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RESUMEN

En el periodo 1986 - 1991 he estado colaborando en el grupo
de investigacién que encabeza el Dr. Carlos Valverde-R. en el
Depto. de Fisioclogia del IIBM, UNAM. La linea de trabajo del
grupo esté encaminada a identificar y analizar los mecanismos que
intervienen en el contrel y regulacion del balance de energia u
homeorresis del organismo frente a demandas fisiolégicas
especificas. La hipédtesis de trabajoc considera que una de las
sefales involucradas en este control es la biotransformacién de
l1a tiroxina (Ty) en triyodotironina (Ty); ambas son  conocidas
como hormonas tircideas. De esta mansra gran parts de= leos
proyectos de investigacién de nuestro grupo analizan, entre otros
factores, la participaciébn del sistema nervioso simpédtico (SNS)
en la biotransformacidén organo-especifica dae estas hormonas en
diferentes situaciones fisiolégicas (termorregulacién, lactancisa,
ayuno, ontogenia).

Una manera de estudiar la participacién del SNS, consiste en
la cuantificacién de sus productos de sintesis y secrecién
(catecclaminas) en algunos tejidos y fluidos biolédgicos. De esta
forma, mi participacidén en los proyectos de investigacién del
grupo ha sido fundamentalmenta la implementacidén de metodologia
para cuantificar estas sustancias. Esta metodologia, ademias me ha
permitido colaborar con otros grupos de investigacidén del propio
departam=sntc asi como de otras instituciones dentro y fuera de la
UNAM.

En este informe se presentan los pasos seguides para
implementar la metodologia para cuantificar catecolaminas y
algunos de sus metabolitos en plasma, en liquido cefalorraquideo,
orina y en algunos tejidos. Con esta metodologia se han
cuantificado las aminas biogénicas: noradrenalina (NA),
adrenalina (A), dopamina {bA) y serotonina (5-HT} vy sus
metabolitos: ac. homovanilico (HVA), ac. 5~-hidroxiindol acético
(SHIAA), 3-metoxi-4-hidroxifeniletilen glicol {MHPG) , ac.
dihidroxifenil acético (DOPAC). Por otra parte también se informa
la metodoclogia para medir la actividad de tirosina hidroxilasa
({THO), enzima limitante en la biosintesis de estas aminas. Ademés
se presentan, en forma resumida, la implementacidén de 1las
técnicas para analizar productos yodados radicactivos en
Periplaneta amricana, y para analizar antidepresivos triciclicos
en suero. Se presentan también los resultados obtenidos en cada
proyecto y las conclusiones globales.




1. INTRODUCCION.

A partir de los trabajos originales de Marshall y Harris en
la década de los afios 40 se reconoce 1la estrecha interaccién
funciconal del sistema enddcrino y del sistema nervioso (para
revisién vease: Harris, 1960; Valverde-R, 1973). Esta
interdependencia es particularmente clara en el <caso del eje
neuroendécrino hipotalamo-hipéfisis-tiroides (HHT) y la rama
simpatica del sistema nervioso. En efecto, los productos finales
de uno y otro, es decir las tironinas vy las catecolaminas
participan y determinan de manera concertada el equilibrio
dinédmico u homecstasis del organismo en las dos siguientes
situaciones fisiolégicas: 1, la respuesta adaptativa de
termorregulacién y 2, las respuestas homeorréticas o de
adaptacién metabédlica que determinan el balance aporte/gasto
energético del organismo (para revisién vease: Fregly, 1989;
Danforth & Burger, 1989).

Aunque el conocimiento de esta interaccién neuroenddcrina es
ya clasico, el analisis finc de los mecanismos involucrados ha
requerido entre otros avances el desarrello de procedimientos
analiticos de gran sensibilidad, precision y alta especificidad.
Asi, en el caso de 1las tironinas el desarrollo del
radioinmunoanalisis (RIA), a partir de 1972, ha permitido
cuantificar sus concentraciones <c¢on razonable certeza (para
revisiéoén wvease: Yallow, 1959; Chopra y col, 1972; Meinhold,
1986). Para 1las catecolaminas la cromategrafia de liquidos de
alta eficiencia (HPLC), en combinacién con 1la deteccibdn
2lectroquimica, aunque menos sensible y especifica que el RIA, ha
resuelto en gran medida el problema de su cuantificacién (para
revisién vease: Kissinger vy col, 1973; Kagedal & Goldstein,
1988} .

En este informe reporto el trabajc que he desarrollado
durante el periodo 1986-1991 principalmente colaborandc en el
grupo de investigacidén que encabeza el Dr. Carlos Valverde-R. en
el Departamento de Fisiologia del Instituto de Investigaciones
Biomédicas. Durante este mismo periodo he estado inscrita en 1la
Maestria en Quimica Analitica. Puesto que el trabajo desarrollado
ha consistido en implementar procedimientos analiticos para
cuantificar la concentracién de catecolaminas, de tironinas y de
algunos farmacos en fluidos y tejidos biolégicos, considere
pertinente dividir el presente informe en las siguientes
secciones: Marco de Referencia; Antecedentes y Linea General de

Trabajo; Proyectos de Investigacién; Planteamiento del Problema
Experimental; Resultados y Discusién; Conclusiones, v
Bibliografia.



2. MARCC DE REFERENCIA.

Monodesyodacién Organo - Especifica de Tironinas y Homeorresis.

L.as nociones de homeostasis y homeorresis son. dos ideas
fundamentales de la biologia contemporanea. La primera abarca las
respuestas © esfuerzos (estres) inmediatos y generalizados del
organismo encaminados a regular y mantener relativamente
constante el valor de diversas variables fisiolégicas (Cannon,
1941). Por el contrario, la homeorresis incluye todos aquellos
cambios o ajustes metabdlicos érgano-especificos y sostenidos,
que se instalan en el organismo para controlar los '"puntos de
ajuste" del sistema, y asi alcanzar Yy mantener un nuevo
equilibrio fisioldégico (Waddingteon, 1976; Russek y Cabagnac,
1983). Es decir, mientras que por su caracter agudo o inmediato
las respuestas homeostaticas contribuyen a mantener un '"estado
estabilizado"; la instalacién lenta, sostenida \Y
compartimentalizada de 1las respuestas homeorréticas permiten
conservar un '"cambio estabilizade'". La instalacién/coperacién de
ambos mecanismos da como resultado un estado funcional global del
organismo conocido como adaptacién (fitness).

El conocimiento y comprension actual sobre el control y
regulacion de ambos tipos de respuestas es escaso y fragmentado.
Sin ~embargo, la observacidén de que diferentes mensajeros
intercelulares son biotransformados de manera érgano - especifica
generando asi moléculas con bicactividad selectiva 1local, ha
llevado a considerar que esta transformacién periférica a nivel
de los "érganos blance” es parte fundamental de los mecanismos
que controlan y regulan las respuestas homeorréticas del
organismo (para revisién vease: Aceves & Valverde-R., 1987 vy
1990) .

Estas biotransformaciones "extraglandulares" son
particularmente claras en el caso de las hormonas tiroideas. En
efecto, en condiciones normales, la glandula tircides sintetiza y
secreta el total de la T4 circulante, mientras que
aproximadamente el 80% de la T3, tironina cinco veces mas activa,
y la totalidad de la triyodotironina reversa (rT3), tironina sin
actividad reccnocida, provienen de la monodesyodaciétn organc -
especifica de la T,. A 1la fecha se han identificado, en
practicamente todos los érganos estudiados, dos vias
monodesyodativas: la via 5'- desyodasa (5'D) o de activaciébn vy
la via 5 - desyodasa (5 D) o de inactivacién. Esta denominacién
designa el anillo en el que ocurre la reaccioén, o bien, 1la
biocactividad del producto generado. Igualmente y aunhque aun no se
han purificado, se conoce que estas reacciones estan catalizadas
por tres isoenzimas parcialmente caracterizadas y denominadas:
tipo I, II y II1. La primera interviene indistintamente en una u
otra via, mientras que las dos ultimas son, respectivamente,
especificas de las vias 5'D v 5 D (para revisién vease: Chopra vy
col, 1978; Engler & Burger, 1984; Kaplan, 1984 y 1986; Leonard vy
Visser, 1986; Koherle & Hesch, 1987; Visser, 1990).



3. ANTECEDENTES Y LINEA GENERAL DE TRABAJO.

Nuestra 1linea de investigacién actual data de 1975 y tiene
antecedentes primordialmente c¢linicos. Por una parte, los
estudios sobre la estructura y distribucién temporo - espacial
del ritmo de suefio v la secrecién de hormonas adenohipofisiarias,
en pacientes c¢on hipotiroidismo primario antes y durante la
administracién de hormonas tiroideas (para revision vease: Solis
y col, 1979; Valverde-R y col, 1980; Drucker-Colin & Valverde-R,
1981; Ruiz-Primo ¥y col, 1982). El1l otro antecedente se refiere a
la descripcién en ganado lechero del 1llamado '"sindrome de
eutiroidismo enfermo” durante la lactancia y sus modificaciones
durante la aclimatacioén al frio o al calor (Aceves y col, 1985 vy
1987).

Los hallazgos de estos estudios nos llevaron a plantear como
hipétesis general de trabajo, que la monodesyocdacién oérgano -
especifica de las tironinas esta regulada por algunas hormonas
que intervienen en el metabolismo energético del individuo, y que
esta biotransformacién compartimentalizada determina y forma
parte de los mecanismos y respuestas homeorréticas del organismo.

El enfoque experimental y los objetivos de esta hipotesis
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 fisiolégicas especificas y en diferentes
periodos ontogénicos. Mientras que el enfoque analitico pretende
identificar y analizar los mecanismos neuroendécrinos que regulan
esta monodesyodacidn érgano-especifica.

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

Una buena parte del trabajo del grupo estéd encaminado a
estudiar la regulacién y/o interrelacién de las desyodasas con el
SNS. Esto ha dado 1lugar a la mayoria de los proyectos de
investigacién que ha continuacién sefialo.

4. PROYECTOS DE INVESTIGACION.

4.1) Variacion del factor de capacidad (k') en funcién del pH, 7
de metanol y concentracién del octil sulfato de sodio para las
catecolaminas y algunos de sus metabolitos.

Los tiempos de retencién de las catecolaminas y de sus nmeta-
bolitos en cromatografia de pares de iones son funciéon de
variables como fuerza ionica, longitud de 1la cadena del



contraién,.  porcentaje de fase organica en la fase 'mévi etc.
Una “buena  parte del trabajo gue se menciona  mas adelante. se
‘refiere.. a la separacién de catecolaminas o bienxide*g_sus
metabolitos, o precursores; por esta razén el objetivo. de  este
proyecto era tener las condiciones para lograr - la‘ . mejor
separacién posible entre estos compuestos. ' S A ER

4.1.1) Equipo Utilizado. Cromatégrafo de 1liquidos | Waters,
constituido por: Bomba de flujo constante modelo 510, * Inyector
universal modelo UEK, Detector de UV modelo 441, Médulo de datos
modelo 730. Columna Novapack C18, también de Waters.

4.1.2) Disefio 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) Excrecién urinaria de MHPG en sujetos sometidos a
deprivacién de suefio de movimientos oculares rapidos (MOR).

Se ha sugerido un papel importante para la NA cerebral en el
‘control de 1las diferentes fases de suefic (Monti, 1983). La
deprivacion de la fase MOR se ha utilizado con fines terapéuticos
en pacientes c¢on sindrome depresive, pero 1los mecanismos
neurobiolégicos involucrados no han sido claramente establecidos,
aungque se sugiere la participacién de la NA cerebral (Vogel y
col, 1968). E1 MHPG &s =1 principal metabclito de la NA cerebral
y se& ha propuestc que su concentracidén urinaria es un parametiro
adecuado del recambio de esta amina. Asi, el objetivo de este
proyecto consisti¢®é en explorar la posible relacién entre
deprivacién de MOR y excrecién urinaria de MHPG.

4.2.1) Diseho Experimental. Se estudiaron 12 voluntarios sanos
durante nueve noches consecutivas: dos de habituacién, una de
registro basal, cuatro de deprivacién y dos de recuperacién. En
todos los casos se llevé a cabo el registro polisomnogréafico
durante ocho horas y se pidié a los sujetos la recolecciédn de
orina de 24 h durante todo el estudio. En 8 sujetos se depriveé
especificamente la fase MOR, mientras que en los 4 restantes 1la
deprivacién se llevo a cabé durante otra fase del suefio.

4.3) Monodesyodaciétn organo-especifica de tironinas y actividad
simpatico-suprarrenal.

Este proyecto analiza la probable regulacién que ejerce el
SNS sobre 1la actividad de la 5'D, en los principales oérganos
involucrades en la respuesta de termorregulacién (hipotalamo,
hip6bfisis y glandula suprarrenal).

4.3.1) Disefio Experimental. Se utilizaron ratas macho Wistar de
300 a 350 g alimentadas ad libitum y bajo condiciones controladas
de iluminacién (12 h luz/12 h oscuridad) y temperatura (22°C). El
grupo experimental (expuesto a 4 °c) incluyé los siguientes
intervalos 15, 30, 60 y 120 min. En todos 1los animales se
recolectd sangre del tronco por decapitacién en tubos mantenidos



en hielo y recubiertos con heparina. La sangre fué centrifugada a
2000 X g por 10 min, a 4 C y el plasma se guarddé a -70 C hasta
su analisis. Este analisis incluyd: NA, A, cortiseol, T4 y Ta.
Ademas se analizd la actividad 5'D en gléndula suprarrenal,
hipotalamo, hipéfisis e higado.

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

Este proyecto analiza la actividad de la 5'D en algunos
érganos y tejidos de ratas lactando. Se analiza la participacién
e interaccién de los carbohidratos y el SNS en la regulacidén de
la actividad de esta enzima.

4.4.1) Disefio Experimental. Se wutilizaron ratas Wistar: 70
hembras primiparas lactando y 20 machos adultos. Los grupos
control se alimentaron ad 1libitum <con purina, 1los BErupos
experimentales recibieron una disolucién de sacarosa al 40 % como
agua para beber. Los animales se sacrificaron a las 24, 48, y 72
horas. Se analizaron los niveles plasmaticeos de hormonas
tiroideas, catecolaminas y cortisol, y la actividad enzimética de
la 5'D en glandula mamaria, higado, hipotdlamoe y gléndula
suprarrenal.

4.5) Cuantificacién de metabolitos acidos de catecolaminas en
liquido cefalorraquideo de rata.

Este trabajo formé parte de un proyecto en colaboracién con
el Dr. Rene Drucker del IFICE. Se trataba de establecer el perfil
(niveles) de catecolaminas y de sus metabolitos en 1liquido
cefalorragquideo de ratas control, para posteriormente evaluar las
modificaciones que ocurrian en ratas experimentales (transplante
de médula suprarrenal a cerebro).

4.6) Cuantificacién de catecolaminas en algunos nucleos del tallo
cerebral de ratas desnutridas.

Este proyvecto es parte de una colaboracién establecida con
el Dr. Leén Cintra del IIBM. Se analiza el impacto de 1la
desnutricién en los patrones de sueflo y en los niveles de NA, A,
DA y 5-HT en los nucleos supraquiasmatico, Locus Coeruleos vy
Raphé& Dorsalis.

4.6.1) Disefioc Experimental. Antes, durante y después de la
gestacion, las ratas madres son sometidas a dietas que s¢lo
contienen el 6 v 8 % de proteinas de la dieta normal. El grupo
control recibe el 25 %. Las crias se analizan a los 30 y 60 dias
de edad. El andlisis consiste en registrar el patrén de suefio,
sacrificarlas y obtener los nucleos ya mencionados para la
determinacién de NA, A, DA y 5-HT.
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4.7) Cuantificacién de catecolaminas circulantes y hépaticas,,en
ratas bajo diferentes condiciones de alimentacién. R

Este estudio se realizd en colaboracién con .el: Dr. .  Radu
Racotta (ENCB-IPN), vy form¢ parte del proyecto de  Tesis ' de
Maestria del Biol. 1Illie Racotta. Mi participacién en este
proyecto consistio en asesorar a dicho estudiante para
estandarizar la metodogia a sus necesidades.

Dentro de las teorias para explicar el control de la ingesta
de alimento destaca la teoria hepatostatica, que propone 1la
posible participacién de 1las catecolaminas hepéaticas en la
saciedad preabsortiva. En este estudic se analizan los niveles de
catecolaminas hepaticas en ratas sometidas a diferentes estados
de alimentacién.

4.7.1) Disefno 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

alimentacién: alimentacién ad 1libitum, ayunc de 18 hs,
realimentacién durante 20 min después de un ayuno de 18 hs.
Después de 1lo cual se sacrificaron por decapitacién, bajo

anestesia o sin ella. Se analizé el peso corporal, el peso del
higado, los niveles sanguineos y hepaAticos de NA y A y glucosa en
‘sangre.

4.8) Caracterizacién de diferentes subpoblaciones de granulos
cromafines en glAndula suprarrenal de bovino.

Este trabajo forma parte de un proyecto de cclaboracién con
la Dra. Dalila Martinez de Mufioz (CINVESTAV-IPN). Se pretende
separar las diferentes poblaciones de gréanulos cromafines vy
caracterizarlos biogquimica y morfolégicamente.

4.8.1) Disefio Experimental. Las glandulas 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 %).
En cada fracciétn se determinan proteinas totales, A, NA,
dopamina~B-hidroxilasa, acetil colinesterasa, fosfatasa del
trifosfato de adenosina (ATPasa) y monoaminooxidasa.

4.9) Actividad 5'D en sinaptosomas de cerebro de rata.
Correlacién 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 Biologia
Gustavo Guzmén.
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En 1la rata, la 5'D hipotalémica se incrementa en respuesta
al frio (Anguiano y col, 1991). En este proyecto se pretende, en
una primera instancia analizar la distribucién subcelular de esta
actividad enzimatica en ratas controles y en ratas sometidas a
frio. Asi mismo se compararé esta distribucién con la obtenida
para THO.

