alicuotas. de’ cada uno de los DNS-aa mencionados,
comigraban ‘a’la’misma posicién. En la figura N@
resultados. . de estos’ experimentos.

con la mancha :A,?y.:no:fue posible observar ninguna separacién ni adn cuando
la cantidad: aplicada fue muy pequeiia.




—2

Figura N2 27.- Andlisis de la fraccidén P-22 la. 1) Dansilacién de
la fraccidn P-22 la; las manchas llevan el nombre con ¢l que se les men-—
ciona en ¢l texto; ) DNS-UOii; F) DN5-Hilg. La imnrancha B comipra a la po-
siciédén de nomarina, y como ésta, no se dansila: la mancha C presenta un
corrimiento parecido a di-DNS-Lys. 2) Dansilacidn ¢ hidrdlisis: ndtesc que
‘desaparecid la mancha A. 3} tlidrélisis y dansilacién. Mucvamente aparccid
la mancha A; G) DNS-Gly. Placas de poliamida (3x3 cem); 12 dimensidn= dc.
férmico:agua (1.5:100,v/v); 2? dimensidén= benceno:dc. acético (4.5:1,v/v).
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2

. Figura N2 26.- Comparacién de la migracién cromatogrdfica de los
pProductos dansilados de la fraccidén P-22 la y diversos DNS—aminodcidos.
A) Aezcla de DNS—-la y DIHS-GABA (*); B) iNezcla de DNS—-la y DHS—Val (*);
C) Mezcla de DNS-la y DNS-et—Nil, —butirico (*).
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Figura N¢ 28 (continuacidén).—

Comparacién de la migracidén cromato—
gréfica de los productos dansilados de la fraccidén P-22 la y diversos
DNS—-aminodcidos. L) Mezcla de DNS-la y DNS—-f3—Ala (*); E) Mezcla de DNS-
la y DNS-Pro (®). Como se puede observar solamente DNS-Pro coeluyd con
la mancha A de la fraccién P-22 la. Cromatografia en placas de poliamida
(3 x 3 em); 1* dimensidén= dc. férmico:agua (1.5:100,v/v); 22 dimensidn=
benceno:dc. acético, (4.5:1,v/v). :
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En un experimento posterior se -observd que la DNS-Pro también mostraba
labilidad a la hidrélisis dcida, y que desaparccia su
este tratamiento, al mismo tiempo que aparecia una mancha correspondiente a
DiS-OH, como. producte de la hidrdlisis, la cual no se habia visualizado antes
de la hidrdélisis. Estos resultados se nmuestran esquemdticamente
Ne. 29, )

coloracidén después de

en la figura

También se decidié dansilar algunas cateccolaminas y sus metabolitos para
descartar si alguna de ellas podria presentar algunas caracteristicas semejan—
tes a alguno de los componentes de la mezcla P-22 la.
a dansilar alicuotas de epinefrina,
imipramina, dcido wvanillilmandélico,
vanilico,

Por lo tanto se procedid
norepinefrina, normetafrina, metanefrina,

dcido 3,4-dihidroximandélico, dcido homo-—
dcido 5-hidroxiindol-3-acético y. 3—-hidroxitiramina.

Como era de esperarse, cada una de estas sustancias mostrd mds de un
DNS-producto, debido a las diferentes ‘posiciones en que pueden reaccionar con
el DHS-Cl (grupos —NHg y —-OH). De todas ellas solamente la DNS-metanefrina

mostré una mancha con caracteristicas similares a las de la mancha A de la

mezcla P-22 la. Cuando se corrieron juntas alicuotas de DNS-metanefrina y de
DNS-P-22 ‘1a, se observd que aunque efectivamente comigraban bajo las mismas
condiciones, se podia observar una especie de promontorio en . la mancha A, lo
que posiblemente indicaba que se trataba de dos materiales diferentes. Los re—
sultado:. de estos experzmentos se esquematizan en la flgura N° 30.

Posteriormente se hizo un experimento, a nivel’ ana11t1co,
cromatografiar una alicuota de 5 ul de P-22 1la,

nes del programa 6 (ver ANEXO. 1, pdg.444), utilizando un gradiente de meta-—
nol-en dcido trifluorocacético (TFA) 5 mbi. Como se puede- apreciar en la figura
N® 31 el material se desdobld en ocho fracciones ' principales; cada una se co-

lecté por separado y ademds también se recogieron las zonas en donde no apa-
recieron picos.

que consistidé en:
. por CLAP, bajo las condicio-—

Después de evaporar. el solvente en el que estaba cada fraccidén, se deci-
dié dansilar cada una.de ellas para tratar de identificar a las manchas obte—
nidas durante la dansilacidn de: P-22 la con.las fracciones obtenidas en la cro-
matograha de alta pte51on.‘ Se pudo establecer claramente que el pico 4 del

cromatograma contenia.a :las manchas Ay C mxentras que la mancha B estaba
totalmente 1nc1u1da en: el plCO 5.

En vista de que en la CLAP se- v1sua11zov un:mayor nimero de componen-—
tes de la mezcla!.P-22la’ . que ' los ‘que se habianivisto en .. el experimento de su
dansilacién, se decidid’ prosegult la purlflcacx x;ra;to por CLAP.

‘Se hicieron runa serie de cromatografi
fin de conseguir material suficiente ‘de:cad

biocensayo en:cual se-localizaba la. act1v1dad
la.

nivel semipreparativo con el
fraccidn para poder analizar por
eurocdepresora del extracto P-22

Cuando. se ‘probdé el equivalente: a.12.5 t.o. ‘sobre el tensorrecceptor se ob-
servd actividad neurodepresora en la fracc1on 'P-22 1a,CLAP4. Dicha actividad



—
2
Figura N? 29.—- Comportamiento de la DNS-Pro ante la hidrdlisis
d¢ida. A) DNS-Pro. B) DNS-Pro después de hidrdlisis con HC1 6 N, du-
rante 24 hrs., a 110°. Ndtese como disminuyd la mancha correspondien-

te al DilS—aa y en cambto aparecid DNS-Oii, como producto de la hidrd-—
lisis. Cromatografia en placas de poliamida (3 x 3 em); 12 dimensidn=
dc. férmico:agua (1.5:100,v/Vv); 22 dimensidén= benceno:dc. acético (4.5:
1,v/v).
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Figura N¢ 30.- Dansilacién. A) Productos de la dansilacidén de
metanefrina. B) AMezcla de D!HS~la y DiNS-metanefrina. Como se puede
observar, la mancha A de la fraccién P-22 la (ver Fig. N¢ 27) comi-
gra con uno de los DNS-productios de la metanefrina (*). Cromatogra-—
fia en placas de poliamida (3 x 3 cm); 12 dimensidn= dc. férmico:agua
(1.5:100,v/v); 22 dimensién= benceno:dc. acético (4.5:1,v/v).



tiempo (min) :

Figura N2 31.- CLAP analitica de la fraccién P-22 la (5 t.o.). Programa 6

(ver ANEXC 1, Pdg. 144). Solvente A: TFA 5 mM en agua, pH 3.0. Solvente B: TFA
5 mM en metanol absoluto. Columna: Ultrasphere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). La

flecha indica el momento de inyeccidén de la muestra. Se colectaron los picos por se—
parado y su contenido se utilizé para andlisis por dansilacidn.
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fue 1ota1mente abolida cuando la misma cantidad se inyectd en
PTX 1 x 107 u. Fue necesario aplicar el equivalente a 25 t.o.
1a,CLAPg para observar un efecto ncurodepresor apreciable, pero no s¢ pudo
ensayar en presencia de PTX, pucsto que fue indispensable colecar .toda 1la
muestra que se llevaba para visualizar el efecto. : ’

presencia de
del- pico P-22

La siguiente ocasién se llevd el equivalente a 50 t.o.
por CLAP bajo las condicienes ya descritas, y que se expresan_en la figura
N2 32, en esta ocasidn se inyectd, sin PTX, el eguivalente a 25 t.o. Y bajo
estas circunstancias se encontrd acrividad ncurodepresora en las’ ‘fracciones
pP-22 '1a,CLAP; , P-22 1a,CLAPy;, y P-22 1a,CLAP4 . Las depresiones observadas
en estas fracciones fueron bloqueadas, totalmente, cuando - se hizo:el experimen-—
to ‘en. presencia de PTX 1 x 107> M. Por su parte, otra vez fue necesario apli-
car toda la muestra (50 t.o.) de P-22 1a,CLAPg. parda poder notar efecto depre—

sor “en’.esta  fraccién, y por le tanto no se .tuvo oportunldad de observar su
efecto en presenc1a de picrotoxina.

obtenidos “también

En 1a Tabla N2 7 se puede observar. en: forma resum1da, los tiempos de
retem:lon y voliimenes de elucién de cada urno: de 16s componentes que se sepa-—
raron a  partir cel extracto P-22 la mediante CLAP en. 1as condiciones descritas.

Es obvio, de los resultados obtenidos, que los prlmeros seis picos salie—
ron de la columna durante la parte isocrdtica. del- programa,: lo que quiere de-—
cir que se eluyeron solamente con TFA '5 mM 'en .agua. Losipicos P-22 1a,CLAP;
y ‘P-22 1a,CLAPg, en cambio, se retienen fuertemente’ien - la’columna y solo elu—

yeron cuando la concentracién de metanol en'el grachente fue’ relativamente e-—
levada. :

También se puede observar que los picos qu»e‘feluy;er:on en forma tempra-—
na contenian aproxXimadamente el 99% de la masa to‘.:al de P-22 1la, mientras
que el pico P-22 1la,CLAPg contenia entre 0.5 a 1% del material cromatografia-—

do, tal como resulto por el andlisis de integracidén de los picos por drea bajo
la curva. - : .

Los resultados. de CLAP mostraron que el extracto P-22 la se descompo-
nia en varios componentes, de los cuales cuatro mostraron actividad neurode-
Presora en ausencia de picrotoxina sobre el tensorreceptor abdominal. De estas
cuatro fracciones, tres perdieron su efecto depresor en presencia de picrotoxina,
y eluyeron al principio de la cromatografia, con TFA 5 mM en agua, pH 3.0.

El cuarto componente de interés, se retuvo bastante en la columna de fase re—
versa, y también mostrd neurodepresién, pero sdlo cuando se administraba en
grandes cantidades. En esta etapa, debido a la poca cantidad de muestra con

la que se contaba no fue posible conocer su comportamiente frente a la picro-—
toxina.

Se decidid obtener mdyor cantidad de la- fraccién P-22 1a,CLAPg con el
objeto de probar si-la digestidén enzimdtica con ‘pronasa B afectabd su compor-—
tamiento fisioldgico. Para ello se incubd el equivalente a 50 t.o. de P-22 la,
CLAPg en presencia de pronasa B, y poer supuesto una alicuota de 1la misma
fraccidén sin enzima, para .que sirviera: como control positivoe en el bioensayo.
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- Figura N2 32.— Localizacién de la actividad ncurodepresora después de fraccicnar
al extracto P-22 la por CLAP. ND: fracciones que presentaron actividad en el biocensa-—
Las condiciones fueron las que se indicaron en la Fig. N2 31.

yo.
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Tabla N2 7.—xCaré:(:te4ris‘1’:ic“a.s'f.~cfémé‘xtogyréficas
de los componentes‘ de P-227Ta.en:  CLAF.: :

P-22
P-22
P-22
P-22
P-22
P--22

P-22

P-22

FRACCION

la,CLAP,
1a,CLAP,
la,CLAP;
la,CLAPy
1a,CLAPs
la,CLAP,
la,CLAP,
la,CLAP,

" volumen de

- elucidn

(ml)

2.385

2.985

7 3.485
.'g.58 4.290
12.58 6.290
16.48 8.240
41.1 ’ 20.550
49.6 24 .800

Para la cromatografia se utilizaron las condiciones del
programa 6 (ver ANEXO 1,
en agua,

mm).

pag. 144 ). Solvente A: TFA 5 mil

pH 3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol. Se re—
gistré a 206 nm. Columna:

Ultrasphere ODS-5 um (4.6 x 250
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Los controles de la digestién enzimdtica, -con caseina como-sustrato,. mos-—
traron que la enzima se encontraba activa. .

. Los resultados del bioensayo sobre el tensorreceptor fucron negatives pa-—
ra‘la muestra tratada con enzima asi.como para la muestra quec fungid como
‘control positivo, indicando que la: fraccidn P-22 1a,CLAPg se habia 'inactivado
espontinecamente, por lo gque la ausencia de actividad neurodepresora ‘en ~-la
muestra tratada con pronasa B carecid de significado. B

En vista -de que durante la purificacién eleciroforética se habian obte—
nido varias fracciones con actividad neurodepresora (P-22 la, P-22 1b, P-22 11
y P-22 111), se hicieron algunos experimentos para tratar de caracterizar a
dichos materiales. Sabiendo, por la literatura, que exiSten algunas sustancias,
.principalmente aminodcidos, que pueden tener ciertos efectos sobre el tensorre-—
ceptor abdominal de los crustdceos, se decididé estudiar a una gama de posi-
bles candidatos para ver si alguno de ellos podria relacionarse con alguna
de las fracciones obtenidas del lote P-22.

/

De esta forma se reahzaron electroforesis analiticas, en papel, de los si-
guientes arn.noac:.dos. GABA, Tau, p-Ala, Ala, Gln, -Asp,:.Lys, Pro, Gly, Glu y
Homarina; asi como de las catecolaminas dopamina y'metanefrina, a pH 1.8,
bajo las condiciones que se indican en: la figura N2 33,"en donde se muestran
‘los resultados obtenldos cuando se- tlﬁeron las tiras: con rn.nhldr‘na.

-También se corriero

anal1t1ca a pH :10:0. bservar los resultados gque

bajo:las condiciones em—
pleadas. .

Los datos: aportado :
dos en la Tabla M2 8. con ‘fines de mayor clarld

Ademds de las sustanc].as mencxonadas, ,Se,
y betaina para probar su efecto en el biocensay
de inhibir la frecuencia de disparo del  tensorre
rtéaron entre 20 y 1000 nanomoles de las sustancias .que se estaban estudiando.
De todas ellas se encontrd que producian neuro p esién notoria las siguien—
tes: GABA, Tau, Gln, {3-Ala, Arg Yy Asp.

Con mucho, la mayor potencia neurodepresora se encontrd en el GABA, y
después le siguidé la Tau. La actividad'de’los”otros aminodcidos fue bastante
menor. S

El efecto neurodeprcsor obtenldo con los amxnoacxdos mencionados fue blo-
queado totalmente cuando éstos se aplicaron sobre el tensorreceptor tratado con

PTX 3 x 1073 M, lo que probablemente indicé gque todos ellos ejercian su accidén
a través del receptor a GABA.

Por su parte, cuando se sometieron a la CLAP, bajo las condiciones del
programa 6, se obtuvieron los resultados que se resumen en la Tabla N2 9.
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GABA Tau R-Ala Ala Gln Asp Lys
Figura N? 33.- Electroforesis analitica a pH 1.8 de diversos amino-—
tiras simples de papel Whatman 3 MM (3 x 29 cm); tiempo

dcidos. Soporte:
de corrida: 120 min: voltaje: 300 volts (9.6 v/cm); amortiguador= dc. fér—

mico:dc. acético:agua (1:4:45,v/v/v), pH 1.8. Tincidn con ninhidrina.
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Pro Gly Glu Homarina Dopamina Metanefrina Blanco

Figura N¢ 33 (continuacién).— Electroforesis analitica de diversos
aminodcidos, a pH 1.8. Las condiciones electroforéticas fueron las mismas
qQue se indicaron en 1la figura anterior. Tincién con ninhidrina. La homa-—
rina fue negativa a 1la reaccidn con 1la ninhidrina, pero se localizé por
su absorbencia bajo la luz UV. *
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GABA Tau R -Ala Ala Gln Asp
Figura N° 34.- Electroforesis analftica a pH 10.0 de diversos amino-
dcidos. Soporte: tiras simples de papel Whatman 3 A0 (3%x29 cm); tiempo de

corrida: 100 min: voltaje: 300 volts (9.6 v/cm); amortiguador= (NHg), CO,
0.1 M, ajustado a pH 10.0 con amoniaco. Tincidn con ninhidrina.



