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MN, metanefrina 
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NMN, normetanefrina. 
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PNMT, fenil-N-metil transferasa. 
RIA, radioinmunoanálisis. 
rT3, triyodotironina reversa. 
SAM, S-adenosil-L-metionina. 
SNS, Sistema nervioso simpático. 
T4, tiroxina. 
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THO, tirosina hidroxilasa. 
tr, tiempo de retención. 
VMA, ac. vanillilmandélico. 
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RESUMEN 

En el periodo 1986 - 1991 he estado colaborando en el grupo 
de investigación que encabeza el Dr. Carlos Valverde-R. en el 
Depto. de Fisiología del IIBM, UNAM. La linea de trabajo del 
grupo está encaminada a identificar y analizar los mecanismos que 
intervienen en el control y regulación del balance de energía u 
homeorresis del organismo frente a demandas fisiológicas 
especificas. La hipótesis de trabajo considera que una de las 
señales involucradas en este control es la biotransformación de 
la tiroxina 1T4 l en triyodotironina IT 3 J; ambas son conocidas 
como hormonas tiroideas. De esta manera gran parte de los 
proyectos de investigación de nuestro grupo analizan, entre otros 
factores, la participación del sistema nervioso simpático (SNS) 
en la biotransf ormación organo-especif ica de estas hormonas en 
diferentes situaciones fisiológicas (termorregulación, lactancia, 
ayuno, ontogenia). 

Una manera de estudiar la participación del SNS, consiste en 
la cuantificación de sus productos de síntesis y secreción 
(catecolaminas) en algunos tejidos y fluidos biológicos. De esta 
forma, mi participación en los proyectos de investigación del 
grupo ha sido fundamentalmente la implementación de metodología 
para cuantificar estas sustancias. Esta metodología, además me ha 
permitido colaborar con otros grupos de investigación del propio 
departamento asi como de otras instituciones dentro y fuera de la 
UNAM. 

En este informe se presentan los pasos seguidos para 
implementar la metodología para cuantificar catecolaminas y 
algunos de sus metabolitos en plasma, en liquido cefalorraquídeo, 
orina y en algunos tejidos. Con esta metodología se han 
cuantificado las aminas biogénicas: noradrenalina (NA), 
adrenalina (AJ, dopamina (DAJ y serotonina (5-HTJ y sus 
metabolitos: ac. homovanilico (HVA), ac. 5-hidroxiindol acético 
(SHIAA), 3-metoxi-4-hidroxifeniletilen glicol (MHPGJ, ac. 
dihidroxifenil acético (DOPAC). Por otra parte también se informa 
la metodología para medir la actividad de tirosina hidroxilasa 
(THO}, enzima limitante en la biosintesis de estas aminas. Además 
se presentan, en forma resumida, la implementación de las 
técnicas para analizar productos yodados radioactivos en 

~ Periplaneta amricana, y para analizar antidepresivos triciclicos 
en suero. Se presentan también los resultados obtenidos en cada 
proyecto y las conclusiones globales. 
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1.INTRODUCCION. 

A partir de los trabajos originales de Marshall y Harris en 
la década de los años 40 se reconoce la estrecha interacción 
funcional del sistema endócrino y del sistema nervioso (para 
revisión vease: Harris, 1960; Valverde-R, 1973). Esta 
interdependencia es particularmente clara en el caso del eje 
neuroendócrino hipotálamo-hipófisis-tiroides (HHTJ y la rama 
simpática del sistema nervioso. En efecto, los productos finales 
de uno y otro, es decir las tironinas y las catecolaminas 
participan y determinan de manera concertada el equilibrio 
dinámico u homeostasis del organismo en las dos siguientes 
situaciones fisiológicas: 1, la respuesta adaptativa de 
termorregulación y 2, las respuestas homeorréticas o de 
adaptación metabólica que determinan el balance aporte/gasto 
energético del organismo (para revisión vease: Fregly, 1989; 
Danforth & Burger, 1989). 

Aunque el conocimiento de esta interacción neuroendócrina es 
ya clásico, el análisis fino de los mecanismos involucrados ha 
requerido entre otros avances el desarrollo de procedimientos 
analíticos de gran sensibilidad, precisión y alta especificidad. 
Así, en el caso de las tironinas el desarrollo del 
radioinmunoanálisis (RIA), a partir de 1972, ha permitido 
cuantificar sus concentraciones con razonable certeza (para 
revisión vease: Yallow, 1959; Chopra y col, 1972; Meinhold, 
1986). Para las catecolaminas la cromatografia de líquidos de 
alta eficiencia (HPLC), en combinación con la detección 
electroquimica, aunque menos sensible y especifica que el RIA, ha 
resuelto en gran medida el problema de su cuantificación (para 
revisión vease: Kissinger y col, 1973; Kagedal & Goldstein, 
1988). 

En este informe reporto el trabajo que he desarrollado 
durante el periodo 1986-1991 principalmente colaborando en el 
grupo de investigación que encabeza el Dr. Carlos Valverde-R. en 
el Departamento de Fisiología del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas. Durante este mismo periodo he estado inscrita en la 
Maestria en Quimica Analítica. Puesto que el trabajo desarrollado 
ha consistido en implementar procedimientos analíticos para 
cuantificar la concentración de catecolaminas, de tironinas y de 
algunos fármacos en fluidos y tejidos biológicos, consideré 
pertinente dividir el presente informe en las siguientes 
secciones: Marco de Referencia; Antecedentes y Linea General de 
Trabajo; Proyectos de Investigación; Planteamiento del Problema 
Experimental; Resultados y Discusión; Conclusiones, y 
Bibliografia. 
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2. MARCO DE REFERENCIA. 

Monodesyodación Organo - Específica de Tironinas y Homeorresis. 

Las nociones de homeostasis y homeorresís son dos ideas 
fundamentales de la biología contemporánea. La primera abarca las 
respuestas o esfuerzos (estres) inmediatos y generalizados del 
organismo encaminados a regular y mantener relativamente 
constante el valor de diversas variables fisiológicas (Cannon, 
1941). Por el contrario, la homeorresís incluye todos aquellos 
cambios o ajustes metabólicos órgano-específicos y sostenidos, 
que se instalan en el organismo para controlar los "puntos de 
ajuste" del sistema, y así alcanzar y mantener un nuevo 
equilibrio fisiológico (Waddington, 1976; Russek y Cabagnac, 
1983). Es decir, mientras que por su carácter agudo o inmediato 
las respuestas homeostátícas contribuyen a mantener un "estado 
estabilizado"; la instalación lenta, sostenida y 
compartimentalizada de las respuestas homeorréticas permiten 
conservar un "cambio estabilizado". La instalación/operación de 
ambos mecanismos dá como resultado un estado funcional global del 
organismo conocido como adaptación (fitnessl. 

El conocimiento y comprensión actual sobre el control y 
regulación de ambos tipos de respuestas es escaso y fragmentado. 
Sin ·embargo, la observación de que diferentes mensajeros 
intercelulares son biotransformados de manera órgano - especifica 
generando asi moléculas con bioactividad selectiva local, ha 
llevado a considerar que esta transformación periférica a nivel 
de los "órganos blanco'' es parte fundamental de los mecanismos 
que controlan y regulan las respuestas homeorréticas del 
organismo (para revisión vease: Aceves & Valverde-R., 1987 y 
1990). 

Estas biotransformaciones "extraglandulares" son 
particularmente claras en el caso de las hormonas tiroideas. En 
efecto, en condiciones normales, la glándula tiroides sintetiza y 
secreta el total de la T4 circulante, mientras que 
aproximadamente el 803 de la T3 , tironina cinco veces más activa, 
y la totalidad de la triyodotironina reversa (rT3), tironina sin 
actividad reconocida, provienen de la monodesyodación órgano 
especifica de la T4 . A la fecha se han identificado, en 
prácticamente todos los órganos estudiados, dos vías 
monodesyodatívas: la vía 5'- desyodasa (5'D) o de activación y 
la via 5 - desyodasa (5 D) o de inactivación. Esta denominación 
designa el anillo en el que ocurre la reacción, o bien, la 
bioactividad del producto generado. Igualmente y aunque aún no se 
han purificado, se conoce que estas reacciones están catalizadas 
por tres isoenzimas parcialmente caracterizadas y denominadas: 
tipo I, II y III. La primera interviene indistintamente en una u 
otra via, mientras que las dos últimas son, respectivamente, 
especificas de las vias S'D y 5 D (para revisión vease: Chopra y 
col, 1978; Engler & Burger, 1984; Kaplan, 1984 y 1986; Leonard y 
Visser, 1986; Koherle & Hesch, 1987; Visser, 1990). 
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3. ANTECEDENTES Y LINEA GENERAL DE TRABAJO. 

Nuestra linea de investigación actual data de 1975 y tiene 
antecedentes primordialmente clínicos. Por una parte, los 
estudios sobre la estructura y distribución temporo espacial 
del ritmo de sueño y la secreción de hormonas adenohipofisiarias, 
en pacientes con hipotiroidismo primario antes y durante la 
administración de hormonas tiroideas (para revisión vease: Solis 
y col, 1979; Valverde-R y col, 1980; Drucker-Colin & Valverde-R, 
1981; Ruiz-Primo y col, 1982). El otro antecedente se refiere a 
la descripción en ganado lechero del llamado "síndrome de 
eutiroidismo enfermo" durante la lactancia y sus modificaciones 
durante la aclimatación al frío o al calor (Aceves y col, 1985 y 
1987). 

Los hallazgos de estos estudios nos llevaron a plantear como 
hipótesis general de trabajo, que la monodesyodación órgano 
especifica de las tironinas está regulada por algunas hormonas 
que intervienen en el metabolismo energéti~o del individuo, y que 
esta biotransf ormación compartimentalizada determina y forma 
parte de los mecanismos y respuestas homeorréticas del organismo. 

El enfoque experimental y los objetivos de esta hipótesis 
consisten desde el punto de vista integrativo u organismico en 
describir y analizar algunas de las respuestas y mecanismos del 
binomio homeostasis/homeorresis que despliega el organismo 
durante demandas fisiológicas especificas y en diferentes 
periodos ontogénicos. Mientras que el enfoque analítico pretende 
identificar y analizar los mecanismos neuroendócrinos que regulan 
esta monodesyodación órgano-especifica. 

Sobre estas bases, hemos venido analizando la actividad 
desyodativa de las tironinas en tres modelos experimentales 
específicos: 1), durante la lactancia; 2), durante la respuesta 
aguda de termorregulación al frío y 3), durante la ontogenia en 
especies precociales. 

Una buena parte del trabajo del grupo está encaminado a 
estudiar la regulación y/o interrelación de las desyodasas con el 
SNS. Esto ha dado lugar a la mayoría de los proyectos de 
investigación que ha continuación señalo. 

4. PROYECTOS DE INVESTIGACION. 

4.1) Variación del factor de capacidad (k') en función del pH, ~ 
de aetanol y concentración del octil sulfato de sodio para las 
catecola•inas y algunos de sus •etabolitos. 

Los tiempos de retención de las catecolaminas y de sus meta­
boli tos en cromatografía de pares de iones son función de 
variables como fuerza ionica, longitud de la cadena del 
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contraión, porcentaje de fase orgánica en la 
Una buena parte del trabajo que se menciona 
refiere a la separación de catecolaminas 
metabolitos, o precursores; por esta razón el 
proyecto era tener las condiciones para 
separación posible entre estos compuestos. 

fase móyil'; etc. 
más adelante se 
o bien d~ sus 

objetivo. d~ este 
logra·r la mejor 

~ Eguipo Utilizado. Cromatógrafo de líquidos 
constituido por: Bomba de flujo constante modelo 510, 
universal modelo U6K, Detector de UV modelo 441, Módulo 
modelo 730. Columna Novapack C18, también de Waters. 

Waters, 
Inyector 

de datos 

~ Diseño Experimental. Se utilizaron 3 pH's diferentes y 
dos concentraciones de metanol. Una vez que la columna estaba 
equilibrada, se obtuvieron los valores de k' para las aminas, 
para algunos de sus precursores y de sus metabolitos. 

4.2) Excreción urinaria de HHPG en sujetos sometidos a 
deprivación de sueño de movimientos oculares rápidos (MOR). 

Se ha sugerido un papel importante para la NA cerebral en el 
control de las diferentes fases de sueño (Monti, 1983). La 
deprivación de la fase MOR se ha utilizado con fines terapéuticos 
en pacientes con sindrome depresivo, pero los mecanismos 
neurobiológicos involucrados no han sido claramente establecidos, 
aunque se sugiere la participación de la NA cerebral (Vogel y 
col. 1968). El MHPG es el principal metabolito de la NA cerebral 
y se ha propuesto que su concentración urinaria es un parámetro 
adecuado del recambio de esta amina. Así, el objetivo de este 
proyecto consistió en explorar la posible relación entre 
deprivación de MOR y excreción urinaria de MHPG. 

~ Diseño Experimental. Se estudiaron 12 voluntarios sanos 
durante nueve noches consecutivas: dos de habituación, una de 
registro basal, cuatro de deprivación y dos de recuperación. En 
todos los casos se llevó a cabo el registro polisomnográfico 
durante ocho horas y se pidió a los sujetos la recolección de 
orina de 24 h durante todo el estudio. En 8 sujetos se deprivó 
específicamente la fase MOR, mientras que en los 4 restantes la 
deprivación se llevo a cabó durante otra fase del sueño. 

4.3) Honodesyodación organo-especifica de tironinas y actividad 
si•pático-suprarrenal. 

Este proyecto analiza la probable regulación que ejerce el 
SNS sobre la actividad de la 5'D, en los principales órganos 
involucrados en la respuesta de termorregulación (hipotálamo, 
hipófisis y glándula suprarrenal). 

~ Diseño Experimental. Se utilizaron ratas macho Wistar de 
300 a 350 g alimentadas ad libitum y bajo condiciones controladas 
de iluminación (12 h luz/12 h oscuridad) y temperatura (22°Cl. El 
grupo experimental (expuesto a 4 ºel incluyó los siguientes 
intervalos 15, 30, 60 y 120 min. En todos los animales se 
recolectó sangre del tronco por decapitación en tubos mantenidos 
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en hielo y recubiertos con heparina. La sangre fué centrifugada a 
2000 X g por 10 min. a 4 °c y el plasma se guardó a -70 ºc hasta 
su análisis. Este análisis incluyó: NA, A, cortisol, T4 y T3. 
Además se analizó la actividad 5'D en glándula suprarrenal, 
hipotálamo. hipófisis e higado. 

4.4) Metabolismo y biotransfor•ación periférica de tironinas en 
ratas lactando bajo diferentes niveles energéticos (dietas) 

Este proyecto analiza la actividad de la 5'D en algunos 
órganos y tejidos de ratas lactando. Se analiza la participación 
e interacción de los carbohidratos y el SNS en la regulación de 
la actividad de esta enzima. 

~ Diseño Experimental. Se utilizaron ratas Wistar: 70 
hembras primiparas lactando y 20 machos adultos. Los grupos 
control se alimentaron ad libitum con purina, los grupos 
experimentales recibieron una disolución de sacarosa al 40 3 corno 
agua para beber. Los animales se sacrificaron a las 24, 48, y 72 
horas. Se analizaron los niveles plasmáticos de hormonas 
tiroideas, catecolarninas y cortisol, y la actividad enzimática de 
la 5'D en glándula mamaria, higado, hipotálamo y glándula 
suprarrenal. 

4.5) Cuantificación de metabolitos ácidos de catecolaminas en 
liquido cefalorraquídeo de rata. 

Este trabajo formó parte de un proyecto en colaboración con 
el Dr. Rene Drucker del IFICE. Se trataba de establecer el perfil 
(niveles} de catecolaminas y de sus metabolitos en líquido 
cefalorraquideo de ratas control, para posteriormente evaluar las 
modificaciones que ocurrian en ratas experimentales (transplante 
de médula suprarrenal a cerebro>. 

4.6) Cuantificación de catecola•inas en algunos núcleos del tallo 
cerebral de ratas desnutridas. 

Este proyecto es parte de una colaboración establecida con 
el Dr. León Cintra del IIBM. Se analiza el impacto de la 
desnutrición en los patrones de sueño y en los niveles de NA, A, 
DA y 5-HT en los núcleos supraquiasmático, Locus Coeruleos y 
Raphé Dorsalis. 

~ Diseño Experimental. Antes, durante y después de la 
gestación, las ratas madres son sometidas a dietas que sólo 
contienen el 6 y 8 3 de proteínas de la dieta normal. El grupo 
control recibe el 25 3. Las crias se analizan a los 30 y 60 días 
de edad. El análisis consiste en registrar el patrón de sueño, 
sacrificarlas y obtener los núcleos ya mencionados para la 
determinación de NA, A, DA y 5-HT. 
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4.7) cuantificación de catecolaainas circulantes y hepáticas 
ratas bajo diferentes condiciones de aliaentación. 

Este estudio se realizó en colaboración con el Dr. 
Racotta (ENCB-IPN), y formó parte del proyecto de Tesis 
Maestría del Biol. Illie Racotta. Mi participación en 
proyecto consistio en asesorar a dicho estudiante 
estandarizar la metodogia a sus necesidades. 

en 

Radu 
de 

este 
para 

Dentro de las teorias para explicar el control de la ingesta 
de alimento destaca la teoria hepatostática, que propone la 
posible participación de las catecolaminas hepáticas en la 
saciedad preabsortiva. En este estudio se analizan los niveles de 
catecolaminas hepáticas en ratas sometidas a diferentes estados 
de alimentación. 

~ Diseño Experimental. Se utilizaron ratas Wistar hembras, 
con pesos entre 200 y 300 g. Se colocaron al menos una semana 
antes en cajas individuales y se mantuvieron en condiciones de 
luz y temperatura controladas; recibieron agua y comida ad 
libitum. Los animales se sometieron a diferentes condiciones de 
alimentación: alimentación ad libitum, ayuno de 18 hs, 
realimentación durante 20 min después de un ayuno de 18 hs. 
Después de lo cual se sacrificaron por decapitación, bajo 
anestesia o sin ella. Se analizó el peso corporal, el peso del 
higado, los niveles sanguíneos y hepáticos de NA y A y glucosa en 

·sangre. 

4.8) Caracterización de diferentes subpoblaciones de gránulos 
croaafines en glándula suprarrenal de bovino. 

Este trabajo forma parte de un proyecto de colaboración con 
la Dra. Dalila Martinez de Muñoz (CINVESTAV-IPNJ. Se pretende 
separar las diferentes poblaciones de gránulos cromafines y 
caracterizarlos bioquímica y morfológicamente. 

~ Diseño Experimental. Las glándulas suprarrenales se 
disectan en médula y corteza; la médula se homogeneiza y se 
somete a un gradiente discontinuo de Percoll (60, 50, 45 y 40 3). 
En cada fracción se determinan proteínas totales, A, NA, 
dopamina-B-hidroxilasa, acetil colinesterasa, fosfatasa del 
trifosfato de adenosina (ATPasa) y monoaminooxidasa. 

4.9) Actividad S'D en sinaptosomas de cerebro de rata. 
Correlación con la actividad de tirosina hidroxilasa (THO}. 

Este proyecto se encuentra directamente bajo mi 
responsabilidad. En su fase actual (inicial) forma parte del 
trabajo de Tesis de Licenciatura del estudiante de Biología 

~· Gustavo Guzmán. 

_,· 
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En la rata, la 5'D hipotalámica se incrementa en respuesta 
al frío (Anguiano y col, 1991). En este proyecto se pretende, en 
una primera instancia analizar la distribución subcelular de esta 
actividad enzimática en ratas controles y en ratas sometidas a 
frie. Asi mismo se comparará esta distribución con la obtenida 
para THO. 

~ Diseño Experimental. Se utilizaron ratas macho Wistar 
adultas de 200-250 g de peso aproximadamente. con alimentación y 
agua ad libitum. Los animales se dividieron en grupo control 
(mantenido a temperatura ambiente) y grupo experimental 
(temperatura a 4 ºel. Estos últimos fueron expuestos al frío 
durante 15, 30, 60 y 120 minutos. 

A los tiempos señalados, los animales se sacrificaron por 
decapitación, se colectó la sangre del tronco y se disectaron: el 
hipotálamo, la corteza fronto-temporal y el cerebelo. 

~ Procedimientos Analiticos. Se determinaron los niveles 
circulantes de hormonas tiroideas por RIA, los niveles tisulares 
de catecolaminas por HPLC, la actividad 5' D Tipo II por 
liberación de radioyodo liberado, la THO midiendo, por HPLC, la 
cantidad de dihidroxifenilalanina (DOPA) liberada y las proteínas 
por el método de Lowry {Lowry y col, 1951) 

Se separaron los sinaptosomas por medio 
ultracentrifugación en .gradientes de densidad 
sacarosa de acuerdo a Dodd, 1981; Loscher y col, 
Weeks, 1987. 

de técnicas de 
discontinua de 

1985; Gordon-

4.10) Separación de hormonas tiroideas empleando cromatografía en 
capa fina. 

Esta metodología formó parte del proyecto de 
estudiante Hector Ongay (Licenciatura en Investigación 
Básica). Se quería discernir si el yoduro es capaz de 
moléculas orgánicas (organificarse} en insectos, y de 
serían éstas. 

tesis del 
Biomédica 
unirse a 
que tipo 

4.10.1) Diseño Experimental. El insecto que se utilizó fué 
Periplaneta Americana. r25utilizaron 15 individuos adultos a los 
que se le administró Na I y después de algunos dias (entre 11 y 
58) se sacrificaron. Se analizó el % de radiactividad en 
exoesqueleto, linfa y tejido parenquimatoso. Los extractos de 
linfa se sometieron a análisis por cromatografía en capa fina. 

4.11) Cuantificación de amitriptilina y nortriptilina en suero. 

Este proyecto fué realizado en el Instituto Mexicano de 
Psiquiatría bajo la asesoría del Dr. A. Bayón. Los antidepresivos 
triciclicos se emplean para el tratamiento de la depresión 
endógena; pero a pesar de dar dosis similares, la respuesta 
clínica observada es muy variable. Se ha propuesto que esta 
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respuesta está mejor correlacionada con los niveles plasmáticos 
de estos fármacos que con la dosis ingerida. En este contexto 
resultaba necesario contar con un método para cuantificar estos 
fármacos en plasma. 

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA EXPERIMENTAL. 

Como puede apreciarse, la mayoria de los proyectos 
señalados requeria de la cuantificación de catecolaminas y de 
algunos de sus metabolitos en fluidos y tejidos biológicos, asi 
como de la THO, enzima limitante en la biosintesis de las 
catecolaminas. Por esta razón y antes de presentar los resultados 
de mi trabajo. consideré pertinente revisar de manera resumida 
los aspectos bioquímicos y metabólicos más relevantes de estas 
moléculas. En esta sección enfatizo particularmente aquellos 
aspectos relacionados con la metodologia desarrollada para su 
cuantificación. 

5.1) Catecolaminas. Aspectos bioquimicos y metabólicos 

Se aplica el nombre de catecolaminas a los compuestos 1-R-
3, 4-dihidroxibencenos, donde R contiene un grupo amino. Sin em­
bargo en la práctica, este término se utiliza para denominar a la 
3,4-dihidroxifenil etil amina (DA) y a sus productos metabólicos 
1 (3,4-dihidroxifenill - 2 - aminoetanol (NA) y 1 (3,4-
dihidroxifenil) - 2 - (metilamino) etanol (A). 

Las catecolaminas derivan del aminoácido tirosina y 
constituyen una familia de mensajeros intercelulares 
extraordinariamente versátil. Se ha demostrado su participación 
en la transferencia de información simpática, actuando como 
neurotransmisores, su participación en la información 
neurohormonal, actuando como moduladores neurohormonales, o como 
hormonas. Por otra parte se reconoce que diversos estimules 
fisiológicos; vgr., el calor, el frio, la tensión emocional, la 
hipoglucemia, la hemorragia y la asfixia, asi como numerosos 
fármacos y factores aún no definidos, estimulan la liberación de 
las catecolaminas a la circulación-sistémica y provocan gran 
parte de los efectos observados en la llamada reacción de alarma 
(para revisión veanse: Kopin, 1977; DeOuattro & Campese, 1979). 

En las figuras 1 y 2 se presentan esquemas de la 
biosintesis y su metabolismo respectivamente. 

5.2) Catecolaminas. Procedimientos Analíticos (Revisión de la 
Literatura). 

Para su análisis en los diferentes fluidos biológicos se han 
utilizado bioensayos, ensayos colorimétricos, ensayos radioenzi­
máticos-, análisis por cromatografia de gases, acoplada a detector 
de captura de electrones o a un espectrómetro de masas, y HPLC 
con detectores UV, de fluorescencia y electroquimico. 
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FIGURA l. Biosintesis de las catecolaminas. Las catecolaminas se 
sintetizan en cerebro, células cromafines. nervios y ganglios 
simpatices a partir del aminoácido tirosina. La secuencia de 
reacciones se inicia con la formación de DOPA, reacción 
catalizada por tirosina hidroxilasa (THOI. a nivel del 
citoplasma. Posteriormente la DOPA pierde un grupo carboxilo, 
dando lugar a la DA. Esta reacción tiene lugar en el citoplasma y 
es mediada por una enzima no especifica denominada descarboxilasa 
de los aminoácidos aromáticos IDDCI. La DA es convertida a a NA 
dentro de los granules cromaf ines o de las vesiculas de 
secreción, en donde se localiza la DA-~-hidroxilasa IDBHI, 
enzima que cataliza esta reacción. Finalmente en los tejidos que 
contienen feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT), la NA 
puede dar lugar a la A. Esta reacción se lleva a cabo en el 
citoplasma. 
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FIGURA 2. Metabolismo de las catecolaminas. Las enzimas más 
importantes, en mamiferos para la degradación de las 
catecolaminas son la monoaminooxidasa (MAOJ y la catecol-o-metil 
transferasa (COMT). La MAO convierte a las catecolaminas en sus 
respectivos aldehidos. Estos aldehidos son rápidamente 
metabolizados a sus ácidos correspondientes por una aldheido 
deshidrogenasa. O bien son reducidos a alcoholes o glicoles por 
una aldhido reductasa. La COMT es una enzima no especifica que 
cataliza la transferencia de un grupo metilo de la s-adenosil 
metionina al grupo m-hidroxi de las catecolaminas y de otros 
catecoles. Las abreviaturas de los compuestos se encuentran en la 
pag. 4. 
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Bioensayos: 

Los métodos de análisis biológico o bioensayos lllé.s sensibles 
para cuantificar NA y A son: la relajación del intestino 'grüeso 
(ciego) del pollo y el aumento de la presión arterial de~~rati 
con sección espinal alta. · ' ··· 

Ensayos fluorométricos y colorimétricos: 

Las catecolaminas NA y A poseen flourescencia nativa muy 
débil que puede incrementarse de dos maneras: il mediante la 
oxidación y ciclización a un trihidroxiindol; o bien ii) 
oxidación a quinonas y posterior condensación con etilendiamina. 

il Respecto a la primera de estas reacciones, Von Euler y 
Hamberg (1949) describieron el método para convertir la 
adrenalina en adrenolutina (1-metil, 3,5,6-trihidroxiindol), la 
cual tiene caracteristicas fluorescentes que permiten su 
detección. El método original ha tenido modificaciones que han 
permitido la diferenciación entre A y NA, tanto en el paso de 
oxidación, como en la cuantificación óptica. Variando el pH, 
O'Hanlon y col, 1970 pudieron cuantificar A y NA en plasma 
humano, cabe mencionar que utilizaron una cantidad considerable 
de sangre (20 a 30 rnl). 

ii) La oxidación a quinona fue ideada por Natelson y col., 
en 1949. Esta manipulación permitió determinar DA. 

Ambos métodos se han combinado con HPLC. 

Ensayos Radioenzimáticos: 

Estos métodos consisten en marcar radiactivamente 
catecolaminas utilizando ensayos enzimáticos. Se han utilizado 
las enzimas: fenil-N-metil transferasa (PNMTl y catecol-o-rnet~l 
transfeízsa (COMTl que transfieren un grupo metilo marcado con H 
o con e del compuesto s-adenosil-L-rnetionina (SAMl a la amina 
en cuestión. 

PNHT Saelens y col. (1967) ern~zearon SAM marcada con 14c 
para determinar NA en cerebro, la C-A formada se separo del 
donador marcado ernpleands crornatografia en papel. !versen & 
Jarrot (1970) emplearon H-SAM. Posteriormente algunos grupos 
(Molinoff y col, 1971; Henry y col, 1975) emplearon PNMT 
purificada. Otros emplearon plasma prepurificado (Lake y col, 
1976; Weise & Kopin, 1976; Falke y col, 1978). 

COHT. El ensayo radioenzimático utilizando COMT fué 
originalmente descrito por Engelman y r21 en 1968 para la 
determinación de ~ y NA. Ellos emplearon e- SAM como donador de 
grupos metilos y H-NA corno trazador para calcular recuperación. 
Coyle & Henry (1973) ampliaron la técnica para incluir además 
DA. Passon & Peuler, 1973, después de un cuidadoso análisis del 
procedimiento lograron aumentar la sensibilidad de la técnica 
original más de 10 veces; Peuler & Johnson, 1977, añadieron un 
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inhibidor de DOPA descarboxilasa, para prevenir la interferencia 
de DOPA en el ensayo de DA. Añadiendo DOPA descarboxilasa es 
posible determinar la cantidad de DOPA (Johnson y col, 1978). Así 
mismo, utilizando los métodos de separación adecuados, se han 
hecho determinaciones de algunos de los metabolitos y precursores 
de las catecolaminas (Tiede & Kehr, 1981; Fekete y col, 1978; 
Saller & Zigmond, 1978; Vlachakis y col, 1979). 

Croaatografia de gases: 

La cromatograf ia de gases requiere de la formación de 
derivados volátiles de las aminas o de sus metabolitos a detec­
tar. Se han publicado numerosos artículos de cromatografía de 
gases en combinación con el detector de captura de electrones. 
Algunos de estos son los siguientes: Lhunguenot y Maume, en 1974, 
utilizaron derivados pentafluorobencil trimetilsililados de 
catecolaminas. Nelson y col, 1979, utilizaron derivados N,0-
dipentafluoropropionil etílicos para determinar metanefrina (MN) 
y normetanefrina (NMNJ. Nuestro grupo adaptó algunas de estas 
técnicas para determinar valores controles de catecolaminas y sus 
metabolitos en orina de voluntarios sanos (Moreno y col, 1983; 
Navarro y col, 1983) 

Se han utilizado trimetilsilil y tert-butildimetil silil 
derivados en combinación con el detector de ionización de flama 
para algunos metabolitos como MHPG, ac. vanillilmandélico 
(VMA), HVA, DOPAC y dihidroxifenilglicol CDOPEGJ. (Muskiet y 
col. 1977; 1981; Muskiet & Groen, 1979). 

En 1972 se utilizó la cromatografía de gases en combinación 
con la espectrometria de masas para la determinación de 
catecolaminas y de HVA (Koslow y col, 1972; Karoum y col, 1972; 
Sjoquist & Anggard, 1972). Luhugenot y Maume, 1974, determinaron 
DA y NA en extractos de glándula adrenal. Muskiet y col, 1979, 
utilizaron trimetil silil-N-trifluoroacetil derivados para el 
análisis de DA, NA y A en orina. Robertson y col, 1978, utiliza­
ron derivados pentafluoropropiónicos para analizar M y NM en 
orina. Para la determinación de DA, NA, A 6-hidroxidopamina y 3-
metanefrina se utilizaron derivados con anhidrido trifloroacético 
y con dimetil-n-propilsililimidazol (Miyasaki y col, 1981). 

Cromatografía de líquidos: 

La determinación de las catecolaminas empleando HPLC depende 
de factores tales como: columna, detector empleado, purificación 
y/o derivatizaciones previas a la introducción de la muestra al 
sistema cromatográfico. 

Coluana. 

Inicialmente se utilizó cromatografia en fase normal 
(silica), sin embargo no tuvo gran aceptación. Posteriormente se 
utilizaron los intercambiadores catiónicos para la separación de 
las aminas protonadas (Ueda y col, 1977; Hjemdahl y col, 1979), 
asi como para la separación de algunos metabolitos metoxilados 
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(Ponzio y col, 1981). Medfard y col (1987), recientemente utili­
zaron un intercambiador catiónico CN-metil oleil taurato) que 
reacciona semi-irreversiblemente con las columnas de fase reversa 
para la separación DA, NA y A y han vuelto a despertar interes en 
este tipo de cromatografía. Molnar y Horváth, 1976, utilizaron 
fase reversa para la separación de compuestos catecólicos, ellos 
mostraron la gran influencia del pH en la separación de las ami­
nas y de sus metabolitos ácidos. 

La técnica más utilizada ha sido la cromatografía de pares 
iónicos. Persson y Karger, en 1974, utilizaron esta técnica para 
la separación de aminas, aminoácidos, ácidos carboxilicos, aminas 
biogénicas y sus metabolitos. 

Detectores. 

Detector !EL_ Debido a su pobre sensibilidad, este detector 
sólo se ha utilizado en algunos casos para determinar metabolitos 
en orina de pacientes con tumores secretores de catecolaminas 
(Krstulovic y col, 1979), ya que en estas condiciones las 
cantidades son muy elevadas. 

Detector de Fluorescencia. El detector de fluorescencia ha 
sido mucho más utilizado que el de UV. Krstulovic y Powell, 1979, 
utilizaron la fluorescencia nativa de NA y DA para su detección 
en extractos de cerebro y de corazón. Jackman, 1981, utilizando 
un paso previo de purificación, pudo cuantificar estos compuestos 
en muestras de orina. Anderson y col, 1981, usaron además alúmina 
para concentrar las catecolaminas, incrementando la sensibilidad 
del método. Para la determinación de metoxicatecoles, Jackman, 
1982, utilizó extracciones con disolventes orgánicos. Julien y 
col, 1985 utilizaron la detección fluorométrica junto con la 
electroquímica, para asegurar la identificación positiva de los 
picos cromatográficos. Algunos metabolitos como el MHPG y el 
VMA poseen fluorescencia nativa y se han podido detectar en orina 
(Taylor, 1981; Anderson, 1985). 

Además de utilizar la fluorescencia nativa se han empleado 
algunas reacciones de derivatización para aumentar la 
fluorescencia de estos compuestos. Entre los reactivos 
utilizados, algunos ya mencionados, se encuentran el 
hidroxiindol, la fluorescamina Cimai, 1975; Imai y col, 1977), el 
o-ftalaldehido CFroelich y Cunningham 1978), la etilendiamina 
(Mori e Imai 1985), la 1,2-difeniletilendiamina (Nohta y col, 
1984; Mitsui y col, 1985), la glicina CSeki y col, 1985) y el 
peryodato (Flood y col 1979; Flood & McComb, 1981; Abe & Konaka, 
1988). 

Detector electroguimico. Kissinger y col, en 1973, fueron 
los primeros en utilizar al detector electroquimico para 
cuantificar catecolaminas en cerebro. A partir de entonces se ha 
popularizado enormemente esta técnica. 
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Aunque se han utilizado diversos materiales para los 
electrodos de trabajo (oro, platino, gota de mercurio, carbón), 
para las aminas biogénicas el material más utilizado ha sido el 
carbón, ya sea en pasta o vidriado. Inicialmente se utilizó la 
pasta de carbono, la cual era fácilmente recambiable. Sin 
embargo, y debido a que su superficie se deterioraba muy 
rápidamente con el flujo de fase móvil, en especial cuando ésta 
contenia concP.ntraciones elevadas de disolventes orgánicos, la 
pasta fue sustituida por carbón vidriado. 

Generalmente se utilizan dos tipos de celdas. La más popular 
es la de flujo en capa fina. En los detectores que tienen este 
tipo de celdas, sólo una pequeña parte de las sustancias que 
pasan por él son oxidadas (detección amperornétrica) y producen la 
señal detectada en el registrador. En el otro tipo de celda, el 
efluente de la columna atraviesa una matriz porosa de carbón 
vidriado, y toda la sustancia electroactiva es oxidada (detección 
coulornbirnétrica); con este tipo de dectores se obtienen señales 
mayores, pero también se incrementa el ruido. Su ventaja sobre el 
primer tipo de detectores se pone de manifiesto cuando se 
utilizan 2 o más de ellos en serie (Minegishi y Ishizaki, 1984; 
Rizzo y Melzi d'Eril, 1987). 

Prepurificación. Corno procedimientos de limpieza previos a 
la introducción de la muestra al sistema crornatográfico, se han 
empleado diversos métodos; el más simple ha sido la 
precipitación de proteínas con ácido perclórico e inyección del 
sobrenadante (Warnhoff, 1984). También se ha utilizado la 
extracción liquido -liquido con disolventes corno éter etílico o 
acetato de etilo (Yoshida y col, 1982; Picard y col, 1885). Una 
de las técnicas más empleadas ha sido la desarrollada por Anton y 
Sayre (1962), esta técnica consiste en la adsorción, a pH 
alcalino, de las catecolarninas en alúmina activada y su desorción 
a pH ácido. Este método también se ha usado para purificar DOPA, 
DOPEG y DOPAC (Eisenhofer y col, 1986). 

Con este mismo propósito se han empleado resinas 
intercarnbiadoras de cationes. Odink y col, en 1986, utilizaron 
Bio Rex 70 para la extracción de NM, M, 3-metoxitirarnina (3-MT), 
A, NA, DA y algunos otros compuestos. 

5.3) Tirosina hidroxilasa. Aspectos bioquiaicos y fisiologicos 

La THO existe en forma de un hornotetrámero, con un peso 
molecular de aproximadamente 60,000 d en cada unidad {Cooper y 
col, 1986; Nedergard, 1988). La THO es la enzima lirnitante en la 
biosintesis de catecolarninas. Está presente en cerebro, médula 
adrenal y en tejidos con i~ervación simpática. Es 
estereoespecifica y requiere o 2 , Fe + y tetrahidropteridina 
corno cofactores. Oxida a la L-tirosina y en menor grado a la 
L-fenilalanina. Se han reportado valores de la constante de 
Michaeles-Menten {Km) parg la conversión de tirosina a DOPA de 
aproximadamente 2 X 10-5 M para enzima aislada de médula 
suprarrenal y de 0.4 X 10- M para preparaciones de sinaptosornas. 
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La enzim11 es inhibida por cuatro ·grupos ... •·.principales de 
compuestos; análogos de aminoácidos; dér.iva'é!os · catécólicos, 
tropolonas ;Y quelantes selectivos de h:ierró.,;. · · 

--,"·· ·.:.- .. ,._ . 

La tetrahidrobiopterina (BH4), que ei·e'f ;fafaC:tor endógeno, 
es oxidada a BH2 durante la formación de :.DOPA,·• y es regenerada 
por una segunda enzima, llamada dihidropteridina reductasa, a la 
cual recientemente se le ha señalado un papel importante en la 
regulación• de la biosintesis de las catecolaminas (Nagatsu, 
1988). 

La actividad de la THO se encuentra sujeta a una regulación 
cinética compleja por las concentraciones de su sustrato y de sus 
cofactores en el citosol. Además de esta regulación a corto 
plazo, existe una regulación a largo plazo, que involucra su 
síntesis "de novo" (Zigmond y col, 1989). 

5.4) THO. Procedimientos analíticos {Revisión de la literatura). 

Para cuantificar la actividad de esta enzima se han 3empleado 
~~todos radiométricos que utilizan tirosina marcada con H o con 

C. La DOPA formada se separa del precursor y se cuenta su 
radiactividad empleando un contador de centelleo (Waymire y col, 
1971). También se ha utilizado la formación de derivados 
fluorescentes de DOPA (Nagatsu y Yamamoto, 1968). O se ha 
acoplado con dihidropteridina red"uctasa y un sistema regenerador 
de NADHP (Brenneman & Kaufman, 1964). Más recientemente se ha 
utilizado HPLC en combinación con la detección electroquímica 
(Nagatsu y col, 1979; Philipp, 1987). 

6. RESULTADOS EXPERIMENTALES 

6.1) Variación de k' en función del pH, ~ en metanol y 
concentración del octil sulfato de sodio para las catecolaminas y 
algunos de·sus metabolitos. 

En las figuras 3 y 4 se muestran los resultados obtenidos 
para dos porcentajes de metanol y para 3 valores de pH. Como era 
de esperarse al incrementarse el porcentaje de metanol en la fase 
móvil se reduce significativamente k'. 