4.9.1) Disefioc Experimental. Se utilizaron ratas macho Wistar
adultas de 200-250 g de peso aproximadamente, con alimentaciébn y
agua ad libitum. Los animales se dividieron en grupo control
{mantenido a temperatura ambiente} vy Erupo experimental
(temperatura a & C). Estos ultimos fueron expuestos al fric
durante 15, 30, 60 y 120 minutos.

A los tiempos sefialados, los animales se sacrificaron por
decapitacién, se colectd la sangre del tronco y se disectaron: el
hipotalamo, la corteza fronto-temporal y el cerebelo.

4.9.2) Procedimientos Analiticos. Se determinaron Jlos niveles
circulantes de hormonas tiroideas por RIA, los niveles tisulares
de catecolaminas por HPLC, 1la actividad 5' D Tipo 1I1 vpor
liberacién de radioyodo liberado, la THO midiendo, por HPLC, 1la
cantidad de dihidroxifenilalanina (DOPA) liberada y las proteinas
por el método de Lowry {(Lowry y col, 1951)

Se separaron los sinaptosomas por medio de técnicas de
ultracentrifugacion en .gradientes de densidad discontinua de
sacarosa de acuerdo a Dodd, 1981; Loscher vy col, 1985; Gordon-
Weeks, 1987.

4.10) Separacién de hormonas tiroideas empleando cromatografia en
capa fina.

Esta metodologia formé parte del proyecto de tesis del
estudiante Hector Ongay (Licenciatura en Investigacién Biomédica
Basica). Se queria discernir si el yoduro es capaz de unirse a
moléculas organicas (organificarse) en insectos, y de gque tipo
serian éstas.

4.10.1) Disefio Experimental. E1l insecto que se utilizé fué
Periplaneta Americana. §§5utilizaron 15 individuos adultos a 1los
que se le administré Na I y después de algunos dias (entre 11 y
58) se sacrificaron. Se analizé el % de radiactividad en
exoesquelete, linfa y tejido parenquimatosc. Los extractos de
linfa se sometieron a anadlisis por cromatografia en capa fina.

4.11) cCuantificacio6on de amitriptilina y nortriptilina en suero.

Este proyecto fué realizado en el Instituto Mexicano de
Psiquiatria bajo la asesgoria del Dr. A. Bayén. Los antidepresivos
triciclicos se emplean para el tratamiento de 1la depresién
endbgena; pero a pesar de dar dosis similares, 1la respuesta
clinica observada es muy variable. Se ha propuesto que esta
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respuesta esta mejor correlacionada.con:los niveles...plasmaticos.
. de estos fArmacos que con la dosis. ingerida. En ‘este’ ‘contexto
resultaba necesario contar con un método para cuantificar ‘estos
farmacos en plasma. )

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA EXPERIMENTAL.

como puede apreciarse, la mayoria de los proyectos
sefialados requeria de 1la cuantificacién de catecolaminas y de
algunos de sus metabolitos en fluidos y tejidos biolégicos, asi
como de la THO, enzima limitante en 1la biosintesis de 1las
catecolaminas. Por esta razén y antes de presentar los resultados
de mi trabajo, consideré pertinente revisar de manera resumida
los aspectos bioquimicos y metabdlicos mas relevantes de estas
moléculas. En esta seccién enfatizo particularmente aquellos
aspectos relacionados con la metodologia desarrollada para su
cuantificacion.

5.1) Catecolaminas. Aspectos bioquimicos y metabélicos

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 préctica, este términc se utiliza para denominar a la
3,4-dihidroxifenil etil amina (DA) y a sus productos metabdlicos
1 - (3,4-dihidroxifenil) - 2 - aminoetancl (NA) y 1 - (3,4-
dihidroxifenil) - Z - (metilamino) etanol (A).

Las catecolaminas derivan del aminoéacido tirosina Y
constituyen una familia de mensajeros intercelulares
extraordinariamente versatil. Se ha demostrado su participacién
en 1la transferencia de informacién simpatica, actuando como
neurotransmisores, su participacién en la infermacion
neurohormonal, actuando como moduladores neurohormonales, © como
hormonas. Por otra parte se reconoce que diversos estimulos
fisiolégicos; vegr., el calor, el frio, la tensién emocional, 1la
hipoglucemia, 1la hemorragia y la asfixia, asi como numerosos
farmacos y factores aun no definidos, estimulan la liberacién de
las catecolaminas a la circulacién-sistémica y provocan gran
parte de los efectos observades en la llamada reaccién de alarma
(para revisién veanse: Kopin, 1977; DeQuattro & Campese, 1979).

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

5.2) Catecolaminas. Procedimientos Analiticos (Revision de 1la
Literatura).

Para su analisis en los diferentes fluidos bioclégicos se han
utilizado biocensayos, ensayos colorimétricos, ensayos radioenzi-
maticos, an&lisis por cromatografia de gases, acoplada a detector
de captura de electrones o a un espectrémetro de masas, y HPLC
con detectores UV, de fluorescencia y electroquimico.
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FIGURA 1. Biosintesis de las catecolaminas. Las catecolaminas se
sintetizan en cerebro, células cromafines. nervios vy ganglios

simpaticos & partir del amincacido tirosina. La secuencia de
reaccliones se¢ inicia c¢on la formacién de DOPA, reaccidn
catalizada por tirosina hidroxilasa (THO)., a nivel del
citoplasma. Posteriormente la DOPA pierde un  grupo carboxilo,

dando lugar a la DA. Esta reaccidn tiene lugar en el citoplasma y
es mediada por una enzima no especifica denominada descarboxilasa
de los aminodcidos aromaticos (DDC). La DA es convertida a a NA
dentro de los granulos cromafines o de las vesiculas de
secrecion, en donde se localiza la DA-B-hidroxilasa (DBH) ,
enzima que cataliza esta reaccién. Finalmente en los tejidos que
contienen feniletanolamina-N-metil transferasa (PNMT), la Na
puede dar lugar a la A. Esta reaccidn se lleva a cabo en el
citoplasma.
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FIGURA 2. Metabolismo de las catecolaminas. Las enzimas mas

importantes, en mamiferos para 1la degradacién de las

catecolaminas son la monoaminooxidasa (MAO) y la catecol-o-metil
transferasa (COMT). La MAO convierte a las catecolaminas en sus
respectivos aldehidos. Estos aldehidos son rapidamente

metabolizados a sus &cidos correspondientes por wuna 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 1la 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 analisis biolégico o biocensayos mas sensibles’
para cuantificar NA y A son: la relajacién:-del intestino. gruesé
(ciego) del pollo Vy el aumento de la presiébn arterial de-
con seccioén espinal alta. E i .

Ensayos fluorométricos y colorimétricos:

Las catecolaminas NA y A poseen flourescencia " nativa muy
débil que puede incrementarse de dos maneras: 1) .mediante: 1la
oxidacién 'y ciclizacién a un trihidroxiindol; o bien ii)
oxidaciédn a quinonas y posterior condensaciébn con etilendiamina.

i) Respecto a la primera de estas reacciones, Von Euler v
Hamberg (1949) describieron el método para convertir la
adrenalina en adrenolutina (1-metil, 3,5,6-trihidroxiindol), 1la
cual tiene caracteristicas fluorescentes que permiten su

deteccién. El método original ha tenido modificaciones que han
permitido 1la diferenciacioén entre A y NA, tanto en el paso de
oxidacién, como en la cuantificacién éptica. Variando el pH,
O'Hanlon vy c¢ol, 1970 pudieron cuantificar A y NA en plasma
humane, cabe mencionar gue utilizaron una cantidad considerable
de sangre (20 a 39 ml).

ii) La oxidacién a quinona fue ideada por Natelson y .col.,
en 1949. Esta manipulacién permitié determinar DA.

Ambos métodos se han combinado con HPLC.
Ensayos RadiocenzimAticos:

Estos métodos consisten en marcar radiactivamente
catecolaminas utilizando ensayos enziméaticos. Se han wutilizado
las enzimas: fenil-N-metil transferasa (PNMT) y catecol—o-met§1
transfefgsa (COMT) que transfieren un grupo metilo marcado con “H
o con C del compuesto S-adenosil-L-metionina (SAM) a la amina
en cuestion.

14

PNMT Saelens y col. (1967) emg%earon SAM marcada con o]
para determinar NA en cerebro, la C~A formada se separé del
donador marcado empleand cromatografia en papel. Iversen &

Jarrot (1970) emplearon “H-SAM. Posteriormente algunos grupos
(Molinoff y col, 1971; Henry Yy col, 1975) emplearon PNMT
purificada. Otros emplearon plasma prepurificado (Lake vy col,
1976; Weise & Kopin, 1976; Falke y col, 1978).

COMT - El ensayo radioenzimatico utilizando COMT fué
originalmente descrito por Engelman y ?21 en 1968 para 1la
determinacién de y NA. Ellos emplearon C- SAM como donador de
grupos metilos y “H-NA como trazador para calcular recuperacién.
Coyle & Henry (1973) ampliaron la técnica para incluir adenés

DA. Passon & Peuler, 1973, después de un cuidadoso analisis del
procedimiento 1lograron aumentar la sensibilidad de 1la teécnica
original mas de 10 veces; Peuler & Johnson, 1977, afiadieron un
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inhibidor de DOPA descarboxilasa, para prevenir la ‘interferencia
de DOPA en el ensayo de DA, Afladiendo DOPA ' descarboxilasa 'es
posible determinar la cantidad de DOPA (Johnson 'y col, 1978). Asi
mismo, utilizando los métodos de separacion -adecuados, : .se.. han
hecho determinaciones de algunos de los metabolitos.y  precursores
de 1las catecolaminas (Tiede & Kehr, 1981; Fekete 'y  col, 1978;
Saller & Zigmond, 1978; Vlachakis y col, 1979).

Cromatografia de gases:

La cromatografia de gases requiere de 1la formacién de
derivados volatiles de las aminas © de sus metabolitos a detec-
tar. Se han publicadoe numerosos articulos de cromatografia de
gases en combinacién 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 vy col, 1979, wutilizaron derivados N,O0-
dipentafluoropropionil etilicos para determinar metanefrina (MN)
y normetanefrina (NMN). Nuestro grupo adaptoé algunas de estas

técnicas para determinar valores controles de catecolaminas y sus
metabolitos en orina de voluntarios sanos (Moreno y c¢ol, 1983;
Navarro y col, 1983)

Se han utilizado trimetilsilil y tert-butildimetil silil
derivados en combinacién con el detector de ionizacién de flama
para algunos metabelitos como MHPG, ac. wvanillilmandélico
(VMA), HVA, DOPAC y dihidroxifenilglical (DOPEG), (Muskiet vy
col, 1977; 1981i; Muskiet & Groen, 1979).

En 1972 se utilizéd la cromatografia de gases en combinacién
con la espectrometria de masas para la determinacion de
catecolaminas y de HVA (Koslow y col, 1972; Karoum y col, 1972;
Sj6quist & Anggard, 1972). Luhugenot y Maume, 1974, determinaron
DA vy NA en extractos de glandula adrenal. Muskiet y col, 1979,
utilizaron trimetil gsilil-N-trifluorocacetil derivados para el
anélisis de DA, NA y A en orina. Robertson y col, 1978, utiliza-
ron derivados pentafluoropropiénicos para analizar M y NM en
orina. Para la determinacién de DA, NA, A 6-hidroxidopamina y 3-
metanefrina se utilizaron derivados con anhidrido trifloroacético
y con dimetil-n-propilsililimidazol (Miyasaki y c¢ol, 1981).

Cromatografia de liquidos:

La determinacién de las catecolaminas empleando HPLC depende
de factores tales como: columna, detector empleado, purificacién
y/0 derivatizaciones previas a la introduccién de la muestra al
sistema cromatografico.

Columna.

Inicialmente se utilizdé cromatografia en fase normal
(silica), sin embargo no tuvo gran aceptacién. Posteriormente se
utilizaron los intercambiadores catiénicos para la separacién de
las aminas protonadas (Ueda y col, 1977; Hiemdahl y col, 1979},
asi c¢omo para la separacién de algunos metabolitos metoxilados
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(Ponzio y col, 1981). Medfard .y col .(1987), recientemente utili-

‘"zaron  un intercambiador catiénico (N-metil oleil taurato) que
reacciona semi-irreversiblemente con las columnas de fase reversa
para la separacidén DA, NA y A y han vuelto a despertar interés en
este tipo de cromatografia. Molnar y Hervath, 1976, utilizaron
fase reversa para la separacién de compuestos catecdlicos, ellos
mostraron la gran influencia del pH en la separacién de las ami-
nas y de sus metabolitos &cidos.

La técnica mas utilizada ha sido la cromatografia de pares
iénicos. Persson y Karger, en 1874, utilizaron esta técnica para
la separacién de aminas, aminoacidos, &cidos carboxilicoes, aminas
biogénicas y sus metabolitos.

Detectores.

Detector UV, Debido a su pobre sensibilidad, este detector
s6lo se ha utilizado en algunos casos para determinar metabolitos
en orina de pacientes con tumores secretores de catecolaminas
(Krstulovic y col, 18979), va que en estas condiciones las
cantidades son muy elevadas.

Detector de Fluorescencia. El detector de fluorescencia ha
sido mucho mas utilizado que el de UV. Krstulovic y Powell, 1979,
utilizaron la fluorescencia nativa de NA y DA para su deteccién
en extractos de cerebro y de corazén. Jackman, 1981, utilizando
un paso previo de purificacién, pudo cuantificar estos compuestos
en muestras de orina. Anderson y c¢ol, 1981, usaron ademas alumina
para concentrar las catecolaminas, incrementando la sensibilidad
del método. Para la determinacién de metoxicatecoles, Jackman,

1982, utilizé extracciones con disolventes organicos. Julien vy
col, 1985 wutilizaron la deteccién fluorométrica Jjunto con 1la
electroquimica, para asegurar la identificacién positiva de 1los

picos cromatograficos. Algunos metabolitos como €l MHPG y el
VMA poseen fluorescencia nativa y se han podido detectar en orina
(Taylor, 1981; Anderson, 1985).

Ademas de utilizar la fluorescencia nativa se han empleado

algunas reacciones de derivatizacién para aumentar la
fluorescencia de estos compuestos. Entre los reactivos
utilizados, algunos va mencionados, se encuentran el

hidroxiindol, la fluorescamina (Imai, 1975; Imai v col, 1977), el
o-ftalaldehido (Froelich y Cunningham 1978), la etilendiamina
(Mori e 1Imai 1985), la 1,2-difeniletilendiamina (Nohta vy col,
1984; Mitsui y col, 1985), la glicina (Seki 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, carbén),
para las aminas biogénicas el material mas utilizado ha sido el
carbén, vya sea en pasta o vidriado. Inicialmente se utilizé 1la
pasta de carbono, 1la <cual era facilmente recambiable. Sin:
embargo, vy debido a que su superficie se deterioraba muy
rapidamente con el flujo de fase movil, en especial cuando ésta
contenia concentraciones elevadas de disolventes orgénicos, 1la
pasta fue sustituida por carbén vidriado.

Generalmente se utilizan dos tipos de celdas. La m&s popular
es la de flujo en capa fina. En los detectores que tienen este
tipo de <celdas, s6lc una pequefia parte de las sustancias que
pasan por €l son oxidadas (deteccién amperometrica) y producen la
seflal detectada en el registrador. En el otro tipo de celda, el
efluente de la columna atraviesa una matriz porosa de carbén
vidriado, y toda la sustancia electrecactiva es oxidada (deteccién
coulombimétrica); con este tipo de dectores se obtienen sefiales
mayores, pero también se incrementa el ruido. Su ventaja sobre el
primer tipo de detectores se pone de manifiestoe cuando se
utilizan 2 o més de ellos en serie (Minegishi y Ishizaki, 1984;
Rizzo v Melzi d'Eril, 1987}.

Prepurificacién. Como procedimientos de limpieza previos a
la introduccién de la muestra al sistema cromatogréafico, se han
empleado diversos métodos; el mas simple ha sido la
precipitacién de proteinas con acido perclérico e inyeccién del
sobrenadante (Warnhoff, 1984). También se ha wutilizado la
extraccién  liquido -liquido con disolventes como éter etilico o

acetato de etilo (Yoshida y col, 1982; Picard y col, 1885). Una
de las técnicas mé&s empleadas ha sido la desarrcllada por Anton vy
Sayre {(1962), esta tecnica consiste en la adsorcién, a pH

alcalino, de las catecolaminas en alumina activada y su desorcién
a pH acido. Este método también se ha usado para purificar DOPA,
DOPEG y DOPAC (Eisenhofer y col, 1986}.

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

5.3) Tirosina hidroxilasa. Aspectos bioquimicos y fisiologicos

LLa THO existe en forma de un homotetramero, con un peso
molecular de aproximadamente 60,000 d en cada unidad (Cooper vy
col, 1986; Nedergard, 1988). La THO es 1la enzima limitante en 1la
biosintesis de catecolaminas. EstA presente en cerebro, médula

adrenal v en tejidos con iEgrvacién simpética. Es
estereoespecifica y requiere 0;, Fe y tetrahidropteridina
como cofactores. Oxida a 1la L-tirosina y en menor grado a la

L-fenilalanina. Se han reportado valores de la constante de
Michaeles-Menten (Km} parg la conversiéon 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 sinaptosomas.
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La enzima ~es inhibida por cuatro B inéiﬁaleé' ‘de™
compuestos: analogos de aminoacldos, ‘

tropolonas:y quelantes selectivos de hlerrb

La tetrahidrobiopterina (BHg), que es el cofactor endégeno.
es oxidada a BHp durante la formacién de DOPA;: o es‘fregenerada
por una segunda enzima, llamada dlhldropterldlna reductasa, a ‘la
cual recientemente se le ha sefialado un ~papeliimportante en la
regulacion: de 1la biosintesis de las. catécolaminas (Nagatsu,
1988) . L

La actividad de la THO se encuentra sujeta a una regulacién
cinética compleja por las concentraciones de su sustrato y de sus
cofactores. en el citosol. Ademés de esta regulacién a corto
plazo, existe wuna regulacidén a largo plaze, gque involucra su
sintesis "de novo" (Zigmond y col, 1989).