- 99 —

@ © D S5 @ @

Lys Pro Homarina Dopamina Metanefrina Blance

Figura N°® 34 (continuacién).— Electroforesis analitica a pH 10.0 de di-
versos aminodcidos. las condiciones electroforéticas fueron las mismas que se
indicaron en la figura anterior. Tincidén con ninhidrina. La homarina fue. ne—

gativa a la reaccidn con la ninhidrina, pero se localizé Por su absorbencia
bajo la luz UV.



Tabla Ne 6.- Migracidn—electroforética .de .
d1vcrsos amxnoac*xdos y catecolarm.nas a
PH 1.5 y pH 10 o

. . c;os.gPUEs'ro el pH L S .pH.10.0.
GABA . ‘,-11' o '
Taurina’ . ., - origen
p-Alanina | -11 -
Glutaniina -6
Ac. aspédrtico -5
Lisina ~12
Prolina -5
Homarina - origen ) -1
“ Glicina -8 =
Ac. glutdmico -5 b
Dopamina -9 +1
Metanefrina -8 -1

Condiciones electroforéticas.— Tiempo de saturacidén: 30 min; tiempo
de corrida: 120 min, a pH 1.8; ¥y 100 min a pH 10.0; wvoltaje: 300 volts
(9.6 v/cm); soporte: tiras simples de papel Whatman 3 MM (3 x 31 cm);
se aplicaron 200 nmoles de cada muestra. Las tinciones se hicieron con
ninhidrina. Un signo "menos' (—-) representa migracién hacia el cdtodo,
mientras que un signos "m&s' (+) indica migracién hacia el &nodo. Los
nuimeros indican los centimetros de migracién a partir del origen, bajo
las condiciones empleadas. % Ne se realizo.
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Tabla N? 9.- Caracteristicas cromatogréficas,c;le‘
diferentes aminodcidos y catecolaminas: por CLAP.

COMPUESTO tiempo de .

retencidén id

(min) 1),

Glicina 6.24 3.12
Glutamina 6.72 3.36 .
GABA . 9.25 4.625
Prolina 9.55 4.75
Homarina 11.51 5.75
Taurina ] 14.72 7.36
Dopamina 26.45 14.225
Metanefrina 35.62 17.81

Para la cromatografia se utilizaron las condiciones del
programa 6 (ver ANEXO 1, pédg. 184). Solvente A: TFA 5 mM
en agua, pH 3.0. Sclvente B: TFA 5 mM en metanol. Se re-—

gistrd a 206 nm. Columna: Ultrasphere ODS-5 um (4.6 x 250
mm).
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Como puede observarse de dichos resultados, todos los. aminodcidos proba-
dos eluyeron durante la parte isocrdtica del programa, con TFA 5 mM en agua,
pH 3.0; mientras que las catecolaminas se retuvieron mds fuertemente en la co-—
lumna y eluyeron sdéle cuando se incrementd la concentracién de. metanol.

Posteriormente'. se decidid: estudiar-si.en alguna ‘deilas fracciones obteni-
das en este lote (P-22 la, P-22/1b, P=22/11: Y p—22" 111) se . podia determinar
la presenc1a de GABA y de Tau, por metodos mas especxflcos.‘

En el caso de GABA. este
crita (ver MATERIAL Y METODOS
resultados de la curva, ‘pa
dos con los extractos.

eimidid en‘21mat1camente. ‘en 'la forma ya des-—
pdg.:33). En la figura Ne 35 se muestran los
n:la: cual se interpolaron los resultados obteni-—

Como se puede observar,;
das las fracciones ensayadas.-
equivalentes a 10 t.o.,°
Tabla N2 10.

los ' datos mostraron la existencia de GABA en to—
Las determinaciones se hicieron sobre alicuotas
vy ‘los-valores resumidos se encuentran resumidos en la

Por su parte, también se hizo una determinacién de taurina, por el mé-
todo ya mencionado (ver MATERIAL Y METODOS, ps$g. 33), sobre 1la fraccidn
P-22 1b, y se encontrd una concentracién de 4.72 umoles en 10 t.o. No se de-
termindé en el resto de las fracciones.
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Unidades de fluorescencia
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Figura N 35.—- Determinacién enzimdtica de GABA.
do de jakoby y cols. (ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 33) utilizando una
preparacidén comercial de GABAsa. El1 NADPH producido cuando el GABA es
metabolizado a succinato se oxiddé quimicamente para formar NADP, ¢l cual
se midid fluorométricamente, de acuerdo a la técnica de Lowry y cols. (122).
La curva patrdn se realizd con 0.5, 1.0, 4.0, 16.0 y 32.0 nanomoles de
GABA puro. Los valores obtenidos con las muestras problema se interpolaron

en la grdfica. Las determinaciones se hicieron en ausencia y en presencia
de Ca*+v.

Se siguidé el méto-
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Tabla N¢ 10.- Cuantificacién de GABA en las
diversas fracciones” aisladas  del lote P-22,
que mostraron actividad neurodepresora.

EXTRACTO GABA
(10 t.o.) (nmoles)

P-22 1la 2

P-22 1b 12.25

P-22 11 1.8

P-22 111 61

La determinacidén se llevd a cabo utilizando el
método enzimdtico de Jakoby y cols., modificado
(ver MATERIAL Y METODOS, pdg 33).
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LOTE P-23.~ Se inicidé la extraccién con 20 g de material liofilizado (a-
proximadamente 570 t.o.), siguiendo los pasos que ya se describieron anterior-
mente (ver MATERIAL Y METODOS, pdg. 20). En total se utilizaron 260 ml de
agua para extraer al material pulverizado. Dicho volumen se concentrd por lio-
filizacidén hasta 30 ml, y luego se dializé vs. agua, a 4°, v se recogié un vo-
lumen total de 350 ml, después de cuatro cambios. Este volumen se concentrd
en el rotavapor hasta 15 ml, constituyendo este material el extracto crudo.

Posteriormente se sometid al extracto crudo a una separacidén por quimio-
adsorcidén en Sep-~Pak, en la misma forma qQue ya se indicd previamente (ver
MATERIAL Y METODOS, pdg. 30). Se activaron tres cartuchos y el extracto cru—
do se repartid entre ellos. Al material que se eluyd directamente con TFA S5 mM
se le llamé P-23,SP-1; el lavado con TFA 5 mM en metanol al 50% se denomind
P-23,5P-2;

y la fraccidén que se obtuvo cuando se eluyd con TFA 5 mM en meta-
nol absoluto se 1llamé P-23,SP-3.

Las tres fracciones obtenidas de esta forma se concentraron en el rotava-—
por y cuando se tuvieron en volimenes pequefios se transfirieron a tubos eppen—
dorf para segun:se concentrando en el evaporador centrifugo al wvacio, con el
fin, también, de ecliminar a los solventes vol&tiles. Se guardd especial cuida-
do en no dejar que las muestras se evaporaran a -sequedad, para evitar ad-
sorciones inespecificas a las paredes de los tubos.

Se tomaron _alicuotas de cada una de las fracciones para biocensayo, con
el fin de ubicar*en“"cuél de ellas se localizaba la actividad neurodepresora.

La fracc1on P—23 SP-1 mostrd una act1v1dad bioldgica muy importante cuan-—
do se aplicd el equivalente a 2 t.o. sobre el tensorreceptor. Al inyectar una

alicuota semejante, pero ahora en presencia de PTX 1 x 1073 M, se volvid a
observar la misma neurodepresidén. -

La fraccidn P-23,SP-2 mostrd exc1tac1.on cuando se ;aplicd el equivalente
a 10 t.o. sobre el tensorreceptor.

Por su parte, la fraccién P-23,S5P-3 mostro una actividad depresora noto-
ria cuando se aplicdé el equivalente a 30 t.o. del’ extracto. La actividad neu-
rodepresora de esta fraccién persistié a pesar de la presencia de PTX 1 x 1073
M, con una cantidad semejante de t.o. ;

Debe hacerse notar sin embargo, que cuando se repitid este UGltimo expe-—
rimento, siete dias después, aunque todavia se observéd una ligera neurodepre-—

sidn cuando se aplicd el equxvalente a 30 t.0., el efecto fue totalmente bloquea-—
do por la picrotoxina. .

Se hizo entonces un experimento control en donde se tratd a un cartucho
de Sep-Pak en la misma forma que se habia hecho durante el fraccionamiento
del extracto crudo, sdélo que en esta ocasidén tnicamente se hicieron los lavados
correspondientes, pero sin aplicar ninguna muestra. Se tomé una alicuota del
lavado con TFA 5 mM en metanol absoluto y se realizd.el bicensayo; cl resul-
tado fue qQue se observd depresidén de la frecuencia de disparo del tensorrececp-—
tor.

'
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Se hicieron cromatografias de alta presidén,
grama 6 (ver ANEXO 1, pdg.iud), de las tres fracciones' obtenidas después de
la separacidén en Sep-Pak. Se recogieron las fracciones eluidas de.la columna
de fase reversa por blogues, de la siguiente manera: blogque. A, del minuto 2
al minuto 25; bloque B, del minuto 25 al minuto 48; yfbloque'C.Advel;minuto 48

bajo las condiciones del pro-—

al minuto 55.

En la figura N2 36 se muestra una
tenido a: 206 nm cuando se cromatografié al extracto P-23,5P-1!por] CLAP: Como ;
se puede observar aparecieron una gran cantidad de- plcos,” sobre:: todo al. prin—
cipio de 1la.corrida. Se recogieron, como se. dijo, tres fracciones: ~ P=23, sP-1,
CLAP-A; P-23,5P-1,CLAP-B; y P-23, SP-1,CLAP-C.

Cuando se probaron en. el bio-—
ensayo la idnica que mostrd actividad: neurodepresora fueila:/fracecidén P-23,SP-1,

CLAP-A, y dicha actividad permarecia a pesar 'de la- presenc1a de PTX 1 x 1073
M.

S1n embargo, cuando esta fx:acc1on se d11u1a su efecto si era bloqueado
por 1la, picrotoxina.

grdfica representanvavdel perhl ob=’

A su vez,

cuando se cromatograﬁo el extracto P—23 SP-2 bajo las mismas
condiciones,

se obtuve un perfilicomo el que se observa.en la figura N2 37.
Aqui el panorama se mostto méds:limpio que con el extracto anterior, aparecien—
do un nudmero menor de picos. Se recogieron tres fracciones: P-23,SP-2,CLAP-A;
P-23,5P-2,CLAP-B; y:P-23,5P-2,CLAP-C. Cuando se analizaron alicuotas de estas
fraccion2:s en el bicensayoise: observo actividad neurodepresora en P-23,S5P-2,
CLAP-A, la cual, sin embargo, fue totalmente abolida cuando se probd en pre-—

sencia de PTX 1 % 1073% M.;»anguna de las otras dos fracciones presentaron e-—
fecto sobre la preparaclon._

Finalmente, los resultados obtenidos cuando se crou.atograflo el extracto
P-23,SP-3 bajo las condiciones descritas, se muestran-enla figura N¢ 38. Al

recoger por bloques se. .obtuvieron las fracciones P-23,5P-3,CLAP-A; P-23,S5P-3,
CLAP-B; y P-23,SP-3, CLAP C. No se encontrd actxvxdad biolégica en ninguna de
estas fracciones. . i .

Debe mencionarse que en esta ocasién se traté de prevenir la adsorcidn
de cualquier posible material:ia.‘las paredes de los tubeos,
albuimina sérica bovina{(BSA)’ al" 1%,

utilizando para ello
to a ensayar,

ya fuera en solucién junto con el extrac—
o bien cubrlendo previamente las paredes de los tubos con una
capa de albuimina yiluego’ secando las paredes con corriente de nitrdgeno.

Los
resultados obten1dos fueron semejantes a los que se tuvieron en ausencia de
albumina. L ;

Toda esta serie ‘de: experimentos mosird que la dnica actividad neurode-—
presora que se mantuvo estable y dié resultados reproducibles fue la que apa-
recid en el bloque A del extracto eluido con TFA 5 mM en agua, pH 3.0, en el

Sep-Pak. Cuando dicha fraccidn se diluia, el efecto se bloqueaba con la pi-
crotoxina.
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Figura N? 356.— CLAP analitica de la fracecién P-23,5P-1 (10 t.o.).
Programa 6 (ver ANEXO 1, pdg. 144) Solvente A:- TFA 5 miM en agua, pH
3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto. Columna: Ultrasvhere—
OoDS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se recogid por bloques en la forma que se
indica. ND: blogque que presentd actividad neurodepresora sobre el bio-—

ensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. La flecha indica el mo-
mento de la inyeccidn.
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Figura N@® 37.- CLAP analitica de la fraccidén P-23,8P--2 (20 t.o.).
Programa 6 (ver ANEXO 1, pdg. 144). Solvente A: TFA 5 mi! en agua, pH
3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto. Columna: Ultrasphere-—
ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se recogid por bloques en la forma gue se
indica. ND: blogque que presentd actividad neurodepresora sobre el bio-
ensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. La flecha indica el mo-
mento de inyeccién de la muestra.
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Figura N¢ 38.- CLAP analitica de la fraccidn P-23,5P~3 (20 t.o.).

Programa 6 (ver ANEXO 1, pdg. 144). Solvente A: TFA 5 mM en agua, pH
3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metancl absoluto. Columna: Ultrasphere—
OoDRS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se renogié por bloques en la forma que se in-—
dica. Ningdn bloque presentd: actividad neurodepresora sobre el biocensayo.
La flecha indica el momento de inyeccidén de la muestra.
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LOTE P-24.- Se partié de 40 g (aproxnnadamentc 1150 t.o.) de material
liofilizado, el cual se triturd y extrajo con agua en la -forma que ya se ha
descrito-. En total se obtuvieron 440 ml de sobrenadantes acuosos, los cuales se.
concentraron por liofilizacién hasta 110 ml.' Este volumen se dializé vs. agua,
utilizando un total de 800 ml, después de cuatro cambios. El dializado:se con-—
centrd en ¢l evaporador rotatorio hasta un volumen de 23 ml, el cual’constitu—-
y6 el extracto crudo. : ;

Se tomaron alicuotas del extracto crudo para bxoensayo, consistentes. en
2, 1, y 0.5 equivalentes de t.o. Las-trés concentraciones dieron efectos neuro—
depresores prdcticamente saturantes. :Cuando: cada una de estas concentraciones
se probdé en presencia de PTX'. 1 S 10 5 ‘el efecto neurodepresor persistié.

Se fracciond al extracto: crudo por quxmxoadsorCIOn en Sep-Pak, utilizan-
do la metodologia que ya -se-.describidé/ previamente. Se activaron seis cartuchos,
los que se separaron .en dos grupos - ‘de ‘tres cada ‘uno, con el objeto de tratar
.a los lavados de un grupo .en-la: misma forma que- se hizo con el lote P—23.
mientras que a los lavados del otrogruporse les adicionaria albimina sérica
bovina al 1% desde las pr1meras ‘etapasi:de ,concentraciédn para tratar de pro-
teger a cualquier material susceptlble e’ adsorberse a los tubos.

Asi después de haber hecho los avados respectlvos se obtuvieron las si-
guientes fracciones: ‘P—24,A,SP-13;: ’P—ZA A,SP-2; 'y P=24,A,SP-3, las cuales fueron
procesadas sin. ningin:: tratamlento especn.al" y P-24, B.SP—-l; P-24,B,5P-2; b4

P-24,B,5P-3, que fueron 1as tratadas con BSA al’ 1%.