El pH prácticamente no tiene influencia en el valor de k' 
para los compuestos neutros. En el caso de las aminas, cuyos 
pK's están muy por encima del intervalo de pH analizado, el 
incremento en pH aumenta ligeramente su k'. 

En los compuestos ácidos k' varia en forma inversa al pH, 
esta variación es mucho más marcada que en el caso de las aminas. 
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FIGURA 3. Factor de capacidad (k') en función del pH. Compuestos 
ácidos. Se utilizó una columna Novapack C18 y como fase móvil una 
disoluc.ión amortiguadora de acetatos O. 1 M a los pH • s señalados y 
con 5 y 10 ?. de metanol. Detector UV, ~= 254 nrn. 
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FIGURA 4. Factor de capacidad (k'l en función del pH. Aminas y 
compuestos neutros. Condiciones iguales a la figura 3. 
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El comportamiento de k' en función del 3 de. metanol y del pH 
de la fase móvil se puede explicar tomando en cuenta que el 
mecanismo de separación es de hidrofobicidad (para revisión 
vease: Horváth y Melander, 1976). 

Aunque no se probó la variación de k' en función de la 
concentración de contraión, en la literatura (Taylor y col, 1983) 
se indica que, para las aminas, la k' varia linealmente con la 
concentración de contraión (dodecil sulfato de sodio) adsorbido 
sobre la superficie de la fase estacionaria, hasta alcanzar un 
máximo y después disminuir, lo que corresponde a un mecanismo de 
intercambio iónico - desolvación. Para los compuestos neutros se 
obtienen k' muy pequeñas y se reducen aún más al incrementarse la 
concentración de contraión. Para los compuestos ácidos hay una 
disminución significativa de k' al aumentar el pH y la 
concentración de contraión debidas a un efecto de repulsión entre 
las cargas del contraión y del soluto aniónico. 

6.2 Determinación de catecolaminas por HPLC 
electroquímica. 

6.2.1) Materiales y Métodos 

y detección 

6.2.1.1) Eguipo utilizado. Cromatógrafo de líquidos Waters, 
consta de: Bomba de flujo. constante modelo 510, Inyector 
universal modelo U6K, Módulo de datos modelo 730. Detector 
electroquímico BAS modelo LC-2A y Detector electroquímico LKB 
2143. 

6.2.1.2) Estándares. Se utilizaron estándares de NA, A, DA, 5 
HT y dihidroxibencilamina (DHBA} de Sigma Chem. Co. Se prepararon 
disoluciones patrón de 10 mg cada una en 100 ml de HCl 0.1 M. De 
aqui se tomaron alícuotas para preparar las disoluciones de 
trabajo. 

6.2.1.3) Columna y condiciones de trabajo. Se empleó una columna 
de octadecilsilano: NOVAPAK C18 de Waters. Inicialmente se empleó 
como fase móvil una disolución amortiguadora de monocloroacetatos 
0.03 M, pH 3.5, EDTA 0.002 M, octilsulfato de sodio (OSS} 0.1 mM 
(BAS Application Note 14) a un flujo 0.7 ml/min. 

6.2.2) Experiaentos preliainares. 

Estos experimentos se consideran preliminares porque se 
realizaron con el detector BAS LC-2A, cuyo electrodo de trabajo 
era de pasta de carbón, el cual por el rápido deterioro de su 
superficie da respuestas muy variables. Los resultados de estos 
experimentos se describen en los incisos 6.1.3 a 6.1.8; algunos 
fueron repetidos con el detector LKB 2143, cuando este sea el 
caso se indicará en el inciso en cuestión. 
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NA 

A 

DHBA &.2-9~6 

DA 
- ,-, -,- - ------------------------------------------------------------------

Los valores representan los tiempos de retención en minutos para 
los diferentes estándares. 
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6.2.3) Tiempos de retencion. 
acondiciona•iento. 

Influencia de1 tiempo de 

En la tabla 1 se muestran los tiempos de retención obtenidos 
para los diferentes estándares inyectados. Es evidente que existe 
una gran variación. Al analizar estos datos en funcion del tiempo 
de acondicionamiento de la columna que abarco el intervalo de 0.5 
a 4.5 horas (figura 5), se observo que estos variaban 
linealmente en función de dicho intervalo de acondicionamiento. 
Esto puede explicarse tomando en consideración los mecanismos 
involucrados en la cromatografia de pares de iones. (Para 
revisión vease: Vera, 1980; Del Rey, 1989). El tiempo de 
retención depende de la cantidad de contraiOn fijada en la fase 
estacionaria, y ésta a su vez depende de la concentración de 
contraiOn en la fase móvil. Además, antes de que la columma 
esté equilibrada, la concentración de par iOnico en fase 
estacionaria depende de la cantidad de contraiOn que se ha hecho 
pasar por la columna hasta alcanzar una meseta. Si la 
concentración del contraiOn en la fase móvil es muy pequeña, esta 
meseta tarda mucho en alcan=arse. 

Por esta razón se decidió no lavar la columna al final de 
cada jornada de trabajo. Una vez acondicionada al inicio de la 
jornada, se dejaba en refrigeración durante la noche, o con un 
flujo de 0.1 ml/min, y sólo se lavaba los fines de semana. Con 
esto la dispersión de los tiempos de retención se redujo 
significativamente, aproximadamente 5 veces (ver tabla 2). 

6.2.4) Hedida del pico cromatográfico. 

Para llevar a cabo estos experimentos se modificó el pH de 
la fase móvil, ya que de acuerdo con Moyer y Jiang (1978), a pH 
de 4.5 habia una mejor respuesta del detector. Ellos encuentran 
que la respuesta del detector se incrementa al incrementarse el 
pH, para valores de pH entre 2 y 4. Entre 4 y 6 la respuesta 
alcanza un máximo y a pH's mayores de 6 decrece con el incremento 
de pH. El incremento puede explicarse considerando que el grupo 
catecol se oxida más fácilmente a pH's mayores (Mentasti y cols., 
1973), o bien que a pH's mayores a 3 la reacción de oxidación de 
las catecolaminas sigue un mecanismo: Electroquimico-quimico­
quimico, que da como resultado un número aparante de electrones 
de 4, en comparación con los 2 electrones involucrados cuando la 
reacción se lleva a cabo a pH's menores (Haweley y cols .. 1967). 
El decremento puede explicarse considerando que a pH's mayores de 
6 las catecolaminas se oxidan expontáneamente en presencia de las 
superficies metálicas presentes en el sistema cromatográfico. 

Por esta razón cambiamos de disolución amortiguadora, la 
fase móvil utilizada fué una disolución de acetatos 0.1 M, pH 
4.5, EDTA 0.01 M, OSS 0.1 mM (esta modificación no tiene efecto 
en el tiempo de acondicionamiento). En estas condiciones y 
durante· tres dias seguidos se inyecto una mezcla de 250 y 500 pg 
de las diferentes aminas y DHBA (250 pg) por quintuplicado. Los 
resultados obtenidos se muestran en las tablas 3 y 4. 
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·--NA ""+-.A --DHBA -e- DA 

FIGURA 5. Tiempos de retenciOn (tri en funcion del tiempo de 
acondicionamientü. Se presentan los tr. en minutos, para NA, A. 
DHBA y DA obtenidos a diferentes tiempos de acondicionamiento len 
hsl de la columna. Columna: Novapack C18. Fase móvil: 
Monocloroacetatos 0.03 M pH 3.5. EDTA 2 mM. OSS 0.1 mM. Flujo 0.7 
ml/min. Detector BAS LC-2A. 
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TIEMPos DE· RETENCroN··coN ú coLUMNAAcoNorcroNADA 

Estándar Intervalo.Ú.m~.n. ) S'' · <x-±.'~ .>, .( < . •T1.•._•• 
- - - -- - - - - - - --- - ----- - --- ______ ..: _ ;:··~ - ~.:.:.;.,-----~~-~-'::._::.-~6:.:.:.e:-::-~..::..,.._ --- --- - -----: -_- - ·-"" ',,._,. .. J,~; .·-.~-- ·.-,;_· .. ,. ·' ,., , .. ,,-, .... -.- ,I:•:.;.''~<-'-..!..::~- _,;:; ... ~--

NA . 3 ,3.-3,4>'}t .,,,. -''°'3 .'36~t~: 9"PJ5i_J¿ •·"-& .. ;_. ;:;~s , 
--.o;~ '--;:: ;_,:_··:_ :c~0~- -:;-"'·' - - ~'.~~{~~~ _, -" 

A 5';9:..7_' :_·i:c· ,.-.,,.r -... ·.-.~.-:.·.·.7.:-.'06.?_:.ó.-iis<;i .; ;¡{ -5 ;.Vi.~ .;::V·_; ~~;~-; , . 
,_ ,, ,:;. - ·''···· ··'"' . . ;• ,·::-·- -··,·:-__ :<~;' -;: __ '.·:->:-- \-'.-~~-<··':_··:; 

DHBA 8;6-8;9 ,)':i''E·:'.{a:76c+()';(ig ~;;~.;~.· 5 

DA 17;'s-1á;3' ls.ÓO ± ~-41;, •. •··.· .. > 5 --
- ------------------- --_ - ....:. -~ ~ ----------------_. -- .:.;·_ ~ -· ~-;_::..::..:: ~ _:::; _ ---- ---
Los valores representan los tiempos 
diferentes estándares mencionados. 
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H 

H/HDHBA 

A 

A/ADHBA 

H 

H/HDHBA 

A 

H/HDHBA 

A 

, A/ADHBA 

.) 

H 

H/HDHBA 

A 

A/ADHBA 

5. 7 ±. o. 08 

1.9 ±. 0.13 (6.9) 
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(2.0) 

o.os- (2.5) 

±. 0.10 (2.0) 

l. 8 ±. o . 09 ( 5. 3 l 



-· 

A/ADHBA 1.9 .:!. 0.10 (5.6) 2.0 .:!. 0.15 (7.3) 2.0-;!. 0.09 (4.7) 

Los valores representan el promedio .:!. la desviación estándar de 
las diferentes formas de medir los picos; entre paréntesis se 
muestra el coeficiente de variación para: altura (H), 
altura/altura del estándar interno (H/H(DHBAll, área CA) y 
área/área del estándar interno (A/A(DHBA)). 
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TABLA 4. COEFICIENTES DE VARIACION PARA.LOS 3 DIAS 
--------------~:_:...~---·~:~:~_;.f".;.,:..._:_ . ..:..·'.:...-..;..·;;.·~-~~.:..._~---~-2:-.;..~.-:f:~-~·:.~.------_:;.... ___ _ 

. . ;'~ ' 
. -.J.-

- ------ -------- ;.... ~...:'--~--·~-----·- ,;_ _ - _·:_~..:..-_ -- -:..., __ -::._._·_-..:.,-_;;_·...:. ...:.~- __ ,_ ----------

A 2.0 1.0 
·::-·~;''.---~ --

A/ADHBA ·11 "'7 ~' \ .. z;·5 · .,,,, 3;.~ 
\! ~ -. ,:={ ::1;)- ~-:.-_~;;,,_ 

----------------------------------:...-_J:~---..:..--;....--~~-:...-~~---~~----
Los va lores representan los coefic'ierit:3~\;'<le''.;i./atiíiS'i'6n' iritérensayo. 
para los diferentes estándares' /:;;efr:: ' las;' \:;:qncéntraéiones 
mencionadas. ~ 
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Como puede observarse se encuentran en general coeficientes 
de variación menores para los valores absolutos, tanto de área 
como de altura, que para los valores corregidos por el estándar 
interno (tabla 3). Esto probablemente se deba a que la medición 
es manual y al referir los valores al estándar interno CDHBAl se 
suma el error de las dos mediciones. Sin embargo si se toman en 
cuenta los coeficientes de variación obtenidos para las medias de 
los diferentes días (tabla 41 en general los valores menores se 
obtienen para la relaciones área corregida por el área del DHBA y 
altura corregida por la altura del DHBA; no encontrando 
diferencias significativas entre las varianzas calculadas a 
partir de una u otra formas de medir los picos cromatográficos. 
Por esta razón y puesto que es más sencillo medir altura que 
área, en adelante se utilizará la relación altura del pico 
cromatográfico dividida por la altura del DHBA. Cabe señalar que 
se utilizó un inyector con capacidad de 2 ml, por lo que el error 
en la inyección juega un papel importante. 

6.2.5) Cantidad minima detectable. 

Se inyectaron en orden decreciente mezclas de 125, 100, 75, 
50, 25 y 12.5 pg de NA, A y DA, manteniendo constante la cantidad 
de DHBA (250 pg). Con 12.5 pg alcanza a medirse la altura del 
pico pero no su área. 

La evaluación de la can~idad minima detectable se 
también con el detector LKB, obteniendose en este caso un 
de 50 pg para una señal de 2 veces el ruido. 

6.2.6) Curva de histéresis. 

realizó 
valor 

Se inyectaron en orden creciente y después en orden decre­
ciente las siguientes cantidades: o, 50, 100, 200, 350 y 500 pg 
de NA, A y DA, manteniendo constante la cantidad de DHBA {250 
pg). En la figura 6 puede apreciarse que, aunque son muy pocos 
puntos, no se observa el fenómeno de histéresis, es decir, las 
curvas creciente y decreciente son una misma. 

6.2.7) Eficiencia de la extracción con alúmina. 

Se empleó la técnica descrita por Warner y col (1979) con 
algunas modificaciones: A 1.5 ml de estándar (simulando las con­
centraciones encontradas en el plasma) se le añaden 400 ul de una 
disolución amortiguadora de Tris/EDTA 1.5 M; pH 8.7 y 15 mg 

0
de 

alúmina. Se agita 15 min, se centrifuga 3 min {1500 X g, 4 c. 
Se descarta el sobrenadante, la alúmina se lava 2 veces con un rnl 
de agua y las catecolaminas se eluyen con 100 ul de una 
disolución que contiene: 75 ul de HCl04 concentrado y 50 ul de 
EDTA al 5 3 por cada 10 ml de disolución. Se inyectan 25 ul 
de sobrenadante en el cromatógraf o empleando las condiciones ya 
descritas. 
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o 0.1 0.2 0.3 0.4 ··o.o.· 0.6 
Cantidad {ng) 

o DA + A NA 

FIGURA 6. Altura del pico cromatográfico (HJ vs 
inyectada. Se presentan las H obtenidas para 
cantidades inyectadas de NA, A y DA; asi como las 
regresión lineal correspondientes. Columna: Novapack 
móvil: acetatos 0.1 M pH 4.5, EDTA 10 rnM, oss 0.1 mM. 
BAS LC-2A, 
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rnicialmem:e se ut.ilizó alúmina neut.ra Merck, per() el 
cromatograma del blanco de extraccl.6n mostraba:una'gran cantidad 
de picos no identificados. Se buscó ctial ' de lo¡¡;~· re,ac;tivos 
empleados en la exú:acción resul télba responsable' de\.estos'.¡. picos. 
y se encóntr6 que era la: al.úmina por: lo~ que se Pio.cedi~.:a. darle·. 
un lavado acido como .l.o sehalan AntOn y Saire, ( 1~969 j .')\·:eón · Éiste 
lavado acido mejor6 mucho el .cromatograma .del' bl.élnécf: .• · 

. : ··,\"' .::<:/·· 
•• e .-:.·· .·-·. ', • •• >.· . 

Eficiencia de la extráccl.6n. Se procesaron pb~ .. duplÚ·ado mezclas 
.je 500 pg de NA, A .Y DA y 250 pg de DHBA en .1·, 5 • ml· de •'agua; los 
resultados s~ muesiran en ·1a tabla 5. L~~ recupeta6iones son 
bajas. sin embargo sc1r1 semejantes a las encontradas· en la 

Con ~l fin J¿ v~1·ifica1· qu~ l~ ~xt1·acción d~ c.atecolan1inaa 
era completa. la alómina, de la cual se habían ya elüido las 
catecolaminas. se sometió a una segunda extracción con 100 ul de 
la mezcla antes descrita y se inyectaron 25 ul en el cromatógra­
fo. En los tiempos de retención correspondientes a las catecolmi­
nas se observan señales muy pequeñas que prácticamente se'confun­
den con el ruido. por lo que se decidió no aumentar el volumen de 
elución ni hacer una segunda extracción. 

6.2.8) Control de calidad . 

. con el fin de evaluar la variabilidad interensayo;; de· la 
extracción con alómina se hiceron cuatio curvas de carl.bración 
para NA y A. Estas curvas se presentan en las figuras -7 y 8.~ SE: 
ü~ilizaión cantidades entre 0.5 y 8 ng de NA y de A. se grafl.¿6 
la altura del pico de NA o bien de A dividida entre la altura del 
pico de DHBA. cuya cantidad se mantuvo constante. En las graficas 
se presenta el valor promedio junto con la desviación estándar, y 
la curva de regresión lineal para los promedios. 

Las figuras 9 y 10 ilustran los datos obtenidos para 
experimentos semejantes pero utilizando el detector LKB. 

Es importante señalar que con el detector LKB se obtienen 
dispersiones menores para las alturas corregidas y que para la A 
se amplia el intervalo de respuesta lineal. Cabe señalar que este 
es el comportamiento esperado si se comparan dos detectores, con 
electrodos de trabajo de pasta de carbono uno, y el otro de 
carbón vidriado. En la literatura se señala que el detector con 
electrodo de trabajo de pasta de carbono es más sensible que el 
que tiene carbón vidriado, pero su respuesta es más variable. 

6.2.9) Adaptación de la Técnica. 

A continuación se sehalan las modificaciones necesarias para 
adaptar la técnica a los diversos proyectos de investigación. 
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TABLA 5. RECUPERACION DE LA E~TRACCION CON ALUMINA 
-- - -- - - - -- - --~- -~-- - ~--~_ .:_ _-~ ~~.:... =--:..:~ _·:.:...:_ ____ . ___ -;,.:.:.__·~.- -.-':"'"- .:....--.~~- ---~'":=~:- - - ~ - -

------------------- ----·------------------ ----- ~ ._ --- ...:.:~;...;...:. _·...:.;...._;_-__ ---
NA A DA 

3 R 65.6 : 52.3 54.9 

El porcentaje de recuperación (3 RJ se calculá comparando la 
altura de cada pico antes y después de la extracción. 
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H/H(dhba) 

1.6 

1.2 

r•0.999, m•0.192, b•0.012 

o 2 4 e· 10 
Cantidad (ng) · 

FIGURA 7. curvas de calibración para NA, utilizando el detector 
BAS LC-2A. Se presentan los promedios y desviaciones estándar de 
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades 
inyectadas de NA. También se presenta la curva de regresión 
lineal para los promedios. Condiciones cromatográficas: ver 
figura 6. 
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FIGURA B. Curvas de calibración para A, utilizando el detector 
BAS LC-2A. Se presentan los promedios y desviaciones estándar de 
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades 
inyectadas de A. También se presenta la curva de regresión lineal 
para los promedios sin tomar en cuenta el último punto (8 ng). 
Condiciones cromatográficas: ver figura 6. 

36 



H/H(dhbs) 
2.5¡--~~~~~~~~~~-'-~_;__-'--~..,--:--'---'-~,-,_,..~~___, 

2 

r •O. ggg, m-C. 2 e:3. bQ. 017 

4 6 e 10 
Cantidad (rig) 

FIGURA 9. Curvas de calibración para NA, utilizando el detector 
LKB 2143. Se presentan los promedios y desviaciones estándar de 
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades 
inyectadas de NA. También se presenta la curva de regresión 
lineal para los promedios. Condiciones cromatográficas: ver 
figura 6. 

37 



FIGURA 10. Curvas de calibración para A, utilizando el detector 
LKB 2143. Se presentan los promedios y desviaciones estándar de 
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades 
inyectadas de A. También se presenta la curva de regresión lineal 
para los promedios. Condiciones cromatográficas: ver figura 6. 
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6.2.9.1) Excreción urinaria de MHPG en sujetos sometidos a 
deprivación de sueño de movimientos oculares rápidos (MOR). 

Cada orina de 24 horas se recolectó en un frasco que 
contenia 500 rng de metabisulfito de sodio (utilizado corno 
antioxidante), se midió su volumen total y se guardó una alicuota 
para cuantificar MHPG y creatinina (la cantidad de creatinina 
excretada en 24 hs se utilizó como idicador de una adecuada 
recolección). Las determinaciones de MHPG se llevaron a cabo 
utilizando cromatografia de gases y detector de captura de 
electrones, metodologia previamente estandarizada (Navarro y 
cols., 1983). La creatinina se cuantificó utilizando un método 
colorimétrico. 

Los resultados dieron lugar a una publicación en una revista 
internacional (se anexan fotocopias) 

6.2.9.2) Monodesyodación organo-especifica de tironinas y 
actividad simpático-suprarrenal. 

Este fue el primer proyecto que se trabajo con la técnica 
de HPLC-detección electroquímica descrita, las curvas de 
calibración que se mencionan en el inciso 6.1.8 fueron hechas 
para las concentracioneas plasmáticas encontradas en estos 
animales experimentales. 

Se tomaron 30G ul de plasma a los que se les añadió DHBA y 
se sometieron a la extracción con alúmina. Cada ensayo consistía 
de una curva de calibración, una muestra de plasma patrón y 10 ó 
15 muestras problema. Tanto los estándares como las muestras se 
procesaron por duplicado. 

Los resultados han dado lugar a 3 presentaciones en 
congresos nacionales y a una publicación en una revista periódica 
internacional (Se anexan fotocopias). 

6.2.9.3) Metabolismo y biotransformación periférica de tironinas 
en ratas lactando bajo diferentes niveles energéticos (dietas). 

En este caso los niveles plasmáticos encontrados resultaron 
un poco menores a los obtenidos en el inciso anterior, por lo que 
se decidió incrementar el volumen de la alicuota a 500 ul. Al 
igual que en el inciso anterior, para cada ensayo se utilizó una 
curva de calibración y un plasma control. Tanto las muestras como 
los estándares se trabajaron por duplicado. 

Los resultados se presentaron en un congreso nacional y en 
uno internacional (se anexa fotocopia de los resúmenes). 

6.2.9.4) Cuantificación de catecolaminas y algunos de sus 
metabolitos en liquido cefalorraquídeo de rata. 

En este caso se pretendía en una misma ~órrida 

39 



cromatográfica separar a las catecolaminas y a sus metabolitos. 
Para este tipo de separaciones, en general se emplea como fase 
móvil una disolución amortiguadora con pH entre 3 y 4, con 
concentraciones elevadas de contraión y de algún disolvente 
orgánico como metanol o acetonitrilo. En el detector que se 
estaba empleando en ese momento (BAS, mod. LC-2A), el electrodo 
de trabajo era de pasta de carbono y la superficie se modifica 
muy rapidamente con concentraciones elevadas de contraión o de 
algún disolvente orgánico; por lo que no se podian utilizar estas 
opciones. Sin embargo fue posible separar y detectar NA, DA, 
DHBA, MHPG, 5-HIAA, DOPAC y HVA. 

En la literatura se señala que es posible determinar a las 
catecolaminas y a sus metabolitos a partir de liquido 
cefalorraquideo precipitando proteinas con HCl04 0.2 a 0.5 M 
centrifugando e inyectando el sobrenadante en el cromatógrafo 
(Warnhoff, 1984). La sola inyección de HCl04 daba señales en el 
cromatógrafo que interferían con la determinación, y lo mismo 
ocurrió para concentraciones altas de otros ácidos, incluso para 
ac. acetico grado HPLC. 

Resultaba necesario utilizar un paso de purificación de la 
muestra previo a su introducción en el sistema cromatografico. La 
adsorción en alúmina, que ya se habia utilizado, no era factible, 
ya que sólo las aminas y el DOPAC se podian purificar en esta 
forma. Se optó por una extracción en medio ácido con acetato de 
etilo, evaporar este, redisolver en fase móvil e introducir la 
muestra en el sistema cromatografico. Sin embargo con esta 
estrategia sólo es posible determinar los metabolitos ácidos y al 
MHPG. 

6.2.9.5) Cuantificación de catecolaminas en algunos núcleos de 
tallo cerebral de ratas desnutridas. 

En este caso se cuantificaron NA, A, DA y 5-HT. Fue 
necesario modificar las concentraciones utilizadas para las 
curvas de calibración, asi como el procedimiento de purificación. 

Se utilizó la técnica descrita por Semba y col (1984) con 
modificaciones. El tejido se homogeneizó en 100 ul de una mezcla 
de 1.3 ml de HCl04 0.4 M, 1 ml de EDTA 0.1 M, 0.75 ml de agua y 
30 ul de una disolución de DHBA en concentración de 10 ng/ml. Se 
centrifugó a 1500 g, 4 ºe por 10 min, el sobrenadante se filtró a 
través de membranas de 0.22um de tamaño de poro y se inyectó en 
el cromatógrafo de liquides. El precipitado se redisolvió en 100 
ul de NaOH 0.1 M para determinación de proteínas (Lowry y col, 
1951). 

En la figuras 11 y 12 se presentan las curvas de calibración 
obtenidas para los estándares acuosos y añadidos a tejido de NA y 
DA respectivamente. Nótese que el tejido contenía cantidades 
apreciables de NA, pero no de DA. En la tabla 6 se presentan los 
resultados obtenidos para cantidades crecientes de tejido. 
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o Q.5 1 1.5 2 2.5 
Cantidad (ng) 

FIGURA 11. NA añadida a tejido. Se presentan las alturas 
obtenidas para diferentes cantidades de NA acuosa (.) y añadida a 
tejido (X). Asi como las curvas de regresión obtenidas. 
Condiciones cromatográficas: ver figura 6. Detector LKB 2143. 
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FIGURA 12. DA añadida a tejido. Se presentan las alturas 
obtenidas para diferentes cantidades de DA acuosa (a) y añadida a 
tejido (o). Así como las curvas de regresión obtenidas. 
Condiciones cromatográficas: ver figura 6. Detector LKB 2143. 
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------------------------~-------------~----------------------~--
NSQ, núcleo supraquiasmático; NRD, núcleo raphe dorsalis; NLC, 
núcleo locus coeruleos. 
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Puede apreciarse que utilizando el extracto proveniente de 2 
animales se pueden detectai las 3 aminas en los núcl~os 
referidos. 

6.2.9.6) Cuantificación de catecolaminas circulantes y hepáticas 
en ratas bajo diferentes condiciones de alimentación. 

En este caso tanto la sangre como el hígado se pesan, se les 
adiciona ac. tricloroacético al 10 3 para precipitar proteínas, 
se centrifugan, y el sobrenadante es sometido a la extracción con 
alúmina; ésta se lava con agua y posteriormente las catecolaminas 
se eluyen con ac. acético 0.2 N. 

Se realizaron pruebas de linealidad, 
recuperación y variación tanto intraensayo como 
Estos datos se muestran en la tesis de maestría de 
(Racotta, 1991). 

sensibilidad, 
interensayo. 
I. Racotta 

Este trabajo ha dado lugar a una presentación en un congreso 
nacional y a una publicación en una revista internacional (se 
anexan fotocopias). 

6.2.9.7) Caracterización de diferentes subpoblaciones de gránulos 
cromafines en glándula suprarrenal de bovino. 

Para estas determinaciones se modificaron las 
concentraciones de los estándares. En este caso se utilizan 
concentraciones entre 3.25 y 25 ng por 5 ul. Para cada grupo de 
muestras se corre en paralelo una curva de calibración por 
duplicado. 

Los resultados han dado lugar a 3 
congresos nacionales y a una en un congreso 
anexan fotocopias de los resúmenes). 

presentaciones 
internacional 

6.3. Estandarización de la técnica para aedir THO. 

6.3.1) Separación croaatográfica de JX)PA y de otte-DOPA. 

en 
(se 

En las condiciones descritas para la separación de NA, A, 
DHBA y DA, descritas en el punto 6.1.5, DOPA y otle-DOPA (estándar 
interno), interferian con NA y DHBA por lo que se modificó la 
fase móvil, cambiando pH (a 3.5) y la concentración de octil 
sulfato de sodio (32.5 mg/ll para lograr la separación deseada. 

6.3.3) Curvas de calibración de DOPA y of1e-JX)PA. 

En las condiciones descritas anteriormente se inyectaron 
estándares acuosos de DOPA y o!Me-DOPA en cantidades de 1 a 20 ng 
de c/u. Ver figura 13. 
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" DOPA o :.;.Me-DOPA. 

FIGURA 13. Curvas de calibración para DOPA y para O( Me-DOPA. se 
presentan las H obtenidas para diferentes cantidades inyectadas 
de DOPA y de O( Me-DOPA; asi como las curvas de regresión lineal 
obtenidas. Columna: Novapack C18. Fase móvil: acetatos 0.1 M pH 
3.5, EDTA 10 mM, OSS 0.22 mM. Detector BAS LC-2A. 
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6.3.4) Empleo de coluanas de sephadex G-10. 

Con el fin de purificar la muestra antes de su introducción 
al sistema cromatográfico en la literatura se recomienda el 
empleo de columas de intercambio catiónico (Nagatsu T. y col, 
1979) o bien de filtración en gel (Westwernick B.H.c. y Mulder 
T.B.A, 1981). Debido a la disponibilidad de materiales, se 
decidió emplear la filtración en gel. Se utilizaron columnas de 
0.5 X 6 cm. El sephadex G-10 se dejó hinchándose en ac. fórmico 
0.01 M aproximadamente 12 hs., y se empacaron las columnas 
vaciando el sephadex hinchado por medio de una pipeta pasteur. Se 
aplicaron 20 ng de los siguientes estándares: A, NA, DHBA, DA, 
DOPA y o:Me-DOPA. Se pasaron a traves de la columna 3.5 ml de ac. 
fórmico 0.01 M y 1.5 ml de fosfato monobásico de sodio 5 mM. Se 
recolectaron fracciones de 0.5 ml a la salida de la columnas y se 
inyectaron 200 ul de cada fracción en el cromatógrafo. Los 
resultados se muestran en la figura 14. 

6.3.5) Extracción con alúaina. 

Como puede observarse en la figura 14 la DOPA y atle-DOPA 
eluyen en las fracciones 5 a 9, en un volumen de 2.5 ml, por lo 
que es necesario concentrarlas, con este fin se utilizó una 
extracción en alúmina, semejante a la descrita en el punto 6.2.7 
con las siguientes modificaciones: 20 mg de alúmina y 1 rnl de 
disolución amortiguadora Tris/EDTA 1.5 M, pH 8.7. 

6.3.6) Curvas de calibración para DOPA y oHe-DOPA empleando 
hoaogenado de cerebro de rata como vehículo. 

Se obtuvieron los cerebros de ratas macho adultos de 
aproximadamente 200 g de peso sacrificadas por decapitación. 
Inmediatamente después de su obtención los cerebros fueron 
pesados y homogeneizados en una disolución de sacarosa 0.3 M, en 
una relación 1 g de tejido/10 ml de disolución, mantenida a 4°c. 
Se tornaron alícuotas de 200 ul de este hornogenado y se les 
añadieron estándares de DOPA y O(. Me-DOPA entre 1 y 20 ng, se 
agregaron 200 uh de HCl04, 0.1 M, se agitaron y se centrifugaron 
a 1500 X g y 4 C. Los sobrenadantes se aplicaron a las columnas 
de sephadex G-10 y se sometieron a todo el procedimiento de 
extracción. Los resultados se muestran en la figura 15. Nótese 
que el tejido utilizado no contenía DOPA, por lo que las 3 curvas 
parten del origen. 

Los pasos a seguir son (i) evaluar los coeficientes de 
variación intra e interensayo para la cuantificación de DOPA; 
(ii) hacer el ensayo enzimático utilizando homogenados de cerebro 
y de glándula suprarrenal corno fuentes de THO y tirosina como 
sustrato. Se utilizará la técnica descrita por Nagatsu y col 
(1979). (iiil Evaluar coeficientes de variación del ensayo 
enzimático. 

46 



Altura (cm) 
35,.--~~~,.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

3 

2.5 

2 

.1.5 

0.5 

FIGURA 14. 
presentan 
diferentes 

2 

Perfil de 
las alturas 
fracciones 

Sephadex G-25 (0.5 X 

4 5 7 e 9 10 
No. de fracción 

- DOPA. [=:J:>h~e-DO::'A 

elución a través de Sephadex G-10. 
obtenidas para DOPA y oC.. Me-DOPA en 
eluidas de una columna empacada 

6 cm}. Fracciones de 0.5 ml. Vol 
inyección: 200 ul. Condiciones cromatográficas: ver figura 

47. 

Se 
las 
con 
de 

13. 



o 5 10 15 20 25 
Cantidad (ng) 

FIGURA 15. DOPA añadida a tejido. Se presentan las alturas 
obtenidas para diferentes cantidades de DOPA acuosa (X), acuosa y 
procesada <~l y añadida a tejido y procesada (X). Así como las 
curvas de regresión obtenidas. Condiciones cromatográficas: ver 
figura 13. 
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6.4) Separación de hormonas tiroideas empleando cromatografia en 
capa fina. 

El tejido se homogeneizó y se sometió a extracciones a 
diferentes pH's con el fin de lograr una mejor recuperación de 
las posibles moléculas organicas yodadas (las que se suponen 
semejantes a tiroxina o a triyodotironinal. Esta técnica es una 
modificación de la reportada por Gordon (1982). 

Una alícuota de la extracción final se sometió a 
cromatografia en capa fina, o en papel. Este trabajo se presentó 
en dos congresos nacionales (se anexan fotocopias de los 
resúmenes l . 

6.5) Cuantificación de amitriptilina y nortriptilina en suero. 

Se anexa fotocopia del trabajo publicado. 

7) CONCLUSIONES. 

- se tiene una técnica sensible, espscifica y reproducible para 
la determinación de catecolaminas en diversos fluidos y tejidos 
biológicos; asi corno para algunos de sus rnetabolitos. 

La implementación de la técnica para cuantificar la enzima 
limitante de la biosintesis de las catecolaminas, la tirosina 
hidroxilasa, está tambien por concluir. 

Asi mismo se cuenta con una metodologia para la separación de 
hormonas tiroideas y de algunos de sus productos metabólicos. 

- También se cuenta con una técnica simple para la determinación 
de arnitriptilina y nortriptilina en plasma. 

y quizas la conclusión más importante seria que el esfuerzo 
coordinado de personas dedicadas a diversas áreas corno son la 
fisiologia y la química analitica puede rendir frutos valiosos. 
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Changas in 24-Hour Urinary Excretion of MHPG After Four 
Continuous Nights of REM Sleep Deprivation in Human 
Volunteers 

Rafael J. Salin·Pascual. Luz Navarro Angulo, and Juan Ramon de la Fuente 

Reafrcd Juh 5. }988: (1r.H re\ urd ''l'r.\lcin rrcdl"Cd l\'O\·cmflcr /ó, /9M: ,{rt·ond rc\·ürd wr.\/nn 
rrc1·frrd Úarch O, i9bY: ocrcr1t·d Jim1' 3. J'zJM'. 

Ab!.trllCl. Ei~ht hc01lth) voluntct:r!<t "ere drpri,cd of rapid t)C mon:mcnt {REM) 
slecr fo: 4 comccutiH ni~hh. 1 \l.l'nl~-four-hour urinc sampks \l.Crc collertcd to 
determine k\'eh of 3-methr'~~-4-h)dro:i..yphcnyl~l)COI tMHPG) during ba!ial, 
REM slccp deprnauon. and RE M rcccncry condit1ons. A control tApcrimcnt wa~ 
carried out in four subjcct~ ""ho \\Crr av.;:i.kencd in non-REM skcp far 4 come cu­
t in night~. Subject~ dcpri\ cd of RE M sleep showcd sig.nifu::ant M H PG incrca!<ic!­
on night 4 of skcp deprivation. M H PU le' eh in thC' control condition dC'crea!<icd. 
but nN signif1c.i.intl~. \\'hen M H PG k\'c h in both expcrim::ntal and control 
c0ndiuom '4Crc cornpared in the !.ame four subjects, a s1gnif1can1 difference wa!­
ob!.ervcd, ind1cat1n~ an eflcc1 of thc control condition. lncrcased MHPG leHh 
werc related tQ REM slecr rcduction and lo the time and numbl.'r of a'4akening.!-. 
Our fmding!> seem to suppon an iO\cr~e homeostatic relationsh1p bct'4ecn norepi· 
nephrinc metabohsm and REM slccp. 

Kt) \\·ords. Sker. catcchob.mme!'-. norcpincphnnc. affec1ive disorder. 

Thc therapeutic effect> of rapid cyc mo,emcnt (REM¡ slecp dcpri,·ation in paticnt' 
suffcring from endogcnous deprcssion havc becn "idely reponed. but the undcrlying 
neurobiological mechanisms remain unclcar (\'ogel et al.. 196~). A role of brain 
norcpincphrine (!'El in sleep rcgulation has heen suggestcd (Monti. 1983). Pharmaco· 
logical studie> have shown a rclatiomhip betwcen the functionalstate ofl'\E receptors 
and REM sleep (Gaillard. 1983). Thc influence of /3 1·adrencrgic r~ceptors on REM 
sleep h"' bcen infcrred from thc fact that bloc~ade of these receptor> induced a 
dose-related decreasc in REM slecp. and that thc /3 1-adrcncrgic receptor agonists 
countcract this effect (l..anf umcy et al.. 1 %5). Mogilnicka et al. ( 1980) reported that 72 
hours of REM sleep deprivation in rats prod uced a reduction of cortical /3-adrencrgic 
recognition sites. as assessed by dehydroalprenolol. 

Preclinical and clinical research into the mechanisms of action of antideptessant · 
agents has been focuscd on the adaptative changes in !\'E and serotonin receptors 

Rafael J Salm-Pa .. cual, M.D .. M.Sc.. is Clmical Re!.earch As!<ociate; Lu1 !\a\"aTrC' A~¡:ulo. M.Sc .• i~ 
Preclinical Research As!<ocia1e. and Juan H.amon de la Fuen1c. M.D .. t) Chmcdl Rcsearch As~oc1a~c. 
Dcpanamento dr P)1cobiolof.ia. D1\ is1on de lmcsti~ac1one~ Chnica!>. Instituto Mexicano de P)1quiatna. 
Dr. Sahn·Pa1>cua\ i!io ah.o in 1he Secc1on de Gradu:.tdo~. Escuela Supcrior de Medicina. Instituto Pohtecnico 
f'oiacional. (Reprin1 requesh to Dr. R.J. Salín-Pascual. DepanamC'nlo de Ps1cobiología. 01\'ision de 
ln\'estigaciones Cliníca~. lnmtulo Me>.1cano dC' Ps.1quiatria, Cab. Mnico-Xoch1milco IOI. ~1c,,ico C11~ 
14370. Mcxirn.) 



156 

induced by long-term treatment (Charney et al., 1981; Racagni and Brunello, 1984). 
Long-term therapy decreases the sensitivity and density of brain 13-adrenergic 
receptors. 

Past studies ha ve suggested that J:methoxy-4-hydroxyphenylglycol (\IHPG) or its 
sulfate conjugate is !he major metabolite of brain NE (Maas et al., 1968), and that 
much of the NE 9riginating in the brain is excreted in urine as MHPG. [n contras!, 
relatively small amounls of urinary NE. normetanephrine, epinephrine, metaneph­
rine. or·J-inethoxy-4-hydroxymandelic acid (VMA) seem to derive from the central 
nervous svstem (CJllS) (\iaas el al., 1979). 

This rep~n examines the relationship of 24-hour urinary excretion of \! HPG in a 
group of human vo1unteers in two different sleep conditions: REM sleep deprivation 
and non-RE~~ sleep á"'akening. The main issue to be addressed was whether selective 
REM sleep deprivaUon and rion-REM sleep awakenings would alter C:"S NE availa­
bility. as rellected in ~IH PG leve Is. 

Methods 

The subjC"cts \lo ere eight normal volunteen (füe fomales and three males) ";ha ranged in age from 
20 to JO )ears {mean= 2-t.8. SD = 2.5 )ears old). All of thc:m received medica) interviews and 
were iound to be in good he;ilch. 'Iñey had no ~leep disturbances and \.•,;ere not alcohol, drug,or 
1obacco abusers. Ali the volunteers recc:1ved financia! remuneration at 1he end of the study. 