S5.4) THO. Procedimientos analiticos (Revisién de 1la literatura).

Para cuantificar la actividad de esta enzima se han_empleado
T%todos radiométricos que utilizan tirosina marcada con "H o con
La DOPA formada se separa del precursor y se cuenta su
radlacthldad empleando un contador de centelleo (Waymire y col,
1971). Tambien se ha wutilizade 1la formacidén de derivados
flucrescentes de DOPA (Nagatsu vy Yamamoteo, 1968). 0 se ha
acoplado con dihidropteridina reductasa y un sistema regenerador
de NADHP (Brenneman & Kaufman, 1964). Mas recientemente se ha
utilizade HPLC en combinacién con la deteccién electroguimica
(Nagatsu y col, 1979; Philipp, 1987}.

6. RESULTADOS EXPERIMENTALES

6.1) Variacién de k' en funcién del pH, % en metanol vy
concentracién 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
mévil se reduce significativamente k'.

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

En los compuestos acidos k' varia en forma inversa al . pH,
esta variacién es mucho mas marcada que en el caso de las aminas.
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FIGURA 3. Factor de capacidad (k') en funcién del pH. Compuestos
4cidos. Se utilizé una columna Novapack C18 y como fase movil una
disolucién amortiguadora de acetatos 0.1 M a los pH's sefalados y
con 5 y 10 % de metanol. Detector UV, A= 254 nm.
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FIGURA 4. Factor de capacidad (k') en funcitén del pH. Aminas vy
compuestos neutros. Condiciones iguales a la fisgura 3.
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El"comportamiento de k' en.funcién . del 7% de metanol-y
de -la fase  mévil se puede explicar tomando‘en cuenta que el
mecanismo - de separacién es .de "hidrofobicidad ~(para '‘revisién
vease: Horvath y Melander, 1976). SN ) :

Aupnque no se probd la variacién de k' en funcién de 1la
concentracién de contraién, en la literatura (Taylor y col, 1983)
se . indica que, para las aminas, la k' varia linealmente con la
concentracién de contraién (dodecil sulfato de sodio) adsorbida
sobre 1la superficie de la fase estacionaria, hasta alcanzar un
maximo y después disminuir, lo que corresponde a un mecanismo de
intercambio iénico - desolvacién. Para los compuestos neutros se
obtienen k' muy pequefias y se reducen aun mas al incrementarse la
concentracién de contraion. Para los compuestos acidos hay una
disminucién significativa de k' al aumentar el pH Yy la
concentracion de contraiéon debidas a un efecto de repulsién entre
las cargas del contraién y del soluto aniénico.

6.2 Determinacién de catecolaminas por HPLC v deteccién
electroquimica.

6.2.1) Materiales y Métodos

©.2.1.1) Equipo wutilizado. Cromatédgrafo de .'liquides Waters,
consta de: Bomba de flujo. constante ‘modelo 510, -Inyector
universal modelo UBK, Médulo de datos modelo :730. ‘- Detector
electroquimico BAS modelo LC-2A y Detector electroquimico LKB
2143, R

6.2.1.2) Estandares. Se utilizaron estandares de NA, A, DA, 5 -
HT y dihidroxibencilamina {(DHBA) de Sigma Chem.. Co. Se prepararon
disoluciones patrén de 10 mg cada una en 100 ml de HCl1 0.1 M. De
agui se tomaron alicuotas para preparar 1las disoluciones de
trabajo.

6.2.1.3) Columna y condiciones de trabajo. Se empledé una columna
de octadecilsilano: NOVAPAK C18 de Waters. Inicialmente se empled
como fase moévil una disclucién amortiguadora de monoclorocacetatos
0.03 M, pH 3.5, EDTA 0.002 M, octilsulfato de sodio (0SS) 0.1 mM
(BAS Application Note 14) a un flujo 0.7 ml/min.

6.2.2) Experimentos preliminares.

Estos experimentos se consideran preliminares porque se
realizaron c¢on el detector BAS LC-2A, cuyo electrodo de trabajo
era de pasta de carbén, el cual por el rapide 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 indicaréd en el inciso en cuestién.
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Los valores representan los tiempos
los diferentes est&ndares. '
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TABLA 1. TIEMPOS DE RETENGION EN GOLUM
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6.2.3) Tiempos de retencion. Influencia ' de tiempo  de
acondicionamiento. R T
En la tabla 1 se muestran los tiempos. de retencién . obtenidos
para los diferentes estadndares inyectados. Es evidente que existe
una gran variacién. Al analizar estos datos en funcion del tiempo
de acondicionamientc de la columna que abarcéd el intervalo de 0.5
a 4.5 horas (figura 5), se observdé que estos variaban
linealmente en funcién de dicho intervalo de acondicionamiento.
Esto puede explicarse tomando en consideracién los mecanismos
involucrados en la cromatografia de pares de iones. (Para
revisién vease: Vera, 1980; Del Rey, 1989). El tiempc de
retenciéon depende de la cantidad de contraién fijada en la fase
estacionaria, vy ésta a su vez depende de 1la concentracioén de
contraién en la fase movil. Ademas, antes de que la columma

esté equilibradsa, la concentracién de par iénice en fase
estacionaria depende de la cantidad de contraién que se ha hecho
pasar por la columna hasta alcanzar una meseta. S§i la

concentracién del contraién en la fase mévil es muy pequefia, esta
meseta tarda muche en alcanzarse.

Por esta razén se decidid no lavar la columna al final de
cada jornada de trabajo. Una vez acondicionada al inicio de 1la
jornada, se dejaba en refrigeracién durante la noche, o con un
flujo de 0.1 ml/min, y s6lo se lavaba los fines de semana. Con
esto la dispersién de los tiempos de retencién se redujo
significativamente, aproximadamente 5 veces (ver tabla 2).

6.2.4) Medida del pico cromatografico.

Para llevar a cabo estos experimentos se modificd el pH de
la fase mévil, ya que de acuerde con Moyer y Jiang (1978), a pH
de 4.5 habia una mejor respuesta del detector. Elleos encuentran
gue la respuesta del detector se2 incrementa al incrementarse el
pH, para valores de pH entre 2 y 4. Entre 4 y 6 1la respuesta
alcanza un méximo v a pH's mayores de 6 decrece con el incremento
de pH. El incremento puede explicarse considerando que el grupo
catecol se oxida mas facilmente a pH's mayores (Mentasti y cols.,
1973), o bien que a pH's mayores a 3 la reaccién de oxidacién de
las catecolaminas sigue un mecanismo: Electroguimico-quimico-
quimico, que da como resultado un numero aparante de electrones
de 4, en comparacién con los 2 electrones involucrados cuando la
reaccion se lleva a cabo a pH's mencores (Haweley y cols., 1967).
El decremento puede explicarse considerando que a pH's mayores de
& las catecolaminas se oxidan expontaneamente en presencia de las
superficies met&licas presentes en el sistema cromatografico.

Por esta razén cambiamos de disolucién amortiguadora, la
fase mévil utilizada fué una disolucidn de acetatos 0.1 M, pH
4.5, EDTA 0.01 M, 0SS 0.1 mM (esta modificacién no tiene efecto
en el tiempo de acondicionamiento). En estas condiciones vy
durante tres dias seguidos se inyectd una mezcla de 250 y 500 pg
de 1las diferentes aminas y DHBA (250 pg) por quintuplicadoc. Los
resultados obtenidos se muestran en las tablas 3 y 4.
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FIGURA 5. Tiempos de retsncion (tr) en funcion del tiempo de
acondicionamients. Se presentan los tr. en minutes, para NA, A,
DHBA y DA obtenidos a diferentes tiempos de acondicionamiento (en
hs) de la columna. Columna: Novapack C18. Fase moévil:
Monocloroacetatos 0.03 M pH 3.5, EDTA 2 mM, 0SS 0.1 mM. Flujo 0.7
ml/min. Detector BAS LC-ZA.
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TABLA 2. TIEMPOS DE. RETENCION CON: LA  COLUMNA: ACONDICIONADA

_____ ~=ocmnmnsie
A
DHBA
DA R i?.,

Los valores repreéentan los: fiempos dé: feténdiéh
diferentes estandares mencionados. Lo
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" A/ADHBA

H/HDHBA
. ,

A/ADHBA

H
H/HDHBA

A

H/HDHBA
A

A/ADHBA

H 26 (2.0)

H/HDHBA 2.1 0,05 (2.5)

A 5.7 & +.0.10 (2.0)

A/ADHBA 1.9 + + 0.09 (5.3)
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H/HDHBA

A

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 desviacion estandar de
las diferentes formas de medir los picos; entre paréntesis se
muestra el coeficiente de variacion para: altura (H),
alturasaltura del estandar interno (H/H(DHBA)), é&area (A) vy
Area/area del estéandar interno (A/A(DHBA)).
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TABLA 4. COEFICIENTES DE VARIACION PARA LOS 3 DIAS .

_ A/ADHBA
Los valores reprééer’d’:ah" ,ic-é
para . 1los diferentes: e
mencionadas.’ S
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‘Como puede observarse se encuentran en general coeficientes
de  wvariacién menores para los valores absolutos, tanto de 4rea
como - de altura, que para los valores corregidos por el estandar
interno. (tabla 3). Esto probablemente se deba a que la medicién
es manual y al referir los valores al estéandar internc (DHBA) se
suma el error de las dos mediciones. Sin embargo si se toman en
cuenta los coeficientes de variacién obtenidos para las medias de
los diferentes dias (tabla 4) en general los valores menores se
obtienen para la relaciones &area corregida por el area del DHBA v
altura corregida por 1la altura del DHBA; no encontrando
diferencias significativas entre las varianzas calculadas a
partir de una u otra formas de medir los picos cromatograficos.
Por esta razén y puesto que es méds sencillo medir altura que
4rea, en adelante se utilizaré la relacién altura del pico
cromatografico dividida por la altura del DHBA. Cabe sefialar que
se utilizdé un inyector con capacidad de 2 ml, por lo que el error
en la inyeccién 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 area.

La evaluacién de la cantidad minima detectable se realizd
también con el detector LKB, obteniendose en este ¢aso un valor
de 50 pg para una sefial de 2 veces el ruido.

6.2.6) Curva de histéresis.

Se inyectaron en orden creciente y después en orden decre-
ciente 1las siguientes cantidades: 0, 50, 100, 200, 350 y 500 pg
de NA, A y DA, manteniendo constante la cantidad de DHBA (250
pPg). En la figura 6 puede apreciarse que, aungue son nuy pocos
puntos, ne se observa el fendmeno de histéresis, es decir, las
curvas creciente y decreciente son una misma.

6.2.7) Eficiencia de la extraccién con alumina.

Se empled la técnica descrita por Warner y col (1979)  con
algunas modificaciones: A 1.5 ml de estaéndar (simulando las con-
centraciones encontradas en el plasma) se le afiaden 400 ul de una
disolucién amortiguadora de Tris/EDTA 1.5 M; pH 8.7 y 15 mg _de
alumina. Se agita 15 min, se centrifuga 3 min (1500 X g, 4 C.
Se descarta el sobrenadante, la alumina se lava 2 veces con un ml
de agua y las catecolaminas se eluyen con 100 ul de una
disolucién que contiene: 75 ul de HClO, concentrado y 50 ul de
EDTA al 5 % por cada 10 ml de disolucidén. Se inyectan 25 ul
de sobrenadante en el cromatégrafo empleando las condiciones ya
descritas.
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FIGURA 6. Altura del pico cromatografico (H) vs

cantidad
inyectada. Se presentan las H obtenidas para diferentes
cantidades inyectadas de Na, a ¥y DA; asi como las curvas de

regresién  lineal correspondientes. Columna: Novapack Ci8.

movil: acetatos 0.1 M pH 4.5, EDTA 10 mM, OSS 0.1 mM.
BAS LC-2a,

Fase
Detector
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y.se W
un “lavado ac1do como: lo senalan ‘Anton v Saire(
lavado ‘&cido meJQrQ‘mgcho el.cromatogram¢_delfblan¢

Eficichid'deVlé'e\frébciQn'
de 500 pg-de.NA, A YV DA v 250 pé de ‘DHBA™ en;‘

=sultados @ S=. . muestran en la tabla 5.7 Las- S80I
paiszs, “sin  embarge  son semsjantes a 1a$” ~ncontrddas, en-.la
literaturz (ARton & Jaire. 1303 o o LR

Con -2l finode verificar qQus la =xmtraccolidn de s cat=celamings
ra ‘completa., la alumina, de la cusl se hablan ya . eluida  las
atecolaminas, se som=tid a una segunda extraccién.con. 100 ul. de
la mezcla antes descrita y se inyectaron 25 ul en ' el cromatdgra- .’
fo. En los tiempos de retencion correspondientes: a ‘las catecolml- ;
nas se observan sefales muy pequeiias que practicamentese’confun- "
den con el ruido, por lo que se decidid no aumentar el volumen de:
elucién ni hacer una segunda extraccion. : :

w

(e 213

6.2.8) Control de calidad.

.con.:el.. fin de evaluar. la: Varlablllddd 1nterensayo
extracc1én c¢on alimina se hiceron. cuatro curVa= dp;vcalib
para:. ‘NA'v A Estas curvas se presentan en-las- flguras 7 y: L
utilizaron- cantidades entre 0.5y 8 ng de Na'y de A" Se ‘graficé
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
s& presents el valor promedio junto con la desviacidn estandar, v
la curva de regresidn lineal para los promedios.

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

Es importante sehalar que con el detector LKB se obtienen
dispersiones menores para las alturas corregidas y que para la A
se amplia el intervalo de respuesta lin=al. Cabe sefialar que este
es el comportamiento esperado 31 se comparan dos detectores, con
electrodos de trabajo de pasta de carbono uno, vy el o¢tro de
carbdén vidriado. En la literatura se seflala que el detector con
electrodo de trabajo de pasta de carbono s més sensible gque el
que tiene carbdn vidriado, pero su respuesta es mas variable.

6.2.9) Adaptacién de la Tecnica.

A continuacién se sefnalan las modificaciones necesarias para
adaptar la técnica a los diversos proyectos de investigaciédn.
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TABLA 5. RECUPERACION DE RACCION CON- ALUMINA®

El- porcentaje de recuperacién (% R) se calculd ‘comparando 1la
altura de cada pico antes y después de la extraccicn’.
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H/H(dhbe)
165
12f

e 10.999, M=0.192, b=0.002
08f e LT G

FELAE

iz Cantidad-(ng) .

FIGURA 7. Curvas de calibracién para NA, utilizando el detector
BAS LC-2A. Se presentan los promedios y desviaciones estandar de
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades
inyectadas de NA. También se presenta l1a curva de regresién

lineal para 1los promedios. Condiciones cromatograficas: ver
figura 6.
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CH/H(dhoa) -
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FIGURA 8. Curvas de calibracién para A, utilizando el detector
BAS LC-2A. Se presentan los promedios y desviaciones estandar de
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades
inyectadas de A. También se presenta la curva de regresién lineal
para 1los promedios sin tomar en cuenta el ultimo punto (8 ng).
Condiciones cromategraficas: ver figura 6.
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H/H{ghba) -
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Te0.009, me0.202. 10,017

FIGURA 9. Curvas de calibracién para NA, utilizando el detector
LKB 2143. Se presentan los promedios y desviaciones esténdar de
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades
inyectadas de NA. También se presenta la curva de regresién
lineal para 1los promedios. Condiciones cromatograficas: ver
figura 6.
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H/H(chba).
2.5 - ‘

1]}5# .

FIGURA 10. Curvas de calibracién para A, utilizando el detector
LKB 2143. Se presentan los promedios y desviaciones estandar de
las alturas corregidas, obtenidas para diferentes cantidades
inyectadas de A. También se presenta la curva de regresién lineal
para los promedios. Condiciones cromatograficas: ver figura 6.
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6.2.9.1) Excreciédn urinaria de MHPG en sujetos sometidos a
deprivacién de suefio de movimientos oculares rapidos (MOR).

Cada orina de 24 horas se recolecté en un frasco que
contenia 500 mg de metabisulfito de sodio (utilizado como
antioxidante), se midié su volumen total y se guardd una alicuota
para cuantificar MHPG y creatinina (la cantidad de creatinina
excretada en 24 hs se utilizd como idicador de una adecuada
recolecciébn). Las determinaciones de MHPG se llevaron 'a cabo
utilizando cromatografia de gases y detector de captura de
electrones, metodologia previamente estandarizada (Navarro vy
cols., 1983). La creatinina se cuantificé utilizando un. método
colorimétrico. :

Los resultados dieron lugar a una publ1cac16n en una revista
internacional (se anexan fotocopias) -

6.2.9.2) Monodesyodacién organo-especifica 1qe‘fjtironinas v
actividad simpatico-suprarrenal. R

Este fue el primer proyecto que se trabajo-con’ ::la’ técnica
de HPLC-deteccibn electroquimica descrita, 1las’™  curvas de
calibracién gque se mencionan en el inciso 6.1.8 fueron hechas
para las concentracioneas plasmaticas encontradas en estos
animales experimentales.

Se tomaron 306 ul de plasma a los que se les afadidé DHBA vy
se sometieron a la extraccioén con alumina. Cada ensayo consistia
de una curva de calibracioén, una muestra de plasma patrén y 10 o6
15 mnuestras problema. Tanto los estandares como las muestras se
procesaron por duplicado.