Previamente se habia hecho ‘un »experunento para determinar cudl era la
concentracién mdxima de metanocl: a’la‘cual la albumina todavia era perfecta-—
mente soluble, y se encontrd que, en concentraciones de metanol por abajo del
50% no hadia ningiin problema con'la solubilidad de dicha proteina. Por 1lo
tanto, el procedimiento que se siguidé fue concentrar a las fracciones hasta una
tercera parte de su .volumen original y luego se restituyé dicho volumen agre-
gando agua, de manera que en‘los casos mas drdsticos la concentracién de me-—
tanol fuera de alrededor. del. 30%. En ese momento se adicionaba la BSA y se
seg\.ua concentrando en: la- forma acostumbrada.

Posteriormente se tomaron alicuotas de cada una de las fracciones y se
probaron en el bicensayo. para analizar en cudles se encontraba la actividad
neurodepresora.

En el caso de las fracciones P-24,A,5P-1 y P-24,B,SP-1 se probaron ali-
cuotas_ correspondientesia 2, 1, y 0.5 t.o. En todos los casos se encontrd una
actividad neurodepresora sumamente importante, la cual se mantuvo en precsen—
cia de PTX 1 x 1073 .M. Sin embargo, al diluir la muestra y aplicar el equiva-—
lente a 0.25 t.o. la actividad mosirada por este extracte fue totalmente bloquea-
da por 1la pxcrotoxina.

En cuanto a las fracciones P—24,A,SP-2 y P-24,B,SP-2 no sc encontrd ac-—
tividad ni adin cuando se aplicaron 20 t.o.

.
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En el caso de las fracc16nes P-24, SP-3. .y P-24,B,SP-3 tampoco fue PoOsi-
ble detectar ningdn rastro de actividad neurodepresora cuando se probaron 2
10, 20 y 60 t.o. inclusive.

Estos resultados mostraron que toda la actividad neurodepresora. que  se
encontrd en el extracto crudo aparecié en la fraccidn lavada con TFA:5. md.en. -
‘agua, en. el Sep-Pak. No se observd actividad en las otras dos fracciones. En
esta ocasién no se reprodu)o el efecto mostrado por la fraccidén P-23,5P-3,

ni’
auin cuando esta vez s@ protegié al material con BSA al 1%, desde el princi-
pxo. . e .

-Se hizo una cromatograffa liquida de alta presién, con el extracto P—Zl.,
A,SP-1, 'bajo las condiciones del programa 7 (ver ANEXO 1, pdg.14%4). En 1la
flgura N2 39 se muestra el perfil obtenido a 206 nm. La diferencia en este ca-—
so, con respecto al programa 6 que se habia venido utilizando, es gque ahora
se 1levd . la . concentracidn de metanocl hasta 100% en el gradiente. En esta oca—

sién se recogieron cuatro fracciones: P-24,A,SP-1,CLAP—-A (minuto 2-26); P-24,A,
SP-1,CLAP-B (minuto 26-46); P-24,A,SP-1, CLAP-C {minuto 46-55); y P-24,A,SP-1,
CLAP-D (minuto 55-80). .

Se afiadidé BSA al 1%

a cada fraccién -una vez que la concentracidn de
metanol fue menor del 50%,

con el fin''de. m1n1m1zar la adsorcidén inespecifica.

Se realizé el b1oensayo con: alu:uotas de cada fraccién, correspondizantes
a 2 t.o. cada una. Los datos mostraron’que,.’a una dosis de 0.5 t.o. la frac-—
cién P-24,A,SP-1,CLAP—-A mostré. una“ neurodepres1on muy intensa, la cual no fue
totalmente bloqueada por la PTX 17 x 1073 M. . Al diluir la muestra a la mitad

y aplicar el equivalente a’ 0.25 t.o.".seivid . que la picrotoxina si bloqueaba en
forma efectiva la actividad de: esta muestra.

No se detectd ningin t1po de act1v1dad neurodepresora en el resto de las
fracciones P-24,A,S5P-1,CLAP-B; —24 A SP-1,CLAP-C ni P-24,A,SP-1,CLAP-D.

Estos datos mostraron quej toda la actividad neurodepresora que se encon-
tré en la fraccidédn P-24,5P-1 aparecid-en P-24,A,SP-1,CLAP- A, que es la zona
del programa en donde se hace elilavado isocrdtico con TFA 5 mM en agua.

También se observd que la PTX? bloqueo dicho efecto cuando 1a muestra se apli-
cd suficientemente diluida. .
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’ Figura N2 39.— CLAP de la fraccidén P-24,A,SP-1 (10 t.o.).Programa 7 (ver
ANEXO 1, pdg. 144). Solvente A: TFA 5 mM en agua, pit 3.0. Solvente B: TFA 5 mh
(4.6 x 250 mm). Se reccogié por

en mectanol absoluto. Columna: Ultrasphere-ODS, 5 um
bloques en la forma que se indica. ND: blegque que presentd actividad neurodepreo-—
La flecna indica el

sora sobre el bicensaye del tensorrecentor abdominal del acocil.

momento de inyeccidén de la muestra.
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D1.SCUSTION

Durante los Gltimos: afios  se. ha 'trabajado intensamente en nuestro labora-
torio con el fin de poder elucidar . la’ naturaleza qu1m1ca de la llamada Hormo-—
na Neurodepresora - (HND),!laicual,  ‘como. se menciond ‘en 1la: INTRODUCCION (ver
Padg. 22) parece . ser una sustancia: ‘neuromoduladora que -controla la excitabili-
dad neurcnal en. los crustdceos.: 'y que ademds parece estar involucrada en el
ritmo c1rcad1ano de 1a act:.\n.dad locomotora en estos organismos.

Originalmente . se habla descm.to' que el agente responsable de esta activi-—
'dad era una molécula peptidica; dializable; termoestable; constituida uUYnicamen-—
te por aminodcidos neutros (Asn, Ala, Val, Ser, Gln, Gly, Thr, Leu/lle, Pro);
probablemente bloqueada en ambos extremos (con la posibilidad de una estruc-—
tura ciclica); y con un PM aproximado de 1200 (95,104).

La metodologia de purificacién utilizada con los extractos de donde se
obtuvo esta informacién consistié bdsicamente en cromatografia de exclusidén mo-
lecular (Sephadex G-25 fino y Sephadex G-15) y en electroforesis de mediano
voltaje, en papel (pH 1.8, 10.0, 3.5 y 6.0), y se utilizaron como criterios de
pureza la electroforesis y cromatografia en capa delgada, la cromatografia
descendente en papel, la electroforesis de alto voltaje y la dansilacién (95).
El bicensayo que se empled durante dicha. purificacién fue el de la disminu-—
cidén de la frecuencia de descarga espontdnea de la neurona f-5 en la tercera
rajiz del tercer ganglio de la cadena ganglionar abdominal del acocil.

Este bicensayo trae consigo wvarios problemas, entre ellos el que presenta
una variabilidad muy grande, y dificilmente controlable, de la frecuencia de¢
disparo espontdnea; ademds, en ocasiones es dificil registrar Unicamente a -5,
por lo que muchas veces se mezclaban las sefiales de las otras neuronas que
acompafian a f-5 en la misma raiz. Por otra parte, debido a las propias carac-—
teristicas anatémicas de esta preparacién, en donde existe una gran cantidad
de tejido conectivo, la difusidén de los extractos de prueba, hasta la neurona
de interés, podia ser muy lenta, y generalmente se hacia necesario inyectar
concentraciones relativament~s elevadas de cada muestra, para poder aprecciar
los efectos en forma clara. Este problema hacia que la sensibilidad de la pre-
paracién fuera muy baja.
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~
Todos estos factores influyen, sin duda alguna,. sobre la reproducibili-
dad, la exactitud, . la sensibilidad y la confiabilidad  del métecdo;: caracteristi—

cas, todas &stas, que deben estar siempre controladas para el desarrollo de
una buena técnica de bicensayo, junto con el criterio de la especificidad.

Por estos motivos, se decidid cambiar de preparacidén bicldgica como he-
rramienta para .localizar, identificar ¥y cuantificar a la HND en los extractos
de crustdceos. Dicha preparacién la constituyd el érgano tensorreceptor abdo-—
minal del acocil, el cual demostird ser una preparacién mucho mds sensible,
producible y exacta en las determinaciones, aunque, como se explicard mds
tarde, carece de especificidad, lo que pone en juego la confiabilidad. Sin em-—
bargo, de este punto no nos percatamos hasta que nuestras investigaciones se
encontraban en una etapa avanzada, por lo que este método de biocensayo
utilizé en la mayor parte de los experimentos que

re—

se
se reportan en esta tesis.
Por otra parte, cuando se dispuso,

en nuestro laborateorio, de técnicas
mds potentes de separacidén y resolucidén, como lo fue la cromatografia liquida

de alta presién (CLAP), se hizo evidente que los extractos de HND, con los que
se habian obtenido los datos arriba mencionados, se encontraban ain en pre—
sencia de contaminantes que no habian podido ser eliminados con las técnicas
de purificacién empleadas previamente.

En este sentide es importante mencionar la existencia de la hormona con-—
centradora del pigmento rojo (HCPR), en la gldndula sinusal de los tallos ocu-—
lares. de los crustdceos. Como su nombre lo indica, esta hormona concentra el
pigmento que se localiza en los eritrdforos que existen en la hipodermis de: es—
tos animales. Se sabe que esta cromatoforotropina es un octapéptido,
bos extremos bloqueados, cuya estructura primaria es la siguiente:

PGlu-Leu—-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly—-Trp-NH
Esta estructura fue confirmada por sintesis quimica y por ensayo bioldgico
tanto la hormona pura como la sintética fueron activas en el orden de picogra-
mos, para concentrar el pigmento de los eritrdforos (128,129,130). También se
ha reportado que el Na*t es necesario para obtener una respuesta mdxima, ¥y
que la ouabaina inhibe dicha respuesta, mientras que la tetrodotoxina la au-—
menta (131). A medida que el pigmento rojo se concentra en presencia de esta
hormona, el potencial de membrana del eritréforo se hiperpolariza (132).

con am-—

Es muy posible que los extractos de HND contuvieran a la HCPR como con-
taminante, pues de acuerdo a los datos de la literatura su comportamicento en
Sephadex G-25 es muy parecido al de la hormona neurodepresora, ademds de
que se trata de un péptido neutro, que no migraria en las condiciones elec—
troforéticas qQue se usaron en la purificacidén de la HND. Por otra parte, la
composicidén de aminodcidos que se obtuvo para la HND (ver pdg.

anterior)
es muy parecida a 1la que se obtendria por hidrélisis dcida de la HCPR.

Por lo tanto, se iniciaron trabajos conducentes a la purificacién de la
actividad neurodepresora mediante CLAP (106). Los resultados de estos traba-—
jos mostraron, a pesar de un periodo de confusiédn debido principalmente al
cambio de bicensayo, que la actividad .neurodepresora prdcticamente salia al
principio de la .-columna’'de fase reversa, bajo diferentes sistemas cromatogra—
ficoss vy, asi, se sentaron las bases para la purificaciédn de dicha actividad
(106). L . ’
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Se utilizaron las expericncias adquu‘ldas en los trabajos pnev1os

para
que, a partir de nuevos lotes de tallos ocularcs de Pecnaeus vannamei (Boone),
se intentara conseguir la purificacién y la elucidacidn de la naturaleza qui-
mica de la molécula responsable de la actividad ncurodepresora en ostos crus—
tdceos decdpodos.

De esta manera, sc empczd la purificacidén del lote P-19, equivalente a
6000 t.o., por el método tradicional. El comportamiento de la actividad neuro-
depresora en las columnas de Sephadex G-25 fino y Sephadex G-15 fue similar
al que se habia obtenido en preparaciones anteriores (95,106).
de columnas se decidid recromatografiar
ciones en las que se disminuia el flujo
con el fin de aumentar la resolucidén de
tuviéran fracciones mds enriquecidas en
vieran menos contaminantes (compdrense las figuras N2 3 y N2 4). Por medio
del bicensayo se demostrd que se habia recuperado la totalidad de la actividad
neurodepresora después de estas separaciones, en la fraccidén P-19,25G1l5.

En ambos tipos
al material eluide activo, bajo condi-
con respecto a la primera cromatografia,
ambos sistemas, de manera que se oOb-—
actividad neurodepresora y que contu-—

Posteriormente, aprovechando la capacidad resolutiva de la CLAP,
cidié procesar a la fraccidén P-19,2SG15 directamente con esta técnica. Cuando
se emplearon las condiciones del programa 2, se observé que la actividad neu-
rodepresora se mantenia en la fraccién P-19,25G15,CLAPl; (ver figura N¢ 5).
La ubicacién de la actividad en dicha posicidén correspondia perfectamente con
los resultados obtenidos en preparaciones previas (106). De esta forma con los

resultados métodos empleados se pudieron climinar rdpidamente una gran canti-
dad de contaminantes inactivos.

se de-—

Luego al someter a este extracto a la CLAP,
ciones del programa 3, se observd que la muestra se desdoblaba en varias frac—
ciones, y que la mayor partc ae la actividad neurodepresora se ubicaba en la
fraccidén P-19,25G15,CLAP1l; d2g (fig. N2 6). Debe mencionarse que el extracto
que se utilizé en esta serie de cromatograflas se desalificd antes de someterlo
a esta separacidén. Aparentemente la ausencia de sales permitié que la activi-
dad se¢ retuviera un poco mds en la columna, saliendo hasta el minuto 9 - 10
después de haber inyectado la muestra. En experimentos previos, cuando 1los
extractos todavia contenian sales, se notaba que la actividad neurodepresora
eluia mds temprano. Por lo tanto se hacia recomendable que todos los extrac—
tos se desalificaran previamente a su separacidén por CLAP.

pero ahora bajo las condi-

Al cromatografiar a la fraccién P-19,25G15,CLAP1l; d2g5 bajo las condiciones
del programa 4 se obtuvieron, como se mostrd en la figura Ne¢ 8, dos picos
perfectamente separados, B-1 y B-5, 'los cuales mostraron actividad necurodepre-—
sora. Esta fue la primera ocasién en donde, por CLAP, se observaban dos frac-—
‘ciones, provenientes del mismo extracto, que deprimian en forma semejante la
frecucencia de descarga espontanca dcl tensorreceptor de los crustdceos.

En los experimentos esquematxzados enlas figuras N? 9 y N? 10 se de-
mostrd, a nivel analitico, que - ambas’ fracciones se habian separado y que, ba-
jo esas condiciones de CLAP, se encontraban homogénecas. Los otros picos que
aparecieron en esos cromatogramas se debieron al artificio de inyeccién y apa-
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recieron también en las corridas control, en donde no se aplicaba muestra al-—
guna. De esta forma se demostrd que la fraccidén B-1 eluia justo al principio
de la columna de fase reversa, mientras que la fraccidn B-5 se retenia hasta
el minuto 9-10 después de la inyeccidn. Estos resultados fueron suma:inente re-
producibles cuando se purificd de esta forma al resto del extracto. Se demostrd,
repetidamente, que la actividad biolégica se encontraba en ambas fracciones.

Debe mencionarse, sin embargo, que una wvez puros, la actividad de estas
fracciones decayd muy rdpidamente, ¥ que al cabo de unas pocas semanas las
muestras ya no presentaron actividad.

Esta conducta resultd sorprendente pues hasta. antes. de ecste paso de pu-—
rificacidn final, la actividad neurodepresora .se -habia:'mosirado muy estable,
Yy en Ppresencia de contaminantes, se sabia que la ‘estabilidad era muy. grande,

¥ que incluso se podia observar actividad: después: de: ‘muchos .meses - de almace—
namiento. Estos datos nos sugirieron que, :

de estas dos fracciones es muy fraall.