Urinary MHPG Collection. T"enty-four-hour urine samples were obtained from volun1eers 
in the following conditions: baselinc: (2 days before !he sleep procedures, beca use night 1 in the 
slec:p labora1ory v.ould probably induce sorne anxicty); RE~f sleep depnvation; and RE~1 
reco\ery (followup nights} (see Table 1 ). Each urine 'iJmple i...as collc:cted in to a displhable glass 
container to i...hich sodium metabisulfile had bcen added as a preservati\e. Once thc toral 
vol u me \\.J.S measured, a 100-ml aliquot from each 2..i-hour sample .... as oblained. The aliquots 
\\.ere storcd froLen (-20 .:i C) until the ~t H PG and creatinine assays wc:re carned out. Thc: M HPG 
Jen~ls IAC:re Jetermined in duplicate by gas chromatography \l,Ílh electron capture dc:tc:ction 
according to the method of ~a\arro et al. { 198]). Creatinine leH:ls ...,ere measurc:d by automatic 
spectrophotometric proccdures and '"'·ere used ro check the reliabilily of the unnary samples 
obtained. The 2..i-hour urinary samples \\ere included in 1he study onlv if the .Jmount of 
crcatinin·e c:xcrc:tion e.,ceeded O. 75 g, 24 hours. · 

REM Sleep Oeprivation and Polysomnographic Recordings. ~me consecuti\.'e poly­
somnographic recordings ...,ere made far cach subjc:ct as follows::? habituation nighls, 1 bJ!ric:linc 
night, ..i REM -.lec:p depri\ation nights. and 2 RE\t reco\·ery nigh1s. Thc: pol)somnographic 
recorJings \4cre carried out using 1u.o channc:ls far electroencephalographic (EEG) acitivi1y 
(kads CJ-A2 and O l~A2). Two 01hc:r i.:hannc:ls 'Acre used for eye mo\c:ment recordings, and one 
additional channel was uscd to record declromyographic activi1y. Ali the sleep rccordings °""ere 
scored in JO<m epochs, follo"ing the <1andard cnteria of Rcchtschaffen and Kales (1968). 

Slec:p onsc:t was ddined JS min 1 of 8 consecull\e min of sleep ~ithout awakenings, after the 
lights had been turned off. RE M sleep IJlency was detined as the pcriod from 'ileep onset to the 
i.:ompletion of two epochs of RE~1 sleep ( 1 min). Slecp architecture was Jdined as 1he 
percen1age of slc:ep time 'lpc:nt in S1a~c:s 1-4 and Stage RE~1. 

..\fler 1he habituation and baseline nigh1s. -.ubjc:c1s 'Acre RE~1 sfeep deprh·c:d for 4 nighls. 
íhey \4C:re J\.IWakened aftcr t\i.o RE~f 'llc:c:pepochsand \\ere kept awakc for J-5 min befare being 

.Jl!o .... ed to 'ilec:p again, in ordcr to a\.oid their lap'iing back into RE~ slc:c:p. Reco\.·ery nighu 
\4c:re. L'arried out undcr thc "<lme conc.J1tions as basc:line nights . .-\11 the rccordings 'tarted at 
:!200h and fini!rihed al 0600h. rhe \olun1i:en (i.:1>lli:ge 'tud~nts) ...,ere encouraged to remain 
awake during thc: Jay Jnd not 10 IJ~C Ja)time naps. 
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Control Condition. J-our of lhc ci¡:.ht suhJCCh v.ho pan1c1palc:d in 1hc Bh(l'l' C:.\pcriml·nt 
e~rccd \O panicipatc: in anothc:r proccdurc 1 month latc:r. In thc control conduion. thc !-Uhjl'l·t .. 
wc:rc awalcncd in non-REM skep foT 4 cnn!.ccutl\'C nights. Thc: M HPü colh:ct1cm 1<.chcduk Wll' 
B!- foHov-!i; ba!.clinc, non: RE M skc:p ewalcninp. and rctO\C:T). Thc slecp rccord1n¡:.' Y.ere done 
8!. fo\lo\l..s: 2 habí1uat1om. mght~. 1 ha!oc:hnc record in¡:. m¡:.ht. 4 ni¡;ht~ oí non-RE M av. akc:nin¡!". 
and 1 rc:covc:r)· mght. Durin¡:. m¡:.ht .. of non-REM a\lialc:ninp thc:- suhjcct~ ...,ere al\owc:d to~tart 
to slc:c:p frcc:ly and to (!C:t mto thc1r íirst RE M slccp pcriods. a her wh1ch thc:y wc:rc avdslc:ncd and 
lcpt akrt until 0200h: f rom O:!OOh to O~OOh. thc:y v. ere allowcd to slc:c:p írccly (during th1!- pcriod 
volunteer!. ag~m went into REM slccp}. from 0300h to 05UOh. thcy v.crc awakcncd again. 
thcrcaftcr they v. ere allowcd to s\ccp írccly unlil 0600h (during thi!I pcriod thc~ wcnt tnto REM 
s\ccp once more). Thís proccdure v.a~ fo\lowcd lfl ª'oíd indirectl~ depri\"Íng the suhjcct~ of 
REM sleep. lhe numbcr of av.akcmng'- increa~~.'d throul,!hout thc 4 night~; hov.C\Ct. both thc.· 
numbcr of av.a}..ening' and the amount of lime spcnt aY.akc v.cre les!- in 1hc control cund1t1on 
than in the REM slccp dcpnvation condnion 

Table 1. Procectures lor REM sleep deprlvatlon and non-REM sleep 
11wakenlng experlments 

Sleep condltlon 
REM 1leep deprlvallon experlmenl (n = B} 

Day 1 

Day 2 

Day 3 Habituat1on 

Day 4 Hab1tuat1on 

Day 5 Basal recordmg 

Da1• 6 REM sleep deprivahon 

Day 7 REM sleep depr1Vat1on 

Day B ftEM sleep deprivat1on 

Day 9 REM sleep depnvat1on 

Day 10 Followup 

Day 11 Followup 

Non-REM 1leep awakenlng experimenl (n = 4) 

Day 1 

Day 2 Awak.emngs 

Day 3 Awak.enings 

Day 4 Awak.enmgs 

Day 5 Awakenings 

Day 6 Followup 

Urlnsry MHPG collectlon 

Basal sample 

Basal sample 

1sl sleep deprivation sample 

2nd sleep depuvation sample 

3rd sleep deprivatton sample 

4\h sleep depri'lation sampte 

1st recovery sample 

2nd recovery samp1e 

Basal sarnple 

is1 control sarnp1e"' 

2nd control sarnple 

3rd contra~ sample .. 

4th control sample • 

1st recovery sample 

Note REM"' rap1d eye movement MHPG "" 3·methoxy-4·nydroa:yptienylglycol 

Results 

Polysomnogrephic Changes. Table 2 shows thc polysomnographic variables f~r 
the baselinc night and the R EM sleep dcprivation nigh1s. REM depri\'ation rcsulted in. 
a reorganization of the slecp architecture, with a s[gnificant increase of Stagc 1 anda 
tendency for REM slecp latency to be shortened. 

Table 3 shows polysomnographic variables for thc base\inc and the 2 recove')· 
nights. Sleep efficiency and minutes of REM sleep increased during the recovery 
nights. whereas thc latcncy to the first REM sleep episode diminished. Table 4 shows 
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Table 2. Sleep variables durlng 4 nlghls of rapld eye movement sleep 
deprivatlon (REMSD) (mean :: SO) 

Basal 1·REMSD 2·REMSD 3·REMSD 4-REMSD F' P' 
Sleep contlnulty 

SL 20 1 96 8.8 12.9 

" 10.7 = 7, 1 = B.O = 11.1 

•A - 2.7 16 82 
= 2.9 = S.9 

TA 3s.6 8s.12 
::.4SS = 21.3 

· SEi 89.2 81.3 
= 8.9 = s.o 

Sleep uchll~ure 
S·I 14.S 

= 16.0 

S·ll 201.2 
:; 36.S 

S-111 30.4 
= 23.3 

S·IV 66.7 
= 33.9 

S-RE 111 .4 
= 23.6 

REM sleep variables 

REM % 26.0 6.92 

= 3.8 = 2.6 = 
REM-L 87.7 84.S S9.B 2 85.8 6S.B 2.09- 0.1 

:!: 27.S :!: 2~.o :!: 13.4 = 31.4 :!: 14.6 

•REM 42 15.22 18.S 2 16.72 17.62 11.7 0.001 
= 1.0 = 6.1 = S.6 = S.B = 3.9 

Note S.L.-= sleep latency m1n; •A= number ol awakenmgs: TA= llme of awakenmgs min; SEi = sleep 
elflc1ency mdex °"e ; S·I = Srage 1 m1n ·. S·U "'Slage 11 mm·: S·lll =Sta ge 111 ·mm ; S·IV = Srage IV m1n . S-RE = 
S!age REM m1n • AEM °'t =- REM sleep percenlage. REM·L = AEM sleep Jalency, •REM = number of REM 
eprsodes 

1. Analys1s 01 \la,.ance. single factor des1gn lor repea1ed measures • 
2 Sludenl t res! ror repealed measures w•lh Bon!erron1 correclron al u leYel. p ... O 01 

!he number and loial time of awakenings in the four volunleers who panicipa1ed in 
bolh !he experimenlal and conirol conditions. There is an imporlant difference 
be1ween the REM sleep deprivation and non-REM awakening conditions (lwo-wa\' 
analysis of variance [A!';OVA]: F = 31.7. p < 0.0001 for 1he lime of awakenings; F; 
43.24, p < 0.000 for lhe number of awakenings), bu! neiiher lhe effect a long repea1ed 
nights nor the interaction is sign ificanl. · 

REM Sleep Oeprivation and Changas in MHPG. Ali eighl subjecls compleled 1he 
lhree experimenrnl phascs: bascline, REM sleep deprivalion, and rcco\'cry. Wiih onc 
cxception, !he subjccls •howed incrcasdl MHPG levels throughou1 1he REM sleep 
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T•ble 3. Sleep variables •ller 4 nlghta of rapld eye movement (REM) aleep 
deprlvatlon: Baaal •nd 2 followup nlghta (mean ± SO) 

ª"'"' Followup 1 Followup 2 F' pl 

Sleep contlnully 

SL 201 :107 10 S: 37 10 6: B 1 27 o 1 
;A 2 7 : 2 9 0.6: 06 1.5: 1.3 36 0.06 
TA 38 6 ::45 5 10 5:. S.8 10.1:. 7.1 2.9 0.08 
SEi 89.2 : 9.7 96.7: 1.4? 85 7:.26.9 4.9 0.02 

Sleep uchltecturt 

S·I 14.3 :. 16.5 7.3:! 4.S 12.2: 8.6 0.5 
5·11 201.2 :36.5 176.6:42.7 174.3=67.3 0.3 
S·lll 304 :23.3 34.4:. 12.9 33.4:. 1LS 0.5 
S·IV 66 7 :!:23 9 98. 1:24.,, 87.6:.45.9 0.07 
S·RE 111 47:23.6 145.6: 18.52 145.6:023.72 0.03 

REM 1leep variables 

REMºtt 26 1 :!: 3.8 30.9: 3.• 31.2:. 4.92 0.07 

REM·L 87.1 :!:27.5 61.9::19.72 57.9:.27.1' 4.S 0.1 

oREM 4.2 :!: 1.0 4.S: 0.7 5.3:. 1.3 2.6 0.1 

Note S.L = steep latE>ncy •m1n. •A= number of awakenings. TA= time ot awakenings ·mm. SEi = steep 
etflc1encyinde• ·~·.S-l=S1agel m1n ;S-ll=-Stagell•min.;S·lll=S1agelll min :S-IV=SlagelV·min .S-RE= 
S1age AEM 1m1n·; REM ~ = REM sleep percenfage. REM·L = REM steep lalenq, •REM = number ol REt.~ 
ep1soaes 

1. Analys1s ol 11ar1ance. single 1ac1or des1gn tor repeated measures 
2 Student I les! lor repeated measure!':. wrlh Bonferron• correctton ata le .. el p <.O 01 

Table 4. Time and number of awakenlngs durlng rapld eye movement sleep 
deprlvatlon (REMSO) and control condltlon In the same 4 healthy 
volunteers (mean ± SO) 

Nlghl 1 Nlght 2 Nlght 3 Night 4 

Time ol awakenlngs (mln) 

REMSD 97 :.16.2 
Control 46.3=17.1 

2-way ANDVA 

Row effect 
Col. eflecl 

Number ot •wakenlngs 
REMSD 17.7;,; 5.1 
Control B.O:: 1 .8 

2·WIY ANDVA 

F 

1102:.36.1 
35.6:. 2.5 

96 2:.44.0 
•1.0:.11.5 

94.2:.23.1 
55.2:.32.3 
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deprivation nights (one-way A:"<OVA: F = 5.22, p < 0.05). However, a statistically 
significan\ difference was observed only for night 4 of REM sleep deprivation (p < 
0.05, Student's t test for repeated measures). M H PG decreased in the recove!)· nights, 
but did not reach baseline leveJs. As Fig. 1 shows, there is an in verse relations hip 
between the MHPG levels and the REM sleep percentage. 

Flg. 1. Percentage of REM sleep and urlnary MHPG (mg/24 hours): Basal, REM 
deprlvallon, and recovery 

... -
1000 "º 

'""' 

"'~' 

•, _A---+----j'/ 
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'"' '" 

__ u."'º''"'""ú 
----- "'- R(l.IS 

/ 

REM = rapte1 eye movemenl MHPG "'3·metnoi.y-4·h)·dro .. yphenylglycol Alter REM s!eepoepnva11on.leo·elsof 
MHPG 1ncreased, me ellec1 became s1gn1hcant at day 4 el REM s1eep deprro1at1on •P ..; O.OS 

Non-REM Awakenings and MHPG Changas. Four ofthe eight subjects who took 
part in the REM sleep deprivation research also panicipated in the control experi­
ment. These subjects were awakened during non-REM sleep, with an increasing 
frequency, but they did not remain awake as long as in the REM deprivation 
condition. Fig. 2 shows MHPG levels and REM sleep percentages for the control 
condition. Urinal)· MHPG levels decreased throughout the non-REM awakening 
nights, but not to a statistically significant degree. The non-REM sleep awakenings 
produced an increase in REM duration since the subjects were allowed tosleep freely 
in the hours in which REM activity most frequently appears. This is a relative increase 
since the REM sleep percentage was calculated as a function of the total sleep time. 
The total time spent in REM sleep throughout the 4 non-REM sleep awakening nights 
did not change significantly. 

Table 5 presents a comparison of M H PG leve Is in the the four subjects who 
participated in both the REM deprivation and non-REM awakening conditions. A 
significant difference was observed between the two conditions (two-way ANOV A: F 
= 17.4. p < 0.0004), but neither the effect of repeated maneuvers nor the interaction 
was signiricant. 
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Flg. 2. Percent11ge of REM aleep 11nd urlnery MHPG (mg/24 houra): Control 
condltlon 
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REM = rap•d e~·e movement MHPG = 3-melnoi;y--4-hydro:typhenylglycol Leve Is ol MHPG snowed a !Mdency 
10 decrease dunng the non-REM awai..enmgs. bu! not to a sta11s11ca1ty s1gn1hcan1 degree 

Table S. MHPG durlng repld eye movement sleep deprlvetlon (REMSO) end 
control condltion In the &eme 4 healthy volunteers (mean :±: SO) 

Basal Nlght 1 Nlght 2 Nlght 3 Nlght 4 Followup 1 

REMSD 

1579.2 2018.5 
= 219.1 = 816 9 

Control 

1834.5 1378.7 
= 4263 = 243.2 

2·way ANDVA 

Aow effect 
Col. effect 
Jnteractron 

2230.2 
=.1097.S 

1363 5 
= 224.9 

F 

17.44 
0.96 
2.20 

2275.7 
=1132.2 

g2Q.O 
= 370.2 

3591.D 
=1553 1 

1315·.'2 
= 307.5 

p 

' 0.0004 
0.54 
0.07 

Note. MHPG = 3·metho11y·4·hydro.1.yphenylglyco1. ANOVA = analysis el vanance 

Discussion 

2676 5 
= 1309 5 

1237.7 
::. 61.1 

The result~ of the present study show that REM sleep deprivation leads to a significant 
increase in urinary MHPG excretion. However. it is difficult to ascenain that the· 
reduction of REM sleep is the only factor involvod in the increased MHPG levels. 
since the total time and number of awakenings in the REM sleep deprivation condi· 
tion were higher than in tite control condition. In our control condition. the total timf 
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'""", spent in REM sleep was unchanged. \f 1he subjects had been awakened as frequently in 
-..., the controlcondition as in the REM sleep depriva1ion condition. they might ha ve been 

indirectly depri\ed of REM sleep. 
\ The increase of urina!)· M H PG m the REM sleep deprivation condition and the 

decrease in the control condilion seem 10 suppon Morga ne and Stern's l 1974) prop­
osal of an inverse homeos1a1ic relationship between :-;E metabolism and REM sleep 

-. total tim~. Sorne pharmacological evidence supports this hypothesis: Heterocyclic 
antidepressanls and monoamine oxidase inhibitors are associated with a reduction in 
REM sleep. Drug• of 1hc:se type' lead toan increased availability of monoamines al 
the synaptic cleft (Cooper el al.. 1984). whereas re,crpine. which is associaled with 
monoamine depktion. increases RE~1 ,\<ep in humans (Hanmann et al., 1978). 

The facl 1ha1 lh~ M H PG. increa>ed significantly until nighl 4 of REM slcep depriva­
tion night could reflecta tti"reshold aboH which biological changes take place v.hen 
1his sleep pha'e ismanipulated. In our laboratory. volunteers had been REM sleep 

·-·. deprived for 2. 4, and ó consecutive nights (unpublished data): significan\ poly­
somnographic changi:s were observed only after night 4 of REM sleep deprivation. 
and were e'en more e' ident afler night 6 of sleepdeprivation. Al the biochemical leve\, 
this could be correlated with MHPG concenlration. 

As mentioned above. RE M slcep deprivation in rats is associated with a reduction in 
-~. j3 1-adrenergic receptors in the corte., afler n hours (Mogilnicka et al.. 1980). lf 

M H PG beha\C' similarly in rats as in huma ns beings. lhis reduction in (31-adrenergic 
receptors might be related to an increase in :-:E metabolism in the c:-.:s. 

REM sleep deprivation modif1ed le' e Is of urinary M H PG excretion. but it is 
probable that thi> sleep manipulation mod1fied other neurotransmiller systems (sero­
tonin, dopa mine, and acet; lchohne) a. v.ell ¡Sanlos and Carlini, 1983: Zwicker and 

' Calil. 1%6; Sahn-Pascual et al.. 19S9). These mod1fica1ions could underlie the 
, • observed antidepressant benefits dcri,ed from REM sleep depriva1ion. 

The data in presented in Table 2 indicate 1ha1 the slcep variabl~s 1ha1 show the 
" greatest modification after sleep deprivation are those related lo sleep continuity and 

REM sleep. During the recovery phase. there is an augmentation of sleep continuity 
• which is accompanied by an increase in REM sleep, °'has already been reponed by 

Dement (1960). 
~ Sleep Stage IV. which showed very linle change during the REM sleep deprivation 

process, increased in the recovery night. This increase mighl reílect neurobiological 
events duringdelta sleep that enhance R EM sleep mechanism>. lt mighl also be related 
to the two-process hypothesis of Borbély ( 1982). which pro poses a sleep-wake depend­
en! process (Process "S") anda sleep-wake independenl circadian process (Process 

:, "C"). 
Studies of REM.sleep deprirntion and recove.,· may lead lo a bener understanding 

• of the function of R EM sleep, as well as the possible antidepressant mechanisms 
involved in its manipulation. \,_,,. 

._/ 



' 

References 

Borbély. A.A. A t\l.o-procc:-~ modclof !r.kcr rc~ulauon. Human f\'euwhio/11~1. l:l95-20·t 19~:!. 
Chame~. D.S.: Mcnl..C!>. U.lL nnd Hcnin{!tr. G.R. Receptor scmitivity and thc mcchani~m 

of act10n of ant1dcprcs.s.ant~ lmp\u.:ation for ctio10f.Y and thcrar~ of dcprcssion. Archfrr.~ of 
G<1wra/ P.1rch1atrr. :lb: l ló0-11 ~l. 1%1. 

CoClpC'r. J.R .; Bloom. f- .f.: and Roth. R H. 711c Bwcl1rn11cal &.\Í.\ of Scuropharniacology. 
'f'\cy, York: Oxford Uni\"crsit~ Pre~'. 19b:! 

Dcmcni. \\'. Tht: cffcct of drcam dtJHl\aUon. Scirnn·. Dl:l?0~-1707. 19fl0. 
Ga1tl<ird. J.M. B1ochcmical pharmacolof~ of paradoAic.al skcp. Britilh Juurnal of Clínica/ 

Phormacolor: 1. 1ti:205S-230S. 191'.iJ 
Hartmann. E. Effect!o< of p!r.~chotropic dru~~ on sleep. Thc catccholamine!> and slecp. In: 

L1pton. M.A.: DiMa~c10. A; and Jo\1llam. K.l-., ed~. P.\\Chopharmacolo~.'·: A Grnrra1io11_of 
Pru¡::n'.\.\. ~e..-. York Ra\C'n Pre!I~. 197~. 

Lanf ume~. L: Dugo\IC. C.: and Adrn:n. J. Betii-I and bcta-2 adrcnergic receptor~: Their íok 
in thc regulauon oí parado\1cal !ilcCf' m thc rat. EJecrrarn'"c{'holv¡:.roph.1 atJd Clmifol Sruro· 
phrlio/og1, ó0.55h-5ó7. 1%5. 

Maa>. J.W.; Hallo,, S.E.: Grccm·. S.M.; and Llindi>. D.H. 3-M<thox;-l·h;droxyphcn;·I· 
ethYlcncg.lvcol production b' human brain in Yi\O. Snrncc. 205:10:;5-lO:!i, 1979. 

hiaa!.. iw .. and Land1~. h.H. ln \J\O Mud1e!I of mctaboli!im oí norC"pmephrinc in ccnuaf 
ner,·ou!i system. Journalo_f Pharma,·t11o¡:.1 and E:qirrimcmol Thrrapcutio. lti3.14i-lb:;, 19Mi. 

Mogilnid.a, E.: Arb1lla. S.: Dcpoorter. H.: and Langer. S.Z Rap1d-eye-mo\cment !.leep 
depn,ation decrea!le~ tht: dcns.1t~ oí 'H-dih~droalpreno\o\ and 'H-imipramine bindmg siles. in 
thc rat cerebral cortl".'· Europru11 Juurnal of Pharmalolop·, 65::;k\9-:!9~. 19t-.{I. 

Monti. J.M Catecholamine!'o and slel·p-\\akc cyde. 11. REM ~leer. L!ft' Scir11a.l. 32:1401-
14~5. 19bJ. 

Morga ne. P.J .. and Stern. \\'.(. Chem1cal anatomy o! brain c1rcu1ts in relat1on to slecp and 
wakeíulne5!.. Acfraucr.s i'1 Siup Rt·.\,·arch. 1: 1~131. 1974. 

Sa,·arro. L.M.~ Moreno. J.: \'aherdc, C.; and de la Fuente. J.R. Cuantihcacion urinaria del 
3·mcto:\i, 4-hidro:\ifeniktilen~licol en sujetos sano~ La R1·,·i.Ha df Jm·c.\t1gaciC1n Clmica. 
35:149-154. 1%:1. 

Recagni. G .. and Brune\10. S. l ramynapllc mechani~m in thl· aclion oí antideprcssant drugs. 
7rrnJ, 111 Phan1iacoh•¡:hai Sl1c11co. 5.574-5h0. 19~..:. 

Rechtltchafkn. A .. and hale~. A .. --1 .\fa11ual of StarzdcrJ1:rd Tcrnnrwlc•g1. Tuhniqun and 
Scorm¡: S_lJ.tcn1.'_(or Slnp StaFl'-' of Ht1111011 Suhjt'l"l.\. Lo!- An[:ek:i. Brain lnforrnaliDn Sen ice. 
CCLA Brain Re!:iear"h lnqitute. !96b. 

Sahn-Pa1-cuaL RJ.~ S1eto·Cara\C"o. A.; Roldan-Roldan. G.: Hueno-D::l~ad1llo. L.; and 
Granado!-· Fuente~. D. Eilects oí ph~ !IOSt1gmrne inf us1on in healthy 'olunteer:-. dcpnved of rapid 
e~e mcwement !.leer. S/Ct'f. 12.24f..-~53. 19~9. · 

Santo!-.. R .. and Carlin1. E.A. Serotcmm receptor act1\at1on m rat~ prn10\J,!o!~ dcpri\"cd of 
REM !!t.leep. Pharmaco/0~1. B1ud1cmwr.1 and Bd1a\wr. lb:~ül·50':'. 1%3. 

\'ogcl. G. W .. Traub. A.C.: and Bcn-Horin. P. RE M depm auon 11: The cffc:t> on aepressed 
pauenb. ArclU\"CJ. of Gennal P~ydiiatry, 18:301~31 l. 196~. · 

Zw1cker. A.P .. and Cahl. H.H. The effects. of REM sleep depri\'ation on striatal dopJmine 
r~ccptor ~ite!I. Pharn1acolog1. Bwd11·miltry and Bclra"ior, 2~:b09-Eil:!. 1%,fi. · 



0013· 7221 /90/1281-0SCM.S0:?.00/0 
Endocrinoloi)· 
Copyright: 1991 by Tbt- Endocrinr Sodrty 

G,.'2. .9. 2. 

Vol. 128. No. 1 
Pnntrd in U.S.A. 

N euroendocrine Regulation of Adrenal 5 ' -
Monodeiodination during Acute Cold Exposure in the 
Rat. l. Effects of Hypophysectomy 
BRENDA ANGUIANO, CARl\IE:\ ACEVES, LUZ NAVARRO, ADELA RAMIREZ DEL 
A!\GEL, MARICELA LUNA, GERARDO PERERA, AKD CARLOS VAL\'ERDE-R 

DepartamC'nto de Fisiología. Instituto dC' Jm•cstigacioncs BiomCdic:as. Univer~idad Nacional Autonoma de 
Afé:cico, Ciudad Unfocrsitaria, 0.JSJO ~\fexicu, D. F. 

ABSTRACT. CirculatinF le\'ell' of T •. Tl. corticosterone, nor· 
adrenaline, and adrenaline, e~ well as- 5 · -monodeir.adina!'-e ertiv· 
ity (5'·MA) were measured in control and hypophysertomizt"d 
rats acutely expo!>ed to cold en\'ironment {15-12oJ min, 4 C). Jn 
addition to the well known acti\'ation of the s-ympathoadreno· 
medullary S)'$lem and the hypothalamir-pituit.ary·adrenal and · 
thyroid axes, cold exposure was followed by a rapid and sust.ained 
increa!'-l' of S'·MA in the hypothalamu.s, anda byphasic cour!'e 
of act1vation in the adrenal gland in control rsts. The adren.al 
rapid ecti\'ation (30 min 1 corresponded to the ml•dulla and the 
slower activation 1120 min) to the C"Onex. Both, the basal adrenal 
5'.MA and thc response to cold in adrenal and hypothelamu~ 

T HYROID hormones are necessan· for sun·ival and 
sustain the long-term increased metaholic demands 

associated to facultative nonshi\'erinf! thermogenesis in 
cold-adapted homeotherms 1 l. 21. Thus, se\'eral param­
eters of thyroid function are increased during cold accli­
mation. including a significant ele\'ation of both 5 · -
monodeiodinase-1 (5'-MA-1) in the li\'er and the kidney 
which contributes to the largest proportion of circulating 
T,, as well as of type 11 5'-MA (5'-MA-IIJ in brown 
adipose tissue (BAT) (2-5). Besides this activation of5'­
MA elicited by a systemic and sustained increase of 
energy metabolism, recent studies suggest the occurrence 
of organ-specific in creases of 5' -MA and local T, neo­
genesis, which are intimately associated to the functional 
status and/or metabolic expenditure of each organ. Thus, 
5' MA-11 exhibits a conspicuous nyctohemeral rhythm 
in rat pineal and cerebral cortex but not in BAT (6, 7). 
There is no 5'-MA-1 rhythm in the liver, kidney and 
anterior pituitary gland (7). The presence of a 5'-MA-11 

Received Au~st 6, 1990. 
Address ali correspondence and requests for reprints to: Carlos 

\'alverde-R., Departamento de Fisioloi::ia, Instituto de Investigaciones 
Biomi-dicas, Apdo Postal 70-228, Universidad l':acionel Autonoma de 
México, 04510 Mhico. 

• This work was· supponed in pan by Grant GIOl-7233 from 
PRDCyT, OEA/CoKaC~1. 

504 

u.·ere 2-fold hi~her in hypophysectomized rats compared to con­
trol. The time course of enzyme activation in thcse Mructures 
SUl!J!ests that: 1) or~an-specific increases in 5' -MA may he 
esi:;ociated to a simuh.aneou!- !l!-C- in their metabolic end/or 
functional activity, 2) the trii::~erinl= mechsnisms involves an 
immediate sympathetic si¡:nal activatinJ.; the hypothalarnic·ad· 
renal medulla response and a pituitery si~nal eliciting a slower 
adrenoconical response, snd 31 tht' compensatory sympathetic 
h~1'eracth:ity after panhypopituitarism contribute to enhance 
both the adrenal enzyme basal acti\'ity end the hypothalamic 
and adrenal hyperresponst' to cold stress. <Endocrmology 128: 
504-505, 1990) 

rh~1hm in the anterior pituitary is contro\'ersial (6. í). 
Primary hypothyroidism in creases anterior pituitary 5' -
l\IA-11 but abolishes its rh~1hmicity (7, BJ. 5'-MA-1 in­
creases in the mammary gland (9) and decreases in li\'er 
(9, 10), kidney (10), and BAT (l J) of lactating rats. 

Although analyzed during cold adaption (2-5), organ 
specific 5 '-MA has not been assessed in those neuroen­
docrine structures recognized as the primary effector 
systems im·olwd in the acute response to cold stress. 
Therefore, the purpose of the present study was 2-fold: 
to analyze 5' -MA in the hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis and the sympathoadrenomedullary system during 
acute cold exposure in the rat, and to start exploring a 
possible regulatory iníluence of the pituital')' upan adre­
nal 5'-MA. 

!llaterials and !llethods 

Reagents 

Nonrndioacti\'e iodothyronines were obtained from Henning 
Ca (Berlin, Germany), carticasterone (CTa), adrenaline (A), 
and naradrenaline (NA) fram Sigma Chemical Ca. (St. Lauis, 
M 0). '"1-Labeled thyranines and 1,2,6, 7-'H (N}-hydracartisane 
were purchased fram New England Nuclear (Bastan, MA). The 
specific activity af T,, T,, rT,, and CTa, were: 1250, 1200, 1174, 
and 220 (µCi/µg), respectively. Dithiathreital was abtained 
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from Calbiochem (La Jolla, CA), and Propyl-thiouracil !PTU) 
from U. S. Biochemical Corp (Cle,·eland, OH). 

Animals 

Two-momh-old male \\'istar rets, wei¡::hing: 250-350 f? were 
maintained (four to six per cege) in e tempereture-controlled 
room (24 ± l CJ with e constant li~hting schedule llight!' on, 
0800-2000 h). All animals hod free eccesi; to tap water and ra1 

(Purina, ME-xico DFJ leborator.v cho\.,, .. 

Surger;. 

Hypophysectomy <Hpx) waE- performed usin~ the paraphnr­
yngeal technique i 12). Experiments were performed on the lOth 
day after surgery and only in animal!' who~e body weight gain 
was less than lOSC. Hypophysectomy was certified by vh•ual 
examination after killin~. 

Experimental protocol 

All procedures were conducted between 1030 and 1230 h. 
Experimental animal:- were transfered to a cold room (4 ± 1 C} 
and killed lfour to six per poup) after 15, 30, 60, or 120 min of 
exposure. Control animals were kept at 24 ± 1 C. 

Blood and tL .. sue collcction and handling 

Rats were killed by decapitation within 10 sec after remo\'a} 
from their cages. Trunk blood far determination of catechol· 
amines was collected in heparinized plastic tuhes. placed in ice 
and the remainder was allowed to clot at room temperature. 
Ali samples were centrifuged at 4 C. and the plasma or serum 
stored et -2(J C until hormones werl' measured. Brain. hypu· 
thalamus. pituitary, adrenal glands, and li\'er were raµidly 
dissected and frown (acetone·dry ice). 

Analytical procedurcs 

Thyronines. Circulating serum levels of T, and T 3 were mea!'· 
ured by specific RIA methods as previously described 113). 
These RIAs ha\'e becn adapted to rat by adding homologous 
hypothyroid serum to the standar curve. The lower lirnit of 
sensitivity was 0.5 µg/dl and 12.2 ng/dl for T, and T:.. respec­
tively. The intrn· and interassay coefficients of variation (n = 
six to eight) were 8.Gt;;- and 10.5C:C for T, and 9.0C:é and 12.SC:C 
for T 3 • Each hermane was quantified in ali snmples within the 
same RIA. 

CTa. Circulating serum levels of CTa were measured by a 
competitive protein binding assay as described elsewhere (14 ). 
The intra· and interassay coefficients of variation were B.4)c 
(n = 5) and 8.0~ In= 10), respectively. 

Catecholamines. Plasma catecholamines were purified and con· 
centrated by extraction with aluminum oxide and measured by 
HPLC using electrochemical detection. The method with minor 
modifications is similar to the one described by Hjemdahl (15). 
Recoveries ranged from 55-65%. The minimum working detec· 
tion limits far NA and A were 200 pg. The intra- end interassay 
coefficient ofvarietion values were B.3% (n = 5) and 13.03 (n .. 

= 10), respectively. 

En:.vmatiC' ossay. 5' ·MA was determined by a modification of 
the radiolabeled iodide·release method descrihed by Leonard 
and Rosenberf! (9, 161. Enzyme activity WB!' measured by in· 
cuhatin(! tis:-ue horno(!enates (1:10 v.1/\'oll at 37 C. The incu· 
bntion mixture (100 µ}) contained 2 nM ¡ 1 ~"IJrT.~ as v.-ell as 20 
mM dithiothreitol. As!'ays in brain, hypothalnmi. pituitnry. nnd 
edrennl r:land were performed incubating indi,·idual homoJ:f.'· 
na te:' l300 to 50(/ µg protein) during -i h. In the case of the liver 
(60 to 100 µJ! protein) the incubation time was 2 h. Only in 
those experiment:_.. in which 5'-!\lA was separately analyZf.'d in 
the cortical and medullar component oi the adrenal gland. pools 
of foor to six diserted glands were used (300-500 µg protein). 
The deiodinatin· pathway in the adrenal gland was chnractcr· 
iied by incobatinf! homogenates of the whole gland with or 
without PTU (10 mMl. R~suhs of enzyme acti\'ity are expressed 
as femtomok·..::. or picomoles per mg/protein ·h. Protein wa~ 
measured by Bradford·s method ( 1 i J. 

Dara analysis a'1d statistics. All results are expressed as the 
mean± SE~L Group comparis;ons were made by two-way anal~'­
si~ of \'ariance and Fisher'5 Least Significant Difference test 
(18). Differences with a P < 0.05 were considered statistica1ly 
significan t. 

Results 

Hormone /eveL' 

Acule cold exposure in normal CNL) rats was accom­
panied by a significant rise in blood levels of NA. CTa. 
T,. and A (Table 11. Circulating levels of NA and CTa 
reached a peak within the lirst 15 min of exposure to 
cold. Howe,·er. whereas CTa remained elernted far up to 
1 h, l'A exhibited an acute and transient increase re­
turning to ba;al values alter 30 min. Blood concentra­
tions of T, rose to a peak about 50Sé above control levels 
after 1 h of exposure to cold and remained ele,•ated 
thereafter. There was a signilicant rise of A values 120 
min after cold exposure. Hormone-resting levels of CTa 
and T:i in Hpx animals were lower compared to NL rats. 
Hormone lenls were not affected in Hpx animals during 
cold exposure, except far T, values which exhibited a 
significant decrease within the first 30 min. Basal cir­
culating T, levels were similar in both intact and Hpx 
rats. These values remained unchanged during the en tire 
study. 

5'-MA activity 

The results of 5' -MA in both NL and Hpx-animals 
are depicted in Fig. l. No significant variations of enzyme 
acth·ity were evident in the liver and brain (data not 
shown) as well as in the pituitary gland. In contrast, cold 
exposure stimulated 5'-MA in the rest of the tissues 
tested. In NL rats the activity of the enzyme in the 
hypothalamus rose from 210 to 380 within the first 15 
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TABLE l. Effect of acute cold exposure ori circulating le••el~' ~f catecholamines,·CTa, and thyronines in NL and Hpx r!lts 

Exp l ~A .. A 
.· 

group lng/ml) lng/mll 

O NL 2.S ::!:: 0.3" 8.4::!::1.0" 
o Hpx 2.9 ± 0.3" 6,i :!:: 1.5. 

15 NL 4.5 ::!:: 0.1• 8.4 ± i.2· 
15 Hpx 3.9 ± 0,6"· 6 7.0± 1.1" 
30 NL 4.3 ::!:: 0.7"·b 9.9 ± i.s· 
30 Hpx 4.1 ±0.8 ... 11 S.:?::!:: 2.5 .. 
60 NL -1..1 ± o.S"" 6 10.1:!::1.9" 
60 Hpx '3.4 ± 0.7"" 6 6.6± 0.8" 

120 NL 3.5 ::!:: 0.5'"' 11 23.7 ± s.s• 
120 Hpx 3.6 :!: 0.4d 8.0± 1.2" 

Cta 
(n~/mll 

271.S ± 51.9" 
u2.o ± 15.0• 
466.0 ± 66.4. 
\.t4.0 ± 25.0" 
311.9 ± 49.06 

149.0 :!:: 25.0" 
ass.o ± as:;• 
224.0 ::!:: 49.0" 
288.0 ± 31.5' 
35.¡_Q ::!:: 126.QA. b 

T, 
fng/dll 

91.6::. s.2• 
6:?.0 :!: RAª 
s2.o ± -1.s• 
36.l :!:: 8.4··~ 

96.l ::!: 23.8" 
27.6 :!:: 1 l.9t 

131.0 ::!:: 5.2d 
60.S ::!:: 11.0" 

124.0 ::!:: 7.8" 
st.s = 2.s•·~ 

T, 
(µg/dl) 

3.5 ± 0.5' 
2.8 :t 0.5' 
3.2 ::!:: 0.4" 
a.o± o.s• 
3.7 ± o.s· 
3.3 ± o.s· 
3.B ± o.s· 
3.3 ± o.s• 
4.0 ± o.s• 
3.0 ± 0.6• 

All vaiues represent the mean ::t SEM of six to eight .animals per group. !\teans bearing d.ifferent superScript letters (within or between groups) 
are significantly diíferent, P < 0.05. 

T·me of i:cld e1pcsure 1111nutes) 

Frn. 1. Comparison of hypothalamic, pituitary, and adrenal g:Jand 5'· 
~tA responses to acute cold exposure in intact SL and Hpx rats. In 
this latter group notice the increased adrenal basal acti ... 1ty .1nd !he 
marked enzyme hyperre:;pome to cold exposure in the hy;lDthalamus 
and the ad.renal gland (further details in textl. Results com.•,;pond to 

two separate experiments using three animals per point. ~1eans hearing 
different super:>eript \etters (within or between groups1 differ signifi· 
cantly (P < 0.05l. Hypothalamic and adrenal gland enzime activity is 
expressed in fomtomolei\ whereas in pituita?)' corresponds to picomoles 
l/mg/protein/hl. 

min of exposure and remained elevated far up to 1 h. 
returning to basal levels afterwards. In the adrenal gland 
the enzyme exhibited a biphasic pattern of activation 
that attained maximum values after 30 (170) and 120 
min (2i0) of cold exposure. 