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

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

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

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

6.2.9.4) Cuantificacion de catecolaminas y alguncs
metabolitos en liquido cefalorraquideo de rata. . :

En este caso se pretendia en una misma

38




cromatografica separar a las catecolaminas y a sus  metabolitos.
Para este tipo de separaciones, en general se emplea como fase
mévil una disolucién amortiguadora con pH entre 3 y 4, con
concentraciones elevadas de contraién y de algun disolvente
orgadnico 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 contraién o de
algun disolvente organico; 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 sefilala que es posible determinar a 1las
catecolaminas Yy a sus metabolitos a partir de liquido
cefalorraquideo precipitando proteinas con HClO4 0.2 a 0.5 M
centrifugando e inyectando el sobrenadante en el cromatégrafo
(Warnhoff, 1984). La sola inyeccién de HCl0O, daba sefiales en el
cromatégrafo que interferian con la determinacién, y lo mismo
ocurrié para concentraciones altas de otros &acidos, incluso para
ac. acetico grado HPLC.

Resultaba necesario utilizar un paso de purificacién de la
muestra previo a su introduccién en el sistema cromatografico. La
adsorcién en alumina, que ya se habia utilizado, no era factible,
va que sdbélo las aminas y el DOPAC se podian purificar en esta
forma. Se optd por una extraccién en medio acido con acetato de
etilo, evaporar este, redisolver en fase mévil e introducir 1la
muestra en el sistema cromatografico. Sin embargo con esta
estrategia s6lo es posible determinar los metaboliteos &cidos y al
MHPG.

6.2.9.5) Cuantificacion de catecolaminas en algunos nucleos de
tallo cerebral de ratas desnutridas.

En este caso se cuantificaron NA, A, DA y 5-HT. Fue
necesario modificar 1las concentraciones utilizadas para las
curvas de calibracién, asi como el procedimiento de purificacién.

Se utilizé la técnica descrita por Semba y col (1984) con
modificaciones. El1 tejido se homogeneizé en 100 ul de una mezcla
de 1.3 ml de HC1O, 0.4 M, 1 ml de EDTA 0.1 M, 0.75 ml de agua vy
30 ul de una disolucién de DHBA en concentracién de 10 ng/ml. Se
centrifugd a 1500 g, 4 C por 10 min, el sobrenadante se filtré a
través de membranas de 0.22um de tamafio de poro y se inyectdé en
el cromatégrafo de liquidos. El precipitado se redisolvié en 100
ul de NaOH 0.1 M para determinacién de proteinas (Lowry vy col,
1951).

En la figuras 11 y 12 se presentan las curvas de calibracién
obtenidas para los estandares acuosos y afiadidos a tejido de NA y
DA respectivamente. Noétese que el tejido contenia 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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Altura {cm) ..
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" Cantidad. {ng]- . - e :

A

FIGURA 11. NA afiadida a tejido. Se presentan las alturas
obtenidas para diferentes cantidades de NA acuosa (.) y afadida a
tejido (x). Asi como las curvas de regresién obtenidas.
Condiciones cromatograficas: ver figura 6. Detector LKB 2143,
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FIGURA 12. DA afiadida. a tejido. Se presentan las alturas
obtenidas para diferentes cantidades de DA acuosa (s) y afiadida a
tejido (o). Asi como 1las curvas de regresién obtenidas.

Condiciones cromatograficas: ver figura 6. Detector LKB 2143.
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TABLA 6. CANTIDADES DE LAS‘DIVERSA
CEREBRAL DE RATA. 3

No. de
animales

NSQ, nucleo supraqulasmatlco. NRD nucleo raphe dorSalis{ ;NLé}"
nucieo locus coeruleos. Ry
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Puede apreciarse que utilizando el extracto ‘proveniente de 2.
animales se pueden detectar.’ las: 3 ‘aminas “en: los :-nucleos:
referidos. o T : : T e

6.2.9.6) Cuantificacién de catecolaminas circulantes .y hepaticas
en ratas bajo diferentes condiciones de alimentacién.

En este caso tanto la sangre como el higado se pesan, se les
adlciona ac. tricloroacético al 10 % para precipitar proteinas,
se centrifugan, y el sobrenadante es sometido a la extraccién con
alumina; ésta se lava con agua y posteriormente las catecolaminas
se eluyen con ac. acético 0.2 N,

Se realizaron pruebas de linealidad, sensibilidad,
recuperacién y variacién tanto intraensayo como interensayo.
Estos datos se muestran en la tesis de maestria de 1. Racotta
(Racotta, 1991).

Este trabajo ha dado lugar a una presentaciébn en un congreso
nacional vy a una publicacién en una revista internacional. (se
anexan fotocopias). .

6.2.9.7) Caracterizacién de diferentes subpoblaciones de 'grénuiés
cromafines en glandula suprarrenal de bovineo.

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

Los resultados han dade lugar a 3 presentaciones en
congresos nacionales vy a una en un congresco internacional (se
anexan fotocopias de los resumenes).

6.3. Estandarizaci6tn de la técnica para medir THO.

6.3.1) Separaciéon cromatografica de DOPA y de oMe-DOPA.

En las condiciones descritas para la separacién de NA, A,
DHBA y DA, descritas en el punto 6.1.5, DOPA y oMe-DOPA (esténdar
interno), interferian con NA y DHBA por lo que se modificé 1la
fase moévil, cambiando pH (a 3.5) y la concentracién de octil
sulfato de sodio (32.5 mg/l) para lograr la separacidn deseada.

6.3.3) Curvas de calibracién de DOPA y ope-DOPA.
En 1las condiciones descritas anteriormente se inyectaron

estandares acuosos de DOPA y oMe-DOPA en cantidades de 1 a 20 ng
de c/u. Ver figura 13.
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FIGURA 13. Curvas de calibracién para DOPA y para o Me-DOPA. Se
presentan las H obtenidas para diferentes cantidades inyectadas
de DOPA y de ol Me-DOPA; asi como las curvas de regresion lineal
obtenidas. Columna: Novapack Ci8. Fase mévil: 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 columnas de sephadex-G-10."

Con el fin de purificar la muestra antes de su introduccién
al sistema cromatografico en la literatura se recomienda el
emplec de columas de intercambio catiénice (Nagatsu T. y col,
1979) o bien de filtracién en gel (Westwernick B.H.C. y Mulder
T.B.A, 1981). Debido a la disponibilidad de materiales, se
decidié emplear la filtracién en gel. Se utilizaron columnas de
0.5 X 6 cm. El sephadex G-10 se dejé hinchandose en ac. foérmico
0.0t 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 estéandares: A, NA, DHBA, Da,
DOPA y oMe-DOPA. Se pasaron a traves de la columna 3.5 ml de ac.
férmico 0.01 M vy 1.5 ml de fosfato monobasico de sodio S mM. Se
recolectaron fracciones de 0.5 ml a la salida de la columnas y se
inyectaron 200 ul de cada fraccién en el cromatégrafo. Los
resultados se muestran en la figura 14.

6.3.5} Extraccioéon con alamina.

Como puede observarse en la figura 14 la DOPA y ofMe-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 utilizé una
extraccioén en alumina, semejante a la descrita en el punto 6.2.7
con 1las siguientes modificaciones: 20 mg de alumina vy 1 ml de
disolucién amortiguadora Tris/EDTA 1.5 M, pH 8.7,

6.3.6}) Curvas de calibraciéon para DOPA y oMe-DOPA empleando
homogenado de cerebro de rata como vehiculo.

Se obtuviercon los cerebros de ratas macho adultos de
aproximadamente 200 g de peso sacrificadas por decapitacién.
Inmediatamente después de su obtencién los cerebros fueron
pesados y homogeneizados en una disolucidén de sacarosa 0.3 M, o8N
una relacién 1 g de tejido/10 ml de disolucién, mantenida a 4 C.
Se tomaron alicuotas de 200 ul de este homogenado y se les
afiadieron estadndares de DOPA y o Me-DOPA entre 1 y 20 ng, se
agregaron 200 u]l de HCl0,, 0.1 M, se agitaron y se centrifugaron
a 1500 X g v 4 C. Los sobrenadantes se aplicaron a las columnas
de sephadex G-10 vy se sometieron a tode el procedimiento de
extraccidén. Los resultados se muestran en la figura 15. Nétese
que el tejido utilizado no contenia DOPA, por lo gque las 3 curvas
parten del origen.

Los pasos a seguir son (i) evaluar 1los coeficientes de
variacién intra e interensayo para la cuantificacién de DOPA;
(ii) hacer el ensayo enzimatico utilizando homogenados de cerebro
vy de gléndula suprarrenal como fuentes de THO y tirosina como
sustrato. Se wutilizarad la técnica descrita por Nagatsu y col
(1979). (iii) Evaluar coeficientes de wvariacién del ensayo
enzimatico.
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FIGURA 14. Perfil de elucidn a través de Sephadex G-10. Se
presentan las alturas obtenidas para DOPA y o Me-DOPA en las
diferentes fracciones eluidas de una columna empacada con
Sephadex G-25 (0.5 x 6 cm). Fracciones de 0.5 ml. Vol de
inyeccién: 200 ul. Condicicones cromatograficas: ver figura 13.
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FIGURA 15. DOPA afiadida a tejido. Se presentan las alturas
obtenidas para diferentes cantidades de DOPA acuosa (%), acuosa y
procesada (a) y afadida a tejido y procesada (). Asi como 1las

curvas de regresién obtenidas. Condiciones cromatograficas: ver
figura 13.
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6.4) Separacién de hormonas tiroideas empleando cromatografia en
capa fina.

El tejido se homogeneizd y se sometid a extracciones a
diferentes pH's con el fin de lograr una mejor recuperacién de
las posibles moléculas organicas yodadas (las Qque se suponen
semejantes a tiroxina o a triyodotironina). Esta técnica es una
modificacién de la reportada por Gordon (1982).

Una alicuota de 1la extraccién final se sometid a
cromatografia en capa fina, o en papel. Este trabajo se presentd
en dos congresos nacionales (se anexan fotocopias de los
resumenes) .

6.5) Cuantificaci6étn de amitriptilina y nortriptilina en suero.

Se anexa fotocopia del trabajo publicado.

7) CONCLUSIONES.

- Se tiene una técnica sensible, especifica y reproducible :para
la determinacién de catecolaminas en diversos fluidos y teiidos
biolégicos; asi como para algunos de sus metabolitos. .

- La implementacién de la técnica para cuantificar 1la enzima
limitante de 1la biosintesis de las catecolaminas, la tirosina
hidroxilasa, estd tambien por concluir.

- Asi mismo se cuenta con una metodologia para la separacién de
hormonas tiroideas y de algunos de sus productos metabbdlicos.

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

- Y quizas la conclusién miés importante seria que el esfuerzo

coordinado de personas dedicadas a diversas areas como son la
fisiologia y la quimica analitica puede rendir frutos valiosos.
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Changesin 24-Hour Urinary Excretion of MHPG Atter Four
- Continuous Nights of REM Sleep Deprivation in Human
Volunteers

Rafael J. Salin-Pascual, Luz Navarro Angulo, snd Juan Ramon de ja Fuente
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Abstract, Eight heahthy volunteers were deprised of rapid eve movement (REM)
sleep 1o 4 consecutive nights. Twenty-four-hour urine samples were collected 10
determune levels of 3-methoas-4-hydroxyphenyiglyeol {MHPG) during basal,
REM sleep deprivation. and REM recovery conditions. A control experiment was
carried out in four subjects who were awahened in non-REM sleep for 4 consecu-
tive nights. Subjects deprived of REM sleep showed significant MHPG increases
on night 4 of sleep deprivation. MB PG levels in the control condition decreased.
but not significantly. When MHPG levels in both eaperimental and control
canditions were compared in the same four subjects, a significant difference was
observed, indicating an effect of the control condition. Increased MHPG levels
were telated to REM sleep reduction and Lo the time and number of awakenings.
Our findings scem to support an inverse homeostatic relationship between norepi-
nephrine metabohism and REM sleep.

Key Words. Sleep. catecholamines. norepinephrine. affective disorder.

The therapeutic effects of rapid eve movement (REM) sleep deprivation in patients
suffering from endogenous depression have been widely reported. but the underlyving
neurobiological mechanisms remain uncicar (Vogel et al., 196%). A role of brain
norepinephrine (NE) in sleep regulation has been suggested (Monti. 1983). Pharmaco-
logical siudies have shown a relationship between the functional state of NE receptors
and REM sleep (Gaillard. 1983). The influence of 8,-adrenergic receptors on REM
sleep has been inferred from the fact that blockade of these receptors induced a
dose-related decrease in REM sleep. and that the B -adrenergic recepior agonists
counteract this effect (Lanfumey et al., 1955). Mogilnicka et al. {1980) reported that 72
hours of REM sleep deprivation in rats produced a reduction of cortical B-adrenergic
recognition sites, as assessed by dehydroalprenolol.

Preclinical and clinical research into the mechanisms of action of antideptessant
agents has been focused on the adaptative changes in NE and serotonin receptors
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*"induced by long-term treatment {(Charney et al., 1981; Racagni and Brunello, 1984).
“Long-term‘ therapy decreases the sensitivity and density of brain B-adrenergic
" receptors.

" Past studies have suggested that 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MHPG)orits
sulfate conjugate is the major metabolite of brain NE (Maas et al.. 1968), and that
much of the NE originating in the brain is excreted in urine as MHPG. [n coatrast,
relatively small amounts of urinary NE, normetanephrine, epinephrine, metaneph-
rine. or 3-methoxy-t-hydroxymandelic acid (VMA) seem to derive from the central
nervous system (CNS) (Maas et al., 1979).

This report examines the relationship of 24-hour urinary excretion of MHPG ina
group of human volunteers in two different sleep conditions: REM sleep deprivation
and non-REM sleep au.akemng The main issue to be addressed was whether selective
REM sleep depmauon and non-R EM sleep awakenings would alter CNS NE availa-
bility, as reftected in MHPG levels.

Methods -

The subjects were eight normal volunteers {five females and three males) who ranged inage from
20 to 30 years (mean = 24.8. SD = 2.5 years old). All of them received medical interviews and
were found to be in good health. They had no sleep disturbances and were notalcohol, drug, or
tobacco abusers. All the volunteers recetved financial remuneration at the end of the study.

Urinary MHPG Collaection. Tuenty-four-hour urine samples were obtained from volunteers
in the following conditions: baseline (2 days before the sleep procedures, because might I in the
sleep laboratory would probably induce some anxiety); REM sleep deprivation; and REM
recovery (followup nights) (see Table 1). Each urine sample was collected into a disposable glass
container to which sodium metabisulfite had been added as a preservative. Once the totat
volume was measured, a 100-ml afiquot from each 24-hour sample was obtained. The aliquots
were stored frozen (-20° C)until the MHPGand creatinine assays were carried out. The MHPG
levels were determined in duplicate by gas chromatography with electron capture detection
according to the method of Navarro et al. (1983). Creatinine levels were measured by automatic
spectrophotometric procedures and were used to check the reliability of the uninary samples
obtained, The 4-hour urinary samples were included in the study only if the amount of
creatinine excretion exceeded 0.75 8, 24 hours.

REM Slesp Deprivation and Polysomnographic Recordings. Nine consecutive poly-
somnographic recordings were made for each subject as follows: 2 habituation nights, | baseline
night, 4 REM sleep deprivation nights, and 2 REM recovery nights. The polysomnographic
recordings were carried out using two channels for electroencephalographic (EEG) acitivity
{leads CI-A2 and OI-A2). Two other channels were used for eye movement recordings, and one
additional channel was used to record electromyographic activity. All the sleep recordings were
scored in J0-cm ¢pochs, following the standard criteria of Rechtschaffen and Kales (1968).

Sleep onset was defined as min | of 8 consecutive min of sleep without awakenings, after the
lights had been turned off. REM sleep latency was defined as the period from sleep onsel to the
completion of two e¢pochs of REM sleep {1 min). Sleep architecture was defined as the
percentage of sleep time spent in Stages 14 and Stage REM.

After the habituation and baseline nights, subjects were REM sleep deprived for 4 nights.
Fhey were awakened after two REM sleepepochs and were kept awake for 3-5 min before being
allowed to sleep again, in order to avoid their lapsing back into REM sleep. Recovery nights
were varried out under the <ame conditions as baseline nights. All the recordings started ut
2200h and finished at 0600h. Fhe volunteers (college students) were encouraged to remain
awiake during the day and not to take duytime naps.
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Control Condition. Four of the eight subjects who participated in the ahove experiment
agreed to participate in another procedure | month later. In the control condition. the subjects
were awakened in non-REM sleep {or 4 consecutive nights, The MHPG collection schedule wins
as follows: baseline, non-REM sleep awabenings. and recovery. Thesleep recordings were done
s {olows: 2 habituations nights, 1 bascline recording night. 4 nights of non-REM awakeninge.
and | recovery night. During mights of non-REM awakenings the subjects were allowed tostan
to sleep freely and 1o get into their first REM sleep periods, after which they were awakened and
keptalent until 0200h: from 0200h to 0300h. they were allowed to sleep freely (during this period
volunieers again went into REM sleep). from 0300h 1o B500h, they were awakened again:
thereafter they were allowed to sleep {recly until 0600h (during this period they wentinio REM
sleep once more). This procedure was followed 1o avoid indirectly depriving the subjects of
REM sieep. The number of awakenings increased thtoughout the 4 niphis: howesver, both the
number of awakenings and the amount of time spent awake were esy inthe control condition
than in the REM sleep deprivation condition

Table 1. Procedures for REM sleep deprivation and non-REM sleep
awakening experiments

Sleep condilion Urinary MHPG collection

REM sleep deprivation experiment (n = B)

Day 1 . Basal sample

Day 2 Basal sample

Day 3 Habituation

Day 4 Habiluation

Day 5 Basal recording

Day 6 REM sieep deprivation 15! sleep deprivation sample
Day 7 REM sleep deprivation 2nd sleep deprivation sample
Day B REM sleep deprivation 3rd sleep deprivation sample
Day 9 REM sleep depnivation atn slegp deprivation sample
Day 10 Foliowup 151 recovery sampie

Day 11 Faollowup 2nd recovery sample
Non-REM sieep awakening experimenl {n = 4)

Day 1 Basal sample

Day 2 Awakenings 1st control sample

Day 3 Awakenings Z2nd conirol sample

Day 4 Awakenings 3Ird control sample .