A pesar de que iban perdiendo su act1v1dad
se decidid seguir trabajando con estas fracciones)

habia demostrado por CLAP, ya-estaban' puras .y que ' se’ pod1an rutilizar para
el trabajo qu1m1co ain sin que tuvieran: actividadi: AN

Cuando se analizaron ambas fracciones, B-1 y B—S,
1litica, de mediano voltaje, en capa delgada, no se. pudo.revelar ninguna man—
cha mediante la tincién con cloro. En cambio, el control de 5 ug de GABA que
se habia colocado fue perfectamente visible (véase ‘la figura N2 11). Este resul—
tado se interpretd como que la cantidad existente de cada fraccién era dema-—
siado peqguefia, y quedaba por abajo de la sensibilidad del método de tincién.
En la CLAP estos componentes eran visibles porque se estaba registrando a
206 nm con una sensibilidad muy alta (0.1-0.2 AUFS). .

por. electroforesxs ana-—

Se pensd en utilizar otra herramienta de andlisis sobre estas fracciones.
Dicha herramienta la constituyvd la dansilacién. Para ello se optimizd el méto—
do’' de tal manera que con sélo tres nanomoles de material se pudieran obtener
los siguientes datos: a) visualizacién de la pureza del péptido; b) determina-—
cién del grupo amino terminal; y c¢) composicidn de aminodcidos (cualitativa).
Se utilizaron como patrones al péptido S de la ribonucleasa y a la cadena A
de la insulina bovina. Como se puede observar en las figuras N2 13, N° 14 y
Ne 15, el método fue lo suficientemente sensible como para obtener estos datos,
y. con la cantidad empleada adn quedd remanente como para comprobar la iden-
tificacién de los DNS—-aa en diferentes sistemas cromatogrdficos.
las modificaciones realizadas sobre este método mostraron que se tenfa una téc-—

nica muy poderosa para obtener este tipo de datos con una cantidad muy pe-
quefia de muestra.

De esta manera,

La dansilacién, y la dansilacién e hidrdlisis de B-1 y B-5 no mostraron
ninguna mancha apreciable (ver figuras N¢ 16 y N2 17). En cuanto a los re-—
sultados de hidrdlisis y dansilacién ammbas muestras mostrarcon una mancha con
‘fluorescencia verde, de poca intensidad, a la altura de DNS-GABA en la pri-
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mera dimensidén, pero mds a la derecha en la segunda dimensidn.
mento no se pudo correlacionar a esa mancha con ningin DNS-aa
en esa zona. También en ambas se observd DNS-Gly,
anteriormente, dicha mancha aparece por conta
acético comercial con Gly, y puesto que las extracciones se habian hecho.en el
mismo tubo, al redansilar la muestra se especraba que dicha mancha aparecicra.
El blanco de reactivos mostrd también la presencia de DNS-Gly. La fraccidon

B-1, por su parte, también mostrdé una mancha difusa, gris amarillenta,’ sobre

la posicién de DNS-OH; y la fraccién B-5 una mancha tenue, arriba y a’la de—
recha de DNS-NH, . Ninguna de éstas se pudo correlacionar con algt’xn_DNS—aa.

En esec mo-
identificado
pero comec ya se explicd
ninacién que presenta el dcido

Por otra: parte, el control positivo que se realizd s*lmultaneamente, con - el
peptxdo S de la riboanucleasa salié tal como se esperaba, indicando queiel mé-
Iodo si habxa funcionado. - '

Exlstlan das posibles explicaciones para estos resultadOS'
tidad utilizada en el experimentoc (1000 t.o.) estaba mu
se pensaba que' deberia ‘haber, de manera que la*® tecruca ‘no“‘'tenfa- la sensibi-
lidad suficiente y por ello'no se veia nada; o bienique eli (o los) péptido(s)
ya puro(s) se habia(n) adsorbido a las paredes de IQS’tubos que lo(s) conte-—
nia(n), y por le tanto no hubo nada que se dansilara“(esto también
explu:ar el decremento en la actividad biolégica, despues de que se pur‘ﬁca—
ron B-1 y B-5); 2) que las fraccicnes utilizada’s’ en ‘este experimento si esta—-

ban presentes perc no contenian aminodcidos {(no: eran pcptldos) Yy Ppor lo tanto
no se podian detectar por esta técnica.

i) que la can-—

podria

Se decidid verificar la primera hipdtesis y se pensd que debidoe a que
los tallos oculares poseian cantidades mindsculas de hormona seria necesario
hacer extracciones a partir de decenas de miles de t.o. para obtener cantida-

des apreciables de material que, una vez pur1f1cado, si nos permitiera 1llevar
a cabo los estudios de estructura.

Con este fin se empezd la extraccidén del lote P-20, consistente en alrede-
dor de 20,900 t.o. En esta ocasidén se pretendid hacer uso de algunas de las
caracteristicas de solubilidad de la HND para tratar de acelerar el procedimien-—
to de aislamiento de la hormona, ya que de haberse realizado con agua, como
normalmente se hacid, la: cantidad de contaminantes y de material extraido hu-
biera sido demasiado volum1noso. lo que llevaria a periodos muy largos de pro-
cesamxento. .

Por ello, la extraccidn de los polvos liofilizados de t.o. se hizo con me-—
tanol. El1 aspecto del extracto fue diferente al que se obtenia con agua. Luego
se implementaron las extracciones con diferentes solventes orgdnices. La mayor
parte de la actividad neurcdepresora se encontrd en la fraccidn acuosa de la
extraccidn con cloroformo, y se denomindé P-20,1-1. De acuerdo a los dateos del
bioensayo se recuperd pricticamente toda 1la actividad original dcl extracto.
Dicha actividad se mantenia a pesar del uso de la picrotoxina 1074 M,

Y no
desaparecia por incubacién con pronasa B ni con proteinasa K. -
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El comportamiento de la actividad neurodepresora ante las enzimas pro—
teoliticas fuc sorpresivo, pues el resultado esperado era que la actividad de—
saparecciera por acciédn de la degradacidén enzimdtica. Como este no sucedid se
pensd que tal vez por la gran concentracién de contaminantes en la muestra
las enzimas no habian actuado adecuadamente, guedando también la posibili-—

dad de que alguin componente del extracto provocara cierta inhibicién sobre la
actividad enzimdética.

Antes de hacer mds experimentos para elucidar lo que estaba sucediendo
.con las enzimas, se decidié llevar a cabo algunos pasos de purificacidn para
eliminar la mayor cantidad de contaminantes posible, de manera que las incu-—
baciones enzimdticas fueran mds limpias. Por supuesto, debe tenerse en mente
que en este caso las sales no constituian un problema, puesto que la extrac—

cidn’original se hizo en metanol,  y por lo tanto el contenido en sales del ex—
tracto era bajo. :

- Asi, se hizo una cromatografia en Sephadex G-15, con agua, y la elucidén
de la actividad neurodepresora correspondid, gruesamente, a los resultados ob-
‘tenidos' ‘en ‘preparaciones anteriores. Las fracciones activas se reunieron y con-—

centraron, y se denominaron P-20,1-1,5a ; el volumen ocupado por esta fraccidn

(16 'ml) era muy grande para proseguir su purificacién directamente por CLAP,
poer lo que se decidié probar otras estrategias.

Inicialmente se pasd al material por cartuchos de Sep-Pak, en donde por
quimiocadsorcién se pretendid separar al extracto. Sin embargo, se observd que
la actividad neurodepresora coeluia con la mayor parte del material contami-
nante, el cual-no era retenido por la matriz de octadecilsilano y
direcctamente con agua. La fraccidn retenida, que se eluyd posteriormente con
metanol fue muy pequefia, en cuanto a la cantidad de masa separada, y no
presentd actividad bioldégica sobre el tensorreceptor.

se lavaba

Por lo tanto, se decidid volver a fraccionar al extracto P-20,1-1,543 ,SPyn
en la columna de Sephadex G-15, pero ahora eluyendo con HCOOH 1 M y con un
flujo menor, con la esperanza de que bajo estas condiciones se pudiera elimi-—
nar cierta parte de los contaminantes y que el extracto se hiciera mds manc-—
jable. Como se puede observar en la figura N2 20 efectivamente se elimind una
buena cantidad de material, y la actividad neurodepresora, P-20,1-1,54a ,S5Pn
eluyd aproximadamente en la misma posicidn que lo habia hecho antes.

También se decidid probar si la didlisis en membranas de poro controla-—
do (con un corte de 1000 de PHM), o la ultrafiltracidn a través de membranas
con un corte de 500 de PN, se podrian urtilizar para limpiar mds al extracto,
de manera que se pudiera tener a la HMND en un compartimiento scparado de la
mayor parte del material contaminante. .

Nuevamente, los resultados fueron sorprendentes ya que en ambos casos
la actividad neurodepresora aparecid en el compartimiento de menor peso mole-—
cular. Estos resultados implicaban que el peso molecular de la sustancia res—
ponsable de la actividad bioldégica era menor de 500 'y, por lo tanto, este dato
se oponia a los recsultados obtenidos con preparaciones anteriores en donde se
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habia determinado que la HND tenia un PN de alrededor de 1200. Este dato dl-

timo se habia obtenido por comparacidén del wvolumen de eclucié&n de la HNND en

una columna de Sephadex G-15, la cual se habia calibrado cen 1la hormona li-
beradora de la hormona luteinizante (LII-RIl, PM = 1181) y c¢on cianocebalami-
na (PM = 1355.5) (95).

La elucidén de estos patrenes se llevd a cabo cen agua,
o sea en condicicnes en donde no se eliminan los efectos de adsorcidn inespe-—

cifica que puede presentar el Sephadex, por lo gque es muy posible gue cuando
menos el LH-RH se haya adsorbido a la columna, y que eluyera mds tarde. Por
lo tanto, el valor de PM para la IHND obtenido de este mode es dudoso.

También se observéd que: la mayor cantidad de masa del extracto P-20,1-1,
S2a +SPn se ubicd en el compartimiento de menor peso molecular, por lo que nin-—
guno de estos pasos constituia una ventaja en esta etapa de la purificacidn.

Se decidié hacer uso de la electroforesis para tratar de avanzar en la
purificacién. Después de buscar en qué parte del papel se localizaba 1la HND
se encontrd que ésta aparecia en el origen, a pH 1.8, lo cual concordaba con

los resultados de preparaciones anteriores. Se denominé P-20,1-1,S2a,SPa ,1.8,
a esta fraccidn.

Como ya se habian eliminado muchos contaminantes con respecto a la eta-—
pa de extracto crudo, se pensd que era necesario ver si bajo estas nuevas con-
‘diciones  se podis: observar el hecho de que las enzimas proteoliticas inactiva-
ran-a la HND. El bicensayo mostré que la actividad neurodepresora se mante-
nia’ después de la incubacién con protcasas, ¥y se Vvid que los controles reali-
zados para confirmar la accidén de las enzimas habian dado los resultados es-—
perados. No se podia por lo tanto explicar este hallazgo en funcidn de que las
proteasas se hubieran inactivado. En consecuencia, se empezd a pensar en la
posibilidad de que la molécula responsable de la actividad neurodepresora no
fuera un péptido, como se habia propuesto.

‘La otra posibilidad seria que ademds del péptido hub1eta alguna otra
sustancia, de naturaleza no peptidica, que tuviera alguna de las caracteris—
tica’ f1s1olc’>gicas que se habian atribuido originalmente a la HND.

Se decidid investigar la conducta de esta fraccidén sobre los dos bicensa-—
yos: dlsponu.bles, el de la cadena ganglionar y el del tensorreceptor, para com—
probar:si los resultados se reproducian en ambos sistemas. Se observd que la
fraceién P-20,1-1,S35 ,SPRr,1.8, producia neurodepresién en los dos biocensayos,
Y. -que, como se espcraba, a la cadena ganglionar habia que aplicarle mayor
cantidad que al tensorreceptor para poder ver el efecto claramente.

Cuando se probaron alicuotas de este extracto tratadas con proteasas se
observd que la actividad biolégica era resistente a la degradaciédn proteolitica,
¥ que la ncurodepresidn obtenida era de la misma magnitud que los extractos
no digeridos. Los controles, como de costumbre, dieron los resultados csperados,
indicando que las enzimas se encontraban activas.

Cuando se sometid al extracto activo a electroforesis preparativa,
10.0, se obtuviecron dos fracciones, claramente diferenciables,

a pH
que prescntaban
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actividad neurodepresora. Estas fracciones se dencominaron P-20,1-1,S3, ,SPy.
1.865,10-2 y ?-20,1-1,523 ,5PL,1.85,10.5, en funcidn del corrimiento presentado
en ecsta electroforesis. Se debe mencionar que en este expcrimento, como en los:
anteriores, la determinacidén de la actividad biolégica en el tensorreceptor se

hizo en presencia de PTX 107% M, y se observd que dicha actividad se mante—
nia. ]

Estos datos mostraron, nuevamente, el hallazgo de dos fracciones neuro—
depresoras, ahora por Triterios electroforéticos. Una de ellas (P- 20,1-1,S,33:, oo
SPy, ,1.8,,10-2 ) parecia corresponder a la HMND que se habia descrito prev1ame‘n—'
te, por sus caracteristicas de neutralidad a pHs extremos; mientras quela.  o-—,

tra (P-20,1-1 Sza +SPn +1.8,,1045 ) mostraba un compertamiento totalmente nove—
doso. . ' FRRS o

Se decidid procesar a ambas muestras mediante CLAP, utilizando -para ello
el programa 5, en donde se eluia isocrdticamente con TEAF 10 mM, pH 3.5. Co-
mo se puede observar en las. figuras N2 21 y N2 22 la actividad neurodepreso-
ra de ambos extractos se localizd en el primer blogue gue se colectd, lo que
hizo evidente que tales actividades prdcticamente no se retenian en la columna
de fase reversa, bajo las condiciones empleadas. Desde este punto de vista,
el comportamiento de estas dos fracciones era semejante al obtenido con el lote
P-19, en donde, como ya se dijo, se obtuvieron dos fracciones neurodepresoras
poer CLAP, que salian a8l principio de la columna.

Las dos.fracciones obtenidas electroforéticamente a partir del lote P-20,
después de ser cromatografiadas por CLAP como se indicd, mostraron actividad

neurodepresora sobre los dos bicensayos, y ambas. se’ mantuviecron en presencia
de PTX 1077 M. FEEE

También se analizd a 'la fraccién P-20,1-1,525,5Pn,1.85,10.2 con las con-
diciones del programa 6 y se observd material con’ absorbencia a 206 nm sdlo
en la parte isocrdtica del programa, sin que hubiera evidencia de que hubie-
ra algo que se retuviera en la columna 'y que .eluyera con concentraciones cre-—
cientes del solvente orgdnico, en este caso metanol. Estos idltimos resultados,
como se verd mds adelante, coincidieron con:los obtenidos para otros lotes.

En resumen, los datos obtenidos del lote P-20 indicaron que en los ex-—
tractos de t.o. del camardn blanco del Pacifico sec podian aislar dos fracciones
con actividad neurodepresora, con un PM menor de 500,

resistentes a la diges-
tién con proteasas y cuyas caracteristicas electroforéticas, una neutra a pH
1.8 y pH 10.0, y la otra neutra a pH 1.8 pero con migracién hacia el dnodo

a pH 10.0, permitian su separacién. El1 comportamiento de ambas en CLAP indi-
caba que casi no sc¢ retenian en la columna usada, bajo las condiciones
que se estudiaron. Ambas fracciones ejercieron efectos neurodepresores
los dos bicensayos utilizados.

en
sobre

En vista de que los datos sobre la naturaleza peptidica de la HND se
habian hecho anteriormente sobre la cadena ganglionar abdominal (95), y en
vista de los problemas que se habian tenido durante la etapa de transicidn
de un biocnsayo a otro (106), se decidid revalorar los hallazgos obtenidos du-
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rante csta tltima preparacién (en donde se introdujeron modificaciones al mé-

todo original) con los de una preparacu:n fresca, extrafda en la misma forma
q_ue con la técnica tradicional. ’

A51, se. empezd la extraccién del 1otc P-21, correspondiente. a. aproxima-—
damente 2000 t.o., calentando inicialmente para desnaturalizar a.las: enzimas
proteoliticas.. y lucgo se empled agua para ecxtraer. El exiracto crudo ' -que se
obtuvo se - somctid -a digestidén enzimdtica con pronasa B. Los controles mostra-—
ron.-que-'la -enzima se encontraba activa, sin cmbargo no se observd pérdida de
la actividad neurodepresora sobre el ‘tensorreceptor. Sobre la cadena. ganglio-
nar no se .obtuvieron resultados claros y objetivos, puesto que existié una
gran. variabilidad de la frecuencia en todas las cadenas que se probaron.