5' ·MA remained constant when whole adrenal glands 
from NL·rats were assayed with or without 10 mM PTU 
(84.0 :!: 19.0 vs. 98.3 ± 14.i, respecti\'ely). The differential 
response of 5' -MA in the adrenal cortex and medulla of 
cold exposed NL rats is summarized in Table 2. In two 
separate experiments, enzyme activity in the cortex con· 
sistently showed an important elevation at 120 min of 
cold exposure. In contrast, in the medulla 5' -MA only 
exhibited an acute and transient increase 30 min after 

TABLE 2. Differential response of .5'·MA in the adrenal cortex and 
medulla oí NL during cold exposure 

Control 15 min 30 min 60 min 120 min 

Cortex 
Exp 1 190 250 210 170 ;oo 
Exp 2 195 195 195 90 310 

:lledulla 
Exp 1~ 65 53 140 55 64 
Exp:.? 104 96 240 S.5 106 

Values represent enzyme acti\'ity (fmol/mg protein·h) from a pool 
of four to six glands each time. 

exposure. 
Hypophysectomy promoted a significant decrease 

(25'°) in the wet weight of adrenal glands as well as 
increased basal le\'els of enzyme activity only in these 
glands (2 times higher !han in NL). As shown in Fig. 1, 
hypophysectomy markedly enhanced 5' -MA response to 
cold in the hypothalamus and the adrenal gland. Within 
the first 15 min of exposure enzyme acti,·ity in the 
hypolhalamus of Hpx-rats increased 3-fold abo\'e basal 
values (220 vs 665), and practically doubled the response 
observed in NL rats. Furthermore, this hyperresponse of 
hypothalamic 5' -:\!A in Hpx animals persisted until the 
end of the study where the activity remained 2 times 
higher than the basal values. The biphasic pattern of 
enzyme activation by cold was preserved in the adrenal 
gland of Hpx animals. However, as compared to NL-rats, 
there was a precocious response of 5' -MA in Hpx animals 
occurring within the first 15 min of cold exposure and 
the activity of the enzyme increased 2-fold above basal 
values (230 vs. 545). The second rise in adrenal 5' -MA 
occurred after 120 min of cold exposure and its activity 
increased 2-fold above basal values. 

Discussion 

The present data show tbat in addition to the well 
known immediate activation of the SAS, the HPA and 
the hypothalamic·pituitary-thyroid axes of cold-stressed 

} 
\ 
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animals (1, 2, 19-22), there is an ecute and sustained 
incrP.ase of 5' -MA in the hypothalamus as well as a 
biphasic pettern of enzyme ecti\'etion in the adrenel 
glend. Furthermore, 5' -deiodinese ecti\'ity in these or­
gens seems to be regulet ed by e complex interplay of 
feedback end feedforwerd neuroendocrine signe!.. 

As judged by the increase in CTa, NA. and T,, the 
rapid ele\'Btion oí 5'-MA in those neuroendocrine struc­
tures directly in"olved in the immedinte stage of the 
thermorregulntory response to cold. can be interpreted 
as indicati\'e of a simultaneouF-= rise in their metabolic 
end/or functional activity. The rapid onset and the time 
course of enzyme acti\'ation in the h)l'Othalamus and 
the adrenal medulla, strongly suggest the inrnlvement of 
nervous and/or neurohumoral triggering mechanisms, 
partirularly of the sympathetir ner\'ous system !SNSl 
which is known to be immediately acti\'ated during acute 
exposure to cold (19, 201, and mediates the h)l'othalamic' 
release of TRH 12) and CRF (23). The elernted basal 
deiodinative activity in the adren al gland of h)l'Ophysec­
tomized animals, and the h)l'Othalamic and adrenal 5' -
MA h)l'erresponse during cold stress, are consistent with 
the well known compensatory h)l'eracti\'ity of the SNS 
that follows panh)l'Opituitarism (241. Hypophysectomy 
is accompanied by a selective increase in the turnover 
rate of h)l'Othalamic NA anda simultaneous increase in 
the acth·ity of tyrosine hydroxylase. the rate limiting 
enzyme of catecholamine biosynthesis (25. 26). Further­
more, this interpretation is strengthened by recent re· 
sults demonstrating that unilateral (ieft) ad renal dener­
vation (splanchnicotomy) caused a significant ipsilateral 
reduction in basal 5' -ri.-tA anda simultaneous increase in 
h)l'Othalamic activity (manuscript in preparation ). 
Taken together these data are in accordance with those 
studies demonstrating that both the nyctohemeral 
rhythm of 5'-MA-11 in the pineal gland (6) and the 
activation of the enzyme in BAT (27) depend on sym· 
pathetic neural input. 

Primal)' h)l'Othyroidism in the rat is accompanied 
within 24 h after thyroidectomy by a 3-fold increase in 
cerebral cortex 5' -MA. This immediate response attains 
maximum values 5 days after surgery and within a month 
the enzyme activity declines to values similar to those 
observed during the initial response (28). In contrast 
present results demonstrate that basal hypothalamic 5' -
MA is not modified 10 days after h)l'ophysectomy. These 
data strongly suggest that the pituitary gland is also 
involved in the enzyme response to changes in thyroid 
status. This notion is strengt hened by recent findings 
showing that se\'eral pituitary hormones, including G H 
and TSH (27, 29, 30), are in\'ol\'ed in the control of 
peripheral 5' -MA in different vertebra te species (31). 

As far as we know, this is the first study that reports 
the existence of 5' -MA in both components of the adre-

na! gland. This acti\'ity was not inhibited by PTU, su~­
gesting that the enzyme corresponds to 1)1'• 11 5' -MA. 
Furthermore, in accordance with the well known se­
quence of neuroendocrine signals th&t initiate the acute 
thermoregulatory adaptive response to cold stress (19, 
221. our resuhF- in normal rats demonstrate a charncter­
istic time course of enzyme activation for the medulla 
and the adrenal conex suggesting that adrenal 5'-MA is 
regulated by distinct rnechanisms. The rapid response 
may be secondary to the immediate sympathetic activa­
tion that accompanies acute exposure to cold. whereas 
the slower increase of enzyme activity may be pituitary­
ACTH dependen!. Again. thP results in h)l'ophysecto· 
mizc·d animals support this interpretation. Since the 
adrenal gland in these animals is hypotrophic, it is un­
likely that the remninin~ glomerulosa }ayer may substan­
tivelv contribute to the slower increase of enzvmt- nrtiv­
ity. ~nd therefore it is plausible to propos~ that the 
medulla might be the major contributor. 

Studies in chronic primary-h)l'Othyroid rats demon­
strate that protein synthesis is not required to mediste 
the acute changes (4-6 ht obsen•ed after T, replacement 
therapy in cerebroconical and pituita<)· 5' -l'v!A-11 (32). 
In contrast, NA-induced increase of BAT 5'-MA-11 is 
mediated prirnarily through an o-1 receptor, and requires 
de nol'O protein synthesis. The response in t•ivo to NA or 
cold exposure occurs within 2 and 4 h, respectively (27, 
331. These data indicate that either transcriptional or 
posttransc-riptional mechanisms may be in\'o}ved in reg­
ulating 5' -!\!A. In this context. and although not specif· 
ically analyzed in this work. it seems unlikely that new 
protein synthesis may participate in the immediate en­
zyme activation (15-30 min) detected in the h)l'Othala· 
mus and the adrenal medulla of cold exposed animals. 
Furthermore, in rat pineal a similar immediate increase 
of enzyme activity occurs few minutes after lights were 
turned off (6). 

The present finding that hepat ic 5' MA-1 and circu­
lating levels of T, remained constant is consisten! with 
the notion that T, is the main regulator of this deiodi­
nati\·e pathway(s) (34 ). On the contrary, the significan! 
decrease (33\C) of basal T, and its further reduction 
during cold-stress (30 min, 70'.C) in h)l'Ophysectomized 
animals, suggest an increased metabolism of this iodo­
thyronine after shon-term exposure to cold and is in 
accordance with the absence of TSH that stimulates 
thyroidal 5' -l\!A-1, responsible for at least 20% of circu­
lating T, (29). The lack ofsignificant changes in pituita!)' 
5' -MA, may be in part due to the cellular heterogeneity 
of the gland since both thyrotrophs and corticotrophs 
constitute only the 15\C of the cell population in euthy­
roid male rats (35). 

Besides confirming pre\'ious studies which are now 
classic in homeotherm thermoregulatOl)' physiology, the 
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present results provide the first direct evidence that acute 
cold stress markedly enhances 5' ·MA in the hypothala· 
mus, the adrenal medulla, and the cortex. Furthermore, 
the time course and sequence of these responses, as well 
as the significant hyperresponse observed in hypophy· 
sectomized animals, strongly suggest that the sympa­
thetic nervous system and the pituitary gland participate 
in their installation. These findings are consistent with 
previous reports describing the association of enhanced 
5'-MA with the functional status of each organ, and 
support the notion that tissue-specific monodeiodinative 
activity is an index of local metabolic expenditure (9). 

References 

l. Reichlin S, :\1artin .JB, ~titnick MA, Bowshaws RL, Grimm Y, 
Bolinger J, Gordon J, Malacara .J 1972 The hypothalamus in 
pituitary thyroid regulation. Recenl Prog Hormone Res 28:229-
286 

2. Fregly MJ 1989 Activity of the hypothalamic-pitultary-thyroid a.xis 
during exposure to cold. Pharmacol Thcr ·H:8.5-!~2 

3. Scammell JG, Barney CC, Fregly ~1J 1981 Proposed mechani3m 
for increased thyroxine deiodination in cold-acclimated rats .. J • .\ppl 
Phvsiol 51:1157-1161 

4. Rudas P, Pethes G 1986 Acute changes of the conn~rsion of 
lhyroxine to triiodothyronine in bypophy."ectomized and thyroid­
ectomized chickens expQsed to mild cold. Gen Comp Endocrinol 
63:408-H3 

5. Sih·a JE, Larsen PR 1985 Potential of brown at!ipo5e tissue type 
ll thyroxine 5'·Deiodina:>e .1s a local and ~ystemic .;ource of tri­
iodothvronine in rats .. J Clin [nvest 76:2296-".!:lft.~ 

6. Guerre.ro .J:'\.1, Pui¡.:·Domingo ;\1, Reiter R.J 195$ Thyroxine ;,•. 
deiodinase acti\'1ty in pinc.-al gland and frontal Mnex: ni~httime 
increase and the effect of either continuous light exposure or 
superior cer.·ical ganglinnectomy. Endocnnology 12:2:236-2-tl 

7. !\turakami .\1K. Tanaka K, Greer ~1A 1988 There i.s a nvctohemeral 
rhythm of type ll iodothyronine 5'·deiodinase activily in rat an· 
terior pituitary. Endocrinoloh'Y 123:1631-1635 

8. Kaplan :0.1!\11984 The role of thyroid hormone deiodin.ition in the 
regulat1on of h~llothulamus-pituitary function. :--:euroendocrinol· 
ogy 38:25-t-260 

9. Va\verde-RC, Aceves C 1989 Circul~ting thyronines and peripheral 
monodeiodination in lactatin~ rats. Endocrinology 12-l:l340-13H 

10. Ktihl S, Capuco A\', Bitman ,J 1987 Serum concentrations of 
thyroid hormones and extrathyroidal thyroxine .~· moneio<iinase 
activity during \actation in the rat. Proc Soc Exp Biol !\1ed lB-l:l.U-
146 

11. Girnlt !\1, Villarroya F, Mampel T. lgle::>ins R l98tj Impaired basal 
and noradrenaline-induced iodothyronine 5' -deiodinase acfr•ity in 
brown adipose tissue from pregnant and lactating rats. Biochem 
Biophys Res Comm 138:1315-1321 

12. Smith PE 1930 Hypophysectomy anda replacement thernpy in the 
rat. Am J Anat -l5:205-2i3 

13. Aceves C, Legarreta GY, Valverde·RC 1982 Importancia del rn· 
dioinmunoanelisis homologo de tiroxina en el suero de bovinos y 
caprinos. Vet ~1ex 13:207-212 

14. Luna M!\1, Romero·RCM, Valverde·RC 1990 Ensa.yo por campe· 
tencie de union a proteinas pera cuantificar sin purificacion previa, 
cortisol o corticosterona en el suero de algunas especies animales. 

Vet !\1ex 21:115-122 
15. Hjemdahl P 1984 Catecholamine measurements by high-perform­

ance liquid chromatogn1phy . .-\m .J Physio\ 24i Endocrinol !\fetab 
lO:El3-EW 

16. Leonard .JK, Rosenberg I~ 1950 Iodothyronine 5' -deiodinase from 
rat kidney: substrate ~pecíficity and 5'·deiodination of reverse 
triiodothyronine. Endocrinolo~y 124:1376-138.:J 

17. Bradford !\IM 1976 A rnpid and sensifr•e method for the quanti· 
tation of microgram quantilies of protein utilizing the principie of 
protein-dye binding. Andl Biochem i2:248-254 

18. Hintze W 1987 !';umber Cruncher Statistical Svstem. Version 5.0 
'l/Si. Knysville. UT Cap 16.11-16.12 · 

19. Land.sberg L, Saville E~1. Young BJ 1984 Symp11thoedrenal system 
and regulation of thermogenesi;;. Am J Physiol 247. Endocrino! 
~!etab LO:EL81-EIS9 

20. Himms-Hagen J 1975 Role of the adrenal medulla in adaptation 
to cold. In: Handhook of Physlo\ogy. Adrenal Gland, vol VI Amer· 
icen Physiology Society. Washington, DC, pp 637-665 

21. Heroux O 1969 Catecholamines, corticósteroids and thyroid hor· 
mane in non-shi\"ering thermogenesis under different environmen· 
tal conditions. In: Physiolo~y and Pathology of Adaptation Mech· 
anisms. Pergamon Press, vol 27:347-366 

22. Gale CC 19i3 Neuroendocrine aspects of thermoregulation. Annu 
Re"' Phvsiol 35:391-430 

23. PloLi.;ky. P~t. Cunningham ET. Widmaier EP 1989 Catecholamin· 
ergic modulation of corticotropin·re\easing factor nnd adrenocor· 
ticotropin secretion. Endocr Rev 10:·t3i--t58 

2-t. Klioua N. Ruget G, Selz F, Cuche .JL, Benmiloud ~1 1987 Plasma 
cati:cholamines .iiter in:.ulin hypoglycemia in sheehsn's syndrome . 
. J Clin Endocrinol ~letah 6-t:l3:!3-132i 

25. A:<e\rod .J 1975 Relation~h1p hetween catecholamines and other 
hormones. Recent Prog Hurm Res 31:1-:15 

26. Andersoon K. Eneroth P 19Bi Thyroidectomy and central cat· 
echolamine neurons of the male rat. :'\euroendocrinoloev -t5:1-t-2i 

27. Silva .JE, Larsen PR 19 . .;,6 Hormonal regulation of iod¿thyronine 
5' -deiodinase in rat hruwn adipose tissue. Am J Physiol :!51:E639-
E643 

28. Leonard .JL, Kap\an :-.t~t. \'i:;~er T J 1981 Cerehral cortex re:;ponds 
rapidly to thyroid hormones. Science 21-t:571-573 

29. Erickson \'J, Carnlieri RR. Rosenberg LL 1982 Thyroxine 5' -
deiodinase of rat thyroid. but not that of liver, is dependent on 
thyrotrophin. Endocrinolog:..· l l l:-t:l4-440 

30. Capuco A\', Keys .JE, Smith J,J 19S9 Somatotrophin increac;es 
thyroxine·i>'-monodeiodm.'.l.;;e activity in lactnting mammary tissue 
of the cow. J Endocrinol 121::20:5-211 

31. Kuhn ER 1990 Hormonal control of periphernl monodeiodination 
in vertebrates. In: Epp\e A. Scanes CG, Stetson MH (eds). Progress 
in Comparative Endocrinology. Progr Clin Biol Res. Wiley-Liss, 
lnc. \'Oi 3-t:2:-l21-·l:!6 

:12. Leonard .JL, Sil\'a .JE. Kaplan M:-01. Mellen SA, Vis ser T.J, La~en 
PR 1984 Acute posttran:>cnptional regulation of cerebrocortical 
and pituita?)' iodothyrnmne 5' -de1udinase by thyroid hormone. 
Endocrinology 114:993-1004 

33. Milis l. Raasmaja ,.\, :-Otoolten N', Lemack G, Silva .JE, Lnrsen PR 
1989 Effect of thyroid status on catecholnmine stimulation of 
thyroxine 5' -deiodinase in brown ad:.1Joc)-1es. Am J Physiol 
2:'i6:Ei'-t-Eí9 

3-t. Kaplan ~1!\1 19M Regulato~· iníluences on iodothyronine deiodi­
nation in animal tissues. In: Hennemann G (ed) Thvroid Hormone 
Metabolism. :O.farcel Dekker, lnc, pp 231-253 . 

J5. Surks MI, Defesi CR 1977 Determinetion of the cell number of 
eech cell l}lle in the anterior pituitary of euthyroid and hypothyroid 
rats. Endocrinology 101:9-tG-958 



Hapid Lommunicalion 

E,·idcncc for Lhcr Epincphrinc 

/ .• \· Uc11111M
1.I .. \111111r11: 11ndR R111r111a

1 

!I 'n1d.1 ~Jl·i.111.i! \l.: Cu.•nu.1' jj,.,J,,~1.,1 ... I !' \; 
·1r1,111u1t1 Jl· lnH·,11t=.1L''''íll'~ U11 11111:J1 ... 1 ... t ~ \ ~1. \1nu:" 1> 1 \1 .. ·,.,,;I' 

lntroduction 

Works J1inc:- in Clur laht'ra1or)" reponed y~ar!' a~l' the 
presencc of epincphnne (El and of chromaffin cells in the Jiver 
(Rúrotta. Vi•l!11 and Ru.nt•k 197:!: .\fartin1·:. Rucnt111 and Rui.•t'k 197-U 
Recently ÍI has bcen shown thal i;e\Crn\ or~.:im. can synth;,.>lllt.' E. in· 
cludin~ liver 1 Zit"¡::lcr. >.:rwu·dy and Elayun 19~·~ J ThL· pre<;,cnt v. ork 
was donC' in order 10 confirm the presence ofhvcr E and 10 e\plcire its 
possible independenc.: from c1rcul.11ing E. 

Material• and ~lethods 

Three .@'TN•rs of I~ fomale W1~~:.u rau cach \liere 
usc:-d. They werc held in ind1\ 1dual cagc!.. at lca.s1 S day5 before sacri· 
rice, in a room with light-cm hct...,een RAM and 20 PM and regulated 
temperaturc :!4 ± 1 ºCJ. Tap wa1er and food trodent Purma chCl\I.) 
werc 5upplied ad libilum. The rat!. .... erl! sacrifir.:cd bc1we1..'n 9 and 11 
AM afler 18 h oíías1. 

The rats of the first ~oup werc sacriiiccd t-i~ d!!c..tpi· 
tation l~roup DI. Tn.mk bll.Xld \l.J.s 1mmed1a1cl) collc ·teJ in !i nU of 
cold JOº,., trichloroacetic acid ITC..\ 1 solution and "'C'•!!,eJ ThC' abdCl­
men was openC'd. h\'er was c:r.cisC'd. we1ghed and horr. •pc:ni1cd m 1 O 
mi TCA. Rau of the second and third grour .... ere an' .thet11ed w1th 
i. p. sod1um pcntobarbital t35 mg Lg1 Af1cr openmf tht• ahdtimen, 
thc hepatic pon.al vem was li¿:ated and mci~J rfCl.um;i!!~ tC' thc h..-cr. 
In group l. 10 mi oí0.9 11111 salme soluuon at 37 ce Wa.'. sJ.J\l.ly pc"rfused 
through the suprahepatic vem to OU5h the blood oul of the li\er. Com 
pleüon oí the f]w.hing wa.s ensured by obs.ervlng fluid coming out 
through the pon.al incision and b)· the loss of color oflhe h\·cr. Other 12 
rats (group A) were handled 1n tbe same wayhut hepatir hJ,.>OJ w.t5 not 
Oushed awa). Uvers in group l and A •·ere e:r.cised üDL lle<J .. !d as pre· 
._;ou5Jy descnbed for group D. 

Blood and lh·cr samples were ccn ifugcd at 3500 
rpm for 15 min. Catecholamines were isolated from tl e supcmatant b) 
adwrptioa oa alumina; E and norepincphrioc (NE J con te ni was de· 
tcrmined by HPLC wilh el<etrocbemical de1ection. 

Tbe data WCTC ~yzcd by one·way ANOVA and 
post-hoc Newman·Keuls mean companson. Simple linear correlation 
analys:is oí liverfbtood E was madc for group D. 

Resalts . 

The r=ilu (Table l)showhigh NE concentrations in 
liver bu! also lhe prcsencc of E. Decapitatioo significantl) decrcuod 
hepatie NE (F(2,33) - 7.03. p < 0.005) ., compared wilh &neslbe­
tizcd rats but induc:cd no change in E c9nccatration. 

In group O, E lcvels in blood and liver werc similar. 
Ct•Dsidering lhat tol.&J bt:paüc e:nracrUular fluid in exsanguinated rats 
rcprescnu at most 20% ofliver weight. we oorrected hepatic E conLe11· 
tration by blood E for cach rat in group D. The mean concentration oí 

Horm. metab. Res.23(1991 )459-460 
C Georg Thiemc Verla~ Stutteart · ;'\lcw York 

',.,. 
~ .'.< 

.~~~:~ '.)~~:: 
-<-.'' .• 

Tabl• 1 l1'ver; á.h.d º~í?·~d.j;~~t~c~áf~~;~~·.'.co~~éntr81~ons 
Group .. iNE:(ngÍg) 

D hver· 118.5± 12.9 
blood ü<±ri.30 

A lr.rer 157.1 ±7.3' 

líver 162.2±5.0' 

Values are means± SE, n = 12 rats per group. 
•p < 0.01 vs group D by Newman-Keuls test 

'·E Jngigl 

4.07±0.33 
4.83± 0.38 

3 47± o :26 

400±0.24 

corrc-.~1ed hepatic E wa.s 3.9 ± 0.46 ng'g Ji\'er without c\traccllular 
Ou1d. v.h1ch 15 no: difíerent from E conccntration neJthcr oí ~rour l. m 
which bluod "35 removed from the li\'cr or oí poup A. whme hvers 
w.cre íull of blOCld Moreo\·cr, no correlallon .,.,.a!- found bcrwi:~n in­
d1\."1du'1i values of blood and !J..-er E in thi~ samc poup (r - - 0.34. 
p - ü 31. sug,g~tin~ that hcpatic E conccntration dílCS not dcpcn<l on 
thc c1rculatm~ Je.-,. eh 0f the hmmonc 

Mean C± SE) bod) weighLS or FfOUP~ D. A and 1 
w::rr VCí) similar 259.9 ± 9.7, 273.7± 11.3 and :!i4.2 :t 11.:!, rcspec· 
li'1.cl~ Ho•eHr. mean hvcr \lri'Cl~ts, as c:\prC'SU'd pc:r bod) we1ght. 
\\ere lo"'er in D than in A and 1 groups (2.70~o vs 2.9~ and ~.94°0 re· 
spccu..-cl) l. Thü dJfkrence oíabout 8°1 .. in tivcr weight .,,..as most proh-­
abl) due to Lhe hcmo~ produced by dccapi&ation. As such il 
should be more correct to express CA pcr liver and 001 pcr ~am of 
IJYcr. The data calculated in such a waylho"-ed that the d1ITcrenC'l!!i. in 
NE livC"r content between group O and groupi 1 and A werC' cven 
gr:a1cr (F(2,33)- l l.72. p < 0.0001). No difTerenen for E were 
found 

Decapitation r<dueed livcr NE wlúch is in a=r­
dan« wilh lhe f&el tha1 bcrnorrhage specifically incrase> Ü'<r sympa· 
thetie a..--tivity (Briand. Yamaguchi and G"f71' 1989). 

Conoeming E, this lllldy eonfirms prr.ious observa· 
tiom about iu presenee in tiver (Rarona, Vqa and R.,,,,lc 1972). In 
oddition, lhe presea! r=ilts sh°"· that. (•) blood and liver eoneen· 
trations of lhc u.me rats 1tl'ere oot corrdatcd; (b) Ousbing blood out of 
lhe livcr .,,..;tb saliDe did oot aft'ec;t liver E content u sbown b) similar 
eoneenlrations in IJ'Oupo A and l; (e) docapitation dccreased liver 
blood eontent. as sbov.n by tbc reduction in the rdotive bvcr ...;gb1 
Cpoup D vs group A), bu! did not ehanJ!< bepatic E eoatcnt and (d) 
liver E corrected by blood conceatratioa was not difTen:nt from total 
li .. cr E concentration. All this suggests that the liver bu lm own E in 
coo..::entrations similar or greatcr than thosc reponed recently in luog 
and kidney (K•nnedy, Elayan and Zkgl<r 1990; Ziq¡ln, Xmrti!dy l.Dd 
Ela}'On 1989), respectivefy. 
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E can t'IC laken up inlo thc l)mpalhelK tenninab oí 
le'Veral orpns (Swdo 1985). thov.in@! it could acta) ii ncurN14llllmitler 
DOt onJy in kni.Tr vntebratn. in wh1ch E loe'enn to be the Pfmcip&l sym­
pathettc tranamifkr (/w-rJt'n 196 7 J. bu1 C'-'Cn 1n mamma.Js. speciulty in 
rau <-'"""k and /Jrody 19821. On lh< 01hcr hond. E can abo be 1ynlhe­
tized in utra·neuronal locations tZu·,kr. Krnnt"Jy and Elayun 1988), 
e. I· in IJver chromaJT'm oelb dei.cnbed tn a pre .. ·1ous wori of our 
labora;:ory (Manúie:. Rarotta and RwseA. 197•> Th~ two possih1l1· 
bel. i. e. thc presence of intr• and C''-lra-neuronaJ E. are- no1 incomp.u­
ible. Kwtnatuk.1., H't>t.U'. Thru and A:opm (1979) sugg.estt'd t.hat, aJ. 
tbou,n sympathetJc nerves could takc up and rcleasc E. lherc are 
ntn·neuronaJ and ntra-adrenal siles íor stor.11!e of E. further :studJcs 
are needed to etucida1e thc e:ucl local1ution ofhver [ 

E could pla)· a physiological paracrinc role in the 
liver: local E iccrction, in addition lo NE relea.sed from sympalhetJc 
nervous temunaJs, ma\ enforcc NE actioru on and/or ha\·c importan! 
com:lati\'c effects. F~ cumple, it has bcen ar1ued that expenmentaJ 
E doses nea::s.sary to produce hc-pauc J)yrogenoly!íis are much gre.ater 
than lhc circulating concc-ntration att.ained cvcn dunng stress (E:dmli 
and So/.:al 19661 Locall) sccreted E could bowc\eT reach significant 
conccnlrtttions in ord~r lo modulalr liHr mctaOOilsm 
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El antidepresivo arnitriptilina en 
suero: extracción, análisis y 
cuantificación en serie por 

cromatografía líquida de alta presión 
Ma. de la Lu:t Na11arro• 
Miguel Angel Santíni • 
Araceli Guarneros • 
Ma. del Carmen tara• 
Juan Ramón de ta Fuente• 
Alejandro Sayónª 

Abstract 

In this wor1< we pre;ent ar'I "on line" \.iPL..C method for ihe 
extrac.tion, $eparatieri and musur(!ment ot amitriptyline and 
nortrituyllne in serum. ihe l'.>recolumn l.4sed was i:iacKed with 
CQrasil/BondapacK, C18 'upp.on. and the .:tnalytical column was 
a µ.-l3C>ndetP<!Cll". C18, the moblle ph<!se slvlng t})e ben resulu. 
(resoh..rtionl wa._ iriethyl.-,mine 30 mM pH 5/AcetQnitrile ($7/ 
331. Ooxepin was u;ed as al'1 intern<il St<Jdard. The sensiti..,.ity of 
the methC>d wa5 better than \O ng/iníec:tion and interanav va~ 
riatlon was 4.3~for amitri~ty!ine. 

This. method, altóovgh slightty more expen~lve than th"sa 
using b13tc;h e:.;rractiori C>rocedures is faue-r and more reptoduci~ 
ble, allowing the .:Jutoma1íz.;itiott of the analy$:ls, 

Resumen 

Se ~resenta un metodo pqra !a determinac:ión por c:romato­
gra1ia lic¡uld<t ele alvJ Pres\óh de! 3nt;deptesí"'tl tricíclíe:o ami­
triptilina y su metaoolito nortriPtíHna, en suero, empleandi:, 
dO'.\ePina como estándar interno, 

l.a ourifícacion de !a mues:ra se lleva a e.abo haciéndola pa­
sar DQr uniJ "recti!umna rnt>ntada en e! siuema crotnatosráfico. 
E! sooc,ne crornatcgfático empteado -es Cl3 v !;¡ fa~e móvil es 
trietilatnina 30 mM ¡::rH S/ACN 167.'331. t..e sensíbliidad oott:?ni­
da es de menos eje 10 º!;por inyección v el ceefit:ienta de va­
ríai:ión in!raensayo para su~rci es de 4.lo/c oara atni1riPti!ina, 

El métt>do Pres.i!ntodo 3Q1Ji, aunque resulta lig{'tamehte más 
C:l'JStoso que los 1Jrc,cedirni1;?ntos tr<Jdieioriale' de e•tracc:ión, es 
mas rápido y más reproduciQlf!, oermitiendo 13 auromatiZ<lcíón 
d.?I análisis. 

lntroduc<:ión 

Los antidepresivos trícíclicos han sido ampliamente 
empleados en la práctica psiqui.itríca para el tratamíen· 
to de la depresión endógena. Sin embargo, y debido en 
gran medida a las variacicne$ interindividuates de los 
procesos farmacocinéticos a los que están sometidos 
estos medicamentos, la respuesta clínica presenta .am­
plias. variaciones. Se ha propuest0: que e.sta respuesta se 
encuentra más correlacionada con tos niveles plasmáti· 
cos de estos fármacos que con la dosis ingerida. De he­
eho se sugiere que los niveles en $angre proporcionan 
un indicador exacto y útil para la dosificación de cada 
pacíentet 19). 

•l.JnidiJd d• Dttúrtol/o d11 Tkn;ca• Analt'tícas p~r11 /a lnve1r1g.. 
cidn •n P1iQul•trl• y N«1roq1dmlca JMP-UNAM ,, tn1tituro d• 
lnt1"tfgaciontri 8iom"1fcu UNAM. 
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E.n condicione$ terapéuticas la concentración de i!'S# 

tos medicamentos en el plasma es baja, en et intervalo 
de 20 a 500µg/mll11. Para la medición de estos niveles 
se han empleado métodos como dílucióo isotópica' 1u1 
y radio-inmLJnoanalísis1 21 ) que implican trabajar con 
material radiactivo y la necesidad, en el caso del radio· 
inmunaanáli$i$, de contar con los anticuerpos especifi­
eos para cada compuesto. Un método sensible y espe# 
cifito para la medición de los antidepresívos tricíclicos 
esta dado por el acopiamiento de la c:romatografía de 
gases con la especrrometria de masas' 4 .7); sin embargo, 
este método es taro y no se encuentra f¡:{cilmente a 
disposición. También se ha empleado la cromatografía 
de gases con detectores específicos, corno el Detec· 
tor de Nitrógeno/Fósforo12 • 5. 61 o el Detector de 
Captura de Elec:trones en combinación can la forma. 
ción de derivados halogenadosl l 1, 12 · 131, La croma. 
tografia de il'quídos de alta presión (CLAPI con de· 
tecc:ián por absorción en el ultravioleta. elimína la ne­
cesidad de formación de derivados Pilra la detección de 
los antidepresivos tricícticos y permite la determina. 
ción de metabolitos no volátilesl3. 8, 14. 15, 20, 23, 
2AJ 

Exceptuando la dilución isotópica v el radioinmuno­
anátísis, tod0:s los Otrl;X métodos mencionados requieren 
uno o varios pasos de purificación previos al empleo del 
sistema cromatografico. ya sea que se trate de extrae· 
ciones a varios pHl2, 7 · 11, 201, del paso de la muestra 
a traves de una columna de celulosall 2, 131 o bien del 
empleo de pequeñas columna$ empacadas comercial· 
mente como Sep.pak o Bon.elut c1a1J. 1Sl. 

La mayoría de los autores que emplean CLAP usan 
columnas de sílica, euyo empleo rutinario resulta pro· 
bfemático; sólo algunos autores emplean columnas de 
fase revena C1Sl8, 201 Csll&l 0 CNl15l. 

El método que aquí describimos contempla la puri· 
ficaclón en serie de la muenra {suero), mediante el uso 
de una precolumna que además la concentra; posterior· 
mente los antidepresivos se $eparan en una columna de 
fase reversa. Empleando este método, el suero >álo ne· 
ees.ita filtrarse para evitar posibles obstrucciones en la 
precolumna o en la columna analítica, antes de ser in# 
trodueido al sistema cromatográfico. Este método fue 
optimizado para emplearse en la determinación de ami· 
triptílina (AMTl y nortriptilina (NT) usando doxepina 
eomt> esttndar interno. 

Salud Mtrnrol V. 10 /Vo, 4, diciombnl tt. 19fl7 
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Abstract 

In 1his worK we present an ''en line" HPLC method fer the 
extraction, separation and measurement of amitriptyline and 
nonriptyline in serum. The precolumn used was pac1<ed with 
Corasil/BondapacK, C 18 suppon and the analytical column was 
a µ-BondapacK C18; the moblle phas.e glving the ben results 
Cresolutionl was triethylamine 30 mM pH 5/Acetonitrile (67/ 
331. Doxepin was used asan interna! stadard. The sensitivity of 
the method was betler than 10 ng/injection and interassay va· 
riation was 4.Jo/cfor amitriptyline. 

This method, alchough slightly more expensive than those 
using ba1ch extraction orocedures is faster and more reproduci· 
ble, allowing the au1omatization of the analysis. 

Resumen 

Se presen1a un mt?todo para la determinación por cromato· 
grafía liquida de alta presión del antidepresivo triciclico ami· 
triptilina v su metabolito nonriptilina. en suero. empleando 
doxepina como estándar interno. 

La purificación de la muestra se lleva a cabo haciéndola pa­
sar por una precolumna montada en el sistema cromatográfico. 
El sopone cromatográf1co empleado es C18 v la fase móvil es 
trietilamina 30 mM pH 5/ACN 167/331. La sensibilidad obteni­
da es de menos de 1 O ng por inyección v el coeficiente de va· 
riación intraensayo para suero es de 4.3 % para amitriptilina. 

El método presentado aqut, aunque resulta ligeramente mas 
canoso que los procedimientos tradicionales de extracción, es 
más rápido v más reproducible, permitiendo la automatización 
di?I ancilisis. 

Introducción 

Los antidepresivos tricíclicos han sido ampliamente 
empleados en la práctica psiquiátrica para el tratamien­
to de la depresión endógena. Sin embargo, y debido en 
gran medida a las variaciones interindividuales de los 
procesos farmacocinéticos a los que están sometidos 
estos medicamentos, Ja respuesta cllnica presenta am­
plias variaciones. Se ha propuesto que esta respuesta se 
encuentra más correlacionada con los niveles plasmáti· 
cos de estos fármacos que con la dosis ingerida. De he· 
cho se sugiere que los niveles en sangre proporcionan 
un indicador exacto y útil para la dosificación de cada 
paciente! 19). 

•unidad dt1 D~iarrol/o dtJ Tknicar An•lfticar para /a /nvl!ftiga­
cidn tm Psiquiatrla y Nf!Uroqulmica /MP·UNAM •Instituto d• 
/n11ntfgac/onH Biom"1/cat UNAM. 
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En condiciones terapéuticas la concentración de es· 
tos medicamentos en el plasma es baja, en el intervalo 
de 20 a 500 µg/m1 11 I. Para la medición de estos niveles 
se han empleado métodos como dilución isotópicallUJ 
y radio·inmunoanálisis 121 l que implican trabajar con 
material radiactivo y la necesidad, en el caso del radio· 
inmunoanálisis, de contar con los anticuerpos especifi­
cas para cada compuesto. Un método sensible y espe­
cifico para la medición de los antidepresivos tricíclicos 
está dado por el acoplamiento de la cromatografía de 
gases con la espectrometri'a de masas14.7); sin embargo, 
este método es caro y no se encuentra fa'cilmente a 
disposición. También se ha empleado la cromatografla 
de gases con detectores específicos, como el Detec· 
1or de Nitrógeno/Fósforo1 2. 5, 6I o el Detector de 
Captura de Electrones en combinación con la forma­
ción de derivados halogenadosl 11 • 1 2 · 1 3). La croma. 
tografla de llquidos de alta presión (CLAP) con de· 
tección por absorción en el ultravioleta, elimina la ne· 
cesídad de formación de derivados para la detección de 
los antidepresivos tricíclicos y permite la determina· 
ción de metabolitos no volátilesl3, B. 14, 15, 20, 23, 
241 

Exceptuando la dilución isotópica y el radioinmuno­
análisis, todos los otr05 métodos mencionados requieren 
uno o varios pasos de purificación previos al empleo del 
sistema cromatográfico, ya sea que se trate de extrac· 
ciones a varios pH 12 · 7 • 11 · 201, del paso de la muestra 
a través de una columna de celulosal 1 2,131 o bien del 
empleo de pequeiias columnas empacadas comercial· 
mente como Sep-pak o Bon·elut C1a1J. 1 8l. 

La mayoría de los autores que emplean CLAP usan 
columnas de sílica, cuyo empleo rutinario resulta pro­
blemático; sólo algunos autores emplean columnas de 
fase reversa C ¡518, 201 ca< 16l o cN< 1 SJ. 

El método que aquí describimos contempla la puri· 
ficación en serie de la muestra {suero), mediante el uso 
de una precolumna que además la concentra; posterior· 
mente los antidepresivos se separan en una columna de 
fase reversa. Empleando este método, el suero sólo ne· 
cesita filtrarse para evitar posibles obstrucciones en la 
precolumna o en la columna analltica, antes de ser in· 
traducido al sistema cromatográfico. Este método fue 
optimizado para emplearse en la determinación de ami­
triptilina (AMT) V nortriptilina (NT) usando doxepina 
como estándar interno. 

Salud Manta/ V. 10 No. 4, di~ dfl 1987 



Desarrollo Metodológico y Experimental 

Material y equipo 

Se empleó un Sistema de Cromatografía Liquida de 
Alta Eficiencia (Waters Ass.) compuesto por los siguien· 
tes módulos: dos bombas, una de ellas modelo 51 O y la 
otra modelo M4S, un inyector universal modelo U6K, 
un detector de ultravioleta de longitud de onda variable 
modelo 490, una unidad de control y programación de 
flujos modelo 680 AGC. un módulo de datos modelo 
730 y las columnas µ-Bondapack ClB 13.9 mm X 30 
cm) y µ-Bondapack CN 13.9 mm X 30 cm). también de 
Waters Ass. 

FIGURA 1 

A. - 1,rjlVl.ll.I i.ll'C'l°":H mr .. n1n IVSS) IS""11ch• J..61 
a - Sombe MA5 
e - lnytc:OI' 
O - Vi!Vl.l'I wlt<"lon d1 co1umf\a1 !V5CI !S .. 1ldl" 1 v 21 
E - P..e<D!umri. · 
F - Bomt:MI M510 
Ci - Columri.1N11/tii;;a 
H - 011Ktor u ... lvan1ble 
1 - Módulo d<t d .. 101 
J - Proqnrn~ d4 ;nodi...,1M v co.n1rolidof 

FIGURA l. CDnf1vurx.ón d•I flCIUIOO ~no~ l.- O•uffit«tólt ""li-d• lo1-'!flCÍlfjr.10'0ltnei~ 

El acetonitrilo IACN) y el metanol IMeOH) -ambos 
grado HPLC- que se emplearon, asi' como la trietilami· 
na (TEA), se obtuvieron de Merck; ol fosfato de sodio 
monobásico se obtuvo de Sigma Chemical Ca.; el hi­
dróxido de amonio, el fosfato de sodio dibásico y el 
ácido fosfórico se obtuvieron de J. T. Baker. Los filtros 
Millex HV de 0.45 µm de poro, los Sep·packs C 18 y el 
empaque Corasil/Bondapack C 18 se obtuvieron de Mi­
llipore. La amitriptilina IAMTl fue obsequiada por los 
Laboratorios MSD. La nortriptilina (NT) fue donada 
por los Laboratorios Eli Lilly, y la Doxepina por los 
laboratorios Ciba Geigy. El agua fue purificada por me­
dio de un equipo de purificación de aguaMil\y.Q. Todos 
los solventes empleados fueron filtrados a través de 
membranas de 0.45 o 0.50 µm de poro. Et material 
de vidrio que se usó fue sitanizadot91. 

columnas, permitiendo la programación tanto del por· 
centaie con que cada bomba contribuye al flujo total, 
como de la apertura y cerrado de las diferentes válvulas. 