Day 5 Awakenings Ath com!oi sample

Day 6 Followup 1st recovery sample

Note. REM = rapid eye movement MHPG = 3-methoxy-4-nydroxyphenylglycol

Results

Polysomnographic Changes. Table 2 shows the polysomnographic variables for
the baseline nightand the REM sleep deprivation nigh's, REM deprivation resulted in;
a reorganization of the sleep architecture, with a significant increase of Stage land a
tendency for REM sleep latency to be shortened.

Table 3 shows polysomnographic variables for the baseline and the 2 recovery
nights. Sleep efficiency and minutes of REM sleep increased during the recovery
nights, whereas the latency to the first REM sleep episode diminished. Table 4 shows
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' Table 2. Sleep variables during 4 nights of rapid eye movemenl sieep
deprivation (REMSD) (mean = SD)

_ Basal 1-REMSD 2-REMSD 3-REMSD 4-REMSD F1 f'p_l
Steep continuity ’ - : :
SL 201 6. . .8 -'12.9 ©106 .

£107 . : T 2 1S
HA " 27 ' Y
= 29
TA " " 386
‘ =.455
- SEI 89.2
=, 89
Sleep uchltec_‘lure
T 14.5
z 160 )
-1 2012
= 36.5
- 304
= 233

s cear
z 338

S-RE 14
= 236

REM sleep variables

REM®% 260 78 93
< 38 3.0 .35 _
REM-L 87.7 84.5 598 2 L6587 2087 0.1
£ 275 =280  £134 + 146 :
4REM 42 15,22 185 2 . 1762 117 0.001
. 10 = 61 + 58 + 5. = 39 ‘

Nota. S.L. = sleep latency min ; A = number of awakenings: TA = lime of awakenings min ; SEI = sleep !
etliciency index % ; S-1=S1aged min. S-11=Stagell minS-Ni=Stage Il min-; S-tV = Stage 'V min ,S-RE =

Stage REM mun ; REM % = REM sieep percentage. REM-L = REM sleep lalency. ¥REM = number of REM

episodes

1. Analysis of variance, single faclor design for repeated measures.
2. Student f test lor repeated measures with Bonlerron: correction at o level: p ~ 0 [e}]

the number and total time of awakenings in the four volunteers who participated in
both the experimental and control conditions. There is an important difference
between the REM sleep deprivation and non-REM awakening conditions (two-way
analysis of variance [ANOVAY: F= 31.7. p < 0.0001 for the time of awakenings; F=
43.24, p < 0.000 for the number of awakenings), but neither 1he effect along repeated
nights nor the interaction is significant.

REM Sieep Deprivation and Changes in MHPG. All eight subjects completed the
three experimenial phases: baseline, REM sleep deprivation, and recovery. With one
exception, the subjects showed increased MHPG levels thraughout the REM sleep
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Table 3. Sleep variables atter 4 nights of rapid eye movement (REM) sleep
deprivation: Basal and 2 followup nights (mean * SD)

Basal Foliowup 1 Followup 2 F? p!
Sleep continully .
St 201 2107 1082 37 i06= 81 27 - 01
A 27 > 29 06= 0B 1.5 1.3 36 . 0.06
TA 386 =455 1052 88 10.312.7.1 ) 29 . . 0.08

SE! g2 =~ 97 857z 1.42 8572289 4.9 0.02

Sieep archltecture IR
-l 143 2165 . 7.3 48 1222188

05
S-l 201.2 2365  176.6:427 174.3= 673 ; 0.3
S-tl 304 =233 34.4+12.9 . 334*11 ‘a8 0.5
S-Iv 667 2239 88.1224.12 87.6245 0.

S-RE 111472236 145,6218.52 " 145.6223

REM sleep variables : - R

REM % 261 % 38 3092 3.4 312z '4.92
REM-L B7.1 227.5  61.8218.72  57.9227.12 7 S
NREM 42210 48z 07 53213 77 "2 T 0

Nore S.L. = steep latency 'min-, ®#A = number of awakemungs, TA = time of awakenings -mun , SE! = sfeep
efliciency indes % -, S-t= Stage } min ; S-11= Stage l«min; 8-111= Stage LIl min ;5-tV= Siage IV.min ;S-RE=
Stage REM imin-; REM % = REM sleep percenlage. REM-L = REM sieep latency, sREM = number of REA
episoges

1. Analysis of vaniance, single factor design for repeated measures
2 Student f test for repeated measures with Bonferroni correction a8t a level. p< 00

Table 4. Time and number of awakenlngs during rapld eye movement sleep
deprivation (REMSD) and control condition in the same 4 healthy
volunteers (mean = SD)

Night 1 Night 2 nghl 3 Night 4
Time of awakenings (min) .
REMSD 87 =16.2 11022361 9€.2=44 0 9422231
Contro! 4632171 5.6z 25. 41.0=11.5 ., 5h2:=323
2-way ANOVA F S

Row elffect
Col. effect
interaction:

Number of awakenings L
REMSD 17.7x 5.
Control 8.0= ;

2-way ANOVA
Row eflect
Cot. efiect
Interaction

Note. ANOVA = analysis of variance;:
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.d:prwauon nights (one-way ANOVA: F=5.22, < 005} Ho\xcxer a stansucally'
significant difference was observed only for night 4 of REM sleep depn\atlon <

0.05, Student’s « test for repeated measures). MHPG decreased in the recovery nights, o

but did not reach baseline levels. As Fig. 1 shows, there is'an inverse rclauonshlp
between the MHPG levels and the REM sleep percentage.

Fig. 1.Percentage of REM sleep and urinary MHPG (mg/24 hours): Basal, REM
deprivation, and recovery

Wwary MHPG
* -
000, A0
!SOOT
.
el ¥
-
meo ] -
€
[
2000{ %20
E
OO
z
o0 o g
300 J
Basal I 2ng sih ith 1'“ 27
U REMS  deprivglion mights eemd] Wl yecovery

REM = rapid eye movement MHPG = 3-methoxy-4-hydroxyphenyiglycol After REM sleepoepnivatign, levelsof
MHPG increased, tne eflect became sigrificant at day 4 of REM sleep depnivation .p < 0.05..

Non-REM Awakenings and MHPG Changes. Four of the eight subjects who took
part in the REM sleep deprivation research also participated 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. Urinary MHPG levels decreased throughout the non-REM awakening
nights, but not 1o a statisticaily significant degree. The non-REM sleep awakenings
produced an increase in REM duration since the subjects were aliowed to sleep 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 d non-REM sleep awakening nights
did not change significantly.

Table 5 presents a comparison of MHPG levels 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 ANOVA: F

= 174, p < 0.0004), but neither the effect of repeated maneuvers nor the interaction
was significant,
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Fig. 2. Percentage of REM sleep and urinary MHPG (mg/24 hours): Control
condition

'
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"REM = rapid eye movement MHPG = 3-methoxy~4-hydroxyphenyliglycol Levels of MHPG showed a tendency
. ‘o decrease dunng the non-REM awakenings, but not 1o a statistically signiticant degree

Table 5. MHPG during rapid eye movement sleep deprivation (REMSD) and '
control condition in the same 4 healthy volunteers {(mean * SD)

Basal Night 1 Night 2 Night 3 Night 4 Followup 1
REMSD
1579.2 20185 22302 2275.7 3591.0 26765
= 2181 = 8169 =1097.8 =1132.2 =1553.1 - -13095
Control
1834.5 1378.7 13835 1420.0 13152 12377
z 4263 Z 2432 > 224.8 C = 3702 - 3075 2 61
2-way ANOVA - 3 : ip
fow effect S I X TR Lo 0.0004
Col. effect '-0.96 ' 0.54
Interaction 2.20 - 0.07

Note. MHPG = 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol. ANOVA = analysis of variance . .

Discussion

The results of the present study show that REM sleep deprivation leads 10 a significant
increase in urinary MHPG excretion. However, it is difficult to ascertain that the-
reduction of REM sleep is the only factor involved in the increased MHPG levels.
since the total time and number of awakenings in the REM sleep deprivation condi-
tion were higher than in the control condition. In our control condition. the total time
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spent in REM sleep was unchanged. 1f the subjects had been awakened as frequently in
the controlcondition asin the REM sleep deprivation condmon 1he\ mlghl ha\e been
indirectly deprived of REM sleep.

The increase of urinary MHPG m the RE'Vl sleep depn\auon condmon and the
decrease in the control condition seem to support Morgane and Stern's (1974) prop-
osal of an inverse homeostatic relationship beiween NE metabolism and REM sleep
total time. Some pharmacological evidence supports this hypothesis: Heterocyelic

* antidepressants and monoamine oxidase inhibitors are associated with a reduction in

REM sleep. Drugs of these types lead 1o an increased availability of monoamines at

" the synaptic cleft (Cooper et al., 1984). whereas reserpine. which is associated with

_ monoamine depletion. increases REM sleep in humans (Hartmann et al., 1978).

The fact that the MHPG increased significantly until night 4 of REM sleep depriva-

-, tion might could reflect a threshold above which biological changes take place when

this sleep phase is'manipulaied. In our laboratory, volunteers had been REM sleep

» deprived for 2. 4, and 6 consecutive nights (unpublished data); significant poly-

somnographic changes were observed only after night 4 of REM sleep deprivation,

. and wereeven moreevident after night 6 of sleep deprivatien. Atthe biochemicallevel,
... this could be correlated with MHPG concentration.

As mentioned above. REM sleep deprivation in rats is associated witha reduction in
Bi-adrenergic receptors in the cortex after 72 hours (Mogilnicka et al., 1980). If
MHPG behaves similarly in rats as in humans beings. this reduction in B,-adrenergic
receptors might be related to an increase in NE metabolism in the CNS.

REM sleep deprivation modified levels of urinary MHPG excretion, but it-is
probabile that this sleep manipulation modified other neurotransmitter systems (sero-
tonin, dopamine, and acetvicholine) as well (Santos and Carlini, 1983; Zwicker and
Calil, 1986: Salin-Pascual et al.. 1989). These modifications could underlie the
observed antidepressant benefits derived {from REM sleep deprivation.

The data in presented in Table 2 indicate that the sleep variables that show the
greatest medification after sleep deprivation are those related to 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, as has already been reported by
Dement (1960).

Sleep Stage 1V, which showed very little change during the REM sleep deprivation

.. process, increased in the recovery night. This increase might reflect neurobiclogical
" events during delta sleepthatenhance R EM sleep mechanisms. It might also be related
-, tothe two-process hypothesis of Borbély (1982}, which proposes a sleep-wake depend-

ent process (Process "S™) and a sleep-wake independent circadian process {Process
“C™). .

Studies of REM sleep deprivation and recovery may lead to a better understanding
of the function of REM sleep, as well as the possible antidepressant mechanisms
involved in its manipulation,
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Neuroendocrine Regulation of Adrenal 5'-
Monodeiodination during Acute Cold Exposure in the
Rat. I. Effects of Hypophysectomy
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ABSTRACT. Circulating levels of T,, T,. corticosterone, nor-
adrenaline, and adrenaline, 8s well as 5'-manodeiodinase activ-
ity (5'-MA) were measured in control and hypophysectomized
rats acutely exposed to cold environment (15-124 min, § C). In
addition to the well known activation of the sympathoadreno-
medullary system and the hypothalamic-pituitary-adrenal and -
thyroid axes, cold exposure was followed by & rapid and sustained
increase of 5°-MA in the hypothalamus, and a byphasic course
of activation in the adrenal gland in control rats. The adrenal
rapid activation (30 min) corresponded to the medulla and the
slower activation (120 min) to the cortex. Both, the basal adrenal
5’-MA &nd the response to cold in adrenal and hypothalamus

were 2-fold higher in hypophysectomized rats compared to con-
trol. The time course of enzvme activation in these structures
suggests that: 1) organ-specific increases in 5-MA may be
associated to 8 simultaneous rise in their metabolic and/or
functional activity, 2) the triggering mechanisms involves an
immediste sympathetic signal activating the hypothalamic-ad-
renal medulla response and & pituitary signa! eliciting a slower
adrenoconiical response, and 3) the compensatary svmpathetic
hyperactivity after panhypopituitarism contribute 1o enhance
both the adrena! enzyme basal activity and the hypothalemic
and adrenal hyperresponse to cold stress. {(Endocrinology 128:
504-506, 1950)

HYROID hormones are necessary for survival and

sustain the long-term increased metabolic demands
associated to facultative nonshivering thermogenesis in
cold-adapted homeotherms (1, 2). Thus, several param-
eters of thyroid function are increased during cold accli-
mation, including a significant elevation of both §°-
monodeiodinase-1 (5'-MA-I) in the liver and the kidney
which contributes to the largest proportion of circulating
Ti, as well as of type 11 5'-MA (5'-MA-I1) in brown
adipose tissue (BAT) (2-5). Besides this activation of 5'-
MA elicited by a systemic and sustained increase of
energy metabolism, recent studies suggest the occurrence
of organ-specific increases of 5°-MA and local Ty neo-
genesis, which are intimately associated to the functional
status and/or metabolic expenditure of each organ. Thus,
5’ MA.II exhibits a conspicuous nyctohemeral rhythm
in rat pineal and cerebral cortex but not in BAT (6, 7).
There is no 5'-MA-I rhythm in the liver, kidney and
anterior pituitary gland (7). The presence of a 5'-MA-II
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rhythm in the anterior pituitary is controversial (6. 7).
Primary hypothyroidism increases anterior pituitary 5°-
MA-II but abolishes its rhythmicity (7, 8). 5'-MA-1 in-
creases in the mammary gland (8) and decreases in liver
(9, 10), kidney (10), and BAT (11) 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 involved 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 influence of the pituitary upon adre-
nal 5'-MA.

Materials and Methods
Reagents

Nonradioactive iodothyronines were obtained from Henning
Co (Berlin, Germany), corticosterone (CTa), adrenaline (A),
and noradrenaline (NA) from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). ***I-Labeled thyronines and 1,2,6,7-*H(N)-hydrocortisone
were purchased from New England Nuclear (Boston, MA). The
specific activity of Ty, Ty, r'T,, and CTa, were: 1250, 1200, 1174,
and 220 (uCi/pg), respectively. Dithiothreitol was obtained
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from Calbiochemn {Le Jolla, CA), and Propyl-thiouracil (PTU)
from U. S. Biochemical Corp (Cleveland, OH).

Animals

Two-month-old male Wistar rats, weighing 250-350 g were
maintained (four to six per cage) in a temperature-controlled
room (24 = 1 C) with a constant lighting schedule (lights on,
0800-2000 h). All animals had free access to tap water and rat
(Purina, México DF} laboratory chow.

Surgery

Hypophysectomy (Hpx) was performed using the paraphar-
vngeal technique {12). Experiments were performed on the 10th
day after surgery and only in animals whose body weight gain
was less than 10%. Hypophysectomy was certified by visual
examination after killing,

Experimental protocol

All procedures were conducted between 1030 and 1230 h.
Experimental animals were transfered to a cold reom (4 =1 C)
and killed (four to six per group) after 15, 30, 60, or 120 min of
exposure. Control animals were kept at 24 = 1 C.

Blood end tissue collection and handling

Rats were killed by decapitation within 10 sec after removal
from their cages. Trunk blood for determination of catechol-
amines was collected in heparinized plastic tubes placed in ice
and the remainder was allowed to clot at room temperature.
All samples were centrifuged at 4 C. and the plasma or serum
stored at —20 C until hormones were measured. Brain, hypo-
thalamus. pituitary, adrenal glands, and liver were rapidly
dissected and frozen (acetone-dry ice).

Analvtical procedures

Thyronines. Circulating serum levels of T, and T; were meas-
ured by specific RIA methods as previously described (13).
These RIAs have been adapted to rat by adding homologous
hypothyroid serum to the standar curve. The lower limit of
sensitivity was 0.5 pg/dl and 12.2 ng/dl for T, and T, respec-
tively. The intra- and interassay coefficients of variation (n =
six to eight) were 8.6% and 10.5% for T. and 9.0% and 12.8%
for T;. Each hormone was quantified in all samples 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 8.4%
(n = 5) and 8.0% (n = 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 for NA and A were 200 pg. The intra- and interassay
coefficient of variation values were 8.3% (n = 5) and 13.0% (n
»

= 10), respectively.

Enzvmatic assay. 5'-MA was determined by & modification of
the radiolabeled iodide-release method described by Leonard
and Rosenberg (9, 16}. Enzyme activity was measured by in-
cubating tissue homogenates (1:10 wt/vol) at 37 C. The incu-
bation mixture (100 ul} contained 2 nM |***1JrT. as well as 20
mM dithiothreitol. Assays in brain, hypothalami, pituitary, and
adrenal gland were performed incubating individual homoge-
nates (300 10 500 ug prowein) during 4 h. In the case of the liver
(60 to 100 pp protein) the incubation time was 2 h. Only in
those experiments in which 5°-MA was separately analvzed in
the cortical and medullar component of the adrenal gland. pools
of four to six disected glands were used (300-500 pg protein).
The deiodinative pathway in the adrena) gland was character-
ized by incubating homogenates of the whole gland with or
without PTU (10 ma). Results of enzyme activity are expressed
as femtomoles or picomoles per mg/protein-h. Protein was
measured by Bradford's method (17).

Data analysis and statistics. All results are expressed as the
mean = SEM. Group comparisons were made by two-way analy-
sis-of variance and Fisher’s Least Significant Difference test
(18). Differences with a P < 0.05 were considered statistically
significant.

Results
Hormone levels

Acute cold exposure in normal (NL) rats was accom-
panied by a significant rise in blood levels of NA, CTa.
T and A (Table 1). Circulating levels of NA and CTa
reached a peak within the first 15 min of exposure to
cold. However, whereas CTa remained elevated for up to
1 h, NA exhibited an acute and transient increase re-
turning to basal values after 30 min. Blood concentra-
tions of T, rose to a peak about 50% above control levels
after 1 h of exposure to cold and remained elevated
thereafter. There was a significant rise of A values 120
min after cold exposure. Hormone-resting levels of CTa
and T, in Hpx animals were lower compared to NL rats.
Hormone levels were not affected in Hpx animals during
cold exposure, except for T3 values which exhijbited 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 entire
study.