" Se’ decidid procesar a una alicuota de este extracto. en, Sep-Pak, para
tratar ‘de mejorar las condiciones de pureza de la muestra. ‘Nuevamente 'se en—
contrd que la actividad bioldgica sc recuperaba en la;fraccidn-no retenida.en
el cartucho y cluida uUnicamente con agua. Este extractoise-desalificé para dis—
minuir el contenido de sales que podrian interferir con"los b1oensayos. A dife-
rencia de la preparacién anterior (P-20), ésta conteniaiuna’ gran canndad de
sales pues el extracto se¢ hizo en agua.

Cuando  se .probdé el efecto de 1la 1ncubac1on
vidad: d= la fracciédn ~P-21,1 se.observé una. de r
ceptor, ain:en presencxa de PTX 10"‘ M.

a obtcnc1on de estos datos parecia 1nd1car que en el extracto P-21 exis—
tian . al'menos dos sustancias con diferente susceptibilidad a la digecstién enzi-
mética, ‘pues una perdia su actividad cuando se la incubaba con pronasa B,
mientras. que la otra no lo hacia. Pero ademds, los resultados parecian suge-—
rir que los biocensayos eran especificos para cada una de las sustancias, pues—
to que en el tensorreceptor se podia visualizar a la sustancia resistente a 1la
protedlisis, mientras que la cadena ganglionar identificaba al material sensible
a la digestidn ecnzimdtica. Esta suposicidn, incluso, parecia explicar por qué
antes se habfa asociado a la HND con un péptido, pues el ensayo utilizado era
el de la cadena ganglionar (sobre una motoneurona), y por qué cuando se em-
pezd a utilizar al tensorreceptor (una neurona sensorial) como método de ensa-—

yo rutinario, Unicamente se encontraba material neurodepresor de naturaleza no
peptidica.

Sin embargo, estos experimentos se hicieron justo antes de que los ani-
males mostraran claramente que se encontiraban. enfermos. Una de las consecuen-—
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cias de dicha enfermedad cera que no se podian obtener registros
de sus ncuronas; ademds, el tlejido se volvid muy friable y se desgarraba muy
fdcilmente. Posteriormente, incluso, ni siquiera se pudieron obtener:registros
de la actividad neuronal. Estd por demds mencionar que los experimentos
lizados durante esa época fueron totalmente cadtices,

tener ninguna confianza.

confiables

red-—
Yy que no sec les podia

Cuando, después de tres meses, los animales mostrarcn 'signos’ de recupe—
racién y ya se podian oblener registros aceptables, nuevamentie se repitieron
los Gltimos experimentos descritos y no se pudieron reproducir los resultados
que se nmencionaron. Todas las veces que sc probaron los exXtractos sobre.-les:
dos bicensayos, en ausencia y en presencia de enzimas proteoliticas,
tado fue siempre el mismo:

eliresuls
biolégicas,

actividad neurodepresora sobre ambas preparac1ones
resistentes a la digestidén enzimdtica.

Se concluyd que los resultados iniciales obtenidos con 1la cade'na’gariglio—‘
nar podian no ser confiables en funcién de gue probablemente los: an1ma1es va
se encontraban enfermos cuando se realizaron esos experimentos.

En vista d= los resultados obtenidos con los dos lotes anteriores, se de-—
cididé volver a iniciar una nueva preparac1ox1. pequefia,

con el fin de confir-
mar o descartar si en efecto existia un péptido con las caracteristicas de la
HND. :

Asi.-se inicié la preparacién del lote P-22
haciendo:la. extraccidn acuosa,

correspondiente a 2000 t.o.,
a ‘las* proteasas.

después de haber calentado para desnaturalizar
El extracto crudo gque se obtuvo se sometid directamente a ul-
trafiltracidén a través de una membrana con un rango de corte de 500 de PM.

B
Esto se hizo para ver si desde la etapa del extracto crudo se podia reprodu-
cir el dato de que la sustancia responsable de la actividad neurodepresora era
menor .de 500 de PM. &

Después de dos ultrafiliraciones se demostrd que la mayor
cantidad de actividad neurodepresora habia atravesado la membrana, indican-—
do que en efecto su PM era igual o menor de 500. Fue posible ver el grado
de filtracidén alcanzado midicnde el contenideo de sales en ambos compartimien—
tos. Se observd que después de las dos ultrafiltraciones, el contenido en sales,
medidas como Na¥* y K%, en el compartimiento mayor de 500, era menor del 2.5
% de la cantidad original. Como la actividad bioldgica se ubicaba en el mis—
mo compartimiento que las sales, fue necesario desalificar al extracto. Median-—-
te la extraccién de la fraccidén liofilizada con metanol absoluto, se observd que
se podian eliminar alrededor del 70% de las sales.

La digestidén enzimdtica con pronasa B de la fraccidn P-22<500d no tuvo
ningin efecto sobre la actividad neurodepresora, en esta etapa del extracto,
en los dos biocensayos utilizades. La cadena ganglionar abdominal en este caso,
no mostrd que hubiera alguna- nolecula susceptible de protedlisis, que perdie-—
ra su .actividad b1ologica.‘ .

Lucgo se inicié el fracc1onam1ento clcctroforetlco del extracto P-22<L500d,
a pH 1.8 en papel. Lal primecrai:serie.de electroforesis realizadas seguramente
se hicieron con sobresaturacidén. delisoporte,

pues. la resolucidén fue muy pobre
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y pridcticamente no hubo separacidén de bandas. Este efecto probablemente fue

proveocado peor haber concentrado mucho al extracto P-22<500d, con 1la idea de
no tener que hacer una cantidad exorbitante de electroforesis, como hubiera
pasado con una solucidn mds diluida. Cuando se compararon los resultados de
las electroforesis preparativas con los de una electroforesis analitica (ver fig.
M2 24), se observd que existia una gran diferencia y que la segunda si habia
resuelto bien a los diferentes componentes de la mezcla. :

Al analizar por bioensayo en donde habia quedado la actividad “biolégica
en las hojas de electroforesis preparativas, se observd una zona muy: grdnde
que presentaba actividad, desde +1 hasta -5, dividido en cuatro. bandas.

Se decididé volver a someter a electroforesis a pH 1.8 -a cada ‘una.,de las P
fracciones activas, pero ahora optimizando las condiciones, de manera ‘que 'no
se entorpeciera el corrimiento de las bandas. Lo que se hizo fue aplicar menor
cantidad de muestra en el origen, aunque esto implicara un mayor numero de
electroforesis pava poner todos les extractos en el mlsmo nivel.’

Una wvez que se analizaron por biocensayo las frac'ciones obtenidas a pH
1.8, todas aquelias que fueron activas se sometieron a electroforesis a pH 10.0
Yy se repitid el proceso. Todos estos experimentos se mostraron resumidos en las
Tablas N 1, N2 2 'y Ne. 3.

La electrofores1s a pH 10 O mostrd ser un medio eficaz para separar a
varios contam1nantes, tal como - se puede observar en las figuras N? 25 y Ne¢ 26,

Despues de ana11zar culdadosamente los resultados de las electroforesis
se pudo ‘apreciariclaramente que existian cuatro fracciones con actividad neu-
rodepresora, 160 cual: resultaba sorprendente, pues era la primera ocasién en
que se encontrabaniitantds bandas con una accién semejante. Tales fracciones
fueron P-22 la,’ P—22 Ib, P-22 11 y P-22 1l11.

Los comportamientos electroforéticos de cada una de 1las fracciones se
muestran- - en -la.-Tabla N2 4. Estos datos se obtuvieron al volver a someter a
electroforesis, a los respectivos pHs, a alicuotas de cada una de las fraccio-
nes, con el fin''de constatar si en condiciones de mayor pureza presentaban el
mismo comportamiento. Y se demostrd que asi fue. AdGn mds, se hizo un experi-
mento en donde se mezclaron alicuotas de cada fraccién, y después de separar-
las por electroforesis, se analizaron por bicensayo; el resultado fue que se ob-
tuvo neurodepresidén- en cada una de las posiciones correspondientes a cada ban-—
da, lo cual confirmé que después de haber sido separadas, al volverse a mez—
clar, podian volver a separarse en la misma forma, y sin menoscabo de su
actividad. '

Vale la pena, en este punto, abrir un paréntesis para hacer algunas
consideraciones sobre el uso que se estaba haciendo de la picrotoxina en los
bicensayos. Inicialmente se habia empezado a utilizar a la picrotoxina en for-
ma rutinaria en los bioensayos porque sabiamos, de acuerdo a los reportes de
la literatura, que el GABA podia provocar neurodepresién sobre el érgano ten-—
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sorreceptor de los crustdceos, y como 'la picrotoxina = es un'  antagonista del
GABA, pues al parecer interacciona con-el: receptor de GABA . . provecandouna
inhibicién no competitiva (124), mediante la ‘administracién de la’ droga-se pre—
tendia deshacerse del ruido que pudlcran causar - las fracc1onu.s que contuv1c—
ran GABA. :

fue la de 107% M,
te durante la estandarizacién del bloensayo, en el laboratori
Aréchiga, del Depto. de Fisiologia Y Biofisica, del CINVESTAV

Durante ‘la purificacién de los- diferentes extractos. y ‘en. partlcular en el
lote P-22, nos percatamos por algunos controles que .se: enviaban/ a’biocensayo,:
que la picrotoxina no estaba cumpliendo adecuadamente  sus: funciones;" pues: no
era capaz de suprimir la inhibicidn generada por GABA en el tensorreceptor.

Se hizo una curva de sensibilidad del tensorreceptor al GABA, para ver
desde qué concentraciones se podia observar efecto depresor. Se observd que el
umbral wvariaba de acuerdo a los diferentes tensorreceptores usados, pero es
probable gque esos cambios en la sensibilidad se explicaran en funcidén de la
propia variabilidad bioldégica intrinseca de cada unidad y . de cada organismo.
No obstante, se pudo establecer que a partir de concentraciones de 107> M de
GABA ya se obtenian respuestas evidentes de ncurodepresién. A medida que se
aumentaba la concentracién de GABA, el efecto era méds impresionante, y el pe-
riodo para alcanzar la recuperacidn total era mds: largo.

Luego se -evalud la concentracidén adecuada, de ,plcrotoxina para contra—
rrestar los efectos de GABA, y en funcidén de los resultados que se mostraron
en la Tabla N2 5, se decidid que en lo con51gu1ente se usarian concentracio-
nes en: el _orden de 10 M de picrotoxina. :

‘Se: puede apreciar, por dichos resultados, que parece existir una especie
de "umbral' de concentracién por abajo del cual la picrotoxina puede bloquear
a ‘conceéentraciones equimolares de GABA, e incluso’en relacién 1:2; sin embargo,
una  vez ‘sobrepasado dicho "umbral', la picrotoxina ya no puede bloquear al
GABA.en una relacién mol a mol. Este resultado probablemente se expligque por
una conjugacién de la ley de accidén de masas por una parte, y por la afini-
dad del receptor per su sustrato natural* en contrdp051cxon con la afinidad
que muecstre por la picrotoxina.

Las concentraciones de 1 'x 102 b 3 %10 M de picrotoxina no pare-
cieron provecar ningun dafo sobre laipreparacién biocldgica, y tampoco desen-
sibilizaron al rcceptor de GABA, puesto,, gque:se- pocha volver a obtener la misma
respuesta del tensorreceptor -una:;veziquei:se lavaba "la prcparac1on. se elimi-—
naba 1la plcrotoxlna del medio,  y./se;volvia ‘a .someter a la misma dosis de
GABA. El dnico efecto Que mostro laaplicacién de la PTX sobre el tensorrecep-
tor fue una ligera excxtacxon (dependxente ‘de-la concentracién).

Se hizo también la observac1on dc que .las ‘soluciones de picrotoxina '"en-
vejecian' y que ya. al cabo de cuatro chas habian perdido mds de la mitad de
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su capacidad de bloquear al GABA en el tensorrecceptor.
una buena parte de los resultados de bioccnsayve
habian obtenido con scluciones de picrotoxina
to, cuando sc¢c ha mencionado que la actividad neurodeprescera de una fraccién
se mantenia a pesar de la presencia de picreotexina, en realidad queda la du-

da de si ese resultado fue vdlido o no, dependiendo de cuanto tiempo tuviera-
la solucidén desde su preparacidén.

Se debe mencionar que
realizados hasta esta época se
“"envejecidas", vy que por lo .tan-

Cuando nos percatamos de esta situacidn, se le sugirid a la persona’ res—

ponsable de realizar los biocensayos que se utilizara picrotoxina. fresca’ para.
cada bicensayo, con el fin de evitar, en la medida de lo posible,  los resulta—
dos falsos positivos. R : B " C

Posteriormente, también nos dimos cuenta de que las soluciones. .recién pre—
paradas de picrotoxina presentaban menor ‘actividad blequeadora, que cuando
se probaban después de 30-60 minutos de rhaberse preparado.. Tal vez esta con—
‘ducta se explique pensando que este tiempo ‘de ‘''activacidén' es necesario para
que la molécula se hidrate perfectamente y alcance su configuracién activa en
solucidén. 'Para controlar este factor se optd por preparar la solucidn: de PTX
antes de empezar a disecar al tensorreceptor.

El1 hecho de haber trabajado durante algin tiempo con soluciones '‘enve—
jecidas'™ de picrotoxina, y el que la concentracién de dichas soluciones estu-—
viera por abajo de las condiciones &ptimas para bloquear con un mayor margen
de seguridad la interaccidén con el receptor de GABA, hizo posible que durante
el procesamiento inicial del lote P-22 se hubieran identificado cuatro fracciones

electroforéticamente distinguibles, que poseian actividad neurodepresora sobre
el tensorreceptor.

La udnica forma de tener éxito en la purificacién de una sustancia bio-
légicamente activa, cuando no se poseen otros métodos para localizarla, es por
medio del seguimiento de su actividad bioldgica (por biocensayo}, eliminando
las fracciones inactivas y prosiguiendo el procesamiento de aqguellas fraccio-
nes que muestran actividad. Esta fue la razdén por la cual tuvimos que ras—
trear a la actividad neurodepresora a todo lo largo de las hojas de electro-
foresis, con el consecuente hallazgo de que existian cuatro fracciones neuro—
inhibidoras. Bajo las condiciones empleadas no habia forma, desde el punto de
vista fisioldgico, de diferenciar a una actividad de la otra.

Cuando se scolucionaron los problemas de la picrotoxina
confianza en su efectividad para bloquear al GABA, se sometieron alicuotas de
las fracciones P-22 la, P-22 1b, P-22 11 y P-22 111 a bioensayo sobre el ten-
sorreceptor en ausencia y en presencia de PTX 3 x 1072 u. Tal como se repor-—
té en los resultados de la Tabla N2 6, las cuatro fracciones deprimieron al
tensorreceptor en ausencia de la PTX. Sin embarge, cuando se probaron con
PTX, las fracciones P-22 1b y P-22 11 perdieron su efecto inhibidor, lo que in-
dicd que éste habia sido bloqucado. En cambio, las fracciones P-22 la y P-22
‘111 mantuvieron su efecto.

y se adquirid
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Nos preguntamos, en respuesta a estos resultados,

de P-22 la y P-22 111 se debia a otro mecanisrs

si el efecto deprescr
tor de GABA,

que no involucraba al recep-—
o si lo que estdbamos viendo era resultado de una mayor concen-—

e
tracién que no dejara actuar eficazmente a la picretoxina. Se decidié diluir a
estas muestras y aplicar solamente la mitad de lo inyectado en ¢l experimento
anterior; al poner ‘la picrotoxina se observdéd que la actividad

de la fraccidn
P-22 111 en cfccto se bloqueaba,

mientras que la de la fraccidén P-22 la se
mantenia. .