Monraje experimenral 

El programa empleado, listado en la tabla 1, involu­
cra las siguientes acciones: La bomba B alimenta al sis· 
tema con la fase móvil, mientras que la bomba A intro-

Los módulos de cromatografi'a de l1'quidos se dispu. 
sieron y conectaron como se muestra en el diagrama de 
la figura l. La unidad de control y programación de 
flujos es capaz de controlar a las dos bombas, a la vál· 
vula selectora de solventes y a la válvula selectora de 

• duce el resto de los solventes. Antes de introducir la 
muestra al sistema, y hasta el minuto 5 después de su 
introducción. la bomba A hace pasar NH~OH 0.1 M 
por la precolumna. mientras que por la columna ana­
litica está pasando la fase móvil. En estas condiciones 
se introduce la muestra al sistema, y los antideoresivos 

PROGRAMA OE GRADIENTE 

Tiempo Flujo %A %a 

TABLA 1 

PROGRAMA DE EVENTOS ACCIONES RESULTANTES 

(minl lml/min) IM451 IMS101 Sñitch No. Acción Vilvula Corn1por>die-n1e y Acción Bomba A Bombli a 

O.DO 50 50 
0.10 

5.00 50 50 
5.01 71 29 
5.11 

7.00 7 71 29 
7.01 2.5 - 20 eo 
7.02 
7.11 

7.12 

9.00 2.5 ·20 eo 
9.01 5 60 4() 

9.11 

13,00 
13.10 

VSS. V41wl• Mlteron CS. ~~1• 

lnvo1uctadl 

on VSS ,. &bn' 11 linea de NH 40H 
off 0.1 M 

NH.-OH. 0,1 M 1 2 Fne móvil 1 2 ml/min, 
ml/min per 11 precolumn1 poi" I• column• princip,el 

VSS M •br• 111(~1 de MeOH/H10 MeOH/H10 IS0/501 • 5 
on 50150 ml/min. por 11 prec;olumn.1 

º" 
VSC. Se inviene 11 n.Jt& del llu¡o MeOH 1 0.5 ml/mln. p.-. Fa• móvil • 2 mllmin. 

on IBomb• B alin\en11 precolumn• y VSC y 11 desecho. pof 11 prw:olumna V por 
oll c:olumN pr\ncip,1\J VSS. S. 1bfe I• t. coh.lmM pf'lncipal. 

lin1111 de MeOH 

º" 
on VSC. c.mbi8 I• ""ª d.i !lujo • su MeOH • J mllmln por I• F .. móYtl • 2 ml/mln 
ott po¡k:ión orJ;inet tBamba A 1lim1n- prK:OlumN paf' 18 columne pf'lncJ. 

UI • pncotumn. V Bombtl e • CO• pel 
lumneprtnc!P811 

on VSS 1118bf'I11 lln. dt NH 40H 
ott 0.1 M 

VSC. V41wl• 111tctora de c:olumnn 

NH4 0H0.1 M•3mllm\n 
por 11 pncolu~ 
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se retienen en la precolumna. Al minuto 5 se cierra la 
linea del NH40H y empieza a pasar por la precolumna 
Me0HIH 20 (50/50); esta mezcla eluye parte de los 
contaminantes del suero. Al minuto 7 cambia la posi­
ción de la válvula selectora de columnas y empieza a 
pasar la fase móvil tanto por la precolumna como por 
la columna ana\ltica, llevándose a los antidepresivos 
de la la. hacia la 2a. Al minuto 9 cambia nuevamente 
la posición de la válvula selectora de columnas, y mien· 
tras que por la columna analítica continúa pasando la 
fase móvil, que termina de eluir a los antidepresivos, la 
precolumna se lava con MeOH hasta el minuto 13 en 
que empieza a pasar N H4 OH O. 1 M para que la preco­
lumna esté lista para la siguiente inyección. 

A 

~· 
o s . ., 15 

Tiempo 

Figura 2. Compardción de la separación de los antidepresivos: 
l J do;icepina, 2) normptilina y J) amitriptilina. 
Fase Mó.,,.il 
Al ACNi'MeOH/Buffer fosfatos 10 mM pH 7 (60/151 
251. 
6) ACN.'Butfer fosfatos 10 mM pH 7 (70/JO). 
Cl ACN/TEA 30 mM pH 4 1331671. 
0) ACN/TEA 30 mM pH 5 133/67). 

• T amai'io de part lcula 1 O µm 
UA. Unidades de absorbancia. 

Elección del sopone cromarográfico y del eluyente 
{fase móvil) 

Para la separación de AMT, NT y doxepina (emplea· 
da como estándar interno) se probaron dos tipos de fa· 
ses estacionarias: µ-Bondapack C18 y µ-Bondapack CN. 

Para la separación de los antidepresivos se reproduje­
ron las condiciones reportadas por P. Koteell 151. En 
estas condiciones la resolución entre AMT y NT no era 
óptima y sus tiempos de retención no eran lo suficien· 
temente grandes para permitir que eluyeran antes los 
contaminantes del suero ( Fig. 2a.). Se decidió aumen· 
tar 'a polaridad de la fase móvil, obteniéndose así la 
separación mostrada en la figura 2b, en que aún no se 
logra una resolución a nivel de l1'nea base. 

Para la columna de ClB nos basamos en el método 
reportado por MilliporelBl; como fase móvil emplea· 
mas TEA 30 mM a diferentes pH, mezclada con ACN 
en varias proporciones. En la figura 2c y 2d se muestran 
dos combinaciones diferentes. La figura 2d muestra la 
separación más satisfactoria; además, los tiempos de re· 
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tención obtenidos dejan espacio para la elución de sue­
ro ( fig. 6a). Esta fase móvil, TEA 30 mM llevada a pH 
de 5 con ácido fosfórico y en una proporción de 67 
por 33 de ACN, permite además una rápida elución de 
los antidepresivos de la precolumna (figura 3a y 3b). 
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Figura 3, Perfil de eluci6n de los antidepreilvo1 triclcllcos a 
través de la precolumna. 
Al Empaque Sep·pat< ClB. Fase móvil: ACN/Buffer 
fosfatos l O mM pH 7 170/301. Flujo 2 ml/min. 
BI Empaque Sep·pat< C18. Fase móvil: ACNfTEA 30 
mM pH 5 (33/671. Flu¡o 2 ml/mln. 
CI Empaque CorasilfBondapact< C1 B. Fase móvil: 
ACN/TEA 30 mM aH 5 (33/67). Flujo 2 mt/min. 

UA. Unidades de absorbancia. 

Elección de la precolumna 

Inicialmente se empleó como empaque el contenido 
de un Sep-pak C18. Sin embargo, éste, al ser de granu­
lometri·a relativamente grande 180 µmi, no soportaba 
bien la presión a que era sometido y se fraccionaba \le­
gando a tapar la tuber(a; para resolver el problema, este 
empaque se sustituyó por Corasil/Bondapack C18, de 
granulometrla más pequeña (50 µm). Además. este 
último empaque favorece la separación de los antide­
presivos aún en la precolumna. Compárense los perfiles 
de elución mostrados en las figuras Jb y 3c; en Jb se 
observa un solo pico, mientras que en 3c ya hay una li· 
gera separación. En cuanto a la capacidad de la preco­
lumna para concentrar la muestra, en las figuras Sa y 
Sb puede apreciarse que se puede inyectar un mi de 
muestra sin pérdida de la resolución. 

Optimización de los programas de flujos 

Cargado de la muestra en la precolumna. Se probaron 
diferentes tiempos de cargado de la muestra en la pre­
columnal3, 5 Y 7 mln.), así como diferentes solventes 



de cargado (H 2 0 y NH40H 0.1 MI, encontrándose que 
un tiempo de 5 minutos y una solución de NH40H 0.1 
M resultaban adecuados. 

Elución de la muestra de la precolumna. Cargada la 
muestra en la precolumna, ésta s.e somete a un lavado 
con Me0H/H 20 (50/50) y posteriormente se le hace pa· 
sar la la<e móvil (TEA 30 mM, pH 5/ACN 67/33). El 
tiempo de elución .de los antidepresivos de la precolum· 
na, empleando esta fase móvil, es de aproximadamente 
un minuto (ver figura 3c); para asegurar su completa 
elución se pasa la fase móvil por la precolumna durante 
dos minutos y posteriormente se lava con MeOH. Des· 
pués se le hace pasar NH 4 OH 0.1 M para que esté lista 
para la siguiente inyección (programa mostrado en la 
tabla 1). 
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Figu~ 4. Curvas de calibración para AMT v NT empleando do· 

xepina como estándar interno. Columna µBondapac11. 
C18. Fase móvil: ACNITEA 30 mM pH 5 con ácido 
fosf6rico 133!67); vol. de inyección 25 µ1, /\.. = 240 
nm. 0.05 unidades de absorbancia IUAl a escala 
completa. Flu¡o 2 ml/min. Las curvas se corrieron 
empleando el sistema esquematizado en la figura l 
y los programas listados en la tabla l. 

Sensibilidad Y. reproducibi!idad del método 

En la figura 4 se muestran las curvas de calibración 
obtenidas para AMT y NT empleando el sistema opti· 
mizado descrito en la figura 1 y los programas listados 
en la tabla l. 

Véase que de 10 a 400 ng hay una respuesta lineal 
del detector y que la recta pasa por el origen, lo que 
significa que no hay pérdida de los antidepresivos en la 
columna; esto además se confirma por el hecho de que 
las muestras fueron inyectadas de menor a mayor con· 
centración y, enseguida, de mayor a menor concentra­
ción y no se observó el fenómeno de histéresis. En esta 
misma figura puede observarse que la sensibilidad es 
menor a 1 O ng. 

En la tabla 11 se muestran los coeficientes de varia· 
ción intra e interensayo obtenidos para estándares en 
concentraciones de 50 ng/inyección de AMT y NT y 
100 ng/inyección de doxepina. 

TABLA 11 

COEFICIENTES DE VARIACION ( %) 

ln1reensayo lntennuyO -
AMT NT AMT NT 

En agua•: 3.7.S.7 1.1..ot.3 7.9 4.3 
In =31 In =31 In =31 1.n.=31 

En SUefO: 4.3 3.7 
In =41 In =41 

En todos los casos la cantidad de AMT y de NT es de &O ngf 
inyección. 

•Los estandares en af!Ja se ínyecraron por triplicado en rres 
ocasiones diferentes. 

Resultados obtenidos usando suero humano como 
vehículo y criterio de especificidad del ensayo 

En la figura 6 se muestran los cromatogramas obte. 
nidos con un blanco de suero y con un suero que fue 
incubado con los estándares de AM, NT y doxepina. 
Nótese que en el blanco de suero no hay picos que 
interfieran con la elución de: los antidepresivos. 

En cuanto a la especificidad del ensayo, nótese que 
los cromatogramas están obtenidos para dos longitudes 
de onda: 240 y 214 nm: la relación: 

área del pico a 240 nm 
área del pico a 214 nm 

Ti e m p o ( m1n J 

Figura 5. Comparación de los volumenes de inyeeclón. Las con­
diciones cromatográficas empleadas ron las referidas 
en la Flg. 4. 
A) Inyección de 50 ng de AMT y NT y 100 ng de do· 
xeplna en 25 µl. 
B) Inyección de 50 ng de AMT y NT y 100 ng de do· 
xeplna en 1000/JI. 
1) Ooxepina, 21noMriptlllna,3) amltrlpti\lna. 
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Figura 6. Perfil de elución de AMT, NT v doxepina emplean­
do suero humano como \lehículo. Las condiciones 
cromatográficas son las referidas en la Fig. 4. 
A) ln•1ección de 200 µ1 de suero filtrados por un 
Millex-HV de 0.45 µm de poro. 

B) Inyección de un mi de suero l 1: 11 incubado 30 
min a 37ºC con 50 ng de AMT y NT y 100 ng de 
doxepina, filtrado por un Millex·HV de 0.45 µm de 
poro. 11 Ooxepina, 2) nonriptilina, 31 amitriptilina. 

es un parámetro de identificación y pureza del antide· 
presivo, ya que ésta es caracterlstica del espectro de 
absorción de cada compuesto. 

Conclusiones 

El empleo de válvulas para la purificación y análisis 
en serie de muestras de origen biológico permite la in· 
yección directa de la muestra al sistema sin necesidad 
de pretratamiento y facilitando la automatización del 
an.ilisis117, 221. 

El método aqul propuesto representa una herramien­
ta útil para la determinación de AMT y NT en suero. 
El tiempo total de análisis por muestra es menor de 
30 minutos e implica solamente filtrar el suero e intro­
ducirlo al sistema cromatográfico. La sensibilidad y va· 
riabilidad obtenidas son semejantes a las reportadas por 
otros autoresl6, 231, y permitirán determinar los nive­
les endógenos de AMT y NT en los pacientes que estén 
bajo este tratamiento. 
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[HtlO OE LA FSI! s~s·r ~- HCHCIC .. Ot Tt!.1:::!.TE~.:·.:. PCf EL H~il~ 
CULO DE POLLO IHCl[I, 11:.croc [to cu:;rr;:, CaHrc, J.!.• y P.nrlll"tC /'l,C 
()eptc. dt. Fislol09t•, !iothiu. ~ ht.~odr~du. CIEJ. del IP"· 
Ap•rt1do Posul 11.-7~:. 07CCO t"i.it: ~.r, 

Dunntr el d11urrollo O'\toc;Enicc sr dutrltri-. e,. rl us:fculc d<!I 
ltt":i~ero y de In lvn d-:is pc':l1clc~.111 c1dul•rc,, Un1 es 1ctiv1 
furicfo.,1lrornte en l.1 et•oa prrlr . .Pt11 'I rr~rrH1 h.1cl• 101 10 cru 
de vldt p!¡sntt1I, 'I otrl l'lat' 1LJ .1:.a,.":ié., .~reCc~:ir de l.1 pu~c~­
t.11!, P•" continuar .1ttlv2 per el rntr. (!' la vld1 drl lncHvlduc. 
L• prl~cr.1 poblat.16" de cel111.11 H =~u .. roll.1 e" U" ..... -cno hornol'~l 
diferente de a::i;11el del .1C1,1ltt, por lo Qul 1e pueCc e\~r•r qu, 11.; 
funclon ... .,.lento y reH•uesu a ht>r'l'>Onu aiflrr1 del de l.1 pobhc!E" 
pubeul. ürperlN!.,tot rn nuestro. la!lorue•I" h,1.-, d11"C1!r.1dc oue 
•n l.1 et•P• neon,.UI 11 nccu.1rl.1 l.1 preuncl• de SBr o blrn dt 
hCC pira un .1d1cu•do f11nclon1.,le.,tt1 dr In cEl11\u del uufc111e 
del pollo retlln 11.1cldc; •I efecto slMr9l1u Ce 1& P"-t. ce., h 
tite p1r.1 estl111uhr I• productl6n de uucstc>'Ol'la '! h l11f111C'1cl1 
de l• lnsulln• tobre l.1 sc:rec16n de tut:1teron1. En el pruentc 
tr.1b1Jo se astudl6 l• ¡,,.~ort.1nch Ce h l'S'" e"' h fu.,d6n drl tr1• 
tfculo neon.1UI, utillz1n:fo corci IN'Jdelo al testlculo. del pollo -­
redln n1cldo en cultivo. Se obtuvti un• 1111pe,.1l6n crlul.1r utill­
:undo 1n1lrt11!; lu dlul,u se Set"\bf.lf:'<n en c•j•, Ct tuitivo que 
:ontenhn 11111dlo Dulbecco "t"' 'In 'uero, A h' 48 lb tic cultivo se 
car.ibl6 el llOCdlo por otro contentenck ~rn::i.,¡,. Se utilfx! FSH bovl­
fl• (519,.,.11 y 'SH de 6Ptfl'la pure;u {Nlt') de rrt1, L• ucrnl6n d' 
tulo1ter:)n1 u evalué pcr ~tdlofrr'.lnoanfl Is Is y In proufo19 se 
det1rmln.1ron por lQOlry. Se observ6 que la íSH (Siria} eHil'll.lh h 
productl6n dt tutosteron• bual de un.1 ia.1nirr• do1ls•.:!tP'!nC!ente 
( 5•100 ng/1'11 de FSH ), Ooslt ll'l-lyoru eJtrcen un e,ctto lnhlblto• 
ria. L• curv.1 tripor1I •ntr6 q11e • h doth·de lOC: ~/fftl ésta -
noMllOna estlmuh h produccl6n dr tutostercn.1 1 p1rtir de lu 2 
h1 dr lncub1cl6n. Cu1ndc se utlll:r~ 1• FSI' de lrllH s• oburv6 que 
f1u u t ... blln 1:1p.1r de •sllmul.1r h producdll" de tutosteron.1 
de Sllner.1 desh•dlllpendlente, pero 1 diferencia dr h FS~ (SllJ"".1), 
l• rupue1u •Ull'lul•tcrf.1 u ob1erv6 nclé'I 1 ¡:.1rtlr de 10? n9/l'll, 
L• curv.1 tll!!!;'Clr.11 p.r.1 h FSH de MIH •uutr.1 aut h!.1 u uc:u di! 
ntl""'lar h C:r'Qducd6" de tUtDsteron.1 .1 P•"tlr dr lo~ 60 "'lnutDI 
de lncubad~:i utlllnnda una dosis de 100 n?/1111, Pcr otr.1 p•rte h 
lncub&dlln por 6 Hs con FSH -Jor.í h ruc:~est.1 de lu cflulu • 
h hCC, ton 101 ruuludcs .1nt•rloru podt'l'OS concluir qwe h prr 
11ncla de FSH en 11 -dio de cultivo Jue~1 u:i N:ll l'"p~rt9"U t" 1a 
ttltroldo9lnnl1 del tntfculo naon.1t.1I, h p:robabl• que ute 1rt,:, 
to su -dl.1do 9n parte por 11s cl:lulu de Sarto\I, • trtvfs da I• 
producc16n de t'.lctores qu~ 1!'10dul.1n h tetrtd6n de hstosterPn.1. 
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dd IPN. ~rt.oo Pollltal u-·uo. 01000 MlxiC'C, t1.r. 
k oonoc:. da16t hac• t.1-ro 1& lnflu.neh IJ'I• aj•rc•n lH 9Ó­

n&4u 1otir. el da1arrollo 'I funci6n 691 ti110. ktuai.nte 1•· pro• 
P"" que •1t1 lnfluenci• •• bld.1ncc1onal, 11 d-ecir que t..i>Un 
101 6.r9ano1 ir.=•• a'ldlf1ca11 •l 61.1.1.rrollo y fU11ción 69 lu 9ó­
n.l.d11. k ha obaarrado ~ la.1 rat.u -cho ~u• ion t.1-ctt11.J1-.d.11 
al n•cer o •n h prt-r• M•&n.1 d..I Tld.& pt•Hnt..111 inrert.llid•d y 
trut.onic1 qonadale.1. bl nu.n.ro 9T'Jpo u ha 61!1m:11trado qUoC un 
laet.cr 1Jr!ra1da dlcl •rt.?•ct.o acirt.6n1co d•l tisio ITTI &e n.1t.ur.1u ... 
prot4i1c.1 con ur. puo ~hcular di!' 28 Ula ..odlflca h unión de h 
:iC: .1 h cilll.la dm 1Aydi9 •n 1.1 ral.I a travh d1 inhil:::lción de 
tipo ~t.1t1'l"O. t:.l obj•t.Jvo del preaf'nu U-ab.1jo fUf' inv·ntl9ar 
ai .i f.le:tor t.t&i=o 4- 2e llD• .. libera al •dio 6e in~dón y 
ti ut.e hecl'lo d•pende 6e l• 1tdad d•l anh.al. 1>1 utllt&uon O.$ 9r 
dt t.l1m:1 di!' nt.11 a&ehc ~ cU1t.lnta1 •d.ad111, lot e-u.ah• .IC i:'ICuba­
ron •n O\:lbt::cc ~ aUiá:un• dur&ntl!' 2 hora11 •e obt\1YO •1 -dio 
~ incuti.ad6n (l'l!Tl, •l eual &.P ccnt"l!ntr6, llofUir.6 y H u..J:ró 
lu"''l"' en w-.1 colu.:.t.& de !UUa;::!ón siol'c'"lu dt ea-llar.id• .19u·o911 
Se '"•lLJÓ h .1ctlTid.1d di!' rr11ceion1! cor. pl!'!O aoleculu etrtano a 
;¡_1; kD.1 er. u:>• 1w:¡_4n1lón 6e c¡lulu de U!t.Íc\llo dr r.1t.1 ad·.ilta a 
:,, q'.11' t• ao;nof.i 1 .i.i de hCC y h fracción d1 >UT •l :~'. k de­
t.er:J.n6 h te1toet.1ron.1 producida por tad1olrusunoan'11•h. Cn Ju 
h•c~lonu at !Set.e~lnarior. prote{na."I por el Mtodo de 9r1dlord. 
t.-. h ta.lb n -•tfa 111 lnl;iblcHin d• 1a r1U¡iurtt.& • hCC produ• 
c1d.1 por la tracc16n° dt 26 Ula, •n d.ittrent.e! ed.adiea. 

CA!:l ld!.11) lC 

'dt Jn.'iit:lelór.f'OJ:l).:; 
de prot.e!r.a d• la 
fucct6.r. de 2& llrt•. 

l.> :z.:z 1.1 0.7 

ti.o m,11!:,t.ro• re1ultado1 •JC?Crincntale1 podeDOt c:ont:lulr1 1. tl 
tito0 Ubru al ..,dio la fraccJ61'1 dr 28 Ula que inhibfl l• ru¡:ouHh 
1 11 h~ en la ollula de Liryi~;. 2. ~ .ayor act191dad 611 r. .11 

~ucnt.1 ~h la primer• ••-na d1 'rlda po•t11tal. 

fro)·e~ .. t .;>cy•1o •n p&rt• por cau.CY:, c:l•'" l'CSIJl.NA-C:li&l, 

(5¿ 
J1:iI'IIFlCAC:JOh"í.~ [•í.t. 0(5Af.Ji0t.1.0 DI::. TVBUt.O SDCHiITDl.0 DF U RATA 
Y.>" U /Jll(ll'l'lSil'.A:'HVi O• Ml~MCJliATO DE TESTOSTERONA O BthZOATO 
Ol tsn-.AlllOi. Al. K.tClKltHTt-,. ~nr1um, C.• 1 Doalf\f.\11'::, P. 
l,.G!;J. !llolc.;~t Ót' lti Jlrr.~uc~·6r., UCEP 2.are,gc:a, U.h.A.11, 

t.or. wta.'liu<or hlpot.all.r~leof' q.• M'("Ulan la 11ecrccl6n ~ 11onadotro­
J,'ÍNIJI aon dHerenteo 111 c.l all-:ho y en lb h~bre. tnt..t t:hlf'rcne:u­
c1lo; rr dr-~ a b 1nrluer.~1:. 1eot1culnr rjer""Ctdu ai 111 v111&. tt"ll.;_rwi... 
Poco~ cDOC>Cr robr,; lar c•.,t1':>". QV(' tr 11U<"r:clrl'I en el t..ú.t>ulo aealnf 
rr:rci de anl•J.1r~ en 1..-n qur Lo':' ;i.u-nt.u bn.wc-rntr lott ntveleo cl'i­
culantf"!: dr andr611,en0t: o es':...--<•r•"101. a1 inlcJo dt" ln vid.o- r:stra11tl!'- -
rlru.. 
Jlat.an .... :rioc ~1ln nactdN'. de h cepa CJl 7,-V rucr0n 1nrrct.adru> 
a.c. t1711ID~O.~tonat.o de Te&t(M'ltl"rona (P7), 10KO:Bonuoato 
de f.ntradlol (BE} 6 O.Cb-.1. dl'Vrhlculo (t.r'lltli;¡o). Sr .. criflearon • 
lm !i._10,18,:D,~.-«- J m d:1m; di' sbi. A la •ut.cpt<l• •e peearon loe tcstl­
rulO!I, h pr-6st.ota y la vedcula aea1nal. ll tcatlculo lsqulerdo f\r 
flJ•OO e 1nclu1do e-n parafina.. Se realJUU"On c:ort.e'!I c:.eda s:i.-1111! 
det.cnoJ.n6 la auprrflclr tubular, prnu::.ch de •ltollia e-n eapcl'B.~ 
clt.ool 1 1 Jl. e11pcr..\t.Jda1' si-.adUJ"ucil.ti. r11pe...atoi.olde11 J cflulazi 
ano~rli. 
U peso di' b t.ret icuh>b df' lot. aniL'lhB ca~ PT d111.&inuy6 Bignl f1-
e:i.tlv-a.entr • ~ ~ las 10 dh.111 * frld {16.:i ;l O.ti - 2lA 1 0.5. Pif,O.Cfi), 
•lel'ltraB CUf' en l011 e111t.rvarl'IJU1doo l• di11miru::itn ~ ot..erw6 a partir 
~ b 3Jdfa11 (tiG.~ 3.9 vt1 B!:o.9 ;l 1.6, l'(.0.05}, l.Dll c:-blOll ei la 
•u;>crrlc:le tubular no -t.r1lr00 ~ moode}r. pe:rw.nenk a lo 1-w> ~la" 
td1Pm et1tudladaB, 111.llcept.o • 1LB fJJ dla1., 01 lm q.z 9111 obe•rYÓ di-inu--

:.,.LJ: ~~P~~:1.e~ :S~':t6o ~erre::~~!:•: .!:r:19;; !c19~ 
lra.!16 en lot1 aniaalcB iandrop:eniz.ndaf' y e11t:-osrnls.adolll; a l0ll 3J dlai 
13 * lOll t\ibuloe df- la> ianl-lri; ~•tier. prc111en\Aban ••pera.t.Uda!I 
no.ca. ó- b. tr11Ladol'.l IP(.O.O~). lo q.r. rr aco.J>f\M c21 aa.cnto dr la 
prc11cnda de cUulaa anor-lc:11 ei la\ aniaaJra tnatlldoe. A 10\ tiO 
d1ar., 1m anl-lc-a trat.aóon D7I rr pre-11entAI-oo di-lnuci6n de la tti­
pcno.o.U>Cit.Ql!l:nrsla, de la e11pel"9ioglnr,,111 1 • .__l'lto de la prcaen­
cla de cU:Jl¡is anorwaleu. lh ca.ali lo, el túbulo 11cainlfero de 10& 
ani-.aler. estroeenl..adon ful 1111•ilur al del &nlPCJ teatlgo, 11 peaar 
de la bajo te11lltular. 
tlue:a.ros l"l!Bult.adon eu¡Jeren q1.1e la endroV,rnh.acJ6n •l lnicio de 
1111 .,¡d:-, provoca ca8blon gMlvefl en el proceao di' fonMe16o de ~ 
toii, tanto en el macho ce.o en la he11tora. Ea poalblr qur eauu. al­
terncionrl! et.tln viric:uladw:; t.ant.o 11 las .or:Hfle11c1oor• d!!l .:idrlo 
de 11e-crcel6ri de ¡on11dolroplnan, como 11 caaLloc; en el propio teet.1-
cula.· 

• Apoynóo por C.O.M.A,C.y.T, convenio PC5ACHA !:D972 1 PIJIC. 
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U. A%>1111"°1$'1'1\AC10N "'JH VJVO"' tt T?.STOS':'O.~A M:Ot."U U. LUl['U­
CJC* "'JH vino· Dtl. tACTOP TlMlCO Ql,L lW'lllt u. At'CJCli Dr u. 
hC'G St"llRr U. C!:WU. Dt U:YDlC Di LA MTA. 
,_.r••-tar•rt• .J • .l.•, Mju C.A."' r '-<:a&no )l.C. DPpo. di' tluo 
lc:q!11, 1uoU11e11 y ,,.._uroo;-111ndu. C.ntro di. 1W'w•t.1o;:11:1c;,, r -
dr Dtudu» AV•n••~ dd ltH. A,part.-tdc P<:i6tal 14-710. 0700C 
M'a1=, o.t. 

~ t.a pr~U('ttc q·..,. el ':'1ao th"ll' 1r!?l.>f'r1n1 111' itl 6!-11· 
rrollo )' func1ór. ckl U>•t!eulo, 1t'l~:1al..,n~ e- 11 itupa f'"'­
r11'\atal. Sr ha ol:.nrv•d.o l• P"Hnc!1 dr un faetcr u. itl ..,.._ 
dto de 1ncut..•:•Ón Ól' ti.o ck- rat.a &.1:M;i, q\JI" 1n.~.ü .. la •cc1ór. 
de la hCC u;i.tr .. l• ciluh ÓI:' U-yd:c;, 111t,. h:tcr .,,...nra .... 
yor •ct1v1d1~ en la pn.-t"r• 11t~n• do- v1C. y .ic..,..u t.:."la ~=­
•itt• irr. l• ••q1.111d.a ••=•na. la cual 111 .. t.tl11N t.aH• l• 11t11.­
pa adl.llt•. tl ot)ll'tivo del I'"'"rt• ua:-.. )c fUf' 1-,"'1tic;u u 
la t.ll'lt05t1trcna, ad.r.inittr•d• "'1n 'l.•:vc• r .,... •r,--erll"'":"tO!\ ·­
ql>do.-, puedll' 1nUu1r en la llberac:é" •ir vitre• 0.-1 w:.do­
nado hctor. S.. uttliianin O.S o; dt· ta•c dio ratar ••:!':e- do, 

14 díu, a ln qut" te 1111 a~..:.l'\Utré l •:: doo t111tmttrone e 
•l w-h!culo •CT1tto ÓO' 94fr !.C. :.e t(lr•~ a:.t.1.1 &. la (lt:tC'nc.iQ. 
de l~ óri;11H1~ 10$ c:alir5 se 1ne-.J::ar:)". 11• t'.lbe:= ~r all'-::-1-
na durar.u. 2 hcrt.•¡ sc ot.t1.1vc .. 1 _.d:c dt 1r.-:cul•:1ór, itl ('1.a! 
u "º"~l'ltró por 11c!1hrac1E•. )' H eluyó er . .:.-.• colo.=.-:1 do 
f1ltrac1ón aolt"culu doto 11:ulL1:.1d1 •<;•ros•. s.. "''ah:é la ,.e• 
t1,·1d111! ~ lt!l tracciorit<1 eor. pe5o rclte:.11r ttr;ar,c 1 2f' r::1. 
er. una susr""nt1ór. de célula! do> tnt!c~tc dt- rata ad.:lt,i, 1 la 

!::¡:~,~::h :~ ~~¿t;:::~~~;~i~:~~~r-:~
1 

~~j:) ~t 
llradford. Lu fuccion.e• do- ,.,,.1!1(1 do· l:-.;1:e1~~Ó• do ..... i.tull'!l 
tratado! tuv1•ror; une a11e: ec"""".tr•:.0- dt- rrcttrr.u c¡llt- lu 
11r~n1er.t.t1' dr lo~ a,,1:11•!. c""'.trcl (1 q~•riucJt·arcr, tólc el 
w-~.Iculo, ade:h ~ prt>d.,<:ir ur.a r.1oycr u.~a~Jc~s~ r h l':'C1fr1 
dt. la hC:C 1~re la~ cil1.1la~ del tut!~..:1:. :'!' r.uit?tre' resul­
tados poón:Of. cor.cluu: ('ue h aé::'on,ltuci&- •ir. vnT" d(. l 
.,; M tira:ouerQtla l.- e5th•..:la la 11t.cra:1ó-. dt Frc>teír.a1 ce•. 
pese cerC'-"lt' a lo=: a JCI¡a.; )' 2.- u.cn~l't• la ac:;vode:! int.i 
t.1tcU• dl:l factor t!a;ico aotrc la c.;11.lh d11 U¡l!i,., -

PtO)'llCtO •poyado irr. p•rtf' por CO!IACT':', dave PCSAfS¡;-:Hlfl. 

rmiCI?K:Iili CE U:S ~n::; CDTICJ.!.. (ú:c'), CXW..~ (Cnz:.~ t P.JKY"'lA!.A~· 
MlRJ15!5 c. lA .ICI1\1!Y,rJ ~·e sn~~..:.. (5. 'l) a:. LJ,. FA:,., nJA\':!. a FUC. 
~~·.fUl!Jllc.1 ,hn1S:TI:JL.1,~ócl~A..·r.Urel'N'·~ 
c. J \'iJ.~C. ~. ~. mz. 1.ir.=. ~ •• lM"~ r..:l, l'SS. 

~ ~ ~'1& llO:n2 del ucro::u-....ci ~ g:::i,rn "'· la .:dVllll! 
~va:S'DS/f.i:h=m!J: la ~~de ~.UC.lr.al ffi¡¡(PJ.Jci 
C\s: Dll ~ }u; C f1.Slli!, O IFI}, &:¡~, tQ.t- tntl'l_ic mro!u:! U. 
~a.dc:b~U:!.ü:rJClu;;a-.:!=l<l?=""..1.c.;u:!lr~..e 
dt la ~ hi~ tn;c!u=na. tr. ~ eccV1.:l.:r. ~cr.. f'Y..iU.:c. 
~ St' tdliz.mu-, rota!, SldL il";.SUlf de- JJ:i 1 3,) ~· la ¡:n:;n. ~ 
tal= (eqn=lr. al frlu, /., C; di;na.t· l!i, '.IJ, t:Ct y 12J C11l), ~ ~ 
~ (c¡;..ln., 0-::S) J s:imle:; tnpo!Ulr"..a::::ualu. (C1'~!;la. ~lL). la; c:rcn:­
la. nnm. ar'...midu. • ~ s:tn.cr'...e cr.i.-Itt.. n-1~ , ~. n-t.). Fr. 
la& Hp!' ~die: d1a!. ir-e de uui::ur la.c;c"'..ntta.. &,tolaa 
b ~ .. ccl.o:tb ~ p:r Ól!alpl.UciÚl ,. .. dl.!l!'!CUl11:I .te. Mo!, h!.pc 
Ob.¡l. tt1p::dlmD on " hip!i:U;is CHi1,l. St- aad1:ia::ui p:r ru la!, ni~ 
~drt:iradre('l'Jo,i.Wdll,tt1~CD.l'f/~),n~ 
(r'O, ~o!l); p:r CB'A la. dr ~ (Q.a, ~Ir.!). J ¡u mt: la; dt 
rxndnrmlini 1 mmul.11'11 '"",A !Wllll). ta -=uYl.da:! s·c .. CBD..'i.c6 ~ 
u la ~ de ~ CFW l 11b::nW1 11t uJidr;;J h). tin:., la; tllilins 
a- a;rem cmc I 1 d.e. RfSLTAIIl:. In el Ef\J?=I G'-ltt la ~· t>-Ca ~ 
alai 15stn(7.o ... 1.ov=i~•lu 17.la:u. (D.J.+ lO.OJ. a~ 
ea.:.dbal~a1laO:ii~(23.4•1S.6\'11o3J.2+:E..2),~ 
q.ic el ~al de la A (9.64 1 0.45 \'5 D.33• 4.93). &i ~la :S'[)...('ztt 
¡nunl m llllo pim dr e:ti~ a b D ci-. (3.1 • l..:S \111o 7.:S • 4), ~ 
• a clrwdbi de- w. ~ (3,Cb • 0.37 \'s :S.tü + o.&SJ. &i eu ~ 
~. la ll:t1rtdai 5'041 u:zn1,. la5 ~ .:i:: J .. ~ cl~ tuu la; 
W c:iri CU.3 + 0.1 Ve. 14.8 • 2.2). La 5'D-fü;, • tlrYl brtn la.a.''' y t:D s1n 
(110 • :f:i \Ir, 124 • 29), la. sU.::nlm I~ mrt\J\ictrl IDtt.lnZ el~ ror¡cral, 
l&S/R7elh:i81fd;;> .. ~~71us.C'ft:le:;~dc 
'Itod1..m=in.TCftll(l.4+0.2\'sO.t.:s+0..2),~o:,.rln;dri37r'nfue:rm 
~ lm 118l<rc'> tmmles dC' la :S'D r~ rd.gr:Ut.ac:hm:r•...e ~ 
~b~mla>srlmletillC.(B.6•0.8'153.é•J.S);sir.~ 
lasn:i~""~ dcNayAro~m:lif:w:um.Dlmulama-iaac:dY!.­
dld :s'D4i m la. r.1.l:Ple:; tµ ti!." :ll:ic::natt.b 11la:1!i1C1J1 (10.S + O..:S Vs lb,t. 
•0..J)i~ltl~.,ytrllCEWICÍll(:i!í.2+3.0),la~ 
dinWrudr>V.~1.ttiel~~.,;¡11la.D.i::in,~ 
~la A rvaJDiJ!id.. ta; wali:ns drlA:S'DS!i<ócl ¡n:;zi~ aescai 
anJ.1anX>, Ilm.sta; Y COQlS!O~. W> nsiltabs ~. q.r er. lnimle. 
ittq;ra;laiAJlS'a~..-i~1.S1-..::tT1U>CJ1laft:t.lvtd..ll:!5'Dmtab-.lD& 
irpDlfo 1rMWcmb cn la ~. U! Hpr. P'tMXa i.i úz:::rO:ltt.O ai la aa:1'1-
dml ~ 1-1., 1 lb.u la PJJ'O" o:un'e lnl hi~ tJJ la 5'04l. 
Lll aarcia ar aJllrtl) cn la A del~ CF~lp:. ar1fin:n L1 ~ ~ 
di! la llfdul. psni la s1rusis de A. 
f'atndln1o ¡md4buu p:r el dalllti\o\'.I C10l-7ZD;Fm:)'i~. 

_J 

º" 
ótP·if~il! ~[ H11~0~HóH~fl,º~o~~rcH'~kti1'~~o~Ao~!N8fi[ 
~ t~~~! t~~u~H!~ ci~" ,DE,, 1G,t..,l~c .. º/' .. Ar.J,ºl1 art.d,.c,ERf ~Iºo .. rt o. dr 
fu1olo~h, l'n1dad df' 1"u-1o11su10n, 11\EJ:'. !'1f.Jtco,t>.r. 