5'-MA activity

The results of 5'-MA in both NL and Hpx-animals
are depicted in Fig. 1. No significant variations of enzyme
activity 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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FtG. 1. Comparison of hypothalamic, pituitary, and adrenal gland 5°-
MA responses to acute cold exposure in intact NL and Hpx rats. In
this latter group notice the increased adrenal basal activity and the
marked enzyme hyperresponse to cold exposure in the hypothalamus
and the adrenal gland (further details in text). Results correspond to
two separate experiments using three animals per point. Means hearing
different superscript letters {within or hetween groups) differ signifi-
cantly (P < 0.03). Hypothalamic and adrenal gland enzime activity is
expressed in femtomoles whereas in pituitary corresponds to picomoles
I/mg/protein/h).

min of exposure and remained elevated for 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 (270) 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 + 14.7, respectively). 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

Means bearing different superécripl. letters {within or between groups)

‘TasLE 2. Differential response of 5°-MA in the adrenal cortex and

medulla of NL during cold exposure

~Control - 15 min - - 30 min- 60 min- " 120 min
Cortex ., .
~Expl 180 250 210 170 700
Exp2 195 195 195 .. 90 310
Medulla T - g .
CExp1ii 65 53.. 1407 55 B4
Exp 2 104 96 240 ©UB3 106

Values represent enzyme activity (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 levels of enzyme activity only in these
glands (2 times higher than 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 activity in the
hypothalamus of Hpx-rats increased 3-fold above basal
values (220 vs 665), and practically doubled the response
observed in NL rats. Furthermore, this hyperresponse of
hypothalamic 5°-MA 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 that in addition to the well
known immediate activation of the SAS, the HPA and
the hypothalamie-pituitary-thyroid axes of cold-stressed
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animals (1, 2, 19-22), there is an acute and sustained
increase of 5’-MA in the hypothalamus as well as a
biphasic pattern of enzyme activation in the adrenal
gland. Furthermore, 5’-deiodinase activity in these or-
gans seems {0 be regulated by a complex interplay of
feedback and feedforward neuroendocrine signals.

As judged by the increase in CTa, NA. and T, the
rapid elevation of 5'-MA in those neuroendocrine struc-
tures directly involved in the immediate stage of the
thermorregulatory response to cold, can be interpreted
as indicative of a simultaneous rise in their metabolic
and/or functional activity. The rapid onset and the time
course of enzyme activation in the hypothalamus and
the adrenal medulla, strongly suggest the involvement of
nervous and/or neurohumoral triggering mechanisms,
particularly of the sympathetic nervous system (SNS)
which is known to be immediately activated during acute
exposure to cold (19, 20), and mediates the hyvpothalamic
release of TRH (2) and CRF (23). The elevated basal
deiodinative activity in the adrenal gland of hypophysec-
tomized animals, and the hypothalamic and adrenal 5’-
MA hyperresponse during cold stress, are consistent with
the well known compensatory hyperactivity of the SNS
that follows panhypopituitarism {24). Hypophysectomy
is accompanied by a selective increase in the turnover
rate of hypothalamic NA and a simultaneous increase in
the activity of tyvrosine hydroxylase. the rate limiting
enzyme of catecholamine biosynthesis (25, 26). Further-
more, this interpretation is strengthened by recent re-
sults demonstrating that unilateral (left} adrenal dener-
vation (splanchnicotomy) caused a significant ipsilateral
reduction in basal 5'-MA and a simultaneous increase in
hypothalamic activity (manuscript in preparation).
Taken together these data are in accordance with those
studies demonstrating that both the nyctohemeral
rhythm of 5'-MA-Il in the pineal gland (6) and the
activation of the enzyme in BAT (27) depend on sym-
pathetic neural input.

Primary hypothyroidism 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 hypophysectomy. These
data strongly suggest that the pituitary gland is also
involved in the enzyme response to changes in thyroid
status. This notion is strengthened by recent findings
showing that several pituitary hormones, including GH
and TSH (27, 29, 30), are involved in the control of
peripheral 5°-MA in different vertebrate 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-

nal gland. This activity was not inhibited by PTU, sug-
gesting that the enzyme corresponds to type Il 5'-MA.
Furthermore, in accordance with the well known se-
quence of neuroendocrine signals that initiate the acute
thermoregulatory adaptive response to cold stress (19,
22). our results in normal rats demonstrate a character-
istic time course of enzyme activation for the medulla
and the adrenal cortex suggesting that adrenal 5'-MA is
regulated by distinct mechanisms. The rapid response
may be secondary 10 the immediate svmpathetic activa-
tion that accompanies acute exposure to cold. whereas
the slower increase of enzyme activity may be pituitary-
ACTH dependent. Again, the results in hypophysecto-
mized animals support this interpretation. Since the
adrenal gland in these animals is hypotrophie, it is un-
likely that the remaining glomerulosa laver may substan-
tively contribute to the slower increase of enzyme activ-
ity. and therefore it is plausible to propose that the
medulla might be the major contributor.

Studies in chronic primary-hypothyroid rats demon-
strate that protein synthesis is not required to mediate
the acute changes (4-6 hi chserved after T; replacement
therapy in cerebrocortical and pituitary 5'-MA-I1 (32).
In contrast, NA-induced increase of BAT 5'-MA-II is
mediated primarily through an a-1 receptor, and requires
dc novo protein synthesis. The response in tivo to NA or
cold exposure occurs within 2 and 4 h, respectively {27,
33). These data indicate that either transcriptional or
posttranscriptional mechanisms may be involved in reg-
ulating 5°-MA. 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 hypothala-
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 hepatic 5° MA-I and circu-
lating levels of T, remained constant is consistent with
the notion that T, is the main regulator of this deiodi.
native pathway(s) (34). On the contrary, the significant
decrease (33%) of basal T; and its further reduction
during cold-stress (30 min, 70%) in hypophysectomized
animals, suggest an increased metabolism of this iodo-
thyronine after short-term exposure to cold and is in
accordance with the absence of TSH that stimulates
thyroidal 5°-MA-1, responsible for at least 20% of circu-
lating T, (29). The lack of significant changes in pituitary
5’-MA, may be in part due to the cellular heterogeneity
of the gland since both thyrotrophs and corticotrophs
constitute only the 15% of the cell population in euthy-
roid male rats (35).

Besides confirming previous studies which are now
classic in homeotherm thermoregulatory 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 monodeicedinative
activity is an index of local metabolic expenditure {9).
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Evidence for Liver Epinephrine
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Introduction

Table 1

Works done in our lshoratory reported years ago the
presence of epinephrine (E) and of chromaffin cells in the liver
(Rucatta, Vega and Russek 1972; Martine:, Racotia and Rusick 1974).
Recently it has been shown that several organs can syntheuze E. in:
cluding liver (Zicgler. Kennedy and Elayan 1988). The present work
was done in order to canfirm the presence of liver E and to explore its
possible independence from circulaung E.

Materials and Methods

Three groups of 12 female Wistar rats cach were
used. They were held in individual cages. at least § days before sacri-
fice, in a room with light-on between 8 AM and 20 PM and regulated
temperature 241 1 °C). Tap waler and food (rodent Purina chaw)
were supplied ad libitum. The rats were sacrificed between 9 and 1)
AM after 18 hof fast.

The rats of the first group were sacrificed by decapi-
tation (group D). Trunk blood was immediatcly colle -ted in § mi of
cold 10% trichloroacetic acid (TCA) solution and weigned The abdo-
men was opened. liver was excised. weighed and hom »genized in 10
ml TCA. Rats of the second and third group were an sthetized with
i. p. sodium pentobarbital (35 mg'ig) Afier opening the abdomen,
the hepatic portal vein was ligated and incised proxima!ty to the liver.
In group 1. 10 m! 0f 0.9% saline solution at 37 *C was slowly perfused
through the suprahepatic vein to flush the blood oul of the Iner. Com
pletion of the flushing was ensured by observing fluid coming out
through the portal incision and by the loss of color of the liver. Other 12
rats (group A) were handled in the same way but hepatic blood was not
flushed away. Livers in group | and A were excised apc trea=d as pre-
viously described for group D.

Blood and liver samples were cen ifuged at 3500
rpm for 15 min. Calccholammeswer: isolated from t! ¢ supernatant by
adsorption on al E and phrine (NE) content was de-
termined by HPLC with clectrochemical detection.

The data were analyzed by one-way ANOVA and
post-hoc Newman-K euls mean companson. Simple linear correlation
analysis of liver/blood E was made for group D.

Resalts

The resuhts (Table 1) show high NE concentrations in
liver but also the presence of E. Decapitation significantly decreased
hepatic NE (F(2,33) = 7.03. p < 0.005) as compared with anesthe-
tized rats but induced no change in E concentration.

In group D, E levels in blood and liver were sxmnl:u'
Considering that total hepatic lular fluid in 2 d rats
represents at most 20 % of liver weight, we corrected hepatic E concen-
tration by blood E for each rat in group D. The mean concentration of

Group 2 E (nglgy
D -7 4071033

" bicod’ 4832038
A e 157.0£7.3° 3472026
U er 1622450° " ao0z02s

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

corrected hepatic E was 3.9£0.46 ng'g liver without extracellutar
fluid. which s not different from E concentration neither of group 1. 1n
which bluod was removed from the liver or of group A, whose livers
were full of blood Moreover, no correlation was found between in-
dividuid values of blood and liver E in this same group (r ~ —0.34,
p = 0.3). suggesting that hepatic E concentration does not depend on
the circulating levels of the hormone

Mean (+ SE) body weights of groups D, A and |
were very similar 289.919.7,273.74 11.3 and 274.21 11.2, respec-
tively. However. mean lives wesghts, as expressed per body weight,
were lower in D than in A and | groups (2.70% vs 2.92 and 2.94% re-
spectively). Thus difference of about 8% in tiver weight was most prob-
ably due to the hemorrhage produced by decapilation. As such it
should be more correct to express CA per liver and pot per gram of
liver. The data calculated in such 2 way showed that the differences in
NE liver content between group D and groups 1 and A were even
greater (F(2,33)=11.72, p <0.0001). No differences for E were

found.

Discussica

Decapitation reduced tiver NE which i in accor-
dance with the fact that bernorthage ically increases liver sympa-

thelic activity (Briand. Yamaguchi and Gagne 1989).

Concerning E, this study confirms previous observa-
tions about its presence in liver (Racofia, Vega and Russek 1972). In
addition, the present results show that: (a) blood and liver concen-
trations of the same rats were not correlated; (b) fushing blood out of
the liver with saline did not affect liver E content as shown by similar
concentrations in groups A and I; (c) decapitation decreased liver
blood content, as shown by the reduction in the relative liver weight
(group D vs group A), but did not change hepatic E content and (d)
tiver E corrected by blood conceatration was not different from total
liver E concentration. All this suggests that the liver bas his own E in
concentrations similar of greater than those reported recently in luog
and kidney (Kenned)y, Elayan and Ziegler 1990; Ziegler, Kennedy and
Elayan 1989), respectively. .
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E can be taken up into the sympathetic terminals of
several organs (Sudo 1985), showing it could act as a ncurotiansmitter
8ot only in lower vertebrates, in which E scems to be the principal sym-
pathetic trangmitier (/versen 1967} but even in mammals, specially in
rats (Berecek and Brody 1982). On the other hand. E can also be synthe-
tized in extra-neuronal locations (Zicgler. Kennedy and Eluyun 1988),
e.g. in liver chromafTin celis descnbed in a previous work of our
laboraiory (Martine:. Racotia and Russek 1974) These two possibili-
ties, i. €. the presence of intra- and extra-neuronal E. are not incompat-
le. Kwetnansky, Weise. Thou and Kopin (1979) suggested that, al-
though sympathetic nerves could take up and releuse E, there are
extra-neuronal and cxtra-adrenal sites for storage of E. Further studies
are needed 1o elucidate the exact localization of hiver £

E couid play a physiological paracrine role in the
liver: local E secretion, in addition 1o NE released from sympathetic
pervous terminals, may enforce NE actions on and/or have important
correlative efTects. For example, it has been argued that experimental
E doses necessery to produce hepatic glycogenolysis are much greater
than the circulating concentration attained even during stress (Exdinfi
and Sokal 1966) Locally secreted E could however reach significant
concentrations in order to modulaie liver metabolism
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Abstract

in this work we present an “on fing"” HPLC method for the
extraction, separation and measurement of amitriptyline and
nortrintyline in serum. The precolumn used was packed with
Corasil/Bondapack, £18 support and the analytical column was
a p~Bondapack C18; the mobdlle phase giving the best resuits
{resolution} was triethylamine 30 mM pH 5/Acetonitrile (§7/
33). Doxepin was used a5 an internal stadard. The sensitivity of
the method was better than 10 ng/injection and interassay vae
riation was 4.35c1or amitrintyline,

This mathod, aithough slightly mere expensive than those
using batch extraction nrocedures is faster and more reproduci-
ble, allawing the autormatization of the analysis.

Resumen

Se presenta un MEtodo para 1a determinacion por AroMmata-
gratia tiquida de alta presion del antidepresivo triciclico ami.
wintiting v su metabolito nortriptifing, en suero, emplesndo
doxepina camo estindar interno.

La purificacion de fa muestra se Heva a cabo haciéndola pa-
$3f POf ung arecsiumng Mmontada en e sistema cramatografico.
£l soparie cromatcgratico empleado es C18 v ta fase mavit es
triatitaming 30 mAt pH 3/ACN (67.33), La sensinilidad cbteni-
da es de menos de 10 ng nor inveccidn v et cosficiente de va.
riagidn intrzensayo pars suerc es de 4. 3% para amitriptitina,

£} método nresentado aqui, 3unque resuita ligeramente mas
costost gue los procadimientos tradicionales de extraceion, es
mas fipida y mis reproducible, permitiendo 13 automatizacion
del andlisis,

introduccion

Los sntidepresivos tricicticos han sido ampliamente
empleados en la practica psiguidtrica para el tratamien-
to de la depresion enddgena, Sin embargo, y debido en
gran medida a fas variaciones interindividuales de los
procesos farmacocinéticos a los gue estdn sometidos
astos medicamentos, la respuests ¢iinica presenta am-
plias variaciones. Se ha propuesto que esta respuesta se
encuentra mas correlacionada con los niveles plasmati-
cos de estos farmacos que con fa dosis ingerida. De he-
cho se sugiere que los niveles en sangre proporcionan

un indicador exacto y Gtil para 1a dosificacion de cads
paciente! 19},

*Unidad ds Desarrollo de Técnicas Analfticas para ls Investiga.

cidn on Fsiquintris y Neuroquimica IMP-UNAM e Instituto de
Investigaciones Biomddicas INAM,
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En condiciones terapéuticas la concentracion de as.
tos medicamentos en el plasma es baja, en el intervalo
de 20 2 500 pa/mi**!, Para ta medicién de estos niveles
se han empleado métodos como ditucion isatépicat ¥
y radio-inmunoanalisis'2}) que implican trabajar con
material radiactivo y 1a necesidad, en e ¢caso del radio-
inmunoanatisis, de contar con los anticuerpos especifi-
€os para cada compuesto. Un método sensible y espe-
cifico para 15 medicidn de los antidepresivos triciclicos
estd dado por el acoplamiento de la cromatografia de
gases con la espectrometria de masas!®-7); sin embargo,
este método es caro y no se encuentra faciimente a
disposicion. También se ha empleado fa cramatogratia
de gases con detectores especificos, como el Detea.
wr de Nitrdgeno/Fosforo!2. 5. 61 ¢ al Datector de
Captura de Electrones en combinacion con la forma.
cién de derivados halogenados!' 1. 12. 131 {3 croma.
togratia de Iiquidos de alta presion {CLAP) con de-
teccién por absorcion en el uitravioleta, efimina la ne-
cesidad de formacion de derivados para la deteccién de
tos antidepresivos triciclicos y permite fa determina-
gidé‘n de metabolitos no volatilestd. 8. 14,15, 20, 23,

Exceptuando 13 ditucidn isotdpica y el radioinmung-
andlisis, tados 1os otros métodos mencionados requieren
ung o varios pasos de purificacion previos al empleo del
sistema cromatoyralico, ya sea que se trate de extrac-
ciones a varios pHi2: 7. 11, 203 4o} paso de la muestra
3 través de una columna de celutosal) 2,13 g bien del
empleo de pequefias columnas empacadas comercial-
mente como Sep-pak o Bonvelut C18(3. 18),

La mayoria de los autores que emplean CLAP usan
columnas de silica, ¢uyo empleo rutinario resulta pro-
blematico; solo algunos autores emplean calumnas de
fase reversa C18(8. 20) ¢gl18) 5 oNI18),

El método que aqui describimos contempla la puri-
ficacidn en serie de 1a muestra {suero), mediante ef uso
de una precolumna que ademas la concentra; posterior-
mente 10s antidepresivos se separan en una columna de
fase reversa, Empleando este método, el suera solo ne-
cesita filtrarse para evitar posibles obstrucciones en la
precolumna o en la columna analitica, antes de ser in-
treducido al sistema cromatogrifico. Este método fue
optimizado para se en la determinacion de ami-
triptilina {AMT} v nortriptilina {NT) usando doxepina
como esténdar interno,

Saluid Mantsl V. 10 No. 4, dicieinben de 1987
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Abstract

In this work we present an “on line”’ HPLC method for the
extraction, separation and measurement of amitriptyline and
nortriptyline in serum, The precolumn used was packed with
Corasil/Bondapack, C18 support and the analytical column was
a (—Bondapacx C1B; the moblle phase giving the best results
{resalution) was triethylamine 30 mM pH 5/Acetonitrile (67/
33), Doxepin was used as an internal stadard., The sensitivity of
the method was better than 10 ng/injectian and interassay va-
riation was 4.3%for amitriptyline,

This method, although stightly more expensive than those
using bateh extraction orocedures is faster and more reproduci-
ble, allowing the automatization of the analysis.