Estos datos indicaban, para la fraccidédn P-22 111,. que los cfectos obser—
vados eran dependientes de la concentracidn, 'y que una. vez que ésta disminuia,
la pxcrotoxlna podfia bloguearla facxlmcnte. . AR : B

En cambio, la actividad de 1la fracc1.on P—-22 la no. se . vid “afectada‘  por
este tratamiento. Puesto que esta. fraccnon mostraba un comportamlento diferen-—
te al de las otras fraccicnes,’

en. cuanto  aisu: res1stenc1a al: bloqueo
picrotoxina, se pensd que probablemente el mecanlsm

cién era distinto al de las: otras,

receptor de GABA en: 1a respuest
muestra.

con la
de: acc10n de esta frac—

. Por lo tanto,’ se' decidi “en ‘determi-
nado caso, . peodria: seguu‘ el
fraccnon nuestro °

en dicha -

“La“mancha A ademés de ‘ser: muy abundante. mostraba cambios en su co-
lofracién con el transcurso del tiempo, pasando de una fluorescencia verde ama-—
rillenta. al principio, y luego se observaba como una mancha azulosa en la pe-
riferia con un centro blanco-amarillento. Esta mancha desaparecid después de
la hidrédlisis dcida, sin embargo, al redansilar al material remanente en el
tubo se volvid a observar en la misma posicidén y con las mismas caracteristi-
cas de coloracién, lo que indicaba quec el DNS-producto era 14abil a las condi-
ciones de hidrélisis, pero que no se descomponia la molécula original
tanto dicha mancha no deberia corresponder a un péptido,

asi se hubieran observado manchas correspondientes a
parecido por completo la mancha A

(por lo

puesto cue de ser

DNS—-aa y nubiera desa-—
adn bajo las condiciones de redansilacién).
En cuanto a la mancha B, ésta no se dansilé, sino que mostrd una ab-
sorbencia muy intensa a la.-luz UV, lo cual le daba un aspecto negruzco. E1l
material de esta mancha era tan abundante que de alguna forma alteraba un

poco el corrimiento de las otras manchas, sobre todo en la primera dimensidn.
Dicha mancha no sufrié alteraciones por la hidrdlisis dcida y se observd siem-—
pre con las mismas caractleristicas. Debe mencicnarse aqui que en un ecxperi-
mento rcalizado posteriormente, al dansilar a homarina pura se observd una
mancha que presentaba las mismas caracteristicas que la mancha B

E . por lo que
es muy probable que la identidad de dicha mancha corresponda a homarina.

3
|
|
|
)
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mostré un: comportamiento. mds o menos pare-—
aunque corrid un poco menos en la primera dimensidn.
€e debe mencionar que una mancha con las mismas caracteristicas se habla ob-— -
servado en una preparacidédn anterior de IIND (106).

La mancha C, por su parte,
cido al de di-DNS-Lys

DD~

Fxnalmente.; la.. mancha D, que fue muy tenuc,

arriba’ y 'a la derecha de la mancha A, no cambid sus. caracteristicas. después’
de . los diferentes -tratamientos, y SLgmpre se observd 1gua1._ \lo sc ‘enconird nin-—
gun DNS-aa que comigrara a esa posu:1on. :

se ubicd ‘en una“ posxcxon

Es- importante recalcar: que en el caso de la- fraccu.é‘n‘

parecia indicar que en dicha fracc1on no hab1a nlngun peptld que’

or hidré—
lisis  rindiera aminodcidos. b

Se compard el compcrtamlento .de la mancha,A ‘con algunos D\IS—aa que se
sabia que migraban a una’ posicidn cercana a 'la de dicha mancna,

si se podia identificar con alguno de .ellos.

se probaron DNS-GABA, DNS-Val, D\lS—{a—Ala, DNS—«w—aminobutirico y DNS—Pro. Con
el fin de comparar mejor ‘el corrimiento de cada uno ‘de ‘estos productos con la

mancha A, se decidid aph.car ‘ambos . en el origen, de manera que corrieran al
mismo tiempo, ba]o las mxsmas cond1c1ones. -

para ver
Como ya se menciond anteriormente,

Como se mostro en
mente con la mancha

.flgur‘a‘ Ne 28 el VYnico DNS—-aa que comigrd exacta-
DNS-—-Pro.

Un resultado poya ‘en- forma indirecta a 1la identificacién de la man-
que’ se sometid ésta Gltima a la hidrélisis dcida, y en
mayor . parte del producto desaparecia, generdndose

Ty el cual no se habia vi-

ase la flgura Ne 29).

arte, se ha reportado que’ la Pro puedc estar jugando algin
papel neuroacnvo Jen ‘los andlides (133).. o :

Tanblcn se decidid hacer un experlmento de dansilacién con algunas ca-
tecolaminas 'y sus mctabolitos, con- el fin:de:observar. si algin DNS-derivado de
éstas podria corresponder a la mancha A. En‘total se probaron dicz

sustan—
cias, y de ellas solamente la metanefrina’ ‘did“un DNS-producto que parecia co-—

migrar con la mancha A, aunque no.cocmpletamente, como se puede observar en

la figura N2 30. Existe también la evidencia de que la mancha A no podria
corresponder a metancfrina porque ésta,

como se' esperaria, da varios DNS-—-pro-
ductos, derivados de las diferentés combinaciones que se obtendrian al reaccio-
nar el DNS-Cl con los diferentes grupos-  —NHg y —~OH que tienec la molécula de
metanefrina. o

Se analizd la fraccién P-22 la por CLAP
programa 6, y se observd que a 206

-utilizando las condiciones del
la figura N2 31).

nm’ se podld.n visualizar ocho picos (ver
Se colectaron estos picos por separado y luégo se dansilaron,
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para ver si se podia relacionar a alguno de estos picos con las diferentes
manchas que. se habian visto antes por dansilacién de la misma fraccién. En
efecto se pudo establecer que el pico 4 del cromatograma contenia a las man-
chas A 'y C, mientras qu¢ la mancha B estaba toralmente incluida en el pico 5.
Ambos picos, como se pucde observar en la figura N2 31 salen de la columna
durante el periodo isocrdtico del programa usado.

Pucsto que el programa 6 de la CLAP mostrd que se podia separar a la
fraccién P-22 la en ocho componentes, se utilizé el mismo sistema en forma se—
mipreparativa con el fin de obtener mayor cantidad de cada uno de los com-
ponentes de dicha fraccidén, para poder estudiarlos por separado.

Cuando se probaron sobre el tensorreceptor el equivalente a 12.5 t.o. .de
cada pico se observdé actividad neurodepresora en la fraccidén P-22 1a,CLAP
(correspondiente al pico 4 de la figura N® 31). Dicha actividad fue totalmente
bloqueada cuando se aplicd la misma dosis en presencia de PTX 1 x 107 M. A
la misma concentracidén ningin octro pico mosird actividad biolégica. Sin embar—
go, al inyectar el equivalente a 25 t.o. de la fraccidén P-22 1a,CLAPg, si se
pudo observar un efecto neurodepresor.

Posteriormente se aplicaron dosis mds grandes de cada pico, para ver si
los resultados mencionados en el pdrrafo anterior eran reproducibles. Cuando
‘se inyectd el equivalente de 25 t.co. se encontrd actividad neurodepresora en
las fracciones P-22 la,CLAP, , P-22 1a,CLAP3; y P-22 la, CLAPq.. . La act1v1dad

de estas fraccicnes fue totalmente suprlmlda en presencia de PTX 1 x 1073 M.
Sélo cuando se aplicd el equivalente a 50 t.o. se pudo ver algin efecto neuro-—
depresor en la fraccidn P-22 1a,CLAPg (véase la figura N2 32).

Estos resultados fueron interesantes pues se debe recordar que original-
mente la fraccidén P-22 la se habia mostrado resistente al efecto de la picro-
toxina; sin embarno, al separarse en sus componentes se observd que varios
de ellos poseian actividad neurodepresora sobre el tensorreceptor, pero dicha
actividad fue bloqueada por la picrotoxina, por lo cual es posible pensar que
la resistencia a la picrotoxina, observada en la muestra no fraccionada, se
debia a la suma de las actividades de sus componentes, los cuales probable-~
mente estaban ejerciendo un efecto sinergético cuando se encontraban mezclados.

En cuanto a la fraccidén P-22 1a,CLAPg vale la pena hacer algunos co-
mentarios.. Este pico eluydé en una posicidén en donde claramente se mostraba
que estaba fuertemente retenido en la columna de fase reversa, ya que fue ne—
cesario que la concentracién de metanol fuera elevada para que cluyera. En
una ocasiédn anterior se habia observado, con otra preparacidén, que en una
posicidn semejante eluia un pico con actividad ncurodepresora sobre la cadena
-ganglionar abdominal (106). Sin embargo tal pico no aparecid consistentemente
en otras preparaciones disefiadas para obtener HND. Y lo que es mds, autn cn
la preparacidn en donde si aparecié, cuando sc¢ colecté y probd nuevamente en
el biocensayo ya no mostréd actividad bioldgica.

Durante la purificacién del lote P-22, nos llamé la atencién que en CLAP
apareciera un pico con las caracteristicas de la fraccién P-22 1a,CLAPgz, pues
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cen determinade momento ése podria ser el candidate para identificarlo con 1la

HND, en basc a experiencias anteriores. Sin eor 1bargo. consistentemente se obser—
v$é que cra necesario inyectar agrandes cantidades de esta fraccidn para obte-
ner respucestas mds bien pobrgs. mientras que con los otros coniponentes se ne—
cesitaban dosis mds peguefias para obtener respuestas casi saturantes, por lo

gue la mayeor parte de la actividad de la fraccién P-22 la no se podia atri=-
buir a su contenido de P-22 1a,CLAPg . . :

El hecho de que “siempre se tenfia que pener mayor cantidad del plco 8
que de los otros, en el bicensayo, para observar su actividad neurodepresora.»
imposibilitd estudiar su comportamiento ante la picrotoxina, debidoiasl
sa cantidad de muestra con la que se contaba. . LT

Se decidid abordar el problema con otro enfoque. Para’ ello
suficiente fraccién P-22 1a,CLAPg, por el método establecido,
cer una digestién con pronasa B, para ver si se le pod1a atrlb
peptidico a esta sustancia. ;

L.os resultados del biocensayo fueron negatlvos tanto para;.la‘’alicuota: d1—~
gerida, come para el control positivo que no se -habia’incubado}con™la enzima.
Una de las explicaciones para este resultado es que "la‘fraccidn: PL22% Ia,CLAPa
se hubiera inactivado espontdneamente y por eso'.no- seiveia. actividad,.  ‘adn
cuando se estaban aplicando el equivalente a 50 t.o.. .sobre:el . tensorreceptor.
Sin embargo, en este punto vale la pena mencionar que:el tiempo.transcurrido
entre la purificacién de esta fraccién por CLAP a partir de:P-22 1a, su incu-
bacién y su ensayo en el tensorreceptor, fue muy corto (no: sobrepaso las 36
hrs), y uno hubiera esperado ver al menos un poco de act1v1dad en funcidén
de cxper1enc1as previas. :

La otra explicacién, por supuesto, para estos resultados, es que dicha
fraccién era inactiva desde el principio, y que lo que algunas veces se veia
en el bicensayo era una respuesta falsa positiva.

Es importante mencionar aqui que, en cxperimentos paralelos realizados
con extractos de gldndulas sinusales de Procambarus bouvieri y de Procamba-
rus clarkii, que se prepararon para obtener (IND y hormona hiperglucemiant
Y qQue sobre el tensorreceptor mostraban un efecto neurodepresor, al purificar-
los por CLAP bajo las mismas condiciones del programa 6, nunca se encontrd
algin pico con las caracteristicas cromatogrdficas del pico PP-22 1a,CLAPg de
Penaeus vannamei, vy si, en cambio, se obtuvieron picos en la zona isocrdtica
del programa, los que al colectarse y probarse mostraron neurodepresidén en el
bicensayo (datos no publicados). Este punte es relevante puesto que anterior-—
mente se habia demostrado quec la HND de Penaeus vannamei se comportaba, fi-
sicoquimicamente, en forma idéntica a la HND de Procambarus bouvieri (93).

Si la fraccién P-22 1a,CLAPg de P. vannamei hubiera correspondido a la HIND,
hubiera debide esperarse que en P. bouvieri y P. clarkii sc¢ encontrara una
fraccidén con caracteristicas cromatogralicas semc¢jantes, pero no fue asi.

En cambio, en lo que si coincidieron los extractos provenientes de las
tres cspecies, fue en que todas mostraron actividad neurodepresora sobre cl
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tensorreceptor, i

Y que los picos responsa bles de d1cha act1v1dad sc encontraron
sicmpre al principio de los cromatogramas.

Puesto que durante la purificacién electroferética se habian obtenido va-
rias fracciones con actividad neurodepresora (P-22 11, P—-22-'1b, P-22 11 v P-22
111) se hicieron una serie de experimentos para tratar de caracterizar a di-
chos materiales. Ya sabiamos, por la literatura, gque existen algunas sustan-—
cias, principalmente aminocdcidos, que pueden presentar ciertos efectos sobre el
tensorreceptor abdominal de los crustdceos (56,57,58). Se decididé estudiar una-
cama de posibles candidatos para ver si algune de ellos podria correlacionar-
se con alguna de las fracciones del lote P-22.

. Los criterios que se establecieron para la identificacién fueron los si-
guientes: a) que mostraran el mismo comportamiento electroforético, tanto a pH
1.8 como a pH 10.0, qgue las fracciones referidas; b) que provocaran neurode-—
presidn sobre el tensorreceptor abdominal: c¢) que mostraran el mismo compor—
tamiento ante la picrotoxina, que las fracciones mencionadas; y d) que pre—
sentaran las mismas caracteristicas cromatograficas en CLAP.

Los resultados de. estos diferentes experimentos se mostraron resumidos en
las Tablas N2 8 y N2 9. Asi, desde el punto de vista electroforético, sc¢ pudo
establecer una asociacidn .entre las sustancias probadas y las fracciones obte—
nidas, Jde'la siguiente forma: la Pro mostré un comportamiento parecido a las
fracciones P-22 '1la .y P-22 11; la Tau mostrd una conducta similar a P-22 1b;
el GABA, p -Ala, 'Ala, Lys y dopamina, mostraron caracteristicas semejantes a
P-22 111. La homarina, por su parte, se mosird totalmente neutra a ambos pHs,
lo. que la asemeja .a una  de las caracteristicas descritas previamente para la
HND. ‘ L

Desde el punto de vista del criterio cromatogrdfico en CLAP
diciones del programa 6 se puede decir lo siguiente: la Gln mostrd un compor-
tamiento similar a P-22 1a,CLAP;3;

; tanto GABA como Pro mostraron un tiempo de
retencién que se ubicaria en el lugar en donde aparece P-22 1la,CLAP,

B ;5 vy la
homarina se comportd en forma parecida a P-22 1a,CLAPg .

bajo las con-—

Sobre el tensorreceptor produjeron una ncurodepresién muy notoria los si-
guientes: GABA, Tau,

Gln, P -Ala, Arg y Asp, en orden descendente en cuanto
a su potencia inhibidora. La actividad de todos ellos fue blogueada cuando se
rcalizé el bicensayo en presencia de PTX 3 x 10 M

También se hizo una determinacién de GABA en las cuatro fracciones ob-
tenidas, por un método enzimdtico muy especifico, el cual sdlo reconoce a GABA,
¥y en mucho menor medida al &4cido gamma—annno-beta—h1drox1but1r1co. Tal como
se mostrd en la Tabla N2 10, se encontrd GABA en las cuatro fracciones obteni-
das del lote P-22, en diferentes proporciones. La fraccién P-22 111 fue la quec
mostrdé una mayor cantidad de GABA, como era de esperarse por el comporta-
miento electroforético de esta sustancia a los plls utilizados. Sin embarge, es
notable la observacidn de que en las otras fracciones también se detecid GABA,
sobre todo porque su conducta electroforética difiere de la del aminodcido. Esto
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quiere decir que a pesar de la gran cantidad de eleciroforesis que se realiza-
ron para separar a las distintas fracciones, ne se pudo conseguir eliminar to-—
talmente al GABA de ellas.