En f'li'\ ud 1 º" en t r r i "'ti. hf'•"~ df'l'C rtt o 1 a t n r l ur1•­
c 11 dr la i l ucor.a ton 1.1 111: l l rdaC: de los 1;1u1c.1or rl'Cl'Jl-
1 f'tf'a ce.rC>tldt'c>f'. t.a 1nfu1'1lin dll' ,Jucosa l'n el sf'n" 
ca re t l dtoo 11111o l o1C: e d t rr l i'• l afo d r ~r 11r Faf b1<i.11 l .. ~ d r 
rslo,. rrcitr.tort"t. 11u1nnte.nd(I 5U 1u:bral a la h1po1ia. 
La t n f oraac ~ 61: a f l' rcr:\.. dr J el' rcc ,.r 1 ort-!l d r 1 curr JI" 
r11re>1Jdrt' ca:.iii11 uno ecnf.r r•!lll')ll sobrr }(11' ni•tole,. 
dt- p;luct>Eil "'' f11r.¡::rr tcir. dos t(laironPn\rl' "lrcl orei.: 
( l )all~t'l'I f' d!' le. •rt-r: •C l Or dr' Fl llCO!'ll h1·ré1 lCOt. 1 
( :Je.u•f'ntr> d .. la ce.r1 ac !ón dr Jlucosa ror el crrl'brc. 
[r. t'St r t r 11 ta.• o 11na1:: .1: e~ le 1n1 1 Ul'IH i a dr d 1 El 11'\I a1 
e onc rnt r11 r 1 or.ei- dt F l t;C o:~ tn t'l ~ rno c11 r (lt 1 d "" se>bf!· 
t-l ccnsl.le:r Ct ¡¡lllro!.;i c11rt tbl. Le:. l'll't>f1S:l'ntof 51• 
r to11l1 t ar or. rr r 11 ta~ a l'!t"! 1t!'1 "'Ca~ e or. r"'' t ... tia r t:i t 11 l i.fi­
d a o 1:.lr.to:n1dar; en~ rri:r1r11ctót. 11rtlf1c11l. ~l' u11Js16 
\ófl<l rr t'Jl& r at 1 ón d" ~r:1" e 11 r M id l'C' r•r f unr. 1 clr "1 n "1' o" 
(r,..t11 A) rcr c>tre. r"t' rrr!11H>J<1 (rata EL En rJrln­
•1·r.tcs contrcl, !!'l at;crnto rr. 111 ac1i•1C11.C !;ll.li1tiorrf'­
Cfptcr11 dt>~r·i.:c!' dr la. lflH·cc10r. dr t1on1HC' t-n lil rttfl 
1-, pt(l HICf r l't rnc d:r. Ct' ~ 1 Üt o~a e er eli 1 al en 111 r111 6 
A. L,i, prrl \1! 1C.n ~rl fot'no carot ide<' ton sun¡;r" rnr ic¡ueo­
c 1 C11 Cf'r. 111 uco~n r t-:!.tóJC'· J01.:.T ¡.., d11 rrenci11 11r t cr Jf'­

' 11 r. C' 5 o ( a - ' ) d r ¡; 11.1 e r .. :i e" r" ~ r 11. l • Por "l e ci n t r ar 1 t , 
!a rerf11:::ó1. cor !.on~r .. h1rctlucÍ'e:aa 1 ~:S11.¡o/Cl), rcr 
int'ct:1Dn Ce ln!i.:lllH tll Je. ratn !', ll'Jlrl'r.té :!">:.)~ la 
~~!t'?f'Ml.11 11-\ dt t<lll•f'~I~ Cl'?f'~ral " ;. E toiro dt-foJlUfo! 
e,. in1r1.ide 111 rerfu~ifr:. tnoi- rl':Hhado" ind1c11n c¡u" 
..: cr.t l nunc.1fl11•' J Óf'SC e ¡.~OC.!! rr t'foo'.J t r. l. l• ir. f OfC:ilC 1 Ó!I 
Ctl i.eoro carotldcC' r~ 1ir.;an11r.lt' en la repil11ción dto 
111 r"t[nc1t11• d" rluc"!'ll pcir "l tntéfalo. 

o .;~ 

LES U. OCF!ClCSTC P.I:Si't'CST.t. 1.l. CS':'R!S LJ USICñ E.':Pl.lCI. 
cio:: FhRJ. L~S TF.1-.STOR!;:s t;E.t·P.otl>DOCRlliCS rn:>:.•:100!: PuF. 
ChPSñICifü·.i' Zarc~ Ct' Corc~adol., Coronaiio zarC"o J .A,• 
P.:neocs Cuan"' lo ~.h.• hi;--.::olar ~Iaz M. • Depa:t.al"lentL dt> 
r1s~olc:;:h, Fa::.:1-:.ad de H.e:i1cir.a 1,n;;,.\:, 

~ª:~i~§;~r.~~~~9:;~~~: 
c:.!1-. de l.!s res;.~:.as nc-.irotn!.~.cn:-.a.~. q_,.... ~ la rose ca..-a el­
~"lo:.e:u:-..:.en:-= ÓC. las e;n!J.::10'\CS ~..ui."':;:c)(!.-r;>é~:.:15 dE, lo!:;• O:tJ<IDlS 
r:os. ~~ res".r.c:-•• es apc:-..u, el p.:itD de pa..-..J.:;l,.;. pa.--a sc.\.tlar al 
r:eios, alg".ros ru\.'Cll?!l de Je.."'a..-qo.uzacif:r, en dlc:!""" inteara::l!'.n, 
l..;s rat.a.S que fue.."'t:r. in~u:-....lda.s, ~les !:i ellas de edai:'!, ·ccri caps.u 
Cl.n.l l.11t.raperit.cnedl, y fOS*..er10rre;1.e se les scr.ct..ifi a prueh:is de 
r..it.a~ costra.~: rct.aró:J dt les WJ.c:es de m.:juracifu de esta 
ac"..:.virlad a::rductual, ana.lqes1A, p:¡lid!pas::.z :· ¡;olUa:;ia y el aln!r. 
to o:.:r.s1go.umtc del peso co..-p::iral, as! cx:r.o ac:-arda,.,.Je:nw de la tu 
p:5!lS:.s. C.St.O:i. resultados n:o se re;=d'JJen:r. Si')Uierrlo e! C'.l.S"\:' pa 
ra:!!:;:-u ~l.'r>t!!'.t..tl, a ~ de cr.x: la capsaicir.:i fu'! aµlic.'.! 
C.J ;.a:- v!ii sJLd..i:al. Clbe sef..tlar q..ie este caso, ,la vi.a e:pl..ada 
de~..w:5 L1 le::;lfr, de la gla.'C.;J,., pi....aal. Ctr. estos dat.DG 5C cl1 
~-i'.. lb poc>b.1.1..1.da de que los µu;::esos !m'Clu::rai:bs aa.r. exclus1v.i 
re.-.~ l."l!.ra:::e.."'Ctrales. 1.s!,lois n.oca.~s ~tas !="!!'" el a\r.C". 
to de la i.rq!Sut.. de "li'..l.l y tli.-:eit.os &erl:a)la dl.sr-..inuciál de las 
a!c:-ec::.as per:"-l.dll..--;!cas al nt'.cleo de! trw.:-t.o solitario Ctr.Sl o el 
.1.rro ¡:oso:..~ W'l. b) la in.h.!.bic::Un dL."'t!C""..a de> la a:tivid.~ de 
''UlS rurad..~1cas {!.;;¡ ctt1~es, es::o:ial::eit.e e:i a.reas basa 
les tu¡cctall~c::as 6 el que la ólln! res?.JCSt.a al estrl:s du 
ra."l':.e las p~ de nat.ac:.::161 o Ccl::r, ccas1cna.:!a mr la libera 
c.l!n ndu:i.d3 de SP, 5e ac:r:r.p'lf.a de bajos ruvclcs j:ilasr...St.!o:X. de 
ron:au a:l.re."1:1 C0:'""..1:xi tr6!1c:a (W..."":'l. Por lo tanto, es de es:;iera: 
~ elJJ:'.l.11.a::.lbi de i;oc:rec1.0les supta..'"TI!:"..lles, mxt.:J.adaras de la 
ac-..lvi.Cad n?tab511ca y cl.rC".:latcrLl. Este filt.J.r.O, p.Edc a su vez, 
co:!i!ic.l.r L:l .,=t.ivid.ld & l..n ~ del nú::lco p;l!"avcntriC".li.u' 
del nlfQ"..tila.":C (N-;¡, en rela=16i t.an:.C a la recr.i.la:1fin de los l! 
q~OO:. CXl."?Jralcs c:r.o a la L~titn de al~i:is, 
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ESTUDIOS CO\tPARATlVOS PRELIMINARES SOBRE LA SENSIBILI­
DAD A LOS ESTROGENOS EM EL PROCESO DE TU\tORACION ADE 
NOHIPOFISIARIA. Ponunelll, Julleta•; Clapp, Cumen y ~arlínet­
de la Escalera. Goni.alo, Oep10:-def'rslolo¡:ia, lnstttuto de lnves­
t1i;aclones B1omédlcas, UNAM. 

• La ror!"\acicin de lur:iores adenohipofisiadoa. particularmente 
aquellos hlpersecretores de prolactina, es una c11racterls11ca del 

~ =~:1~~~:~e~~~e::id1:, r:!~~::s1 ~ ~1~ocee;~a~~~n1~: ~;;~~~:~~:ed~ed~~ 
pu·o ylo de control de la h1perplas1a de los !actotropos parece --

~ :e;05u~: 1 ~~!~~e:r:!1c~r!~~~~~~~en 1:ar~a5~~~·ta d=~~ ~u~1 J~a~:~!~il~~ad 
rata. P:ira analuar estos r.1ecan11moa. es eJ:tremadamente i.Llil con· 

. lsr con variedades de ratas ubicadn en los eztremos opuestos de 
i.:~ ~sta gama de sens1bHldad. Con este ob¡eto, inicialmente hemos de­

terminados la capacidad tumon¡¡:én1ca del 11 ~ cllradiol en dos v! 
neJades de ratu producid.u en nuestro bloleno Y derlvadu tem· 

~ r::n;::::: ~:a~~~~\~rmlls~~a! ~p:;~~~O;~;yc~r5~~~ Pea~aelo!l~~~::-
<1c 190·250g fueron Implantadas quirur¡pcamente con capsulas de 

...,,,, ,¡Juhc contenirndo 11 ~-estradlol cristalino por d1vcrso5 periodos 
de th•mpo. El peto corporal 1PCI fue monitoreado a lo largo del 
1•1;penmenlo. Al momento del ucr1fic10 H dlsecó la 11denohipofisls 

, 1 "':H). ac determino su peso fresco y !Ut con¡;eló p11ra la determln! 
..:ion de PRL por RIA. al igual que una muestra de sanirf'e. 

El peso de laa AH de rain SO estrogenludas 11lean1ó 5u m.AJ:t 
rno a los 1• días de tratamiento. retornando a v11lorrs cercanos a 
los ln1cia.1<!1 111 cabo de un mea. La "uspenaton del utrmulo u1ra­
~lln1co de!lpués de JO dfaa produ¡o un relorno r'pido (en 3 dfaa) 
• V•lores 1ntcl•lea. El PC en cambio, no varió sigmíkatlvamcnte 
durante el tr11tamten10 estro¡¡Cnico, relni<.:1indo1r el crecimiento l!! 
r1edl11tamen1t1 despuéa de la de1\mplanladón. El PC de rataa ova· 
rlector:dudas aument6 con el tlrmpo. El contraste, el pc.!lo de laa 
AH de rataa W 11s1ro¡;anlud11 aumentó en relación lineal con el -
tiempo. En conlr111e, el potao d• laa AH de ratu W cstrogenludaa 
aumentó dlrectamenle huta alcanur un plateau a partir del día JO 
del lrat•mlento y al igual que rn SO, dicho parar:ietro no se •lle· 
ró en rataa ovo.rkctomludaa. La <1cs\mplantac1on deapuéa de JO 
dí11 mostró una rc¡:rcslón .P•ulallna (total a laa 2 sem1inaa) del p• 

, "º de l11s AH a valorea lnlclalea. Loa camb\oa en PC fueron seme-­
¡antcs a SO. En ~·oncluslón, observamoa una sensibilidad variable 
a loa t""trdgenoa. La1 rata• \lf muestran n1ayor Inercia que \ss SO 
l•nlo t"n PC como en peao de AH. El efecto tun1orl¡~nlco u eape­
dfi..:o Y opuL'llO al elet"IO metabólico icencra.L Se aug\era que loa -
llh."1.'llnl:imoa da control son mh acllvoa y lq¡1lr1 en SO que en w. 

ACTIVIDAD S'-MONOOESYOO.o\TIVA IS' \\A) EN LOS SISTEMAS 
Sl\1P"TICO 1s:-.·s1 y -'.ORENAL (SAi Dt...'RANTE SOBRE..\LIMENT..\· 
CION lS/ahml EN RATAS L.~CTANDO, .o\ce,es C, Savarro L•, Raml• 
rez del .-.nge\ A•, Luna \t• y Vaherde·R C. ln11 ln\rst Biomed1cas, 
UNAM y U ln\rSt Blomed1cas, IMSS. 

La mo<11hcac16n de la d1e1a .ifec1a d ~;isto eneri:;!11co Organo-esped· 
flco del lndtvtduo. Es1a homeorre~1s Je~nt!e- pnmordlalmente del 
:;:-..s > de la S'MA; )' los carbohtdr:Jt:Js 1cmu p.irecen modular ta 
ac11v1dad de dichos sntemas. En eH:..d1os prevms tEndocnnology 
124:1340,19891 informamos que la homeorres1s de la madre lactando 
lSl"!':'le)3 en Jlgunos par~metro~ al d!':•••nl en ll\uno. Lo antermr 
nos lle\O a a11Jluar la probJble reo::.;l:iciOn .¡ue los COH eiercen 
en !a 5'\t., hepiuc:i !HEPl, r.iamar1J 1\1.\\11, h1potal~m1ca IHIPI 
y ddrenal IADI Cd animal ldctJn.:lo, '.l.Ht'tial l ~· Se \.lSaron 
20 machos \\1star !'.:!00-250 gl ) ;o ht"mt--ls pnm1paras lactando 
[Ja 1'<.'manol a¡ustadas al parto a JO cr1J.s. Los ~ruoius S/al1m bebieren 
sal glucosada !400..). El e•perimento abarco 72 h. Se ccan11flcaron 

~~~a:"~;;~~s ~~ 4(9u~dl~· !~re~al~~S' v :i~~~~dr~~h~~ .. 'i.-. c~r~~~51~;~~l~ 
por HPLC. La 5'\1A ln\\ol o u\lol/m~'hl :.e analizo por el método 
de hberac16n de rad10~0<fo. Resu!caCcs. En cond1c1ones control las 
hembras lac1an1es mostraron, en comparac16n con los machos, niveles 

:;sen~~e~ 1 ~.61~·~~~1.~~Hi°~ 11~.'~ f ~~3 ~ss 9~56 .:..! O~j~\ Ts1._!,!.~~IP.:..1::~ 
.:.. O.S Vs 4.5 .:.. 0.9), a.si como e\e\·ac10n de rT 

3 
116.8 .:.. 2 \'s 6 .:.. 

t.31; ,a. (3 .:. 0.5 Vs l.J .:.. O.JI y 5'\1~·4.D 0~8.2 .:. 0.4 Vs 6 .:. 0.2). 
Los machos S/ahm presen1aron desde las 1 '24 h y durance todo 

~'.9 e!tu~'.~; ~~~~~t~:~~ensti:~if~~:ll:s a:C1!~ !1 ~~m~~:~7 o~se~·~ad~ 
en la S'~\A-HEP y la HIP (I0.9 .. 0.5 y 5.5 • 0.5; respect1vamen1el; 
mientras que la d1smmuc10n de A (0.6 • 0.21 corre\ac1on6 con reduc· 
cl6n discreta dr la 5'\tA-AO !5.6 • O.JI. En contraste, ta S/ahm 
en los animales lactando pro-.oc6 cJ'Tl~:os jlmllares !.DIO a las 24 
h, retornando a sus \'alores control ~5 h Jespu!s.. Al cabo de 72 

~ªJ~~s d~1 
.. ~::0~ ~~ ~siuJ10 1 ªnra \~AtJEPY ~~~an.za~~5n r~s5pe~~:~:~en~:l~ 

S1multaneamen1~, la 5' Mo\·MAM akanz6 los \·atores mas elevados 
1162 .:. 4.2 Vs 221.\,,.:. 8.\), La CTa no dtfmo entre se\os y se elev6 
s.olo durante las 1 24 h de S/ahm en ambos grupos {machos 282 
• 25 Vs 482 • 110; hrmbras JJ8 • 145 Vs 748 • 300). Conclus1ones. 
Este es el i)r1mer estudta que Tñuettra 11, qUe eus~ 
en la 5' MA Jet 5:-0S y el SA en respuesta a S/ahm y 2}, que en 
la rata lac1ando la S/ahm evoca una respuesta 1rans1tor1a. Estos 
resultados permnen proponer que la estra1eg1a homeorrEllca durante 
la lactancia 1n~olucra la 1niegrac16n de una "set1a1• de ayuno "'ía!sa•, 
Parcialmente apo1ado por CoNaCyT, P·2'25-CCOX891669. 

_J 

G~L'~l')S.\ Y RESPIRACION E:-.CEf'ALICA. Alvaru-Buylla, R., 
Alv~re:-Bu:¡ll.i de, E.• Oepto • .'.!E F'lsiolog!a. Unidad de 
11.west1i;ac16n, INER-SSA y Oepto. de F'1sioloq!a, Biof!­
s1ca y ~euroc1cncu.s, CINVESTA\'-IPN, !'l.~ltl.CO, O.f'. 

L.i homeostasi~ de la qlucosa ~s base de la respi.ra­
c16n Y son mecan1sr.ios neurof1s1ol6q1ccs los que 1nter­
vu:ner:i t:n la regulaci6n de l.s glucemia. En traba)os 
.lnter1ores demostr.11:1os que los ~.Jro y químiorrecepto­
re.s de los seno:l carotfdeos proporcionan infor::1.tc16n 
sanc1onal para la respir~ci6n cncef511c.i. La di:iminu­
ci6n de pres16n en t:!l seno C.lro:tdeo, la estimulaci6n 
Je los quim1orreceptores con cianuro (NaCNJ o la esti­
mulac16n el6ctr1ca do:!l cabo central ':!el nervio de He­
ring seccion~do causan hlpergluce:ua refleJa. En este 
traba]o ar:iallzamo.!l la retenc16n de qlucosa por el sis­
tema nervioso central en respuesta a distintas infor-
1nacicnes scnocarot{dcas. Los experinentos se realiz~ 
ron en perros y r.J.tas ane:itesiados con pentobarbital, 
n~nt~n1do~ con resp1rac16n .irt1ficial y con cat~teres 
cr6nicos an cisterna m.tgnJ., arteria car6tida y seno 
~·u'!ula.r. PJ.ra la cstunulac16n del seno c.itor!deo con 
S.lC~ se ut1l1:6 una prep.ir.ici6n de seno c.irotfdco tem­
porolmc?nte .J.isl.ido •1n vivo•. En respuesta a la esti­
mul.ición scnocarot{dea, aument.l 30\ h. retención de 
glucosa por el encéfalo: este aumento se lnit:ia a los 
2 m1n de la estimulacl6n y se mantiene durante )0 min, 
Lvs nivele~ de glucosa en el liquido cef.llor~aquideo 
ILCAI tamb1én .iument.in. En el LCR aparece una nueva 
ncurosccrec16n responsable del ;iu:nento de captac16n de 
qlucosa por si.stema nerv1oso. Un ml del LCR de perro 
dcspues de l.s est1mulac1ón senoc.srotfde.s, inyectado 
por vfa intr.svcno!la a un sagundo perro, produce un in­
cremento de 2S\ en 1.1 tetenc1ón de qlucosa por el en­
céfalo. Est~ LCR t.imb1én aumentó l.i retención de qlu­
cosa encef!llca en r.atas. En cxperlmento!I control, el 
LCR obteni~o antea de la est1mul.1c16n no motiva c.imbio11 
s1gn1(icat.1vos nn la retención de glucosa cor cerebro 
en perros ni ratas, · 
C:onclus1ón1 las zonas reflexo']én1c.ss ::1cnucarot{de.ls 
Jucq.in un papel lmportJnte en la regul.ic16n de qlucosa 

L º:!~~~~.i~~6~a~~~=f~~~~~~al, e kmentos bhii:os p.ira 
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!tl7 

SüStiiiiD üiitñil B¡fu D""' Wíiiñ 
r'TJ 24.1 + 7.1 25.6 + 14.3 19,5 + al.O 41.l + l9.0 

r'TJ + Pl\J 2J.7 + 2.4 27.2 + 16.0 65.0 + IB.O 3).8 + 9.7 

Dis:::usiln y Ccn:lusicres. las nstltadas ~ a:nfirmsl, ~ a m1ia'O plazo 
la ""'!1ESta de ~ "' los OlpÚ.SDlll ~. inYol""11 al eje ~p6{1-
s!.Hiroldes. El lBlla2'lO de q.r la oc ti vUlad desyalotl,. de la gJh-dllA ai¡<lUT91al arres¡xnla 
al TiP> Il, crn:uenlll cm lo Wcnn!o "' el slstmll "'""1ooo c.nttal. r..t. 1m:tD 1 el cuno 
tm¡a"1 del ~ en la activlilad <=imt1ca 5' D, q.r -..:<de a la octi..cln tiJtJ!Jlm, 

ql""'1 """ didl:> """""'"' "..,io" ¡uliera ...... - p:x-~ de - ... """81 
1/0 EnlOCrlm, Actml>Entz .. ....U.... las ~ de !;\ 1 A, y .....uz.n ...,.,._ 
~ a cxnx:c- la participir::iln de tn:> u <n"O -=-ú.sro; ad. a.:i, a ~ la ttl"tti.bJ­
dfn """"'1f1ca del ""j!OO aaie!ln. 



188 

~ lE 'lWl RR Perlp].!m ~· ll. ~ í>Ail::w. lE KlHlliS !.m@" 
~. Q:w llelluaBl lló:ta", He>am> w., An'mb>rn Carlos r Val""lle-R. Carloo. n,nrta­
...,, de l'1.siDlq¡!a r ~de !!iolo¡¡la tbla>Usr; lretitw> de~ ll!alMi=I. 
lJWI. 

Introl=j/n, En J..os ~ r "'·los ~ "' ¡nrticuJar "' i.. drm>stmlo ~ 
1 ~de }'<xlo"' lBs = eocl~ que farmn !"""'del~· 
lo h!d:óllsis de ts<e mt.erlal .a;ub la ~ de ]'<Xlctiros!ms; mi«ltrns """ onllJsis sim!.lar<s 
de bej!do ~ ~ la pmncia de ~ (J Ex¡¡ Zoo! 135: 19, 1957). 
El JD!Óhl" -1 ~ de estas mlllo.W>s "' los ~ ro "" oo estu1iaOO de ....,,,, 
s!.stmBtimla (Am N Y.Acal S::i !ll: '.lll3, 19'.9). El~ tral>lj:>"' di.mi Cttl el ~tn 
de ....umr la ~ de llDllotlas J'O'IOOas libres "' Jnoo:tos, ,. que este IE:IX> p:x!r1n int.erJre­
~ caro ~'° de ru ¡niOOh1e ñn:.iál CLt:D lle\98jen:s ~· 

lt>ta"ial J t\Otab;, lnfü-!rlu:.; ooultoo de ~ fucrai in)u:taloo = t<i125¡, los enJmles 
.., ""7"ificaral • distinta> u,,,_ y w tejúlo ~ re ~ m 0.00: QC!o 
0.02 H Gl.1-ltill, ¡il 9.6. los t=igaWas de cada m!m>l "" dcsli¡rldU&m uniiantc deo extra:clmes 
s..cerivas cm clorufanrc. ~te, el ¡ii de 1.03 oobren:Bttes a:u:a::is re ajl.&6 a ¿ J 
ae ext:rajerm ó::Js ~ Wl ~to de et.:ilo:bJtmcl (9: l; v/11). 1.ns fases aq;ánica.s re CXJ'CUl­

tra=, "' ~· m etarol :mrnio (2 ~ {!: l) y .., cramto¡;rafia<m en plDca fim de 
sllial gel utili=do tlcxula=:=ol:mrnio (]00:!'0:5). !ns pi.ocas "' """'1"tMal "' tiros 

~~:~~~~~~-3~~~~: cliyakdradm; 

ReouJtaJoo. Los ~ de ertractas de tejioo pmn¡uilmt<w """""""' ~"' 
'"' 1'¡riro" priJct¡nl cm ""' Rf de 0.437 (o- 10 iRlivióu:G; 14 aamtograflas), valor que n:> mr=>­
¡xnle al de Jtirf¡=> de los estárdares ~. fGte . "8tClial "' extrae "'jor a ¡ll 4 que 
a ¡ll 9, lo efldud.a de ettracci.00 fue: Wt.aoob Wtaroi:"""'8to de etilo (l:l)> ""'"''° de 
edlo:Wtarol (9:1)» a<rtatn de ctilo:> lru:r. ~ que lllir..im)~ la =..:dlri al dlsmúuir 
la ¡Dlsrlrlo3 del s:>l-te. Sin ..rorgo, • .iW<?' jXlr la resilidái "' el sista:e =tosrl>firo 
~' 18 ext::ra:x:::i.O cm ecetato de etilo wrr¡ue de unr efid.en:::i.a, ea r:ás Bl!lectiva PJ.ta 
el -...W llislado, En cootrasto, el mtf:rial del e=octo blOrolia: es als ~ 1 
m a? n:lltl ve m el si..suJ:n cromu:grá.fico utilim:lo. En e:um:tos de l'aml.1nf8 oo idmtili.ca 
U1 anterial. c:Ut:11l.ant.e a:n tri Rf :tdlntico. 

~~w2ua.{~=~ ~ ~~w: ~ ~= ~00~ ~ 
~. los resultala; ru=mn que "'los=- de tofelo iru=¡u!nctooo de~ 
es JD!Óhl" aislar al = \ffl m:Afatl;¡ y<>hla libre. lo preucta de este notorial "' los extra:tos 
de OO%olinfa sugiere qi.r re trata de tm(s) i::olá:ula(s) c:i.rcula'1te{s). fbr otl"S. ¡::arte, el málisis 
de loo ......Utalas cbtmirlas al - Ca\ distintos oo1"""2S ¡<dt1a ""'"' • ~ 1a 
oxt:ra:dái 1 d>wE:" el mt.erial .., fo= ~ 1 .., ira =tirlal ra=>abla. los n=!ta:las 
del ~ cra!njo coof Jftm y ~ los estuli05 ¡rcvia; = oé la ~ de 
ro&> .,, los Joooctos, e inli= la ~ de irelliar la returnlaza ~ r p;Eihle !"Pal 
fisial/,giaJ de """" ~- Actmlnu>te "" rmlizan .., el l.alxratorW estalia; cri'51talos 
B este ¡:rq::ósito. 
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NG ESTRlXiE"I; B Y:-.THC."il~· TH~ LrTll.17..ATIO~ 
E SPECIFIC P fE:.R..'i OI ,\RU~l,\TA.\L CYTO· 
4~1] GE:-OE EX 'i Q.D ~!r~i·. i..~¡. hu~· .ind 

~ ~ ~~~°H~~~.. 1~h~ce~1~:~. i)~ud~~~X :~~iS 0 
.trJ 

flnm cu~º~~~~~~l~c c~l!~S~:'n~~~~1 ·~;~~~~l~~~ '¡!~~i(i~4~~":'~~'~.1: 
rr¡iJun ¡¡f thc CYl'J9 gene! Prt\1lll.I& )IUJJt' hJ\C t.lcm,1ruua1cd 1hat 

~ ~º~,-:n~1~r~,~c~:~?i 1:·~1!~1~~~n t ~~~t::,: 1~ "~1 ~~"t~~ ~1h~~nui~:ª .~e '!'e:~\ f1~bJ.~~~ 
cnrrel.11.-J ""llh c-hJn~t~ in lt11: k1c!s cif n:R~A cn~-u.Jm!l 1'45u..,,n..,· W1· 

~~~;J~~.:~:~uti:~I! ~~:i:~•,ct\I!~;, fiºo~mf 1l':~~~~c p~.~~1~J~~liflc~~i~ ~~~~-~ 
·~i:dic. tm P4~1lo\H,. ... 1n hu;n.m pl.1cc:n1J. al1h .. ut1h the profl'~tl•tH: of 
1ran:1CripLs cno...Jm¡; euin 1 :! ts H'l'Y ~:nJ ~ Gt"n.irn•, d11nn i:nco.Jui¡; 1tic 
\t4ucn•c' uf cu1r1~ l.i .inJ 1; h.11c 1nctJ1i.~ t~·t·n 1.,nl,m•Lf. In .1J(.hli·'~ 1.i 
thc rr11mn1cu lnr 1ht•\t' !""'' t'\nr1,, \('q1.e~u:c- .rn.1l~'l' nf "1t' [~~A 
·m1nt"J1Jtd} 5 · nf c1n11 11 l .:.1n1.1m1n~ thc \t.:>rt _snc el :ran~l:iunn 1 ·u~~C"\ 

~hc f~~r~l~~~;::J:~,~"~h~;~ ~J~i::'!t:~~;::.=;;u1~~t:~·;'~~~;:~i:~~~1111 ~~~.:~;: ..,f th,. t1ssut··if\t"rd1.: ut1J;z.,1a•n o! lhc,,l' pH :1mt::r .. ..,J, <sc~umrli,!'lcJ I'\ 

~~~l~t~• '}~,,1:1c :~~~''!~~~r~~~~ri r¡;;r~1~~ .• ·.~;:~; ~J\_.~~!:11~1j,:¿JC~l!~·c·f,: 
~~.~~~ ,.~':';'~:. ;11:~~~·:::r 1 1~2r ::~:1,'.":::.,;:~~~~;~~~/::~~.~~1~,1~ 1n~~~ ~;l~c;1"]1 
r!-.:..t Pfl•llHITC:f• U ;inJ !-~ . .ui: ~·om¡1!t·ti::I) 11.i:l1H· 1-\Hl~ ;i 1nmht1Ji.1."':1·! 

~~ ;~~ ~l~· ,~ .. t~t 1P~1:-~ 1~. : 1
., ~~~ :r :~ ~~l k ~ '.~·-1'~: · ~ .: ,~;: !~ ~~'r ·l. ~r. ~ ~~~~~ ;·~·:'~~., ! ~~ 

pr:imol.-r IJ. dJtc:cth up•tr..-ai:1 Ol ltlt" )!Jrt' r lfilfbl.it111r. S11rlhtrtl ao •• 1h!i1 
,11 P'll~ '' •. R'."A Í~u).i\l".J trc•m pL...:c:r::., ;:1r,J r;urpu) lutca dcmon~·r.i1e~ 
l~.J: 1n1: O!JJllt pmrr.ulr't cf placem.11p.i:1\o1,.t1.1 D pr.imul,.r 1.1. ""h¡ic th.: 
TJ",1,.ir rr111notcr in 1t11: (l•fJhH lull:um IS rn m('1Cr JI. Tht• prt"Scn.:e of a 

~'.~~. ~~:,'¡\~~: 111r~~l~~11~111a~~~th7 !.~~l~::~l/~11~1~c:~b~~~~;~1~11:h~t ~h~~1: 
¡\ ,1n SI prolr'Ctcd ha;mrnl l•Í .. ~itc COtuU'C:l\I ""11h lhc: pl11ct'r11~1 srt.u 

~U,:~~1~;;~1 p~1~117~;? f~¡f~~,J~~~\',;~~ ~~~~~~:.:~:~~¡\~~1~:~~:f:~:~~cu,::~ 
1·f 1r:1n.,1.11111n. "'h1ch 11 t!1~ nM.,I cornn.ot: s11c of prnmmct local:zatif'n. 
'-' hc:n. m rhc c"ursc: of C\lJluu,in. thc la:rr:~n pl:i.centa dc:H"lt-pt"d 1hc: .ab1hl) 

::: :r'C:c:;1>n~~1~1lb~r.1· <'~~~~~:';r'ºTh~:ª~~~·~~ ~~~~~:·~~~~~ ~~~;=sh~!~~ 
1c1.1I prum111cn, and 1hcrd11re. t't" JUllJt"l"l ll" dc\dnpmcntal tt"gulalton. 
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TYl'E JI 5'0FIODIN·\Sf: IS NOT J\ Sl:Lt.'"üPROTEIS. ~. a....R, 
Un-..l.'.!~. ~ .. mi-, .tnd L....l........U"'!YW. Mo'.t"'l'ul.u l:.ndrc:ino:~~ 
l~1!"1.1ra1or:-, Uni\cr.\11~ OI M,nl..lChJ'oc:m ;\10.:;.:.il Sct.t11.1I. Y.or~tc:. MA 
•_•lt!i~. 

l.rn•r .s'D·I ar.d bro1m 5'().Jl a.:11-.1lir\ are d..'71c=1\L\J in rah frtl a ~;c:tuum 
t:->l'l ddic:c111 d1rt 1D1ud1l'.'rr. J. ~.'i9.3S7. JQSc,. it.¡:;!t''>flr.,.: 1h.i1 botll tnJ\~e1 
•. :.· :\l' 1kp1:11J~·~11 p1u1t·m·. Swh .... '\; ... c:m:~. S'iJ-1 l:.t, tiu:n )l'l.1..,n :u tw..· a 
'oC'it'no:l!111c1r.1Nt"hnc- t''. o1J bAIH', rn p1'''"' ~w1.r i.cf1J!ll T~c1•11..:~n1r.i•i.v,, 
.ire '" 1':c n1innal 111 l!ll' s~· i!cf:.-irnt a~um.1· ,, 11 1\ un~·!r.ir "'h:-•t t'r tt'T Se 
~o,;f;;::t'n•} 11r tht: 1r.1.:rca~ 1, ron..:t":itral~•lll\ a~~uunl for th,. dt'l'Tl'Z'>t' :n ~'-lir: 
.c.·n.11. In orJl.'r 10 !iep.ar.i:t" rh~...: : .... u í''"t"ii•llC~. ll1l' cllt'\'.h ,,f Se oo YO 
1¡ :'\MP \l1mu/,11cJ i::l•JI ,cfü c'i'D·llJ a~.! u.r.rt; ccll\ t:'i'IJ·ll ... ~ 
t''.i'TH'll"tl. Ll.C-f'>\ 1 ami ¡?l1J1..:t"ll•141.'Tt' J?ft•·..,, m !h<.' all<;cn..:i:{•r prc~·.:I'.' ,11 
:,.-rl'.J..!.:n~ mn~ntraliom of Si: ¡O, 1 pM, IO -:M ant! JU n~I) m O~tf.\I FI: 
m.\J1ur.1 for .l.S d.tH or ir. mNm~ ;:1•ntainm~ !<t'mm anJ 11 5c: fur ~J houn 
~·n.J and 5'f).IJ. :ic11\H:t·\ ""cr~ dct&!'nr.1nt'd b} quan1ifkau(ln oí the 
Ur \c(l?'IJT. aHin11:- Jat,dn:! 5'D·~1Jb1!r-Jtc t11riJ1n¡: rnlluni! (5°D·liRlil 
Affim?y Lillc.·kJ M1J ~·se l.::!x'k'l'.l pmicmi ""eno ar-ti Fa:! by sos-P,\GE v.illl 
s;.b\C'liucnl r.iditlJ.t11o~r;1ph:- l"'f 'ht• dm-d gd1 Se ddi.:knq. ""ªS coofirma:f b~ 
mc.t\unnr lht.' lClml) ni 11,c ...:kn.-•pro!c111 ,:b:.:ith11'<lc J"C'r01.1dJ~ (GPl ! usm~ 
lhc COt1pk"l1·pcrm1d:t\l' rt.':t1.'l111n 0.11.1 1\t.'1;'~1.('\j ;u th~ °l OÍ\oll.JC'\1itJL¡¡r,c:>J 

in ccJh i:ru"'" 1n JCJ nM St' 

l\<l 
o 

Gl!.JJ 
~Uill G.l:' 
117 

l r~I : : l t~ lo; N 
1 nM <;ir 50 111 

JO n.1,,f ll(.I 11~1 IN 100 
•,, .:Ju"l·tl a do-.c d..-pc:nJL"nt incrca·..- 1n (jp, -.;tiHI)' in bo1h cdl l~'J"ll'5 JJlJ m 
.• : 1n11: 1 s·o.sn.o;¡ íronl u.e i'I\, cdls. b.11 nu c:ff1·.:t on gli,d cdt l)"¡x" 11 
'"ll SH~. 11.C·P~. ct:1!1 "'"1.11111"1 muh1r;, ·:s..- fabcll\J p11•rc1ri~ w..:luding 

• ::~ ~ J)..i '.'i'l 1·1\U."i 1jJ:.1! .d!, ,.111141: .. ...t ~ 'sl' ld!-..·kJ p11•t1•m, uf ,\! =­
'iJ.J, .i7 .. 1, W.J, 17.1. 15. l!.I kDJ, nl."lnr of~h1.:hwrrc\ponJt\J l(1tnc lF~ 
11 .'i'D·SllS. Thc'>C dlr.:i \"'"' thal. unlll.; ~·D·I, 5'0·11 dC'IC'1 nn1 .;oot.lln ¡ 

"dcn,x)\lcm1· or \Cleo11un1...ih1on1nc. furth~r dcmonuratinl! th.tl lhc l"-O 
1\0t)mCsarc uniquc. 

7lrJ Ann11ol lvl~e1in~ 

"" llT~t'<"'•" .... t •~··~~·•"'•!o,.,.,, .. ,.: .. \ 
tt·•o:..'L "!•lo!'J,,••:_.,. 1111-.,,. H• • "'•~·· "::•h~ ·~ 

-c••t:r·•~¡t ........ ~!v•1 !•ll r·tf•""f.t'I I!~' ··~:..- 1 <•:<':•:•-:'.··oo 
1:~•''"" .·"--'>!, 'r• "'" ;H'I•'""º • r••,! ~.~ •• ,,,.,. <:" , .... '!•·.~ 

:•• ... ~ ;t .. i: .. ri: •. ::.t ···1 "t· .•lt~;~·;1.~ .. "' t• r•,_:·• '·· 
o;:.,:o::•• ~·•r'• .. ,.\"O,• ;"'.:!!.~,!,:~• o:I,~"' -·~ ;:H>.'.l"'•'•" ~ •. '.!'".º. 

,,,, .. ·:·· ·'.: 1. ' ... ~ ; '·' ... •l •• 11 : 1t •• "· - I'! ••.•. 

~ • : • l • 1 • • ,. · : '" ! r " ~ • :: ! • ,, ; : .. • - • • - • .. '. ":. • • • • ; . . ·= ..... , ( ~~ .. , • .... - -.1 :--; : .•• ~ \ ·;_ .... 't. " •. 
•., .,;L•:ott-.fn ·•• ••••••'":• t•"•n• ·• · : •y·.•; ..... ; 

º'"'~.!!.•! •e••;"'"''·• :' ~1~1~, ··~-"!'• ~·· "', :- ... ·,:, 
rz->, ~·~ • ., t~H J\• ~·.~··•· ;o¡;•·, li~"' • ••• :"tt ,,.J .. 1·· ~'e­

''"·"' ~ ..... ,, ,; •.. ~ ·•·. ·.: .,¡.~¡,,,. !•.!c·:·•r, ~•tr •:.•'" ·, 
'•L· 1 •: Tt·'> + lt "ll' ;¡,,_: <; l '. - "~ ! ~! ~' f • - • Prt~ " , 1 • ' • j , • :', 

·~::!~l:~· ~- ~"'·'.lH!~ •,.. .;~.!- ":'. :t"•;:~ ~·= -· !• • •.-.; 
•• ¡ - • • • • ~ ~ ... ;.:- d ~ ' • - • !t.• .:. - • ' • ~: .: ': • ' • '": ' 

! : . '. ., ~.. : :·. ~ ; ,, : 1 ... : ! ~ : • .:. ' : ,, • - • 

'!·i~ ! • ~ '. ; .. , ! • ! - -:. : 

~~.: ! .. :·: :,~,.\~ .... ·_;:~• :i~.:c'.r'; .. ::c·:~~.: ·;::::· ;, ·' 
: .. °':' .~::.~:,::. :!~~: =~· ~:::::~~r·I~~ :~.~··',_.:. ! : 

:··.l"; • •. , ... ~ ! ... ~ \:'> .'<;.•. ! ·.: - • .-".~ .... ~ _., ! .• 

·.¡~~~~\!'.,./ir;~-~··,··~~<:;"•~·-~:;~:~~~~ ~~:~~~r ~._, 
{'"t<I~; .. "., •"rl>'.ll :- J!" •.">P ~f':hHl" .•e .,t .. ;-"; ! · .. 

•~ ··" ! :.!. P"'tl;. ~r ; .• ,,1:0!, I• .i1;!t. ~·~·' 1ll t•• :--;_·,~,. 

;;~- ~:;:~:= ..... ~~.11·0:;"~:~· .,:·-;~: ... ~~.,:~: ·.·~:;_:\/•~ ~:: .. .: /:.~ .. ::·;. 
L=.:.-1::.1.i.:::.:.:• :- •-··ar, H'<U :•s.i:~~ .:1,--~o.i11\,.. :•:-: , 
t"'"'""'~l :,•o .e;_.,, .... ,.t, "utl'"I; ~.t':.t4tl~-. r ...... .,¡ .. 11'lc:;1 r .. :..;.o··~ 
:• .. :Ir,. ••,.:!.-h,1 -::, i;•~rft~~~ri; rll::~~ • .t?J~l'.lott'':" ~r·- • ~ 
1ri ~,-,n'l'l'th , .. .... : t;!l""• ... e ,, .. ,, .. .,e.t'tlll!'"· c~:ll '.i'. ~,:;.e: .. 
H•,.. !', •.l'HP!f' r"~;o"l•" .. tr<' , .. 1o1:~! ...... ~ ·-·-~~~-
11~· •t ¡ ,,,, 

_J 
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SElENIUM REGULATES EXPRCSSION or TYPE 1 5 ·DEJOOJ~ASE 
ACTIVITY IN THE PORCINE KIDNEY CHL LINE llC·PK 1. tt~! 
B..:.D... .. th:~cn.:=. ljJ!Q..I(_~~ J....f&!:.lli~. 1SPON· r_s~J1:r:t.t:: 
Ab1 ~r.ri1schl! Endokrinoio':lii,,= Mf'd11•niscnc Hocn~c~uJe D·JOOO 
Ha~no~er 61. Hen,,ng Bl'tto.; GmoH •,O 1000 Ec1h11 4:. =RG 

,Thc e"'.!CI el sett.!r'•J'Tl •!•!r-:e11on ,n Tvpe 1 S'·dc1omr ase ,s 1)1 
.:ic: ···:y .·.;')~ e~·.i!'-'ilfr!:: :- LLC PK 1 ('('1 s. 3"' f!S'¡;h!•!>l'f'd llOfC'!'(' ~ •{'·. \ 

tunula1ce•,1me e~oiess .. -.¡; ru:¡r-, 5 'DI le..-t'·~ \\'e recen!Jy 10en11f1eo :•·t. 
}l •D.'t ~ubstra1e tl1nc1ri9 sun1.n1t o• r.:i: :,\~r 5'01 as a sP.'~11oo·c1~···· 
1Be~r·c t!! al. BBRC ill·1143.1990J 5·01 ca1aly1ei. tht> syster.-or 
p10•1uc11on ol rhe <ic~·ve thvro•a f'lormor·f- TJ from c1•culat·nn T4 Tn,.. 
Cr>Us ,,erl' mmntil1netJ anr: p<1ssoged on a SNum ftef! OMEt.4 F 12 
mti01ur.: con1a1n111g TJ, m:.u!11.. iranslerr.n. \lasopress.1. 
hydrocor1.sone. cnor.~stero1 a:na socN;r-i sele1111c. -s• 10\ cel!s•cr>·; 
c~11r. we•c pla1r.d in 24 well p1a1es with \lariable amounts of Se0 1 i. 

!i'OJ act'"''Y was rl'('.'t!;u'~d w,rh a 1od de re!easc assay lrom i:sHTJ 
usrng m111c1 col!s 4 days afte1 sp1o1tmg w11h tho cetrs s11ll subconll.¡t'r.1 
UndPr serum·lreo cul!ure cond1trons 5·01 ílcfl' .. •ly reaches leve•s 
comoarably h1gh to !hose m orest~nCf' ol 5'1i. serum. 5'01 acW••I\ 
mcr~ased p1orion.onrl" 1y to !he SeOJ: concentrat1on ,~ tt>e et.'~· re 