Resumen

Se presenta un métado para la determinacién por cromato-
grafia liquida de alta presidn del antidepresivo triciclico ami.
triptilina y su metabolito nortriptilina, en suero. empleando
doxepina como estdndar interno.,

La purificacion de ta muestra se lleva a cabo haciéndola pa-
$ar por una precolumna montada en el sistema cromataografico,
El soporte cromatografica empleado es C18 vy la fase mdvil es
trietifamina 30 mAM pH 5/ACN (67/33). La sensibilidad obteni-
da es de menos de 10 ng por inyeccian v et coeficiente de va-
riacién intraensayo para suera es de 4.35% para amitriptiting.

€1 método presentado aquf, aunque resulta ligeramente mas
costoso qua los procedimientos teadicionales de extraccidn, es
m3s ripido y mds reproducible, permitiendo la automatizacién
dal andlisis.

Introduccion

Los antidepresivos triciclicos han sido ampliamente
empieados en la practica psiquidtrica para el tratamien.
to de la depresion enddgena, Sin embargo, y debido en
gran medida a las variaciones interindividuales de los
procesos farmacocinéticos a los que estin sometidos
estos medicamentos, la respuesta clinica presenta am-
plias variaciones, Se ha propuesto que esta respuesta se
encuentra Mas correlacionada con los niveles plasmati-
cos de estos firmacos que con ta dosis ingerida. De he.
cho se sugiere que los niveles en sangre proporcionan
un indicador exacto y Util para la dosificacion de cada
paciente! 19},

*Unidad de Desarrollo da Técnicas Analiticas para ls investiga-
cién en Psiquiatria y Neuroquimica IMP-UNAM e Instituto de
Investigaciones Biomiédicas UNAM,
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En condiciones terapéuticas la concentracidon de es-
tos medicamentos en el plasma es baja, en el intervalo
de 20 a 500 pg/mi'1), Para 1a medicion de estos niveles
se han empleado métodos como dilucién isotépicat 1V7
y radio-inmunoanalisis'2!? que implican trabajar con
material radiactivo v la necesidad, en el caso del radio-
inmunoanalisis, de contar con los anticuerpos especifi-
cos para cada compuesto. Un método sensible y espe-
citfico para 1a medicién de los antidepresivos triciclicos
estd dado por el acoplamiento de la cromatografia de
gases con la espectrometria de masas{4-7}; sin embargo,
este método es caro y no se encuentra facilmente a
disposicién. También se ha empleado la cromatografia
de gases con detectores especificos, como ei Detec-
tor de Nitrogeno/Fésfora!2. 5. 8} o ¢ Detector de
Captura de Electrones en combinacion con la forma-
cion de derivados halogenados{!1. 12. 13} {3 croma-
tografia de liquidas de alta presion {CLAP} con de-
teccion por absorcién en el ultravioleta, elimina la ne-
cesidad de formacion de derivados para la deteccion de
los antidepresivos triciclicos vy permite la determina-
tzziqé)n de metabolitos no volatiles!3. 8. 14,15, 20, 23,

Exceptuando la dilucidn isotopica vy el radioinmuno-
andlisis, todos 10s otros métodos mencionados requieren
uno o varios pasos de purificacion previos al empleo del
sistema cromatogréfico, ya sea que se trate de extrac-
ciones a varios pH!2. 7. 11. 200 def paso de la muestra
a través de una columna de celulosal12.13) o bien del
empleo de pequeiias columnas empacadas comercial-
mente como Sep-pak o Bon-efut C1813. 18)

La mayoria de los autores que emplean CLAP usan
columnas de silica, cuyo empleo rutinario resulta pro-
blematico; sdlo algunos autores emplean columnas de
fase reversa C18/8, 20) cgl18) g cNl15),

El método que aqur describimos contempla !a puri-
ficacion en serie de la muestra (suero), mediante el uso
de una precolumna que ademds la concentra; posterior-
mente los antidepresivos se separan en una columna de
fase reversa. Empleando este método, el suero solo ne-
cesita filtrarse para evitar posibles obstrucciones en la
precolumna o en la columna analftica, antes de ser in-
troducido al sistema cromatografico. Este método fue
optimizado para emplearse en la determinacion de ami-
triptilina {AMT) v nortriptiling {NT) usando doxepina
como estandar interno.

Salud Mental V. 10 No. 4, diciembre de 1967
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Desarrolio Metodoldgico y Experimental

Material y equipo

. Se empled un Sistema de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (Waters Ass.) compuesto por los siguien-
tes modulos: dos bombas, una de ellas modelo 510 y la
otra modelo Md5, un inyector universal modelo UBK,
un detector de ultravioleta de longitud de onda variable
modelo 490, una unidad de contro! y programacién de
flujos modelo 680 AGC, un médulo de datos modelo
730 y las columnas p-Bondapack C18 (3.9 mm X 30
em) v p-Bondapack CN {3.9 mm X 30 cm), también de
Waters Ass.

El acetonitrilo (ACN) y el metanol {(MeOH) —ambos
grado HPLC— que se emplearon, asf como la trietitami-
na {TEA), se obtuvieron de Merck; el fosfato de sodio
monobdsico se obtuvo de Sigma Chemical Co.; el hi-
dréxido de amonio, el fosfato de sodio dibdsico y el
acido fostérico se obtuvieron de J, T. Baker. Los filtros
Millex HV de 0.45 um de poro, los Sep-packs C18 y el
empaque Corasil/Bondapack C18 se obtuvieron de Mi.
ilipore. La amitriptilina (AMT) fue obsequiada por los
Laboratorios MSD. La nortriptilina {NT) fue donada
por fos Laboratorios Eli Lilly, y la Doxepina por los
laboratorios Ciba Geigy. El agua fue purificada por me-
dio de un equipode purificacion de agua Milly.Q. Todos
tos solventes empleados fueron filtrados a través de
membranas de 0.45 o 0.50 um de poro. El material
de vidrio que se uso fue silanizado!S),

Montaje experimental

Los médulos de cromatografra de liquidos se dispu-
sieron y conectaron como se muestra en el diagrama de
fa figura 1. La unidad de control y programacion de
flujos es capaz de controlar a las dos bombas, a la val-
vula selectora de solventes y a la valvula selectora de

FIGURA1

Lineacontrotads  1fnes controlacs linea comroiade
por ef switch 3 £Or ot fwitch 4 o0

paticidn
contralada
por ol fwitch 1

DOMCKN conmrolde
por ol swneeh 2

Vilvula wlectors de wiventes (VSS] (Switches 361
Bombe 1445

Inyector

Viivu'a selectors ds columnas (VSC) (Switches 1y 2)
Precoiumns

Bomba M510

Cotumna snalitica

Deector uv/varable

Médulo de datos

Programedor da gradientst y contrulador

L-rommoom»
[EEEEEEEEN]

FIGURA 1. Configuracion del squipo necasanio pers ls purificacion
o lines a8 101 sntideprmeIros trEiccos.

columnas, permitiendo la programacion tanto del por-
centaje con que cada bomba contribuye al flujo total,
como de la aperturay cerrado de las diferentes valvulas.

El programa empleado, listado en la tabla 1, involu-
cra las siguientes acciones: L.a bomba B alimenta al sis-
tema con la fase mavil, mientras que la bomba A intro-
duce el resto de los solventes. Antes de introducir la
muestra al sistema, y hasta el minuto 5 después de su
introduccion, la bomba A hace pasar NHJOH o M
por ta precolumna, mientras que por la columna ana-
Iitica esta pasando la fase movil, En estas condiciones
se introduce la muestra al sistema, y los antideoresivos

PROGRAMA DE GRADIENTE

TABLA1

PROGRAMA DE EVENTOS

A %8
[M4S) (M510) Switch No.  Accién  Vialvula Correspandiente y Accion

Involucrada

VSS se abce 12 Iinss de NHOH

VSS sa abrs 18 i{nes de MeOH/H,0

VSC. Se invierte la ruta det fluo
(Bombs B atimenta precalumn;
columna principal] VSS. Se abre Is
linea de MeOH

VSC. Cambis ta ruts del tiujo a su
posicidn originat {Bambas A alimen-
ta 8 precolumns y Bomba B 8 co.
lumna principal)

Tiempo  Flujo
(min)  (m)min}
0.00 4 50 %0 4 on
0.10 4 oft 0m
5.00 4 0 50
5.01 7 7 29 5 on  50/50
sn 5 of
700 7 - N
70877 287 =20+ B0~ 2 on
2.02 - . 3 on
m 2 oft
742 : k] otf
900 25 20 180
901.- "8 60 0 1 on
9.1 ; 1 off
13,00 7 4 on
4 o  0IM

1330

VSS. Vilvula wlecrors de solventes

VSS s abrs 1s 1{nes de NH,OH

VSC, Vilvula siectors de columnes

y VSCy sldesecho.

ACCIONES RESULTANTES
Bomba A Bomba B

NH4OH. 01 M 2 2 Feve mévil 8 2 mi/min,
mi/min por 1a por ta incipal

MeOH/H20 (50/50) 2 5
mi/min. por la precolumna

MeOH 2 0.5 mi/min, pars  Fase mdvil a 2 mi/min,
por |s precalumna y por
1a columna principsl,

MeOH 3 3 mlimin por s Fass mévil 8 2 mi/min
pracolumng por i columne princi
pel

NH,OH 0.1 M a 3mt/min
por |a precoturnna.



se retienen en la precolumna. Al minuto 5 se cierra la
\inea de! NH,OH y empieza a pasar por |a precolumna
MeOH/H,‘)G {50/50); esta mezcla eluye parte de los
contaminantes del suera. Al minuto 7 cambia la pasi-
cign de la vdlvula selectora de columnas y empieza a
pasar la fase movil tanto por la precolumna como por
la columna analitica, llevandose a los antidepresivos
de la 1a. hacia la 23. A! minuto 9 cambia nuevamente
la posicion de la valvula selectora de columnas, y mien-
tras que por la columna analitica continua pasando la
fase movil, que termina de eluir a los antidepresivos, 1a
precolumna se lava con MeOH hasta el minuto 13 en
que empieza a pasar NH40H 0.1 M para que 1a preco-
lumna esté lista para !a siguiente inyeccion,

A B

3

‘i z

3

E

AT T
“ [+

g

3 A

3

3

A

Tiempo (min)

Figura 2. Comparacién de 13 separacién de los antidepresivos:
1) doxepina, 2} nortriptilina v 3} amitripuitina,
Fase Maovit E
A} ACN/MeOH/Butfer fostatos 10 mM pH 7 (60/15/
25},
B) ACN/Butfer fostatos 10 mM pH 7 (7030},
C} ACN/TEA 30 mM pH 4 {33/67).
D) ACN/TEA 30 mM pH 5 {33/67).

*Tamafio de particula 10 Hm

UA, Unidades de absorbancia.

Eleccién del soporte cromatogrdfico y del eluyente
{fase movil)

Para la separacion de AMT, NT y doxepina (emplea-
da como estandar interno) se probaron dos tipos de fa-
ses estacionarias: M-Bondapack C18 vy p-Bondzpack CN.

Para la separacion de los antidepresivos se reproduje-
ron 1as condiciones reportadas por P. Koteel!'S!, En
estas condiciones la resolucion entre AMT vy NT no era
optima y sus tiempos de retencion no eran lo suficien-
temente grandes para permitir que eluyeran antes los
contaminantes del suero (Fig. 2a.). Se decidi6 aumen-
tar 'a polaridad de la fase maovil, obteniéndose asi la
separacion mostrada en la figura 2b, en que ain no se
logra una resolucidn a nivel de linea base.

Para la columna de C18 nos basamos en el método
reportado por Millipore!8}; como fase mavil emplea-
mos TEA 30 mM a diferentes pH, mezclada con ACN
en varias proporciones, En lafigura 2cy 2d se muestran
dos combinaciones diferentes, La figura 2d muestra la
separacion mas satisfactoria; ademas, los tiempos de re-

124

tencion obtenidos dejan espacio para la elucion de sue-
ro {fig. 6a). Esta fase mavil, TEA 30 mM ilevada a pH
de 5 con é4cido fosfdrico v en una proporcion de 67
por 33 de ACN, permite ademds una rdpida elucidn de
los antidepresivas de la precolumna (figura 3a y 3b).

Ll
R BN ¢ 5 o 2

: ,'T:iémpo { min)

Figura 3. Perfit de elucién de los antidepresivos triciclicos a
..-iravés de Ia precolumna,

A) Empaque Sep-pax C18. Fase mavil: ACN/Buffer
fosfatos 10 mM pH 7 (70/30). Flujo 2 mi/min.
B) Empaque Sep-pax C18. Fase mavil: ACN/TEA 30
mM pH 5 (33/67). Flujo 2 ml/min.
C) Empaygue Corasil/Bondapack C1B. Fase mavil:
ACN/TEA 30 mM oH 5 (33/67). Flujo 2 mi/min,

UA. Unidades de absorbancia.

Eleccidn de la precolumna

Inicialmente se empleé como empaque el contenido
de un Sep-pak C18. Sin embargo, €ste, al ser de granu-
lometria relativamente grande (80 um), no soportaba
bien la presion a que era sometido y se fraccionaba lle-
gando a tapar la tuberia; para resolver el problema, este
empaque se sustituyd por Corasil/Bondapack C18, de
granulometria mas pequeda {50 wm). Ademas, este
altimo empaque favorece la separacion de los antide-
presivos atn en la precolumna, Compérense los perfiles
de elucién mostrados en las figuras 3b y 3c; en 3b se
observa un solo pico, mientras que en 3¢ ya hay una li-
gera separacion. En cuanto a la capacidad de la preco-
lumna para concentrar la muestra, en las figuras Sa y
5b puede apreciarse que se puede inyectar un mi de
muestra sin pérdida de 1a resolucion,

Optimizacién de las praogramas de flujos
Cargado de la muestra en la precolumna. Se probaron

diferentes tiempos de cargado de la muestra en la pre-
columnatl3. 5 ¥ 7 mind a5 camo diferentes solventes



de cargado (H,0 vy NH4OH 0.1 M}, encontrindose que
un tiempo de S minutos y una solucion de NH4OH 0,1
M resultaban adecuados.

Elucion de la muestra de la precolumna. Cargada la
muestra en la precolumna, ésta se somete 2 un lavado
con MeOH/H, 0 {50/50) y posteriormente se le hace pa.
sar la fase movil {TEA 30 mM, pH 5/ACN 67/33), E}
tiempo de elucion de los antidepresivos de {a precolum-
na, empleando esta fase movil, es de aproximadamente
un minuto ver figura 3c); para asegutar su completa
elucion se pasa la fase maovil por la precolumna durante
dos minutos y posteriormente se lava con MeOH. Des-
pués se le hace pasar NH;OH 0.1 M parz que esté lista
para la siguiente inyeccion (programa mostrado en la
tabia ).

FIGURA L

AREADE AMITRIFTILINAAREA DE DOREPINA

ARLA DL MORTRIFTILINA/A REA DE DOSEPINA
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Figurs 4. Curvas de calibracién para AMT y NT empleando do-
xepina come estdndar interno. Columna [bBondapack
C18. Fase movil: ACN/TEA 30 mM pH 5 con écido
tostérico (33/67); vo!. de inyeccion 25 (I, A =240
nm. 005 unidades de absorbancia (UA) a escala
completa. Flujo 2 mi/min. Las curvas se cofrieron
empleando el sistema esquematizado en Ja figura 1
y los programas listados en la tabla |,

Sensibilidad y. reproducibilidad del método

En la figura 4 se muestran las curvas de calibracion
obtenidas para AMT y NT empleando el sistema opti-
mizado descrito en la figura 1 y los programas listados
en la tabia .

Véase que de 10 a 400 ng hay una respuesta lineal
de! detector y que fa recta pasa por el origen, lo que
significa que no hay pérdida de los antidepresivos en la
columna; esto ademds se confirma por el hecho de que
las muestras fueron inyectadas de menor a mayor con-
centracion y, ensequida, de mayor a menor concentra-
cion v no se observd el fendmeno de histéresis, En esta
misma figura puede observarse que la sensibilidad es
menor a 10 ng.

En fa tabla 1| se muestran los coeficientes de varia-
cion intra e interensayo obtenidos para estandares en
concentraciones de 50 ng/inyeccion de AMT vy NT y
100 ng/inyeccidn de doxepina.

TABLA i|

COEFICIENTES DE-VARIACION (%)

Intrasniayo

“interantayo -
AMT. NT AMT i o NT
En agus®: 3.7.5.7 1143 P9
h=3 (=3 (=3 -
Ensuero: 43 37

{n =4} {n =4)

En todos los casos la cantidad de AMT y de NT es de 50 ng/
inyeccion. .

“Los estdndares en agua se inyectaron por triplicado en tres
ocasiones diferentes,

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

En la figura 6 se muestran los cromatogramas obte-
nidos con un blanco de suero y con un suerc que fue
incubado con los estdndares de AM, NT y doxepina.
Noétese que en el blanco de suero no hay picos que
interfieran con la elucion de 10s antidepresivos.

En cuanto a la especificidad del ensayo, notese que
los cromatogramas estan obtenidos para dos longitudes
de onda: 240 y 214 nm la relacion:

area del pico a 240 nm
érea del pico a 214 nm

~
o

) E3 0 15 20 B g 45

Tiempo {(min}

Figura 5. Comparacién de los volumenes de inyeccion. Las con-
diciones cromatograficas empleadas son las referidas
en la Fig. 4.
A) Inyeccién de 50 ngde AMT y NT y 100 ng de do-
xepina en 25 (I,
B) Inyeccién de 50 ngde AMT y NT y 100 ng de do-
xepina en 1000 (1,
1) Doxepina, 2) nortriptilina, 3} amitriptitina,
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Figura 6. Perfil de elucién de AMT, NT y doxepina emplean.
do suero humano como vehiculo. Las condiciones
cromatograficas son las referidas en 13 Fig. 4,
Al}tnyeccion de 200 Ul de suero filtrados por un
Millex-HV de 0.45 {m de pora.