Aunque es posible que no se hava recuperado la cantidad total de GABA
que se encontraba originalmente en los t.o., per pérdidas durante el procesa-
miento electroforético, principalmente, si uno suma las cantidades encontradas
‘en cada-una de las fracciones del lote P-22, se obtiene la cantidad de 77.05

nmoles en 10 t.o., lo que implica una concentracidédn de 7.705 nmoles por talle
ocular (0.7805 ug).

Esta. constituye la primera evidencia bicquimica  que demuestra la existen-—
cia de . GABA en el tallo ocular de los crustdceos, apoyada por criteriaos elec—

troforéticos, cromatogrdficos y enzimdticos, asi como por. sus caracteristicas
fisioldgicas.

En forma casi simultdnea, el Dr. Ubaldo Garcia, del Depto. de Fisiologia
del CINVESTAV, reportd experimentos preliminares en donde determind la presen-—
cia.de GABA en las diferentes regiones- del talle ocular, por medio de CLAP.
También en el mismo trabajo, se describié que en las muestras incubadas en
solucién de Van Harreveld normal se observaba una liberacién basal de GABA
de aproximadamente 22.8 pmoles/t.o. Dicha liberacidén basal ne varidé al supri-
"mir el Ca**' del medio. Al incubar en solucién de 40 mM de K%, en presencia de
Ca*t, se observé un incremento en la liberacidén de GABA, alcanzando un va-

lor de 68.6 pmoles/t.o. Este incremento en la liberacién desaparecia al incubar
en -solucién libre de Ca** (125).

Existe una diferencia de un poco mds de cien veces en los valores encon-—
trados por el Dr. Garcia y los reportados en este trabajo. Sin embargo, debe’
tomarse en cuenta que los valores descritos en el pdrrafo anterior correspon-—
den a los que se obtienen durante la liberacién, mientras que el otro valor
se refiere al contenido total de GABA en el tallo ocular. Por otra parte, los
valores de liberacién de GABA se obtuvieron en Procambarus clarkii, mientras
que el contenido total se establecidé en Penaeus vannamei, y esa discrepancia
tal vez podria explicarse en funcidén de la diferencia de especies. Tal vez de-
beria considerarse que el tamafio y peso de un tallo ocular del camardn es a-—
proximadamente diez veces mayor que el del acocil.

Puesto que el comportamiento electroforético de la fraccidn P-22 1b
muy semejante al presentadoc peor la Tau,
de este aminodcido en dicha fraccidén.
obtenia una gran cantidad de Tau,
centracién de 472 nmoles/t.o.

era
se decidié hacer una cuantificacidn
En efecto se encontrd que en P-22 1b se
que presentaba aproximadamente una con-—

Probablemente esta alta concentracién de Tau en el tallo ocular se pue-—
da explicar, en parte, por el hecho de que el extracto original se hizo a par-
tir de tallos oculares completos, que incluian a la retina, y se ha propucsto
que la Tau juega un papel de neurotransmisor. . en las vias nerviosas reclaciona-—
das con la retina. De cualquier forma, este dato constituye, hasta donde se

tiene conocimiento, el primer reporte de cuantificacién de Tau en el tallo ocu-
lar de los crustdceos.
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Se ha reportado que en algunas especies de

estar desempenando también un papel de osmoregulador intracelular, junto con
otras sustancias, coino un aniédn orgdnico que compense en cierta forma a los
cationes inorgdnicos existentes en los tejideos v fluidos bioldgicos. Asi, se ha
reportado que en el tejido nervioso de Carcinus macnas, la concentracidn de
Tau de Ala contribuyec al 10% de la presidn osmdtica total del axoplasma
(126). Los valorecs de Tau encontrados en el tallo ocular del camardn corres—
ponden,

aproximadamente, a los reportados en nervios periféricos del cangre-
jo. Si la Tau estd, o no,

jugando un papel semcjante en el tallo ocular,
podemos decir en este momento.

invertebrados la Tau puede

no lo

En vista de que en las preparaciones anteriores no se habia podido en-—
contrar, convincentemente, a una molécula de naturaleza peptidica a la cual
se le pudieran atribuir las caracteristicas de la HND, y puesto que la inica
fraccidén que en determinado momento se le podria asemejar fue la fraccién
P-22 1a,CLAPg , por su compertamiento diferencial en comparacién con los ami-
nodcidos, se decidid investigar si se estaba llevando a cabo algin tipo de

inactivacién de la molécula, el cual fuera responsable de que no se le pudiera
observar durante el proceso de purificacidén.

Para ello se decidié utilizar un método ultra-rdpido que nos permitiera
obtener a esa fraccidn pura, con unos cuantes pasos. De esta forma se evita-
rian tiempos prclongados de procesainiento y condiciones agresivas. Se pensd
que si se disminuia el tiempo entre el aislamiento y 1la purificacidén de esa
fraccién, y se probaba rapidamente en el bicensayo, las posibilidades de que
se pudiera obtener un resultado positivo se incrementarian.

Asi, se empezd a trabajar con el lote P-23, correspondiente a aproxima-
damente 570 t.c. Una vez obtenido el extracto crudo, en medio acuoso, se le

someti® a un proceso de separacidén por quimicadsorcidén, empleando los cartu-—

chos de Sep-Pak. La estrategia de elucidén del extracto en los cartuchos estuvo
fundamentada en los resultados obtenidos previamente con ‘la CLAP, cuando se

utilizd el programa 6. :

El primer lavado se hizo con TFA 5 mM:en agua, pH. 3.0,
analizé por bicensayo se observd

una gran actividad neurodepresora. El equi-
valente a 2 t.o. de esta fraccién P-23,5P-1 fue capaz 'de deprimir intensamente
al tensorreceptor, y en presencia de PTX 1 x .10 .M. se siguid observando dicha
depresidn. - . : '

y cuando se

Por su parte, la fraccién P-23,5P-2, cuando se aplicd sobre el tensorre-
ceptor en una cantidad equivalente a 10 t.o.

mostré excitacién. Este resultado
fue sorprendente porque nosotros hubiéramos esperado que en esta fraccidn eclu-
yera un componente semejante a P-22 1a,CLAPR; ,

puesto que el lavado se hizo
con TFA S mM en metanol al 50%. Sin embargo no sucedid asi.

Finalmente, el tercer lavado del Sep-Pak, P-23,SP-3, que se hizo con me-
tanol absoluto y TFA. S5 mM, mostrdé un cierto grado de neurodepresién cuando
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se aplicd al tensorrecepter el equivalente a 30 t.o. Cuando. se. probd. ' la misma
dosis de P-23,5P-3 en presencia de PTX 1 x 10> 1M, 'sc observd: - que-la depre-
sién persistia. ‘

Sin embargo, al repetir el experimento, se observd que aunqgue todavia ‘se
lograba obtener una ligera neurodepresidén-con el:.equivalente a’ 30 t.0.,

B dicho
efecto se podia bloquar totalmente mediante la ad1c1on de pxcrotoxlna. )

En un experimento control, recalizado en for:ma paralel
lizaron los lavados correspondientes del Sep-Pak,

cado muestra alguna (es decir,
servd una

a,,,cn donde se ana-
al cual:'no‘se “le-habia colo—
se hizo una corrida en blanco), también se ob-
disminucién en la frecuencia de disparo espontdnea. del tensorrecep—
tor cuando se le inyectd la fraccidén obtenida con el lavado de TFA 5 mM cen
metahol absoluto. Este dato podr{a estar indicando que’la actividad observada
con la fraccién P-23,5P-3 se debia mds bien a un attxf1c1o, ¥ que tal vez era
una respuesta inespecifica.

Luego, al analizar a cada una de estas fracciones por CLAP, utilizando
el programa 6, se observaron los resultados csquematizados en las figuras N2
36 a 38. Resultd obvie que.las UYnicas fracciones con: actividad neurodepresora
eluyeron al principio de:los cromatogramas de P-23,5P-1 y P-23,5P-2, recogidas

ambas en el primer bloque. Este comportamiento cromatogrdfico fue idéntico al
que se habia observado,anteriormente en otrus preparaciones.

Cuando ‘se ana‘l*n.zat nlas fracciones obtenldas cromatogrdficamente a par-—
tir de P-23,SP-3%(figura 'N2:/ 38), ninguna mostrd actividad neurodepresora en el
b1oensayo, n1 sxqutera el.bloque:C, que contenia un pico semejante a P-22,1a,
CLAPg

8 * . ;

!:sta serxe de ex' eri; demostro que, aun cuando se acelerara el

fracciones que mostraban actividad neuro-—
fian’fuertemente ni en los cartuchos de Sep—

, ..y Que eluian al principio del cromato-—
grama.

. Estos resultado ! n buena medida, los datos obtenidos en los

lotes anteriores, referentes®aique’ la actividad neurodeprescora de los tallos o-
culares estaba dsociadaaicomponentes que no se retienen en sistemas cromato-—
grdficos de fase.reversa) bajo. las condiciones empleadas. Y, por otra parte,
restaron fuerza’:

‘hipdtesis de que el pico P-22 1a,CLAPg estaba directamen-
te 1nvolucrado‘con dxcha actividad bioldgica.

En el .lote" P—24, ademds de procesar al extracto en forma rdpida, como
‘en el lote anterior, se decidid incluir en la estrategia que a la mitad del ex-
tracto ‘se 'le. adicionara albimina sérica bovina al 1%, para intentar disminuir
los posibles. efectos de adsorcién inespecifica en las paredes de los tubes, y
también como’ medio de protecciédn. A la otra mitad no se le agrcgo albdimina,
y funciond como control para comparar si aquel tratamiento permitia observar
una actividad neurodepresora diferente en cuanto a su comportamiento cromato-—
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grdfico. Por supuesto, previamente sc¢ htzo un control que nos indicdé que la
BSA no ejercia ningdn efecto sobre el tensorreceptor.

Cuande se probaron sobre el tenscrreceptor las diferentes fracciones ob-
tenidas de la separacidén en Sep-Pak se obtuvieron los resultados que se mos-—
traron en la pdg. 110. Como se indicd ahi, las dnicas fracciones que mostra-—
ron actividad neurodcprcsora fueron P-24,A,5P-1 y P-24,B,5P-1, las cuales se
habian eluido udnicamente con TFA 5 mM en agua, pH 3.0. Dichas fracciones se
mostraron francamente neurodepresoras cuando se probaron en dosis de 2, 1 v
0.5 t.o., y el efecto producido no fue bloqueado por picrotoxina 1 x 103 M.
Sin embargo, al diluir las muestras y aplicar el equivalente a 0.25 t.o. en—
tonces si se pudo observar el efecto bloqueador de la picrotoxina. S

Estos datos mostraron que, como ya se habia constatado anteriorinente.
(ver Tabla N° 5),debe existir una relacidn ‘adecuada entre la picrotoxina'y-los
agonistas del receptor de GABA, ~para que la droga pueda ejercer. su:efecto’blo-
queador." B -

En cua.nto a 1as otras' fraccu:nes salidas del Sep--Pak, no se pudo obser-
var ningdn-: efectoni urodepresor en . ellas, ni-en las tratadas con BSA, ni en
las no tratadas ra cuando se probaron dosis tan altas como 60 t.o.

. L& CLAP de: 1a,fracc1.on P-—ZL A,SP-1, bajo las condiciones del programa
7 (véase 'la fig ©39)," confirmé los resultados que se habian obtenido ante-
riormente, o sea ,que ‘toda ‘la actividad neurodepresora que se habia observa-
do en ‘el extracto crudo del lote P-24 se ubicaba en la fraccién P-24,A,SP-1,
CLAP—-A, ‘es.decir aquella que eluye al principio de la columna de fase rever-
sa. Se debe mencionar que cada uno de los bloques colectados a partir de la
CLAP se trataron con BSA al 1%, para aumentar las medidas protectoras. Tam-—
bién se vio claramente que cuando se aplicaban dosis suficientemente peque-—

fias de esta fraccién (0.25 t.o), la picrotoxina era capaz de suprimir su efec—
to neurodepresor.

En esta ocasién el gradiente de metanol se llevé hasta 100% para ver si
no habia nada con caracter neurodepresor que se retuviera fuertemente en la
columna, y que bajo las condiciones del programa 6 no se hubiera visto. El
resultado, en este respecto, fue negativo, como ya se menciond.
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CONCLUSI1ONES

Tratando de resumir todos los datos y evidencias pregntados en este tra-—
bajo podemos decir lo siguiente: :

1) Se confirmd que en los tallos oculares del camardn blanco del
Pacifico Penaeus vannamei (Boone)'se encuentra una actividad neurodepresora
que .es capaz de inhibir la frecuencia ‘de- disparo de dos tipos diferentes de
unidades neuronales. Una de ellas es la mneurcona -5, de la tercera raiz del
tercer ganglio abdominal, la cual’es una motoneurona. La otra constituye la
neurona de adaptacién lenta, Ri-1,:'del’érgano tensorreceptor - abdominal, 1la

cual es una neurona sensorlal.«

2) Se constatd que.:,‘exis_te,‘un cruzamiento fisiolégico entre la activi-
dad neurodepresora extraida:de Penaeus vannamei, . el cual es un crustdceo de-—
cdpodo marino, con los receptores.neurcnales de Procambarus bouvieri y Pro-
cambarus clarkii, los: cuales‘v son'— crustaceos decdpodos fluviales.

3) La act1v1dad~neurodepresora extraida de BRenaeus vannamei siem-—
pre se asocid con una. fraccién’ termoestable (75°, 3 min), dializable, muy solu-
ble en agua y tambié&n en metanol.

4) Se encontrd que el PM de la actividad neurodepresora es menor
de 500,

pues fue capaz de atravesar una membrana de ultrafiltracién con un
rangoe de corte de 500 de PM.

5) En miltiples ocasiones’ se pudo observar que la actividad neuro-
depresora a la que nos referimos presentd una marcada resistencia a la diges-
tién enzimdtica con proteasas como la pronasa B y la proteinasa K. Estec com-
portamiento se reprodujo en diferentes estados de pureza de la muestra, por lo

tanto se postula que una sustancia de naturaleza no peptidica estd asociada
a la actividad neurodepresora.