~~~~~g aM~~::~ a~1t,~·~V n~~u~eg: 2de1~:~~dc;~~:,,~·~f ~·;11~e-~~: 
Q'.Jíl'1!•f•ed by affmi:y l.ibe:l1rg 1ni.1ct ceHs w 1t1 i:~l·BrAcT4, a SPl'C•' l 
alf.n11y tigand lor 1nc 27 kOa 5·01 sub1Jr•11. Ttw 5'01 27 kOa sub'-''11 
w.:is r-01 dc!r.c1ab!c a~ter SOS P<igr ol 1t1e ceu tysares when lcss 1'1"r 
1 11M $PO.: Wi"5 ore~pnt ,,., lhP r:11l!11•t< fT'Of!cfo1m· plñtf!i'lu levels ..._prp 

;i1so rcnc~ed at 10 nM SP.Ol J· 81AcT4 ryo1ca11v rabels. w1thou1 be•·1y 
competed bv subslrates ür>d analogues. a!so a 30 anri 55 k.Oa prole•" 
The 55 kOa orotcm r.ia1n1air.ed ¿¡lmosr eql:al e-..pression revels uNler 
ülJ culrure conditions ..._he1eas the 30 Li.Oa pro1em wilh 'fCI ur:.: . .,o ... n 
l1mcl•un showed a!so a sclenium deocndent cxpresS•/Jn. Scleri•u'Tl 
dela~•f'ncv prevcrits the e11.oress•on of llie 5'01 Anr~mP. ara M 

subc••ltcal concentra!1oos mav thus impa1r t11vro1d h:::irmonc ac1oor1. 
Selcnjurn dcf1c1encv is perhaps involved m d1sordcrs ot thyro·d 
ho1more metabot.sm such as thc low TJ svndrome. 
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ACCtClíIS rtl.Utt.'TICAS DE U. tAttllJt.l 1' U. YITAKJllLA-l DI 
PAClDTlS CXll UTUIOSIS PIQQJl"f.UU.. 
o. Qu•-'•· •· PaaU1t•-Moral•, a. Qulr6.1' M. De .. ,ut 
1 c. Mirlf\,lu: 1Mtltuto da Pi.atolo1h Calular, •11:1.11tUuto 
d• q.,,¡!ait•, 'OIJ,)ll 1 •Aaoctae.i611 Para tYtt.ar h C•J\l•U· 

La ratilloah pLt-ntarh (lP) a• wu mifar-4ad h•r•­
dit•ri• m1 doad• ocur"ra wa da1 .naraci6o prosruiYa da 
lo. fotortacl'ptOraa (n) qua c:ooduca a l• t'lu•u 1 par.a 
h cu..i, U.ta 11 praaanu no u cumta C:Cfl al1iln trat.,. 
aiu1to ~u c~atirla. Por otra pan•, 1dat11 .v1d11nda 

:::;~!-:!;.! :~' 1!~!:~t1~~·p::v1':::nin;a 1de~:avt1atb~El,uca'::l 
caluhr ftl n an una Yariad•d d• aodtlo• d11111n11rauvo1. 
U prua11ta trabaJO raporta loa pr.ur.uo~ ruuhadoa obl! 
o.ido• 11: 40 ¡;.aclantea coc J.P ao;i•tt1do1 •un. tr•t-irnto 
con taurina 1 Vtt-l (1 1 O.e irldta, rup•ctivu.r111rl 
durant• 6 ..,.u y huta 2 años. 
tn el •1~cto cUn1co. •• h• oburvado qu• tr. al 61: d• 
101. pacieritu 1U11 C&lll;IO• vuualu ne han d11a1nu!do, 
aiectru qua tn el ruto la d1generac15n ha pro11ruado. 
Se ha obnrvado .,.joda ttn la a¡ud•u vuual tn 14: drl 
¡rupo, n: ha ptrdido •11udua y 11: prr.anecr un. cnib10. 
Paralel..,.i:::• al a•11:u11u•ntc d[n1coda loapac1rntu, 
ª" tuli11ree utud101 da nnaib1lida~ a h•il crluhr Y 
c1111rpo11til5n da icido1 gra110' c!t t1ntrodco1, El coc~Qfl! 
•iento l[t1cc dr entrcdt<i• d• pac1r11tu ruultó ncr:al 
utcCllK la a.b11nd1nda y co:.pcucióndr 101 ic1do• p:ruot 
aayontar100., 1u:1 e&Largc ar d1ttrct1rcr, mod1!1cac1oneJ. rn 
1l¡uno1 c~onrntr• aincr1tar1c1., 101 cual•~ en ciertos 
caso,, 1t corri¡uron por al tratm=i•ntC'. 

r=0~1 
~ !k· ~nb fDf ~el·•,...-1 tn':"lan•.m furú1c.--.:.1/'fi 
,~.pllt.lalden.llu.l.Y~rn!l~l."l.S. 
H Crp.· l ... r.-:i.-ro· e Arirtl..."'T'' C 'Oal~-f. ll'?L-unma. 
do: rl.Sl~tí t !k· &olr;:p.i ~ta.l.v ilB, lMu. ~ ll CJ.51U. 
rr.~ 1 8111tt'Cl.u:.ei~.9-·rudn::a;trau 
a:'~ Jtrp'J.i1QciÚ1dr Jtdl81~'9.l~C.~ 
dcl ~...;., cvrat-~a.Lt-It Li ~o:..w&·sin: 
J dUW'.(.l.tUil.f\l (M:'t J OIT), E:.mtra:• Cl\r Di U-ju\:> ~llrtU1U1Ml!Cl<P 

~Pa·~ ~ ~.m:. CT!l ~a!'1 d.e: :~~ 
~IJ.!resJC1~D".~'t:ta.,tror>q.11•p.o.rlo•!ia 

s+~~ <k- a. pttu!.lr f11ci.b-i = a.."'Nl eu; lt:tc-a:luliue<>. I~. 

~~'7~"1~~11.do-¿ ~~-·~}~~·~~~) ':~,: 
ui.1 c111cru (SlJ", t-~ y cr.o: n• ~..r...._· l·ltor,o.~.iwl c-¡u.=-..~• 

~ ~~1:.t~\¿.:.a~f:~...:~~~}· ~~~L.~~~·: 
~~· ?Jt..O.~ ~¡~:'~ ~¡~~~·==~~ P.!•·r;::~.C,rr~.; 
~~n:!"~~;n~.~~ ~~ ~'~ T~ ft.;1 ~-:·~~ 
:'~!·· ~o.·l.~~r~ ~C:~.:7a.F~. ~ 
a úr.tl!ll.ol:a- la i=.!cu. ca:ruu1u:; e.~ s¡.,:::a:u: .• 
[.<:::_¡~ tts..:t.&ir< ~-"'l.~ ?"'e.ULJ.i Ó< ::rJic.:l.:i.• }":).l.:s.!."'-

~.~ ~""f..a r..t ~:..!::F,¡.~~i:·~ ~~:.i!~·, ~ 
)IU;Llf~f.,.:.i.r.v. 
~ ¡wo.ú.."lnli' PJr el cin:it.t>t> GJOl-n:rJT".C\':'":Cl.AIC.<A1:Y~-

I~Till&'CIA m. ESmE5 HI~ICD SOBRE El cn:te;:Jro IE 

~~:~~:~ ~n-~~tº i ri~~~~~: tii~.\'f!~Y~j 
de Q.¡{:::.ica, lfi.l.M. 

Li~ ~tac1a.nmas sai ¡¡:luc6sido~ q.¡e d..ln coloraciones 
rojn violeta •la~ planta!>; su funci6n ~.desconoce. 
El al!l icC.-, de esto!> C~l.Jt'stos t'S la betan1d1ru, Ja 0131 
se derh·a cito Ja t1ros1na. En el caso del AtmrantD, 1-'.' 
amrantlru, tiene catro a:úc.:lr el rad1~l icido_,11ILros1l· 
~lucotúuco. Se ha rep::>rtado que la b1osfotes1s de las 
betacian1ms p.le'dc ser indudd.l por c1toqu1n1nas en os· 
nirid.ld, o p::>r luz v[a fittcro1m. Por otro lado, ~e ha 
~poruulo IJJt' el estrt's h[~rico induce la acurulac16n de 
aJ¡:unos pt'tlduc:tos Sf'C'Und.:itJos. En nuestro laboratono 
encontra11Ds CfJe en plantas adultas el estn!~ hfdrico 
estimJh la •'1Jm.Jlacit.i dr hc-Uclanlna. Este trabajo 
est.í di!-d.ado ?Ira dt'tel"Illlnar a '1-JP nin~! acob el es· 
trh ht'drico sobre Jos nh·ele~ de betacianina. En pl.t1!! 
ta!'. adultas y en pUntulas, dcvostrllllOS ~e el estré!­
hfdrico no influye en Ja imix:ci6n del ustcm. de s~t!. 
sis Je bt'ucianin.1, sino .~e l!st:i t:Ddula s~s ccntcn~d~s 
t1-1i:.1' a tr.l\'ES de la acc16n de Ja aa.u1ulac1&1 de Rhc1· 
na beta!n.1. 
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L-000 

tU'~ re.A:~ tl. lli N.00 ~NA am::rJJiIS 
11. ~"\IS~ L"I rnnH.ASJtS IUML. 

:~~~V:~·dr~-= 
!'"ICUltrrt dl'Cli:n:lm ').ri.'daedrtlt\:. . .f:l::lmu.r. ~o.r. 
rt.jlO. 

u tnnf;IX'U 7 la ~i!.:i ~ dr ~ llas>o 
1111.m ~ ~ U na,x.rm dlltndal (215,1; 1 '61:) ~ nan>­
cm nsuUl& dr ~noJac ~fil..,. t1;u iw-~ 
tdtn!..~Sbllttlp:J&Z~llltin~sila 
~o~dt'~UJQW~.~d 
~ll5 .• c:ap:vdt'uurm:r 7 tlllrllPXUI"•~~ 
1.JA,.~~q.L"tmtntto~1q.ran11Pn 
el~ faotcn.lab. ~. tm• Bc::Jltr1ldo.,,, ~ 
~lf\IU"'l't>&uC.lnlpsr'alttcnnl"J~•lis»"1>­
~.s'lé..Aro~Dlh~~DlatlUl'O.i:.ae 
IOl.!l"..niCISdlÍr11:11U'r~dcllllll-.i~ns:nv:i: 
tt•~ U..0:W.C."1~ ~ eJtii }a:a.l.1z;.U:¡ D1 ll"ldtl:lil'UO 

lll.l~l!.l~lk'~el~dr~Olif.11to, 
IUv, p.rúlCttll!l>U~ r uuc.Ui:.i .. c.anc~. 
La.t\llllt.ah.l~.-s:r.a~¡D'4.i~tk:ua:r.C15?X-

tn.~ {I.:, ?.l .• !(¿.), t.l:µcuuirtfÍ.11 ÓI' .'lllW} Jtliu.TI 111• 
IZl}~ !k· ~ =l.u::ci.l! t:! d.Uun:. , \l"U CSU'lebn ik.' t.i¡:o 
~.~rci~u..1.-tail~in;t;la'IXtletn:cllb;.. 

~JOS R.\J'J!IlS E" El H:TAA,Ll.9tl NI~ PiV\OCA!DS 

~~-~Gu:i~~l~~l~ ~r~~~~~~dája· 
liJoq..¡l:.Jca, Lf_r¡, fawl t.ld de OJÚ:uc.a, llV\."I, 04510 lo\.~· 
.lJcc, D.F. 

L:is ccxiccntrac1ones de ai:cni.aco y de amino.fcidos y 
la~ actividade-~ en:Udt i.cas dc la ¡¡:lut.u:uno sintetas.1 
{Qi) )' µuumto desh1drof,'.'t'r.as.a (CUi; ¡utden camiar en 
reS?-JC"Sta a un estr~s y..i sea hídr1co o salino. En ~ne· 
ral, rstos e.ubios en el n't.lboJl.Sro nitJOk"ffilldo han si· 
d.:i dcter:inaJ.:ls en perfodos rclatl\'~te lar1:0s. En t's 
te trabdJO rt"p::irta!!DS q..¡e es posible detecur estos ca?!"7 
bios en Uelf{l:IS ms corto~ uuh:a.ndo ex;:il.i:ites coloca· 
doi. d1~u:znte en la solu.:16n qut• causa el estrts. Er, 
explantes r plantas de A."Ilra.'1th.JS h~p::d1or~nacus, c-1 
estrls h!dnco causa c.:u::1,1oi. en lai. concemr:acioncs dr 
a:rniaco r J;lutar.nto r en la acU\'id..i.! de GS 11t1cntr..i~ 
q.ie Jci. nn·elc~ dt• ai:-J.ni;:,í.; 1d0s tot.iles r la acuqdad dr 
r.m rn 5<' alter.i, Se dt·teri::.1n.'i cr.ic esta ~sp.iest.a de~ 
de pun.:ip.;.ll:l;'ntc- df'l contenido relat¡\·o de ªJ,'U.'I {00) -
qu~ er,>rt'~ rl \"alor de lJ ¡Xrd1W de 8,1.'\J.a. lo?< tn:rc· 
""1tcs en lo~ nl\·t"lc~ di: a..'Tnlo y""" la act1nd.:id de GS 
!'r e:IC\Jtmtran er. u:: lnten·.:ilo definido de l.:t CR.I.. U-s 
\'olores del 111ten«1lc.. se obtuneron a diicrente!. co.idi· 
e iones q.x- al tt-ran la \'doc 1d:td de p6nild.. de a¡,:oJ..J. ~r 
otro la:ic, el c.:.Jc10 i!.fia:l1d., a las cond1c1ones d(' eHrt<F 
da::.u~sd la ~rlocid.:id de la pérd1r!.a de af:".J.a pero no al· 
tt-rf. Ja rt'Sp.JeSt.J b¡oquf:::¡jc.:i en ÍUllC"l6.., del CP.;.. Con· 
clufru~ q.1e las plant.n tjene,"l Ja c.apacidad de una rt'S­
¡:uesta r.lp1da a c.i=D10~ en el nil~ celular pn:n.·oc.adcs 
por Ja pt!rdid..1 dé ·~· 

HODlrJCACJON DEL POlFIL Of POl..IAMJNAS PM IHOOCTMES FU!!_ 
GJCOS 01 CULTIYOS In vltm OE RAJCES TAANSF~AS DE 
Oatuni st~'!DnJuir.---
VX'To~s. E. COSCUIYIJ, c. Quinten> T. A ni. 

v s n 10 og /J e11e /J , en ro e nwes gac n 
CtentJflca de ~uc.1tAn. 

tos hongJs. al Infectar ul"\IJ Pl1Jnta, Inducen Ul'lll serle 
Oe cartDJos ~tat:611c:is, entre ellos Ja srntesis de 111eu­
bJlltDs sea.in:lerlos. O, stru.or.tum, Ul"od planta de la fa 
11JIU. ele l&s Sol&naceae. ~s aJcaloldes óerlv.11-­
ttls óel troparc: la hloschmlna 1 la escopolamlne uro de 
cuyos precursores, Ja omitir.a, tanbl@n es precul"'Sor de 
Jas POJl41f'lnas. Por to Que el ObJellvo del presente t~ 
b<IJO fue determinar, si Ja 1nfeccldn con paredes Clel ho!! 

~O:~~;{~! 1 ~!s sggie~~!~ 1 ;!d~ !n;:~~~! ~:,,.:C1J~s ~ 1 !7 
~!~6ui~Sc1~~P~~~1~~~ ~e~~~~~~~ ~i~m~n:!~ª~!; 
ta 25.1, 44.6 1 22.n ~spectha~nte. Esu disminución 
es dependiente de Ja cantld1Jd óe h0n9J presente. A las 
48 fl de la lnfecclO'n los niveles de Ptltn:>SCIM 1 de es. 
permldJna ruehen a su nhel basal en tanto Que Ja con. 
centniclO'n ~ espem:1na aOn se 111/Jntlene baja. Se dUcu· 
tl!n las l~ltcaclones ll!tat:dllcas y su rnlacJO'n cnn la 
bloSfnteslS de alcaloJCles. 
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flEGUl.lCIOH DJrU.E.llClAt. DEL trlt'lD:,.o. tf!:t'TOS Dl UlS t~Tl':>:>í!<o;JS 

SOf¡;[ t.A kADURA::lOh on. lSP[RIO;toui:u. fUf1 .. t'C"8 Tt'rt'!ó•t• IAll•hd.> 
por Y•herdP C•rloi.}, tff-uie Yvon.np•, .,o.~do A.1olfo. t.a!>O!"•'.Jr1r 
di' Olft'rtncl•c16n CelulBr, Depto. dr Clt'rt:'l•• d .. 111 5•lud. UA'"· 
I:t.•P•l•P•· 

1..11 rert.1lt1011C"ión req~ar• dP l• .uodurllC"tón r11nolC¡:::n• dt: "!: 
~rrr.:no1oldP. t&Lt proct'so 1"'J:11C• l• u=i~ .. 1•1n6" dt' ur." v1¡.::ir:i•11 
..c>tllldiOd PrGi're&IYll, l• ('1l1"/lr1d3d dt' l"'l"C"O'l()tl"lPr.":.o Ct·i r;-~(o(·¡I:­

• tr•v~! d" un rt'<"f'Plor t'bpN·lf1ro ." c: .. r.t-INI ,,. .. rt1:11t"•lt'r- e;"" pt'~.!. 
tllhta'1 PI dt'&arrollo dr h l"'Pi>Crli'm &Croi.-.- .. ¡ ) 111 ~¡t,•.-:- .. ::c• ól• 
t'r.21,. .. 1, t.1:irolit.1r11• quf" f•t'r,,.lt.t'r. lb r .. .,~~r ... ·1~1. ot In r1o:,r.- .. t'<· 
pt'rr.ática •1 uto¡..1111,"'i. drl ovN·: ta. 

l.11 l'ladJr&ClÓn del l!'~t .. r""'1'..0:ti1d~· lit'¡¡,..,.,. c .. ~ ... r:"1r.{,.;,:• 
t .. er• el e~1dld11110, or,.o:Uri.·ar.n.i .. d1•u:10,. •'•• c3t.1~u, C~•l"i'' .• 

El ot:JPt1vo d" t'•t,.. t.r11b1oJco t'• d .. • :i~ '..ra1 lu !>"-~ lt"lP rer~: J• 

c1ór. end6cr1n11 lndepf'r,~•t'tit" 1.·r, c:¡,;fa u.-.r d" lo~ r. .. r-l:.tc:- ,., • ~ •. 
d1N1r1o!i. 

Pario f'&to, llP ut1l12Jr'''· r3-:.¿,~ '""•'"-'~ º"' 111 e•·~,, ,_1t'.¡ar, c;r. 
ieiplant"" •ubrutiinf"?f' d .. !:¡¡as~tr do.~. :•y 7 irr cnp .. cr~ C• Íll"· 
,..,, con:lnu1t"'t'r.tf' 3 tan:.;o..,j,.~ d;f.,r._.!.tt:. d• tc<~tr;,d¡cl C..:<u'.•1 t­

y 1¡ r;e•a."la$.. A lo'IS 't1rr.~ot esp•~1!u:o'lc-. .. r.l ,. .. :-rlfic .. ro•. i~'. ·•··.:. 
r.alP!' y 11" obtu•·1er,-,1 1os rr.p•·r!" ... :.:;::c.dt:t o~· cati.,:o·, e;..~r;'" ~ ,..,. 
la dt'l t"~1Cid1,..~. l. c11d·1 un11 d .. t"~tJt r·ut"r;:.'"' "' lt"f c .. ·.r·.-.: 
P! '11; dP r.ovil1d11~ tinr.r•·r.1v11 y t·~.::tt>~ltil1a .. :! h 11• a•·:..:r.'::i~-.·-,,-;i. 

e 10n nu:!t"llr ol t:t1· tr .. · ... !1 !. tu. l a•r~: ,,,.: fllt': O• ~uC1t ) e:•. 1: -
tr,.1~d. 

f.!" de t't.;;it'r"":i.t:.;(..IÓe! ,..:,.de .. d~~·:nu)·l· toir.r.lf1ci;~1 ... .,-..!.: .. 
ir,j:, '-''· 11o rol u (d" .:~ . ., .:7 ~ c;-i• "' 1.l r~"fF lc!t .::. i.. l:!.f':. y•.~ 

~=~:!:~~:::~::l~~< ;·:~~ ~~~.~ l~;~~~:~~:;~~~~~:::;~ ::~~;ª ~~~~ !~ .. ~~ 
ni.:111 11:,,6\ cont<lt fl.9\J, l.o ~Jsa;t1t..1}1do1:! •la deLC;::n11.-r.r;a:~b·. 
d• lot es,;>o:r-:i.tci::o:d":; llt•!l'"llC.:.!. df' ct•l11 •él" M" ''li! a[<r•.a~;, tor 
la é:ir;1r; i;.a,.¡l"'..o. di: tfitrad1<>l t 7r-.· 1 d1!1-1nu)'f'T10i;, df'I t:.."li al :.!\. 

Er. tc<l c-11r.o;o de lC'fi e!IM·r1: ... tt:<.1dP? CP cot.c::.o, lu!. 2 c!:if'li. dt· .. stro1 
Glc.I JnduJeron ur ... dls·11 ... c1t'n qu•· r.olc- rur- r.1¡;:r:1ru:e~1•a t't> t': -
c11svd .. ladosu.r.-ir.1:!·1 il,.,•:, 

to.oestr;:is resul>;a:Jos 1n=n·3~, c; .. f' la ad:¡uUHión e~· lu ca;an~ 

:~:t:~c:~t!l ~~11:c~~~~~:~~:~ 1~~l f~~p=:~~~::;~:.;~1~.:~t ;~;~, d; ~~-d~: 
ff'renctnlnPf'lt.t' Bfectadi. rnr ,.¡ !r,H"""'·l~r.tc horT'~ni>l, el e~.,; p1-
recr alterar 1ur.d;mentall"'t·ntt· P} funnonar.anto dr la crl¡,, d-1 
t'Pldhh"'º· 

CIJO 

l'AP'TlClFl.ClOS LU. c;.I.CJO p, El. f.fE::-lt> Ui/ilf!:1.;:ldC ::t. U. 
,'1,0XA.";, SOl!!-ti u. T~;si-ont tlt S::it'lO [.t, u. l'lEJ.. OL f.:.:::. 
FJFIEt>S. Soto C,•, ñt'yes J.L., P~rt't f.•, F~re:: C.'. 
toept.o. dt: íls1ele;ia, b1oríuca ~- to'Purooeneut-. c.s·;?::7;.·;, 
Ot'ft.O. de S11\rll-4S laolir;:.cofi tJA.~·XQChle-.;.!c~. 

t.I lllo•a.no ei uno d.. los toir.puesto' ::..is ut1l::.i:i~ Fa'-1.t 
prod:iclf d1abf'tp5 toc!lltut e1<per1g,erita.!. our.ri u, l\i~! 

rev;irti> qut' 1.11 <tlo1<M1• prod..ice necro11s dt' las cé1u;o1s!: 
dt'l p.increos. too '" t,a est.at~ee1do con cert.t'ZJ t'! ~t'e.&1.a:-:.:. 

de •Cc16n fu1u::olÓ<l1cc. un.a ca.r.&cterist1co1 urp·:-rt•r.u 
dt' la .tci;a.n.i es si; gran Afu1.1d11d ~r lci• c;rup;is t:o!, 
con lC'S que reaec1ot1.t tl!'Yer11ble c.. 1rrevers.tblt':ot'nu. 
Loa ~ihcac16n de est.ot. i;¡rupos se ~ relacior.ad:: co:. 
h• •lttrctnón dP la. ho.'lleost11sa. dt'l ca. . I:1t11 •lter•c1:~. 
lt' h• ~.ncul•jc.. to1> l• r.ecrt.?iU Cl!'lular caus•da pol •:;t":.te! 
t6uccr;. D• un trabd)e pre•:o repcort.a;.os QUI!' la .il.::.11o•:.;i. 
¡.irod-icf' un.t d1se1nuc-1ó:. f'n la ccrr1ent.0: d"' sc.d•c., •c. <;.~~ 

IU111!'ft' ~" .,efecu1 lnhü11t.oru .. '"Drt' l• 4CtlY1d.:ad d, l.s 

:!Y•t::J!"'). ·r;. •
1 
·y I:~e "~;;;~~ ~~ ;~,. 1 :~:~.ar.~n.i 'º~~:er!~c1:~; "~: 

1• 11io~•n" con 11ste:<.a1i de t.r.insporte 111eir.!lr.in.il dl· 1or.es, 
lo quf' pul!'jf' rt'sult.•r rn la •>0•hf1e.ic1ón d" 111 hor: ... :a~.isu 
Cll'h•l,u. U: esU~ U.ibo!IJO el ot>]ettvo fue estud1 .. r l.i Fa'-rt1c-1-
p.sc1¿r, del C.i • .. er. e! efeetc.. ir:hll:.1tcrio d€' l.i "lollo1n.:i 
s::it:: .. el u.ins.porttc< d._. r.od:o al alter.ir l.i ho:rt'ostar¡s 
di!' e~tt' 1cin. Sor uulu.ó cono .. ¡.i1tel10 =-odelo para el trar.spc1• 
te t.rans'!pa".lul de r.cC:o "' l.i plt'I 11161.i~.i de ~ ~ 
i:>r:''lt.ida en ca.:r . .u.i& de t1po Ussir19. St- probdror. lo!' s1qu1f'r.tf's 

~~-J-t:n:r\:ra~~lt':~F~~ª·2:!> ~H:j ~10~~1fa:r"~r:. ~; \lc:b 1~;211t:E1:0~:~ 
\ll'h. Estos c~pue!l~os. S'-' .dn.1r.1st.r.iron del l•>i~. s~ ·o~c 
d .. l .. r;el. S<' ebHrv6 qu•· la n1hd1p1n.i no iroodd1c~ t'l 
•h:c:;t< lnr;1baono de 1.i aloa.ina. 1obn el 'tra.nsrort,. ce 
1od1v. r.l dllu.iz.e,., 4UC·t'fltó el e!ecto d., la alo.car,a, I!'! 
det1r, .que p1oou10. 2 uno1 m.i~or 1oh1b1c:16n. En c:on:.ra1>t~. 
t'} 1onoforo de Ca ellr:1no el t'hcto prod:.ittdl• v;ir la 
alo11at1.i, esto es, quP .ium ... nt.Ó el tr.inr.port.f' de sod¡o. 
Lc.i; resultados anterioru; suq1eren que el c.ilc1C' part.IC:p.l 
t'n 111 respuest.• de lo Fttc<l •1sl.ida dt' una 111 la 11lo11aoa. 

ClJl 1 
:~!.~l~~NT~~~ti~~~ y~~~~-' o:n~¡l¡'-~~ 
:,,!~~o 5 de 11.;~:i~~ .. • 1~~& :•~erro"" 1 ••du l\acott•'", 
lnet. • InvHt. B1o;6d., ú,.>.M~ • Cl•nc. 11C>l., lP• • 

In un tr•bajo previo •• ob•ervC> que lo• nlvalea 
h•p•t1coe de nor•dren•lin• t•Al, ••• no lo• de 

~~!:~;!!~ª e~~), rat:~n .~!:~~=du~n ~~! .. re:~~=~~= 
fueron 1nterpret•doe co110 una d1•a1nuci6n de la 
ac:t1vided s1ap6tic:a hep6t.ic.11 por efecto del syuno. 
Sin embargo, •e ••be que 1011 ni.,elee 1ntrsneuronslee 
de NA tiendt'n • per11111anecer c:on11tent.ea. dado qu._. el 
su1:11ento de la •ect"ec16n •11 c:o111pen11ado por un eu•ento 
de le e1nteeie. por lo cual •e emplea prefet"ent-ente 
le. 11111edic:Jbn dt' le t1111a de reca.111b10 •edi•nte el 
bloqueo de lo ainte11le. En el preeente tr•bajo ae 
conipareron 1011 nivt'le11 heplstico11 de NA y A CHPLC. 
detecc:10n electroqut1111ca) en preeenc1a y auaenc1a de 
un bloqueador dei la ainteeie. le alfa-•et.11-para· 
t1roe1ne loHPT, l~O 1119/kg 1.p.). en rata!I altl!lt'n­
tadae y ayunadee. Le oHPT d1111111nuyo lo:!I nivelci!I 
hepltt1co!I de 10, en un 23• lP < 0.05) en rata11 altmer.­
tadae, pero eblo en un 15• INSI en rete11 ayunada!!. 
Por ot.rc. lado. loe nivele!! hepltt.ico:i de N" en las 
ret.11!1 ayunade!I con re11pect.o e lu1 altmentad1111 fueron 
tea INSI y 29• (p < o.o:i¡ mayore11 en au:iencle y 
preeencJa de oHPT, re9pect1v11mente. En conjunto e:itos 
dato!' indican que el recambio de N-' e!I meno'" en 
lll-'Una!I, !IUgiriendo una act.ividad !limp6ttca di!lrt.inulda 
en e!UI candtciOn. Con re11pec:to a la "· ee ob:iervb una 
di:sminuclbn 11i9niflcative (29•. p s 0.05) por efect.o 
de le oMPT, eblo en la!I ratee el1111ent.11da:1. E9to, 
edetr.~:i de indicar einte:iiti dr " propia en el t11911do, 
eugerir1a que le t.aee de 111nte!lill y 11ecrecibn de A, 
e.1 tguel que le dt- Nh, e11 menor en el ayuno. to:i 
resultedoe apoyan le e~ietencia de une relacibn 
entre la ectividad ehnpet.ocromattn del hlgado y el 
e!ltedo de elimentactbn, relaciOn que puede tener 
importancia en el be lance ener9l!tico del orgeniamo. 
tanto de punto de vi9ta del control del metebol1smo 
heplttico corno del de la ingeet1bn de altmt'nto. 

.. Becario de DEDlCT-COFFA, IPtl 
Lrabejo apoyado por el proyecto OEPl-IPN 901765. 

C13Z 
R[!'.ISIO'. 0[ OJAaEiCS [I; h.ATVi TAAT;..r1z.s co~. PlRC'fOSH.iC.. [![ Tlk~:u;:.. 
C, COCA~éJl'lL~St.. lSUEa [\ SO!.U:IC'í. Alcázar Leyva, S. (J..,ralado 
por Lujijn ts~ra~a. ~.l. •sc11ilh to~fie¡, ~.y Eienite: Rcddgue:, 
Jo\.T. lnst1t!JlO dt ln•eH19adone!. C1er:tif1cas Hans Selye, •1.!n1-
vtl'!.Üla¿ Au:ónor..;: Hetrop:ihtar.a - Xochir.nlco. 

Con objeto de cDft.:irobar el papel Que desft:'pef.a el P1rc.fo!>fatc 
de llarnina (PPi) o Cocarbo,ilasa er. h regulación de la glutc-H~ 
se di!,eñó un modelo e•pe,.imental con ratas Wi!.tar machos de 250 
gr de pe!.o, q11r se di.,ridiel'On en 4 lote!> de E ratas cada uno: 2 
eJperimentales y 2 testigos (A, B, C y O). El lote A retiti6 l 
ml durio de [streptozototir.a (STZ) a ur.a concent,.u.i6n de JO rn9/ 
kg, d1Suelta en amc>l'tiguador de dtr~tO!. de pt. de 4.4 durante!: 
dias, Al c.omprobal'!>P la h1Perglucl'!'l1a pro.,rocada (!.uPe,.1or a 2CO 
mg/Cl), !.e aplic.6 FPl Cocarl!OJilasa e!>table en solutiér. a una do­
!.ls de l ml diario (40 m;/t:'!l) .,r\a !>Ubdi:rr.aca c!úrantt.- 1$ di as. L1 
lott.- Ei !.e trató de la mürr.a fonr.a Qi.e el lote A, !.Ólt. QUt la ap\ i 
ca~16ri cie\ PPT !>e 1n1c:ió una ser.ana de!.>:oulh. del e!>tabletitr,1erito -
de la h1pergluc:er:;ia. Al \otr ( St" 11; ao.~"icÓ el .lr.:ort1gJat1i:ir d~ 
carate~ er, Que se d1suel~t.- la SiZ 11 e1l diario subde~1cc). El 
lott.- ú se utilizó tD'""o testH:o. Lo!. t. lotes rec1biert;n al1r..er.to 
balanceado y agua ad lib1tU11<: 01anameote !.e dt\em1n.; su co~·~o!. 
lar;'liento, el peso, el tofl!.umo:- <:1: agua, el censuro de ah111er.to, la 
gluco!.a sfrica y glucosa er, or:r.a. 

Les resultados raJestran Que hs ratH tratadas cor, Ptl lr.-·:1e=la 
tal!lente ciespué~ dt: la inéucc16r. de la hipn9lucemia, grat:ualr.i€nte 
se van acercando los nivt.-les sencos de glucosa a lo norr..al y se 
rr.antienen asi de!.pufs del trata":"iento por 1$ dias con PPl; !.e con_ 
sidera rer.dsión oeL-id:: a Qi.e desar.arece la pohfa91a, poliuria y 
rorQJe qanan pe~o ta-!:1(r r;~.!..:J;,1r"{'r.te. Los.resultado::. drl loH 
E r.uest,.¡m que la nu,..,.,alnac1ln de la 9lucer..ia depence de la Prt· 
serina ccr.trnua i:e1 r; ·, ya aui: aiiarente-ner.te piera._.r. h caoaci­
dad de autoreg.;ladór, dtfin1t1Y!, ya q:.ie, en tuar.lc. se éejC oe 
apllcar el PPl se elh~ron los nhrles de glu~csa nue~arnrnt1::. 

Se concluye Que la aplicación tet'~nna del rP1 en este moéi:lo 
ei.,~en~ental, pemite Qui.' SE.' rt.-euPert.- 111 ca~at1dad t!l" autcregulii­
ción de la glucer.da, le cua1 SE: na ot:::.er.,ra.:::;:i tar-biPr. a r.tvel c.\i­
nico. [!. de suponerse Que eiiste ur.a recuper~tiÓh funcional dt· 
los islotes pancreátlco!. a pes11r df.' habn \le~J.:!-. al t-Hac!:: dt- nt 
Cl'OSis inducicia por la SlZ. [!.te e'tcl:i re~c~~1t-h' no SI: t.~ re• 
portado por nini;iú~ otro ~t:to:o. 
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OIFFERE.N11AL OtSTRIBVTION OF PURINE OEGRADATIVE PATH'NAYS 8Er.'IEEN 
GLIAL ANO NEURONAL CELLS IN CULTURE. G CEl=IA! 1 os· ..B......fü!e.1.~ 
J...LU.I.I.LE.. Oepl. ol Phys1oloQy, Univ. ol Virginia , Charlottesv1llo, VA.., 
22908. 

Evidenco indicares 1ha1 d&gradd110n ol adenosine (AOQ) in ner-..ous 11ssues 
occurs prelerentiatry 1n qria and no1 1n naurons. To demonstrale 1hat is tha 
ca:;o we havo performed slud1es 1n culrurod embryomc cncl CNS 9lia and 
cullured neuronal c11Jls from cihary gangl1a. 

CeUs were incubated in K1ebs-Hense!e11 soluuon conraimno saturaling 
ccnconlra!ions {10 • M) ol lhe e•ogenous subsuare lor eaCh degrJClallve 
en:yme: Adenos.r.q ~ADO) lor adenosmo ooam1na.se (ADA). 1nosine (Jt~Q) for 
nu.:.loos1de phosPllorylase (NP) and n~p<nan1h111e (HYPJ lor 1anlh1ne o•l(laso 
(XOJ. Ttie ra1e ol accumulahon of lhe producls or each or zhese en::ymanc 
telClions were e11alua!ed by '"'PLC. Accumu!al•on in 1hO media (nMoloSi1Q1 
ce!ls) ol: (INOJ • !HYPJ • !UAI measured ADA, acwmuta1'°n ol HYP • UA 
measured NP and accumulation ol UA measu1ed XO. 

The resul1s lor XC acl11111ry a1e shown in 

lhe l1gure. As shown 111e accumu1a11on ol 
UA in lho balhmg mGdium arises w1rh !•me 
and is grea1er m gl1al than 1n neu1ons 
cullullls. These results mdoeate lhal XO os 
prete1ent1ally lound m ghal cells, whde m 
1ne neu1onal cuJtures is almos! absenl. A 
similar d11fe1ence bohween glial and 
neuronal cuuures was lound lor ADA and lor 
NP, 

These resuns oomonstrate 1hal there 1s a 
prelorenlial disltibution ol pu11ne 
dogradal111e pathways m ghal ceus. In 
add11ion our results also demons1rale, lor 
the lirst lime, lhe presence ol XO m groar 
ceus. 
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Supponod by Nal. 1ns1. ol Ca1d.ol.M1k, IPN. School or Med., Méx. and 
locuslno g111mq gran! Johnson & Johnson. 

Pll!tfFIC\Cltl~- )" CA.~.\CTEiU:.\CIO.'i 31ü~Uf'.IIC\ f1E StJ3!'·Ht \· 
Cl\HES O~ GR.·\.liUltlS ("RO\l\F[;,ES OP. ~!El•Ul \ \U0.t:.._. \L. 
(:Or:mr:a, J,L: •• "' t'cri.l, .\., ;.o.1nrro, l.'I .. • Chjve:, o.:\" 
!-1.irtfnc?. Je \lu.lo:, U. De"lto. Fiúol<.J<?f.1, 3iofr.ncJ y 

::J ;;~~~t~ ~~~e j~s Üc~;·}~;~! ~\'¡ '~!~~: 'e;~~~~-:~;~~ .1~"-~~t~i~ 1 f ~ ;~ 
tituto J,;- ln\·~sti.:.1c1.J:it•s 810-:i~J1.:.J.i 1.1.:I l:i U'ó.'."·1, 

,) ~!~x:~<.J~é~:11:·JJren;.1l L'Xi.•ten Jo,; cl:i:>L's Je célul·1s .¡¡1c 

-~) ~~.:> J·il~~ r~~~!~~ t~~ ~fo~~~~~.!~~~~~ i ~~r!l~:~ ~; r·> ¡J tf ,;- ;. ~;~ ~ ~ 
.;e Jo:h·.! .1 quL' h.:i~· gr:inul"" que :it:11:1.: .. •n.:in .1Jren:JI in..1 ~· 
..>tr._,,; nor.1Jr1..•n:il1na. \Je-,J5, L1 prcsc-n.;i:i. Je .:io.:c:ti l:..>· 
tincstcr:u.1 (\Lhlil l.'n lo,. gr.inulos cro;iJfi.ncs h.:i n..!o 
:iti\" c:ontrO\'L'rt1J.1 :ior :!lu..::ho t1L''ll:1º y 'iC cree quc ,;-s~1 
en:ima S.! l"c:all!:i 1..•n un ti'.10 e.;pL'cial Je .:rjn•.1!0;:. 