6) Se disefiaron diferentes estrategias para tratar de conscguir la
purificacién de la actividad neurodepresora a partir de tallos oculares 1101‘111—
zados de P. vannamci. Los esquemas gencrales fueron:



a) extraccidn con aguaj; dlallsxs- cromatografia de
molecular en: Sephadex G-25 fino y Sephadex G-15;

exclusidén
ta presu:n en . colurnnas de fase reversa,

cromaiografia liquida de al-
con diferentes sistemas de solventes.

b) extraccidén con metanol, éter de petrdleo, agua 'y cloroformo;
di&lisis cronatozraﬁa de exclusidn molecular en Sephadex G- 13, con diferentes
sistemas:.de lucidn; quimiocadsorcidén en cartuchos de fase reversa; electrofore—
sis en papelia pH 1.8 y pH 10.0; cromatografia liquida de alta presién, cn
—columnas de fase reversa. B '

: - c) extracciédn con agua; didlisis; ultrafiltracidn; extracciédn con
electroforesis en papel a pH 1.8‘ y PH 10.0; cromatqgrafia liquida de
idn, ‘en-columnas de fase reversa. D

d) rextraccidn con:agua; didlisis; q\.um'xoadsorcu::n en cartuchos
cromatografi 11qu1da de alta presiényien columnas de fase

da.d neurodcpre sora

‘utilizada, se encon-—
‘varias fracciones

n concentraciones
‘fracciones aisla-—

urificaron a homogenei—
y::B=5), por cromatogra-—
de 'retencién de una de

.de dansilacién no reveld la presen—
cia de algan’. pcpt;d os’ Vfr:acc*Lones. Solamente se observé la presen-—
cia de ‘una mancha ‘que migraba’ muyi cerca,

‘Pero no igual, a la posicién que
ccupar1a D\IS-—GABA, bajo- 1as condu:lones utilizadas.

10) Medxante proced1m1entos electroforetlcos se pudieron aislar, a par-—
tir dcl lote P-22, cuatro fracciones activas: P-22 la, P-22 1b,
‘111,

P-22 1b y P-22

Por comparacién con el comportamiento electroforético, bajo las mismas con-—

diciones, de varios patrones se pudo establecer que: a) prolina se comportaba
en forma semejante a P-22 la y P-22 11; b) taurina se comportaba igual quec
la fraccidn P-22 1b; c) el comportamiento de la fraccién P-22 111 era scmejan-—
te al mostrado por GABA, i

3 -alanina, alanina, lisina y dopamina; y d) la ho-
marina se comportd en forma neutra,

es decir se mantuvo en el origen tanto a
pH 1.8 como a piH 10.0. *
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11) El1 andlisis quimico por darisilaciédn de estas fracciones mostrd

que: en la fraccidn P-22 111 se-encentrd entre otres compuestes, a DNS-GABA,
y la fraccidn P-22 1b mostrd claramente, entre otras manchas, a DNS-Tau (da-
tos no meostrados aquil); por su parte la fraccidn P-22 la mostrd, entre oiras

a una mancha A que se asocid, por evidencias indirectas, con D'\S—i’ro.' occu-
vando una posicidn muy cercana a DNS-GABA. Esta mancha A demostrd caracte-—
risticas de coloracidn muy cspeciales. Por su parte, la mancha B que aparecid
en este experimento correspondid a homarina.

12) Al separar, mecdiante CLAP, a la fraccién P-22 la, ésta se des—
dobld en ocho componenrtes principales. De ellos, el pico P-22-:1a,CLAP4 mostrd
actividad neurodepresora cn forma consistente, a_ todas las dosis probadas. Los
picos P-22 1a,CLAP, v P-22 1a,CLAPz mostraron efectos® a’ dosis medianas, y el
pico P-22 1a,CLAPg sdlec mostrom_fecto neurodepresor en algunas ‘ocasiones, y
siempre que lo hizo fue a dosis muy elevadas.

Al dansilar a los componentes de la fraccidn P—22 la despues de haber-
los separado por CLAP, se encontrd que el pico P-22.:1a,CLAR.,  que ' habia mos—
trado la mayor actividad neurodepresora, contenia ‘a la,mancha LA, que se men—
ciond arriba. T e ERE

©13) Al comparar el comportamiento cromatogrdfico:.de’ diferentes pa-
trones con el de-los componentes de la fraccién P-22° l1a, ‘en “CLAP, se encontrd
que el pico’'P-22 la,CLAP4 aparece en una posicidn enila‘iqueieiuyen GABA y
Pro, los cuales apenas son separables en el s1stema'usado :’Ademas, el pico
P-22 1a,CLAPs  aparecid en la posicién de-'la homarlna 2 .

14) El: comportamiento. “de’ila mancha AT obten
la fraccidédn’P-22.la- fue muy parec1do al.que se.obtuwv
co B-5 del 1ote P- 19. .

da por dansilacién de
por dans11ac10n del pi-—

le:la fraccién P-22 1la

16) La - fracc >
tente a la picrotoxina',r per,
observéd es debida a-una:

17) Siempre qu
cartuchos de Sep-Pak, ‘en:
un medio totalmente acuos

En los diferentes experlmentos “de - ‘CLAP, siempre se pudo asociar activi-
dad neurodeprecsora a la fraccidén que eluia primcramcnte en los cromatogramas,
¥ que constituia el primer -bloque que’ se colectaba.

18) Las fr:acc1ones eluidas cn el primer bloque, en la CLAP, siem-
prc mostraron sobre el tensorreceptor que dosis pequefias podian generar efec—
tos muy notorios, como cabria esperar de una interaccidn fisioldégica.
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19) La comparacién de los extractos de ‘talles oculares cnteros de
Pcnaeus vannamei. con leos extractos de gldndulas sinusales de Procambarus
bouvieri v Procambarus clarkii, mostrd que las actividades neurcdepresoras de
las tres especies estaban.asociadas con el primer: bloque que eluia:. de las co-
lumnas de fase reversa, en la CLAP. : -

20) Se contlrmo que el tensorrcccptor abdomlnal de los crustaceos

pudo demostrar que cofipuestos tales como GABA ATau,‘
podian provocar neurodeprc51on en este bloensayc.~

ferentes métodos,

y su cuantificacidén: 1nd1co:que ex1st1an alr
moles/t.o...

de 472 nano-—

; .22) También se demostrd, ipor prxmera jocasid
lares conticnen GABA, mediante’ diferentes' técnicas, y'se %determlno,'
sayoienzimdtico espec1f1co, que su: concentrac1on es de’ alrededo
nomoles/t o.." ; :

allos ocu—
fcon: un en—
e7.705 na-—

23) La mayoria dc los datos aquf presentados sugleren que, al me-—
nos-‘en parte, el GABA (o alguno' de sus: andlogos funcionales) parece estar di-
rectamenteiinvolucrado en la acciédn de lo que aqui se ha denominado la acti--
vidad neprodepresora de los tallos oculares de Pendeus vannamei.

24) A lo largo de este trabajo no se. encontraron evidencias sélidas
que ‘apoyaran la hipdtesis de que existe un péptido en los tallos oculares que
posea act1v1dad neurodepresora sobre las preparacxones biolégicas utilizadas.

Ehtdnces ia. quién se pueden atribuir las caracter{sticas que se habian
asignado’ n'iqialmente ‘a. la 1llamada Hormona Neurodeprespra?

25) Si se comparan algunas de las. caracteristicas presentadas du-
rante ‘el axslamlento del Factor 1 (ver INTRODUCCION, pdg. 7), con las carac-—
'terxsncas ‘de:‘la’ actividad neurodepresora de los. ta'l.los oculares del camardn,
queise han-descrito en este trabajo, se pueden encontrar varias semcjanzas.

" Ambas’ demostraron ser termoestables, tener un- PM molecular pequeiio, ser dia-—
lizables y sumamente solubles en agua y en metanol. Ademds, ambas son capa-
ces de inhibir la frecuencia de disparoc del tensorrcceptor de los crustidceos,

¥ cuando se aplican en dosis adecuadas, sus efectos pueden ser bloqueados
por la adicién de picrotoxina.

Ademds, cl Factor 1 se localizé en las fibras nerviosas inhibidoras, tan-
to del sistema nervioso central como en ¢l sistema neéervioso periférico de los
crustdceos, ¥y de acuerdo a multiples evidencias de cardcter fisioldgico, este
factor mimetiza los efectos del transmisor inhibidor neural.

También se describid ya que el GABA es un componente muy importante
del Factor 1. De igual manera se demostré aqui que el GABA parece ser un



componente muy importante de la actividad. neurcodepresora que se obriene de
los tallos ocularcs.

En un estudio enfecado a tratar dec clucidar cual era el componente acti-
vo del factor 1, se demostréd que por cromatografia en papel, usando como fase
mdévil a la mezcla n-butanol:dc. acético:agua (4:1:5,v/v/v), la fraccidn B del
Factor 1 mostrd un Rf= 0.4-0.5. Se pudo demostrar que, en el mismo sistema,
tanto GABA como GGBA poseian el mismo Rf {(véase la Tabla A). De la misma
forma, durante estudios recalizados para caracterizar a la HND, se -utilizd en
algunas ocasiones el mismo sistema cromatografico, en papel vy en capa delga-

. yése observdé que la sustancia que se identificd como HND tuvo un Rf= 0.45
(95 106).

‘Cuando se han' inyectado extractos de tallos oculares - con actividad de
HND en acociles integros, se observan cambios en su conducta locomotora, la
cual disminuye o . se detiene, y el animal adquiere una conducta muy tranquila,
que le hace parecer que estuviera paralizado. De igual forma se ha reportado
que la inyeccidén de Factor 1, asi como de GABA, en el acocil entero, provo-—
caba que el animal cayera en una pardlisis flacc1da (lb).

Una "~ gran ‘cantidad de estudios han generado evidencias muy sélidas de
que el GABA es un neurotransmisor inhibidor-en miltiples organismos.

Ahora empezamos a vislumbrar que no es muy prudente el pensar, sobre
todo en lo referente al sistema nervioso, que los mensajeros quimicos involu-—
crados en los procesos neurales cumplen una sola funcidn, como se crefia en el
pasado. Mds bien, lo opuesto parece ser la regla. Asi, existen ejemplos en
donde se. aprecia que dependiendo del lugar en donde act\icn, las estructuras
con las que interaccionen, la forma en gue se liberen, etc., una molécula, que
debiera ser vista como un informador quimico, puede desempeiiar el papel de
un neurotransmisor, de un neuromodulador ¢ de una neurchormona. Los ejem-—

plos son variados: noradrenalina, serotonina, dopamina, sustancia P, encefa-—
linas, TRH, etc.

Existen evidencias que postulan un papel neuroenddcrino para el GABA
en el -sistema . hipotdlamo—hipofisiario de los mamiferos. En éste la liberacidén
GABA .de _algunas terminales. hipotaldmicas puede influir sobre la liberacidén
de prolactina.en: la hipéfisis (127). Evidentemente, en esta situacidén el GABA
no estd cumpliendo una funcién de neurotransmisor inhibidor cldsico.

El hecho de gue se haya encontrado GABA en diferentes regiones del ta-—
1lo ocular, -y - que: se hayan distinguido dos tipos diferentes de libcecracidén, una
basal o ténica, y una fdsica (125) tal vez permita especular quc la liberacién
ténica de GABA esté ecjerciendo un control sobre la éxcitabilidad neuronal.

Resulta claro, de todo lo expuesto aqui, que las cvidencias obtenidas no
nos permiten afirmar hoy, en forma concluyente, que el GABA (o alguno de sus
andlogos funcionales) pueda estar desempefiando un papel neurohumoral en los
crustdceos, cumpliendo un papel de modulador de la excitabilidad neuronal.
Sin embargo, pensamos que cxisten algunos datos que sugiereri que dicha posi-
bilidad deberia estudiarse mds a fondo, de manera quec se obtengan mds resul-
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tados que permitan descartar, o bien confirmar, esta hipdtesis.
. En iestc. sentido, deberia probarrsel si: el GABA (o algunof de:
es capaz, o no, de reproducir, total o parcialmente, los ‘efectos

sus andlogos)
descrite para la Hormona Neurodepresora

qQque “‘se han
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"ANEXO 1

Los programas utilizados - durante los diversos .experimentos de cromato-— .
grafia liquida . de  alta -presién:se introdujecron al microprocesador de la siguien-—
te manera: : R T R R T o E

fiujo = ml/min

duracién = minutos

% B = porcentaje del 'solvente B en el gradiente
S/E = almacena/ejecuta’

PROGRAMA 1:

tiempo funcién ' valor duracién
o} . flujo -1 S/E
o sefial C—R1A 1 0.1 S/E
o) % B [o] . 20 S/E
20 sefial C—-RI1A 2 0.1 S/E
20 flujo (o} S/E

Solvente A: metanol:agua (70:30, v/v)

Velocidad del papel: 1 em/min

Registrado a 254 nm; sensibilidad 0.2 AUFS

La inyeccidén se hizo en el minuto 1
3 La muestra fue una mezcla de .acetofencona, nitrobenceno, benceno y to-
lueno.

Este programa se utilizé para la decterminacién de platos tedricos de la
columna Ultrasphere-ODS, 5.um. .
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PROGRAMA 2: . o g

tiempo - funcidn - - valor du’raci.én :
0 flujo . 0.5 L S/E
o sefial ‘C—RLA ~  ~ 1/ -. . 0.1 S/E
o % B ' o 100 . S/E
10 % B : T30 S/E
40 % B 10 S/E
50 % B : 15 S/E
65 . | sefial C-R1A 0.1 S/E
65 flujo S/E

Solvente A: &cido tr1f1uoroacet1co (TFA) S mM

Solvente B: TFA 5 mM en metan
-Velocidad del papel: 1 cm/m1n

en metanol al 10%, pH 3.0
absoluto

Registrado a 206 nm; sensihilidad o. 1 AUFS
La inyeccidn se hizo en el mlnuto 10

PROGRAMA 3:

tiempo funcidn valor duracién
o] flujo 0.5 S/E
o vel. papel 1 S/E
o % B o 20(30) S/E
20(30) flujo o S/E
20(30) vel. papel o] S/E

Solvente A: TFA 5 ml en agua, pH 3.0
Registrado a 206 nm; sensibilidad 2.0 AUFS

La inyeccién se hizo al minuto 2

En estos caso el registro se obtuvo en un gra.ficador Kipp & Zonen, mo-—-
delo BDA41l.
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PROGRAMA - 4:

tiempo funcxon o wvaler duracidén
o N flujo. ' S/E
Cvellipapel’ SSEei ©S/E
: : o730 L s/E
' S/E
S/

(TEAF) 10 ‘mM, pH 3.5

La 1nyecc1on se realxzo en el mxnuto 2

El reglstro se obtuvo ‘en-un graﬁ.cador Klpp & Zonen, mod. BDA41

PROGRAMA 5:

tiempo funcidn . valor duracidén
[o} flujo 1 S/E
[0} sefial C-R1A 1 0.1 S/E
(o] % B o 20(30) S/E
20(30) sefial C—R1lA 2 0.1 S/E
20(30) flujo (o] S/E

Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5
Velocidad del papel: 0.5 cm/min
Registrado a 206 nm; sensibilidad 0.1 AUFS

La inyecciédn de la muestra se hizo en el minuto 2
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PROGRAMA 6:

tiempo - ‘ fun‘cién valorA duracidén .
[§) : flujo . 0.5 . . S/E

o N sefial C-R1A 1 0.1 S/E

o % B . 0. .. " 15 S/E
15 - % B 150 . 20 S/E
35 - % B 50 15 - S/E
50 % B 5 S/E
55 sefial C—-R1A 2 0.1 S/E
55 flujo ST o S/E

Solvente A: TFA 5 mM en agua, pH 3.0

Solvente B: TFA 5 mM en meianoi'absoiuto

Velocidad del papel: 0.2 cm/min

Registrado a 206 nm; sensibilidad 0.05, 0.1, 0.2 AUFS
Se inyectd al minuto 2

PROGRAMA 7:

“tiempo funcidén valor duracién

o flujo 0.5 S/E

o sefial C—R1A 1 0.1’ S/E

o % B 0 15 S/E
15 % B 15 20 S/E
35 % B 50 i5 S/E
50 % B . 100 20 S/E
70 ’ % B [s] 10 S/E
80 sefial C-—-R1A 2 0.1 S/E
&0 flujo (o] - S/E

Solvente A: TFA 5 mMM en agua, pH 3.0

Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto
Velocidad del papel: 0.2 cm/min

Registrado a 206 nm; sensibilidad 0.2, 0.5 AUFS
La muestra se inyectd en el minuto 2
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