-~ j ; ~ r~b ~~ t; ~~ 1~~1 ~~ ~~ ~~:i~~;~ .1 ;u~nb7~~ ~:~~: -i '~L' 11~r ~;~ ~;~ 
~~o~~ f ~'.~~ s f~~~·~n~!~~ ... ~~ b~j~ i ~~~Ji~! 0~~~c~~~~~~111 ~~ • ~-~"! :J .;c."¡ur.lci.Sn J,;- l.1.; ir~.:.::1one.:> :irrnul 1r v ,lto..::::inJri.il 

~~ i ~ 111 ; r;~~~f ~~3~~~~ 1 ~~:i s~~¡i~~ f~~ ~!n~~ r ~ ;~~1~ 1: ;" ~ 1 .;u 
un ;:rJJicnte Ji:,;..::.:intintm J,;- P~~coll. l.3 .:u.1:itifi...:.i­
c:i.5n J,;- lo,; n.1rc.1Jori?:1 tno11uf:i1..:ns $!! rc.tli:cí :-i'lr -,6-
toJos ..:onvcnc iona les. 
El .in:11i>i:i ..:u:innt.:itivn Je ~e-is fr.tc..:ton~s ind1c.l 1uc 
.:in.:o Je ell3s .:ontii?nen '.tr.Snul";, cr:>n.'lft:ies pr:icti.:::1· 
..,C'ntc 1 ibri?s Ji? C.Jllt.1J:1tn.1..::i-jn o:on nito..:0nJd 1s. f • .li 
frJ.:c11.rnc:> 1:1:i:1 J.:n.•:is f~u,;- :>e l.''}lli l1br.tn ;il ;11.n.I\ J~ 
.' .. •r.:ollJ :>tlll cnrj,1'1c-..::iJ.-i:> l'" nor;1Jrl!nalin:1 :'1icntr.is 
•1uc 1.1 .1Jr .. •1ul in:l ;L' .:llnt:L'ntr:i ~n ir:ic.:1one:; =~no:> J~·:i 
:Ui (ltJ·S•I~ J,;- 111..'r.:ollJ, f.11\'.'i fr.1ccione.~ prc~enuron­
:~r.111 :1\.!t1v1.l.1J J,.• Jop.1r.iin.1 :!·htJroxil 133 quc, :i.l I.::u.tl 
·¡ti..· l.h .::1t .. ·..:nl.1n1n:.1;, J..Jn n.lr.:.1Jores ~ipecr!"i.:os Je 
-~r.111ulu• ..;r.1::1.1(111,;-.~. L.1 ..:un..::,;-ntr.1..:Uin ,;-spc.:[fi.:.l Ji? 
.1Jr .. ·nal 1:1.1 \" ;ior:iJr,;-n.il in.:i .. ·n l.1:-> ,;u!iílobl.1.:i·.Jn~i o?r:J· 
n111.ire,; t":•~ :=iJ..; 1lt.1 •!111.'.' ;i.1r.1 l.1 ¡1ohl.t..:ión ·irJnular 
tiJtJ.I, 

--" i:in.dr.icntc-, lo:> r.:iult.1J<U oht..•n!Jo~ en 1-!~t..- tr.lb.lio 
.:.1nf1r:n.111 l.t 1-!.d.:Jt,;-nd 1 Jl• v::u: l'll troJ;1:s l.1> >ubpohl.1• 

_.,: .:idnl.!i Je i:;rJnulo:s .:ro~.1ii11\.'.i. _ 
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OO'ICIENCIA CE TAURINA !:N .lSTROCITOS Y NEURONAS 
GRANl.11.ARES DE CEREBELO EH CULTIVO. Julio Moran• )1 
Henutn.U. p411ante11-Morales, Instituto de Fis1olo9Ja 
Celular, UNAM. Hf§xico D.F. 
La detic1encia de t11unna en g5tos y roedores lleve s 
una degenere.ctOn severa de 14 retine. En gatos deti­
dentes loe n1velea de taur1ne bejein heistei aO'\ con un4 
dteta prolongada sin taurina. Loe roedores, sin embeir­
qo. pueden sinteti:eir taur1n111 por lo que la m4xt:na 
reducc1on puede ser hasta del 40\ :uando se tr4tein con 
qu4n1d1no etanosultoneito IGE.3l. un bl::ique4dor competi­
ttvo del ~ransporte de taurln"'- La det1ciencu de tau­
:-:ina en qeitos t4m.btf§n C!IU!14 ~r:.!lda:i 111lter,,,c1ones en '!I} 
':!es4rrol lo d.,l C8rebro. L.:is ;¡4':.o.s r.5c1dos de madres 
de f l: lentes en taurina muestran 1..1n retraso en la :n1 qra­
c 1ón de las cf§lulas qranuhr.,s d11l ::11rebel::i y neuronas 
cor-:.1cales {Sturman, Proq. C"l1n. 3101. Res. JSl:35S. 
1990). Los mecanarmos responsa.bles de est4S altersc10-
nes se desconocen. En este ':.r4bojo se describe un mode­
lo 1..D illr..2 para consequ1r una redu:.::10n ra~11da y m111r­
cada de t.!llurtna en c6lul111:1 qr!lnUl!lre:i y sstrocitos de 
cer,,belo de rata como un modelo l.D ntr.2 pare. el estu­
:110 de las alteraciones 1ndi..:1d!ls por un111 deficiencia 
de taurina Las etrlula:!I granUl!lres y astrocltO:!I cr8ctdos 
en presenc1a de GES f2 r.-.Ml ::ioetraron una progresiva y 
rápida d1smtnuc16n en el con-:.en1:l.o de taurina. En ~u­
:rocitos se ots.,rvO una redw:c1.::in del 35\ del 111mino&c1-
do despu~:!I de t h de tratamiento con GES y esta redu.:­
c10n continuo h.!lsta que lo.!1 .·uvelea .:!.e taurina lllcon2a­
ron 90'\ del control de:!ipUés ~e :!4 h Este remanento de 
t.:1.ur1nt1 pers1st10 sln !".!l::i.b:.:i ¡:>or ·.1e:npos !1Jr1os do 
exposiciOn al GES (3 sem/Jna9}. En neurona9 la d8plec10n 
tue ail:ular. aunque más lenta. al::an::4ndo.!lle el m4x1mo 
do roducctOn a los 48 h. Lo ac::10n del GES f:Jé especi­
fica par111 la taurina ya que ninguno de los otro:!! omíno­
de1dos 11br'J!I :!18 modH1cO. La v1ab1lit1ad celular medida 
por l 1barac1 on do LDH a I med lo fue 9 1m1 l .:i.r t1 los con­
trol es dur111nte el tratamiento con GES. La captura de 
teiur1na 111n ambos tipos cetul!lrer :!le 1nh1b10 completo­
mer.te (!16-99\) en presenc1a de GES f2:-r."fl. Esto auq1ere 
~ue la poz111 de taurina en 111:::-.!:as célula!' ::1epende fuerte­
mente de taurina endogena. tsta llprox1mac10n exper1men­
teil r-'pi::1a p8r.:nitir4 ex11m1nsr los ef.,,cto:s de une defi­
o:ienci!I marcad"! :!e t.5\JrHill .,~ roeder8s como un t:'IOd.,lo 
utll p!!rs 1nve:!lt1;ar l.!!S an:.r:::."llJ-.i"ldes a!lc:~o-:!..1s 5 l.11 
deplecion de tsi..rHHL 

F'1n5n: 1 edo per,; ta i '".-!r.':.e p.:.r DG.\?A. t;~AM 1 I!'f-V:245~:H . 
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L!EE.;ACl•)N ::E A.~I~WAC:it-ú5 E!:::>c-GE:l.'5 ?.3TIMVLAOA POR 
SOLUCIONES HiPCSfo!OTICAS E."I ñEOANADAE DE CORTEZA 
CEREBRAL DE Fa.\T.\. C.M. t...-..pe:. R. Sdnchn Vle!I y H. 
?aso.1ntes-!oforalea. Inst1tuto >!e f1stolo91:i Celular. 
mo ... '!:. 
L.l :nayort.l de l"'s ::elulas 5n:~les presl.'ntan ¡..,, '!!lp'5Cl­
:!.ld de r~gu 1 .!Ir s11 vol i...':len en :-ondl c l ·.Jn°'!"!I 4nl :1os111ot ices . 
.En sul:.Jcl::ines h1posr..·HiC".lS 1n;.::t'5lment.: :se observa un 
'5U."llento r!lp1do en el vc-lwnen celular Sl"'l_lUldo de una 
:Jseo de rer::ul:ic1on ':ld::t l~nt!I -:iur<'tn'·" ¡..,, Cu.ll St'" .il•:_,,r,::a 
un v"'lor muy c~rc..,,no 5J vt:>i•_r:-,-n 1nic1:il Este 9roct"~O 
"IS pc?:1ble a tr:iv•s .!e i!I <!:<:•.Jl'!lón d~ solutc-::i 1ntr'l.:--.­
lular~s ·~~m<'>th·:i::-:~nte :ict1vos. que reauce el gr:id1ente 
•J!::n.:it:c-:i tr1n:-r.~:::.:O:-H.:il '! ?•_,r lo t.lnto el r:·:·nt~n1:0 d~ 
.,;:u."I "n el 1r.ter;.::·r .:"lu:.,r ::n ~1 presente tr'5t·4JO se 
.j.-:::u~!Jtr:i .;¡u~ -!O r":!'~:inid111"' de .:orte:111 .:erebr.il 4•.• rot'5 
!C>V~n !] Olol:! .¡ .. ed!jl ¡.-.9 !l:T:lfl(".\.'.'.I:los llbr~.:J S'Jn :t.OYl­
lJ::.l:iC':ll -:i res;:>ue:!lt'5 _, i.;n 1ncrem~nt.:o en ,..¡ volumt-'l 
ce:t:lar ;>roduc1d::i p-:ir soluc1~n..-s h1po::imot1c.ss. Al e:icpo­
r.~r los rerion2·J-'S d., te;110 4 wn medl·.J c"n el 5C'\ Je la. 
::is:noJ5r1tiod nC"rma.l el contenido de a9u5 !le incrementa 
d-! 10.6 .! !J.96 a 14 . .g .! 1.72 uL/mq Je p .. so :5eco. En 
""sts prep,r:ic1on le poza endógena de '!lm1neo111c1dos l 1bres 
S'!' .-r.eu""ntr\ constitu1J11. pr1nc1palmt'nte por len 
nmo!!ls/:ng protl: T4ur1na 1454 5' r 35.01. 9llc1na 173.41 
!; 5.71. '-l"n1n."I ¡f;7,5 !; 4.91. sc1do glutam1co 147.4 : 
4.91 y GAP,\ C26.a !; t.51. En cond1c1ones l!IOSinót1cas el 
-Sctde> •Jlut,am1co. el t~AB.l y '" t4ur1na son retenidos 
fl!"'rte1;1ente ~n el 1nter1or celul<'lr. l 1ber4ndose en t.1n 
t'":!rlo.Jdo ·! .. !S :iun el a.17 r :?.OB. 11.6 !: J.9 y 12.0 t 
2.:3\.. respect1v4ment~. del contenido 1n1c1el. E"n las 
in1sm.!ls ccn.hc: .. ,n~s la l1~r4c1::1n de 9!1c1no. y de t1lt1n1-
na e:s de 23.S .! ::!..6 y dt- :?9.1 r 3.9'\ del contenido 
1n1c1al. res;-.... ·t1v.imentf'. F.n prt'!lenc1111 de soluc1one!J 
con o.a5. 0,7 y 0.5 d"" 1111 osmcdar1daa norm111J. ta 
l1botrac1 .. ,n b-'1~1111 J-!I 1":'1•k• ·~!ut4m1c.:i sf' 1ncr•:mentO 42'\, 
107'\ y 4)0'\ y .Jf' ¡_, tJ.ur1na ó~. 152'\ y 3Jn •. respect1-
V'5it1ente. E.-i l<'ls :!ll~m111:s ct'nd10:1<'ne:s la l1berac10n basal 
de GJ.B.l se :i~dnt<!l 4J'\. 97\. y 1J4,, respeC't1vamente. 
Ut1J1-:11ndo ·H-t.1·1rina t'ara seg:.ur .-1 curso temporal de 
14 m .. wiJi::acion sf' CobservC'I i.:.n incremento del 0.46'\ al 
10\. min "" 2 r.un y lue90 ur.11 d1!:<m1nuc1on 9radu111 a 
pe9.sr dt' perstst1r l.s h1po:1rnoler1dad. Eetos resultado11 
m\.lf':!tr."ln ~ue los .'5m1n .. -.4c1d .. ~s l 1bres °'º" f'mpleados con 
ttr.es Je centro! na:r.;it H"'O '!n ¡_, prepo!lr.!IC'IOn estudtad4 )1 
14uc la t.sur1na ""º el .t"11J11oa .. ·1·l>J md!'I 1mpcorta11t8 deL1do 4 

_que __ c:instltuye el 61.H. de la pu:::a total de em1noac1dos. 
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t\TU..S BISTOLOGICO DB LA RATA: C>JitBIOS MORPOLOGICOS DEL 
UITESTINO DB LA RATt\ DURANTE &L DESARROLLO. V1queru• 
Villaaenor, R.H.•, laval~Jo por Oiaz-Cintra, s.), He~ 
n.indes-González, R.•, RoJas-castaftt!da, J .c.•, Alvarez­
Carcia, c.•, Cravioto, J.•. Unidad de Investigaci6n en 
Salud Infantil-INP-SSA, Facultad de Medicina. 'Jet.erina 
ria y Zoot~cnia, Oepart.l:::ento de Histología, Citoloqii 
y E:nbrioloqía, UNM, Héxi.co, O.f, 
Debido a que la rata es frecuentemente utili.zad.i en in 
vestiqac1ón, es necesario contar cor. un p11trón de dA 
tos basales que permit.:sn al invest1qador decidir si ei' 
el mejor modelo animal para efectuar la l.nVestigación 
que se desea. real.J.zar, por no poderse ha.cer directamen 
te en seres humanos. Con el propósito de identi.ficai 
los principales cambios morfométricos que sufren las 
estructuras de la mucosa 1ntes:1nal y deternanar la 
edad en que se presentan dJ.chos cambios, se realizó un 
estudio histológico con la técn1ca de hematoxilina-ea 
sina para evaluar el tamano y número de vellosidades Y 
criptas intestinales, en 69 ratas macho cepa Wistar 
desde el nacuniento hasta el final del prl.mer ano de 
vida, distribuidas en 23 grupos de edades, con tres 
an1111ales por edad. En las regiones estudiadas lduode 
no, yeyuno, ileon, cólon y recto) los cambios :nor[olO 
9ico11 y cuantitativos pueden descr1birse en dos etapai' 
expresadas en t.Cr:ninos logarítmicos, la primera del na 
cimiento a los 28 - 42 días de edad c.'lracterizada poi 
un periodo de proliferación de vellos1dade11 y cripta&. 
La sequnda etapa, se inic1a a partir de los 26 - 42 
dias hasta los 360 días¡ se caracteriza por reducción 
en la velocidad de crecimiento. Estos resultados su 
qieren que la segunda. etapa, posterior al destete 12I 
diasl, podría deberse al cambio de dieta de leche ma 
terna por alimento industrial, aunado tal vez, a caiii 
bies hormonales, a.si como a la. presencia de ant!qenoi 
en al alimento industrial como lo suqieren alqunos au 
tares. Estas interrogante:1 estan siendo exploradas eñ 
nuestro laboratorio. 
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EFECTOS HISTOLOGICOS DEL EXTRACTO DE GINKGO BILDBA 
EN ANJ~1ALES CON Lf510N CORTICAL Hemindu • Pined.a., R.• 
~fontlel, T.• y Br.iilowsky, S. Instituto de Fisiología Celul.i.r, 
UNAM. Mcb:ico, 04510 D.F. 

Estudios previos han mostrado que el ex.tracto de 1.u ho1.u s...-cas 
Je! .itbol Ginkgo Bilob.a facilita la recuperación conductual de uus 
con lobotomia frontal bi!ater;il y ha mostrado tener efecto protec~r 
contra el dallo cerebral causado por hipoxia. 

Interesa.Jos en el trat.:amiento farmacológico de los suwios con 
lesiones corlica\es, se esiudió t>I decto hi~tológico del tratamien10 
crónico durante JO dfas de ex.tractos de Ginl..go biloba lEGbibl· 
IPSE:-.:) en ratas de la cepa Wistar con aspiración de la corteza 
motora. 

A 12 animales ron asp1udón eswr~~1.h1ca Je la corteza :notora 
de manera unalateral se IL"5 administró por vía oral 100 mg/kg del 
~-..traC1o Jisut.'ltos en una solución de sacuina al 0.l'l: dL'"'ide el 
pnmer dla posterior a la cirugia. 

A los animales control tn"" 12) se ll"5 rea11.L.6 una fals.a cirugia y s.e 
les .:sdmims1r6 el vehlculo o;in t!I cx:lr3cto dur.inte el mismo la~ de 
tiempo. 

Posterionnente, todos los sujetos fueron sacrificados, los cerebros 
cort.idos par congelación a .W µm y procesados p.ira tinción de :-.:issl 
e inmunootoquimica contra la Protelna Fibrilar Ac:id.1. de !.a Glla 
!GFAP ¡,250¡, 

El .in3\isis histológico mostró reactividad gli.1.l intenSA en las 
zonas circundantes a la lesión y en los nUdeos tal.lmiros reticulu 
anterior, ventromedial y ventral posterolateral ipsila1eral a la 
lesión. Los anamale5 1ra1ados con el ex.tracto pr~ntaron un.1 
mayor simetrla ventricul.ir que los animales no tratados. 
Asimismo, l.1 comp.i.radón de las ca.vid.11dd ventriculares reveló 
areas significativamente menores en las ratas que recibieron el 
EGb761 (12.87 ± 7.J7 vs.. 28.2 ± 8.03 nunl, 1•3.15, p<O.Oh En cuanto 
a la reacción gliótica, no 5oe o~rvaron diferenda.s entre los grupos. 

Estos resultados sugieren un eft.~to .anti-edem.iloso del EGb76t. 
Vale la pen.a sei\ab.r que nuestro grupo h¡ mo5lu.do efe(t~ 
benéficos a nivel ronductu.&.l Je dicha Ir.atamiento. 
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CARAC:TERIZACION t10RFOLOGtc:. DE L:.s FRACCIOtlES GRANULA­
RES DE C:ELU!..AS CR0t1AFJNES DE HE.DULA SUPRARRENAL BOVI­
NA •. Faria-V•l••co, A., t1arttnaz el• Mui'lo:r, o .• Go.ara, 
J.C.•, Ch.6v•z, O.• y Navarro, l"l.L.• D1v. PatoloQla 
E11:ptl., .Unidad Inve1.t. B10111•d. Oc::c::te., I.M.S.S, Gua­
dalaJara, !al.1 OE!pto. Fu.tal., Bio1't1.. y N•uroc::1en­
c1a1., ClNIJESTAV, I.P.N. y Oepto, F1•1olcc;ila, tn1.t1tuto 
d• In11••tiQac::1one• 81cm•el1c:a•, U.N.A.M, l"lé1uc::o, D.F. L•• c:•lul .. s c::ro1t1&11n•• d• médula 15uprarrenal produ­
c::en y a1111ac•n<ln C::&tE!c:ola•lr1"" y n.uropépt1do1. en c;ir.t­
nutos intr1c::1topl•1.m1c::os l11111tados por 111embrana. E1.to• 
contienen ad•m.61. d1ver'ias •u•tanct.11s, 1.l9una• da la• 
cu .. 1e11 t1•n•n <lCtivu:iad en:i:1rr..&t1c.a. Al e1ta ... 1nar un 
corte 11nc de c•lula• cromaftnea, con el m1c::ro•c:op10 
el•ctrOn1co d• trans•uston IMETI, 'li• 1d•ntif11:an di­
v•rliO• t1po'I d• Qranulo• •n lo refervnt• a su 1'or.,a, 
tu1&ño y den•1dad al haz de lo• el•c::tromrs. En •l pr•­
s•nt• tr11.baJo se h1zo un11. li1tp11.rac10n d• la,;; di1'1tr1tnt•• 
poblactoneli de c;irinulo11 c1 topl.l1i11uc:o• cie ho;t1og•n•do de 
médula 1.upr&rrenal :::iov1na, med1.11nte un i;ir1.d1ent1t di•­
contlnuo de Percoll lbO,:i0,4~,40 y ::;:;~1. Unil 1.ltcuou. 
dv cada frac:c10n •e 1'1JO en Qlut1r"lc:leh1c:lo amort11¡¡uado 
y is• incluyd an r1t•1n1.5 11pow:y. Los corte• fino• 
contrastado• con plomo y uran1lo, •• •••u•tn"ron •n un 
MET. La 1'rac:cton l l"rnb• del P•rcoll J:i%1 ••tuvo 
pr1nc1p"lm•nt• con11t1tu1d1 por nucrosomas, 1'r19111vnto• 
d• "'embrana y e•casoa Qr4nulos den•os ;iequ•ño•. L& 
1r.acc10n :? •11otuvo for111ad1. por Ql"4nulo• P•queño• t0.2 
µmi y medt•no• 10.~ µ.,). L& mayor proporción el• Qrilnu­
lo11o m•di""º" 5• •ncontr"ron en 1&• 1'racc:1one• 3 y 4, 
loa cu.ale• di1.1111nuyeron an 1& fr1c:c10n :i. L.a 1'raccton 
b •1otuvo princ:1p"lmant• c:onstttu1da por Qr4nulo• ovoi­
de• o 1rrvQul"re11o Qr"nc:las co.:i:i a 1.0 µ111), e•tructu­
ralm•nt• •amaJ"ntes .a l\~osomas. Es.to 1.Ht1."T10 •• corro­
boró por ld•nt1ttc:1c1on de "::tiv¡d;i.d c:I• fos1'1ta.s1 a.c:1-
d1 con .,.,~toc:lo'i b1oqul1111co• en .allcuota d• asa 1rac­
c:ion. En conc:luslOn, despuO• de v.11r1o• eMp•r1mento•, 
•• tl•n• qu• con •l mGtodo emPl••do, las. pobl&c1on•• 
d• Qrolnulo• en loa• fr1.cc:1ol°"•• obt•nlda•, son c:onistan­
te• y perm1t• h"c:er c:on1.1c:l•r•c1onaa N• con•1•t•nt•• 
en lo• estudio-. b1oqutm1c:os qu11 •• esttn raaltzanc:lo en 
•••• 1'r.acc:1on•• 5ubc:elul&res. en nuastro• laboratorlo• 
tprot•1na•, c"tec:ol.a1111n1•, .1.e:tlv1d1c:I d• dop.a1111na .P-h1-
dro111ll1•" y d• 1.catilcol1ne•t•r•111.I. __ l 
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ALT~.ACIO!P..S fftS-:'Ot.CGIC"-S D! U .'.;CRTEZA Ctlt.~EU.R C! RATO~..S CO!I 
Il!l'ICl~CU. t.'t TAt'RI!'IA. C11.1ca-Ra:airu, ·1., ~r.¡u.11:1-:lr:uco, M.C., 
'Ür.¡uoz-Or'lsco, A., P11.n:itu-Mor-al111, H. 1 !-4orin, J. 0e?4-rt.&.Hnto 
d• Eobr1'llogh., ?11.:'.l.1~:1 :Se ~eHd:ia e tnst.itut.o de Fh1ologh. 
Cdu.lar, ~,\.'1. A.P. 70.553 .'olh1:::o 04510 D.F. ~édco. 

La :1ef\.::hnc!a :1• t.&urtr.A ~roduc• U.'l& serie :!e &lt•radonn 
tn el t11J1io nerY1oso, t:.ie ln:l\17.,n la 1egenen:i~n 1e h. rettn.a 
en ¡•to, sano 1 r:edons 1 11.."\ re'Ln.so en 11. :itrenncl1.c:1Ón 1 
~1.¡nctón 111 liu c.¡lulas ¡:'&."\uh.res ~hl cerebelo en el ¡at.o 
(St=an et d., J. ,.urnct. !l.u., 1), ~05, 19135). Lo• 
s11c11.nb:ao1 suby!l:.,n~•s • ute r•quer1s1ento c:le tattrlr.a no ,, 
:onocen. 1'11.:1;>oco '" !\.a :::leJ:rlto sl •n el :•so de retrsso an el 
ie,.rrollo ::!el .:"re;r:), el 

0
1a.5.o '' preJant.a únl:aaeanta en 101 

¡•to• ' es wi !-:n.:sen::l !.IS ¡er.eral. !'sr• re1ponder • ast..11 
;r<tt0.L"\l.AS tt'I el ;in::ien'.e <:.r•be.lo Je 1n•utl¡aron loJ 1!acto1 de 
!.• deH:!.encl11. en ':..IUJ'l~ ... Jo';:re h utrJct:.1n. hht.ológlca :i• lu 
:ftl:ilt.J r.enlo,., Je ~. cor<:.e:a :euOoela.r 1el r.tón. La 
ief1:hnc11 sa conJl!O"JlÓ 1 '.nvlis ::!el tr1.ta:l111nto con llZI 
lnhlbU:ir :!.el tu:tJpor<:.• 1a !.turba, el '1-L'nUlno 11t.al'1osu.l!on.ato 
(C>E5), led1•ntll el ::al bJ nl\l'lllu ::le t&uri.U u re-iu:en en ai1 
1e SG%, Trn ¡rJpoJ ie !':n'trn ie ratón ie la ce¡. CD-1 1 ::le do1 
seus :ia ed1.d l.nglrhrcn J•.i.r!l.ntll 4 & 12 seu.nu; el prl11ro '.l1IA 
solución 1.cuosa 11 CES al 11, •l segundo una 1ncl1. d• C~ al 11. 
1 t&"..lrtn.a •l 11 1 111 ter:sro •c.ia sl:aple, A 11.1 4, 6, 8 1 12 
se•nnss :!.e tr•t.aa111nt.Q, s• 11.crlticaroa, se obtu'l'teron lo• 
c•rebro1 qua fueron r1J1do1 ecr. Cor.al al 101 ... ortl¡uado, H 
procesaron por la técnlc.a Mbl tu.al, sa cortaron 1 Ui'ieron con 
hesat.oxtl1.na·•o1ln.a. 1 uu.l d• t.ohildlna 1 11 obur-taro11 .i 
s1croscopto CotÓnlco. ?A d certbro de 101 ant:aalu tnt&do1 co11 
GES '' obunó •n al¡u.noa :aso• &U1tnto to volu.1111 :1•1 so-. 1 11 
érbol d1ndrf.t.1co de la.1 célu.lu ::le PurKlnJ• 1 e11 ot.ro1 ut&• 
chlll.t.1 .11 obseM1b&n ret.raf.::l&.a, plcnótlcaa o Crecuent.e-nt& e11 
procuo d1 de~an1n.clé11. !:n U• lru.1 con11pondhntH a la1 
ten.inal11 llnaptlca1 1 U ¡lU que rodea al 10M de ln c'1uld 
:!• Puri.inJ1 11 obatMaroo. 11¡:.c\oe Hcloe. Lae 1lt•n.clon11 
d11crita1 Hplat.&A a •¡•rtcer :!Hd1 tu cue.t:ro 11.ana1 d1 
trat.a1hnto; •o. 101 tol•lu q'JI bmb1troa CF!l-taurJ.na el dallo H 

d•tectó pero ru1 "ºº' HHro. Lo1 r11u.lta.::101 obhnldo1 indican, 
qui 11 d•Uo1enc1a en lal.U'\n& produce altArtclonn cdul&HI -. 
loa ro.doru, lo qui aqhr1. que au req11•rhlento H W'I Cu\Ómen.o 
ú.1 ceneral1u.do. Por otn. partA, al tipo d• •l'L-ln.aloftH 
ob .. ""-ta hdlca q_ue la pa.rtlclpacl&n d• la tAW'lna podti• 
loe&lh1.r11 1. n1nl d• loa FOCllOll q1.1& "'l\ll.l.D 1). 'fOl~ 
e•lul.u. !.ata nldancla M ·~ 1 la otit..111lda lll preparaclon .. 
•lJl 'l'itro• qui panc:•n lr.dlca.r qua ta t&iirtna tunclona C090 aa 
ouorrer;uh.dor en •l •lile• n."1010 • 
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~l'- L•ftric:aact r-."!lll U. ACTSVItiA!> 1:11. U. J(lQ•ll:tlll!QC 

l'FTUC&;.i ~=-x::z;:.;..p D S:S'T!XI. lllCJl~'tOIJC' CE!li'nl.U. 
. :.r.. ••llt.I• •• !a :::-p&l't-nt." d• l .. u:iqut'•lu, Floe'\ll· 
tiA d • ....,1c1n•, PJtolriM "'11-=o, t>.r 04'!>10. 

- - ·.:enu 1c161 S. Jrn:'VHt•f'OG.& ., .. u-4101 u 1t.u· 
\o1 .: .u.,.,t .. nU"\ICt.a:ru v •up.q 4-\ kunoHo C'9 

••bu; imulOMrlo ha~ penaar Cf\lle La aec:l.6h 6e ~l'Wl(>CI,-; 
.. uro14..u •r t•jld:. :.arv1o.e sOltA en •tMl10f. ~· 
:.o. a.. ~·U. r..un.,. ... 1omu:1A1 que •· al lr ... 1a.1F 
u..!aJ.u ,.r-6(tloa ant.r1Dl' y ..s..ohip6U•u Ja prog .. u 
:r::-.a l al~ 61 ns •\.&bcl1t.oot1 p&nieipA.' .,.. .c-UY14i 
Ju ~.-lu:u •• :crw•ni6n .... uroi6H 1"9 •t•ttoÍ 
p.1":.l\..:14'1 •11·1 90:!~f\c;.cl-..1 'A:M.-'-M die -..cnc16r. 
Sol :.o . .4doc.ropLnu ~· ca:idweu .. JfU,&J •1•re1~ a u1· 
-41 d• b acc16r. qa.~6r 1c• .,. h• ~•ivtu bU.noc 

el pn:p!1lt1 -'• -.u •:':>Z" en\.9ndtalenui -. u -~ .-.. -= .. acci6t1 6e "'°.--:in•• "'t.&l'old•••· en •UA ua.ti.1c 
W Mt\aS.J.1 al 9fec1. ilM •tr6qtr"'9 _... h •:tJ'tM!.d df 
.'O~-~.Jdr~inurold• 4oa&.b..14z~ .. t:JG:>llJS>I ., UpóU· 
1.1 .Jpotll~. Mtel'lc-lfalc. tupoc.aa-,.oe: y cio:rt.HI eau· 
br"J.. d1 rau ~· 1:!1.1lt . .a. :.ot &hi&llH .. 0"•:1~1 
·a~ .. ·•• ldainUU• por vf• •l.\bl:\lún•• S e lD wq dt -
., ••. ,die: el i..'1~= aerv106.:> •• ah.la M.::J9111nlu y ... 
..Ll •n1 •• tracc.16r. •ol\lbl• ar h i::ual .. r.ahu. al .,,. 
~•··;. :'J.~.O•cuvo. :.a .a:-tl\·14ad •nsW!:.lDl M ald• por h 
-o~:.:.. 4• 10.-bld.rciai-.&•puqnen-l °""' r.adhc-tSvt. • 
••• ;UI ~. ¡t,:•ltl'•pr.:.qa1t•~:-:· S• ~I""" lo.t ar.J 
•• 1 ... 21tn:il 
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,;~tlAUC:DtUIAII lll'UC\'Ul Dl U llSUl.J.CIU1.l.I. Q.UUMlti 
l[O. ·aap(' DEL. U.Tr'.'>.. 
-:. ,,, .. Ó• la l'kltle •••• aho lll•a ! J.-~· ~co. 
.,.,..rt-nto M ... rociAoct11, luututo •• JUlolo1ta 
;••"•ª'• GlN-. .i.,.40. f09tal lt'l-6()0, Milz.Jco, D,J, 

•.u. 
w •ucarbul1H1 1lst&.lu l~) ,_,. • ,.,..i 

1~•tal H al l1&ncl-...lu1to .. 1 •i.9t-9 MrTlo~o 

:;~!~! .• ~ .~-11:~:u;r~:~,1:!u'('c:!) !: :~ 
.. urotranAilor _., dUYnU..M 'º ett.• at.~. 

bperl.Mutot " dl••r•• ltw!ol1 .,.trarou .. T•ttico 7 
rau la P'••nocl.a •• 41:.. !or.a1 .. "11 ~· dUUuo an 
,.~ •ol•t•lAr ••! e'*° 'º au·u ••peth1, to~• 
-altcwl•ru •• dUUrt11 an ur1• •llcul.t.a • 
.,1dro1oblrld1d. 

•H•tr·o1 n1ult•do1 -••tran ""' " •l rat6o •• 
po11;ih -•t•ott c-r-&to¡rd!a •• lllt1racrUío 
hUri:of6i.lca fftntar Jo1 'º"""' •• dUhr•n ao 
"tdu:ifo\ilrtdad. A.11•1_,, a.r.o. f'OllUc .t1br tru 
up1.;:t11 d1 e.AD con difH'11'1t1 punto 1-.o.ltctrlco. toT 
•ne lado la 9D"171.1a111 CAtl d.t alto ,..o .:il1cvl•t 
":"H•ltcí •• la •1••1•c16:i aruhcti.&<al •• 1A fon.1 d• \J.ljo 
,.., .:ilae11laT• puaa •H• fo,... 1oOlo .. ft"oduc• ... jo 
·oodlc.lorw• •• , ... Ot'ICIO 1.1 •IT•1•d6a •ri:itlic.1 C090 .. 
... rr•c1plt&d.6n con ••111• o .oh1nta1 •l"ll111c:.oa 1 •o 
apin1c1 ·cv.a11do lof' a:mtractot 11• CAD' .. c.onuiitr1n ,.ar 
•ltraftltnt15o .n -.brau1 d1 A&icon o as..pl ... nu aln 
ct'Clc:.•ntT•r cu&ad<" •• '"oc1un por c~to¡u.Ila d1 
1 Uu.ac!llr. a11 Ulnogc l Ad lit.. 
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"""'e~• 111. ~1 ... c:1-~- • l.111 
•aa.acu11 lll. siM ~ ~., .. 11...,..,.. 
1t:•11 "'"'*:kana a...i •t1,.,·l.My!lr• i 
Mrl l!llln• ... ,, .. falll•l .. 11, ""I•· ...... \Mu 
...... 1. ... u. ' .. t.•' ,, .... 11 ..... -.u .. ••9'11l• 
e-'"'· 1ru ... ~·-•n,.... u.•.• 
"' 1 ....... INI ............... \1 •9'1 - ............. .. 
t•r•d ... 1- MID•I 11 .... ~ 11 •I IM..,c.-1 ... 
c:1•nc:zl.•, '"'' h -.i11Ur •1 .... ••'"""ª• IM ••"-''..... .. ,........ . ''" .. ,......... , .. 
,,,.,,,.. 6 ,_. ICXO'" ....... 11 _.., • -.t..,.,,.. ,_. •I 
•t~ • cac1.,..t .. • ri-"''°"11, ~,~,_., 
,,,_,1"6 1 9Cl01ol)O ,..... rc:r::a. LI ,_.la.'I .. ~· 
,.......,. ...., ,.,..,,, elcel1fl1tat1.,. •I ~. -.,itit1 • 

- , ... " ---lhtat 1• • ....,,., .... u ., ct.·1 • ...,. 
fll,,.I ....... , .. , •1d1C•. La •ac1 .... • ic:o., ,...._...,. 
""''_,,. •• ,..,, .. ..,..., ... 11 .0-10 11•n •ca· 
1..-,.:1 ~ l ... U altlllflllMI ... •1 lll ... I. 
'-"'.c~ac1""**-"'r .. tc1., llOfl't-..CWW: ''"' 
• ,..(lpl.!1 ... 2' ,,.. lt\.,Cll ...... ,.,,,. ~ • ...,,º 
\allre .. Cl-Y ..:o.•, 11" ..... fG, el Wl)OI' •I flMI ... 
rwo- .. _..J.,ta ..., _., .. ,.,. 1 •111 lllXI,,•. "' 
ur1oth•I .... ~-.CH.- 11 ,.....1.1..,. •l til't•.,.. 
•l"-' ................. , ........................... .. 
·- '"' ... ,,..1 ........ , ..... t1·tte:o.. 11 ... 1-0 
..,... 111.,.,, alt•l,flll-* e\ c1t...al •••''"..,. •I 
c1·nco..·,..... -"'., ,, - ,.., "" ••-' .. ••••ti· 
c .... 1 elcallflll9"'•· l•t• b-....,0 , .... ..,tU\.-Otl ....,tOo fO"' 1 .. c~loa. .,. ~I~, ~ 
f"21'1CCOta>l70 a ,._. y •I" ltOI ... ~-01 • 1 f ,._¡ 
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U'l"lJlfUl.oS IU\'lOSOS J'ICl.t.'tr>otAJ 1.>•:r.w<PTT 1.t' .. "1\t.U 
111 1.1.b •• 'l'1Ji Uf U 11~tloLfJO llt ~ UTA . 
1.1\. t'Tlb<I, J.I.. l-40"40, M.A. tugu. l. Cot:u:l111 .... 
C.C."'•l'T\lbl•• --C., .._.rtfau •• h l1t1hT1. r. Jo11ph·•r.n; 
t J.I.. Cl:L.lrJt. DepuC-nt<' d1 lloqlalu, .:11,•-\.'l.,.,"I, 
C-~v1ca, "°' •1aattt1o1t.; •• 1a ... 111l11clror .. 1 lt.a:dtcu 
ca.u., Mrblc:.o, 11. 1 

La -.rDN 'hUr11u lllpotaU.tu 904ula -~ •l.Uoll­
" r•1putat• 1 .. ct..1r· lilot91S&lll, ..,.1•1111111 v .na. 
:Ul.o ctrcUtco. 

lat.a-=11 l1111fl .... GI •o. Slt-~f 11 ,.,.., •• .. Ul-)01 
Mrt"iJI~ U 11 ra¡ulecl6a .. ! •Uk!l- .h nJt. C--
-...101 UJ'*Tl•11tal1• -.1~ l'IUI ........... ••lrlt 
por frlo y 1ac11 la:1au11 aulall.,11 f"'! avcc:.llo, Lr. 
W •• co.dlcloa.11 •.-o• •a.:ootr•dr •-ot · •• 101 al••· 
lH •• il"9 d• n.J aa •l .Ocho p•u .. Hnl"l" llal al,...... 
tu_. 4upuh d1 p•Tlr:>do1 corto• o• uit-.lo y -~ llA1 
aic:.16o rlpld.1 h 101 •h1l11 61 iLlN por ab1Jo di\ 1rupr­
cm1.rol. .. dldoa.11 d1 TlJ{ •ti al •1po11l-.: •d~obu~· 
9U•tnar. u ,.n611 '-•riw:o 1 lo ~· ocun• con • W• 
.. "' c.- 41hunci.1 .. la c1.auu 111 r••FU••t. dt l<'• 
do1 miod1loe! .S.aacr .. lt"' •r•t• 1.1 •ccl&i. •º' _..UH 

•11 •l rtll c..orr•lAUOtt.aD too •1 Uh. "' 11 a1tr6a pur 
hlo la INjad1 y r1cv,.rac:.l6n •• h po11 •• nH •• -.,cb~ 
•ll rlpld1 d1 lo 411- llKVTfl con 11 UJia • 

b u~o, lot. d.aco• 111¡\aun 411 .. 1 1att-101. r..r 10101 
_,.Utun Tlpld-..nu 11 blodolllil dr nJI eu tu.ad. ~ 
•1blt .. nta •t&AilW! ,111 n1vlall lOI D1 •lo .. au. ceoo 
•1 tlo •• r1np1,., ll '°'ª •• TlJI ""' t .. • Ubuao1r an 
lllJUUtl • •1clwa 11ul-lo1. Afoy1do por ("Qtt).C'\, 
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