B! Inyeccion de un ml de suero {1:1) incubado 30
min a 37°C con 50 ng de AMT y NT y 100 ng de
doxepina, filtrade por un Millex-HV de 0.45 Hm de
poro. 1} Doxepina, 2) nortniptilina, 3) amitriptilina.

es un parametro de identificacion y pureza del antide-
presivo, ya que ésta es caracteristica del espectro de
absorcion de cada compuesto.

Conclusiones

El empleo de valvulas para la purificacion y analisis
en serie de muestras de origen bioldgico permite fa in-
yeccion directa de la muestra al sistema sin necesidad
de pretratamiento y facilitando la automatizacion del
ana'lisis“ 7. 22)'

Ei1 método aqui propuesto representa una herramien-
ta Util para la determinacion de AMT v NT en suero.
El tiempo total de analisis por muestra es menor de
30 minutos e implica solamente filtrar el suero e intro-
ducirlo al sistema cromatografico. La sensibilidad y va-
riabilidad obtenidas son semejantes a las reportadas por
otros autores'6. 23}y permitiran determinar los nive-
les endégenos de AMT y NT en los pacientes que estén
bajo este tratamiento.
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EFECTD DE LA FSb STSPL A SECRECICS DE TLEIT PeF EL TESTI-
CULO OF POLLD RECIEN KACIDC Eh CULTIVZ, €2 r:, J.1.¢ y Romanc LT
Depte de Fisiologia, BiofTsica y he.rociencias. CIEX gel IPN,
Apartado Posta) 1e-74Z, 07000 Méaiez D.F.

Du

te el desarrollo ontogénicc se descriten ¢~ ¢l resifeulo del
ro y de 121 aves dos petlacicres celulares, Una es active
Tontiomaloente on 1a etaps perinetz! v regresa hacia los 10 ¢fas
de vwida posnatal, y otra hace 3u acar’cid~ alredessr de Ja puter-
tad, para cantinoar actlve por el reste e 13 vide del Individuc.
Ls primera poblacién de celulas 3¢ sesarrolla en un medio hormore!
difersnte de ague) del adultc, par 10 que se puede esperar Que Su
funcionamiento y fespuesta & hormoney difiera del de 1a poblacién
puberal, Experimentos en nuestro ladorateic han demostrada aue
en 1a etapa neonstal e necesarfa 1a presencia de SBF o bien de
hCG parz un sdecusdo funcionamiento de 1oy z€lutas del testfeule
del polio recién nagido; el efecto sinergisza de la PEL con la
hEG pars estimular Ja produccidn de testosterona v ta Infivencts
de 1» Insulins sobre la secrec!Sn de testcsterona, En el presente
trabajo se estudi§ la Incartancis de 1a ¥5% em 1o funclén del tes-
tfcula neonatal, vtillzande como modeto ¢l testleculo del pollo ~-
reclén nacldo en culti Se obtuvo una suspensin celular utili=-
2ando enzimas; las células 3¢ sembrarcn en cajes de cultivo que
zontenfan medio Dulbecco MEM sin suero. A las 48 Wy de cultivo se
canb18 e} medio por otro contenlends harmona. Se utilizé FSH bovi-
ne (Sigra) y PSH de Sptima pureza (NIF) de rete, La secrecl8n de
testosteront se evalud por Redlotrmuncanilisls y las protefnas se
determinaron por Lowry. Se observd gue la FSH {Signa) estimuia la
produccién de testosterona basal de una manera dotls-deoendiente

{ 5-100 ng/ml de FSH }. Dosls mayores elercen um efecto [nhibitos
rio. Ls curva temporal mostrS que & 18 dosfs.-de 10C ng/m) dsta =
normons estlmuls 1a produccién de testosterona 8 partir de las 2
hs de Incubacién. Cusndo se utl10z5 1a FSP de NIK 3¢ cbiervd que
£1ta o3 también capaz de estimular la produccién de testosterons
de wanera dosla-dependiente, pero a diferencla de 1o FSH (stgmal,
1s respuests astimulatoria se observs recién 2 partir de 107 ng/ml,
La curva temporal para 1a FSH de WIH muestra aue Esta es capazr de
astiryiar 1 produccifn de testosterona » partir de to: BO minutos
de lncubacldn utlilzends una dosis de 100 na/mi. Por otra parte la
fncubact8n por & Hs con FSH mejord 1a respuesta de Tas eflulas 8
18 KCG. Con los resultados antarlores podemas toncluir que 1a pre-
sencis de FSH en ol medlo de cultivo Juesa un rol Importante en 1
ssteroidogénesis del tustfeulo neonsatat. Es probable que aste efec
to tea medlada én parte por las cElules de Sartoll, o través de 1o
produccisn de factores quz modulan la secrecién de testosterona.

Caatro, J.t. Becarle da tonacvt.

AP B

05

E7ECTO DE LA EDAD EOBRE LA LIBIRACION DEL FACTOR TIMICO (UZ ImQBL
LA ACCION OF LA hOG SOBRE LA CELULA DE LZYOIC PN LA MATA,
Reyoz-Zaparza J.A.% y Romano M.C. Depto. de Pisfologfs, Bioffsics
y Weurcciencias, Cantrv &e InvestigaciSn y de Estudios Avansados
el IPN. Apartado Postal 14-740. 07000 méxice, D.r.

Se conoce Sasde hace tlempo la influencia qua sjercen las gé-
nadas eobre sl desarrolle y funcifn 6e1 timo. Actualmants se pro-
pone que eats influencis es bidireccional, v Seaciz que también
los Srgance immunes wodifican el desarrolle y funcisn de las gé-
nedai, Be ha cheervado que Jas Iatsas macho Gue son timectomizsdar
al nacer © en la primera sewans de vida presentan infertilidad y
trastornos gonadales. En NURKEID grupo se ha damostrado gue un
Lactor extrafdo del extracts acetdnico del tiro (FT) S naturalers
protéica con W peso molecular de 28 XDa wodifica 1a unidn de 1a
2CC a l1a cilula de Leydig an la rata a través Se inhiticibn de
tipo competitivo. El cbistivo del presents trabajo fue investigar
51 al factor tlelzo Ge 28 XDs se libers al medio Ge fncubacién y
3 este hecho depende de 1 edsd del animal, Se utiliszaron 0.% gr
de timo de ratas mache de dlstintas sdades, 1os cusles se fncubs-
ron en Dulbecco MEM albimina durante 2 horas: se obtuvo sl medio
de incubacién (MIT), «) cual me concentrd, 1lofilizd y me verbrd
luege en una colusta de flltracifn rolecular de acrilamida agaross
Se evaluf 1a actividad de fraccionss cor pesc molecular cercanc &
IE XDa en wna sgenwidn Ge cilulas de testfculo de rata adulta s
Ss que se agregd 1 mU de hCS y la fracciSn de MIT &) 30V, e de-
tarziné la testoaterona producids por radiolnsuncaniliais. En las
fracciones se deterzinarior protefnas por e) »étodc de Bradford.
E5 1a tabla sv wuestra 1a nhidictdn de 1a respuests a hCG produ=
c1ds por 1 fraccibn & 28 XDa, en diferentes adades.

A {alas? L ) 7 1
V& inhiricibr por 3 1,7 2.2 1.1 0.7
de protefna de la
fraccibr de 25 XDa.

De nuestres rasultsdos experimentales podesns condluir: 1. El
timo libera 8! medio 1a fraccifn de 2B XkDa gque inhibe la reppuesta
s 1a hCS en 1s oflula de leyids. 2. La mayor sctividad de) ¥7.se
prezenty en la primezs mana d¢ vida pospatal,

Proyecit apoysdn en parte por COMACYT, clave PCSABKA-GI1T81.

€3

WODIFICACIONET DElL DESARHOLLO DEL TUBULO SEXINKIFERD DF L# RATA
PO® LA AIMINISTPATION DF PROVIONATC DE TESTOSTERONA O BEMZOATO
Db ESTRADIUL AL MACINIENTG. Mencaes, C.* y Dosinguez, R.

Lab: Biolopie de la Keproductifn, EMEP Zaragoza, U.N.AWK,

Lor mecahisms hipotalbricos gi refulan la secrecibn & gonadotro-
pinon son diferentec en el macho y en lu hembra. Ente fiferentia-
cits o deve & 1a nflucniin testicular ejercidn on la vida tesgrans.
Poco me conoce robre JOE cwrriot que pe Buceden en el tibulo memtnf
ferc de animales en lus qur LT aumento bruscamente loe Riveles cir
culantes de androgenot o estriyeicy ol fnicio de ln vids extraute-
ring.

Ratas mathoc recién nacidas de la cepa C11 2-V fueron inyectadas
B.c. o Mg & Profionato de Testoaterona (PT), 10 ;¢ & Benzoato
de Eatradiol (BE) § 0.Coml. @ Vehiculo (teatigo). Sesmacrificaron a
108 5,10,18,0,40,4 y {0 dinG ¢ el A la autopria se penaron los testi-
culos, la préstats y la vesicula acwinal. M testiculo izquierdo fir
f1)ado e incluide en parafins. Se realizaron cortes ceda &0 pmy oe
determind Lo muperficle tubular, prese:ncin de mitosin en espermatn
citon 1y 11, espermitidas en madursciin, esperwatosoides y células
anormules.

Pl peso de kos testiculon de los animales cor PT dimsinuys signifi-
cativamente a mrtar de los 10 dias de edud {16.03 2 0.6 v 2.4 2 0.5, KO.CEB),
wientras que en los estrogenizedos la diswmnrifn s observd a partir
¢ lon D dfan (66.23 3.9 vs 85.9 £ 1.5, ¥ 0.05). Los ceabion m la
muperficie tubular ne oRTrEren un sode)c permanente a lo lagp de Ly
ko estudiadas, eacepto s los €0 dfa, a1 los Q= ee obenrvd disainus
cipn el mnimales tratasos o PTSIE (674 £ 18; 78 2 37 v @132 19
»x » PLO.CB). 1a aparicidn de esperaitidas en maduracibn se re-
trass en los animales zados y » lon D dlm
1A de kon tibulos de Los wnimales testipc presentaban esperaitidas
vs 0.0k & Lo tratados (P 0.05), 1o gr ac acompahé del aumcnto de la
presencin de célulap anorsalen @ L anianles tratados. A lon 60
dinn, lm enimal oon PT p 60 de la e
permatocitogénesis, de la eupcr-icgénzu.\n 7 ausento de la presen—
cis de ctlalas anormales. Pn cambio, el tibulo meminifero de los
animalen estropenizados fué mimilur al del grupo testigo, s pesar
de 1a baja teaticular.

Nuestros resultadoa sugleren gue ln androgeniracibn al inicio de
1a «widy provoca casblof gruved &n el protess de formacidn d¢ gama-
ton, tants en el macho como en ls hemura. Es pomible que eatan al-
ternciones ewitn vinculadus tanto s las wodificaciones del modelo
de secrecitn de gonadotropinan, como a cambios en €} propic testi-
cule.”

* Apoyndo por €.0.M.A.C.y.T, convenio PCSACNA 50972 y PUIC.
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LA ADMINISTRACION *IN VIVO" DE TESTOSTEKCKA MODULA LA LIBERA-
CIOR *IN VITRO® DEL FACTOP TIKICO QUE INWIBZ LA ALTION DE th
hCG SOBRE LA CZIULA DE LEYDIC BN LA PATA,

Peyes-Eaparts J.A.*%, mejia C.A.* y Romano M.C, Depto. de Figigo
-logla, Biotfaica y Neurociencl Centro de INvesticezidn y

ée Ttudics Aveniados del 1PN, Apartadc Postal 14-745. D200
xico, D.F.

Sr ha propueste Que el Timc tiene irfluercis es el drga-
rrollo y funcidn del testfculo, espesialments er la etapa poe
Tinstal. Se ha observado la presencia de wn factcr en el pee
€10 de Anculasidn dr time d¢ Tata BaIhO, i inhile la accidn
dc ia hCG sotre 1a céluls de leydig, este fasioy moest
yoz actividad en 1a primera sezans 4 vida y alcatza vna
seta er la segunda semana. la cual se martienc hasta 1z eta-
Pa adtlta. El oojetivo del presents trare)e fue i-witicar si
la testosterons, sdministrads “in Vive" y en experivecrtos a-
Guden, puede influir en la liderac:fr "ir vitrc® ded Lo~
nado fastor. 5 utilizaron 0.5 g d¢ timc dr ratat mazho de
14 dfas, a las gue se ler adeinjetré 1 ws de testostézone ©
el verfculo sceite & malr £.C. J4 Porac anter & 12 obtencidr
de lor Grganos los cuales se incubaron er Dilbe »eE Al
na durante 2 horas; se obtuve o] med:c de ancwacidr, el cual
¢ conrentrd por licfalazacifn y se eluyd en una coli=na &
filtracidn wolecular de acrilazida asarosa. Se evalui la ac
tivided de lar fraccioner con peso rclecular cers,
en una suspenzidn de células de testicile de rata
cual se agrese la fraccibn de mMedic d¢ Incudas
1 Y de hCG. Se determing la tertosterona proda
dioinzuncanilizin. S determinaron proted
Bradford, Las fracciones de hedio do Incu
tratador tuvieron une mayor concentrecid- de prote
Provenientsr oe 1ot Ansmales contrcl ¢ gueerecd
verlculo, adesis de produsir une eayer arhitieis:
de la hCG sorre lar célular de) testfeulc €3 resul-
tados podewos concluir: Que la adrinsitraciér ®in vive® de 1
B3 de testorterona l.- estimula )a berartid de protefnar con
peso cercanc & Jor 2E Kia.; y Z.- incieserta la actividad-inhi
titoria del factor timico sobre la Célula de leydig, -

Proyecto apoyado en parte por COBACYT, clave PCSARS

o4l

INTICPACRE [E U5 (RFETS OFTICAL (Cor), GOWTD (O} £ HIUILAT
HIFFISIS BN 1A ATIVDRD 5'D SSPATD. (S1) [E 1A FATL DSAVE B FHIG,
Argoac ¢, Puge G4, e LY, Rasres del Agel ASF, Line M, Ao
.7y Velverae® Co Djxo. Fmalogta, In. Unem, R, W AE, DS,

Aoy liaTs olearvacioner. revias acerta del UCTTONTO Qir GOrTE o Ja acdvidy
dg.vcf-ﬂmSDSﬁmuhmmmdemmb,d(ﬂaMu/
Cn-ph:(!hsn. U &), Emroficare, exe tnex anliz Lo

Ry iy,
m:mr Se wetlizar. mx.nnnh‘xmﬂmnlﬁu.lmpmmr

tales, (eguanin &) frio, 4 C; duene 15, X, €y D an),
inepre (G-1nt, 025} § admles mciacianzaks (F-i5s, mid), Lm =13
1en feron mramide & UoqrToloy &biane (G-lz, by e, ol) B

3, nfﬂ)-pm’Amtm(m.m@)ywlﬂCh&
ymum(uynmluﬁ La acavidad 5°D s cmrcifict sedian-
de rdioyado U.h!‘nb"uwh).'fmlmmm

1 draulace (B4 + 18.6 Ve .24 E.7), otms
udmumuum&hcx\sn_‘nu.w b cotraze In 5'D-Grx
m!.bmnlnmtmﬂdﬁalm])un(}l«léh750&).n:ﬂda
s 1» clrvacifn o B clmdante (3,06 + 0.37 Vs 5,63 + G.6), B exe Rax
m,hmmiwmﬂambm)nmdmmm
€0 sin (113 4 0.1 Vs 148 4 2.2). La 5'D-HE s elevd hesta Liw 1y 13D win

&0.3)‘.mmmunnlumm(m.hl.ﬂ).hm

elevacitn 8 los 0 ein, et
e la A m m acdificl, Los walares de 1a 5'D S/F del prsp GRigx & exan
anlizydo, DOOISTH Y (POUSIOES. Lo resultados sustiy qe o sdmles

g :] hm.hu QOY-7220; PRIy T- (AN et

“INTLUIACIA DF ‘LA CONCENTEACION DE GLUCOSA EN LA SANGEF
CQUE JRRICA AL SEKD CAFOTIDEOD SORKRE LA NEUROHORMOMA QUL
FEGULA LA .RETENC]ON .DE GLUCOSA POF EL CEREBRO,

cAlvarez-Buyila, R. y Alvercz-Buplis de, F.% Depto. dr
Fasiolagla,. Unidsd de Investtigacidn, INER, Mésico.D.F,

En esiudios enteriores hewos deserito !a tnfluce-
cis de ls glucosa en la sctividad de los guimiorrecep~
tores corotfdeos. La infusibn de glucesa en el senn
carctfdec easladc deptime lar descargar banales dc
eslor teceftores sumcniando Eu uebrs! & la hipoida.
La inforeac:br afercnir de Jos receptores del cuerpo
caroticec causn uns eccifr refleys sobre los niveles
dr glurera en sargre ton dos componenices clcciores:
(1)aveerte de Js sporiecadr de plucora hepdtica, ¥
(2)eumento de 1o capimcidn de jlucosa por el cercbre,
Ir este trataac anal: £ l2 influencis dc distintes
concrntracaones dt piucors en ¢! senc carotiden sebre
el consuer ¢e glucosa ceretial. los erperseentor se
reslizaron er rotas anestesyadar cor pentobarkitnl sh-
dico eantenidas com respiracibe artificial. fe utilizh
una preraracidn de senc caretfdeo perfundide "in vivo"
{(tata A) per otra rate perlusera (fote E}. En espery-
sertcs contrel, e)] avrentc er ls srtividad guimierIes
ceptera despues de la anyeccidn de cisnure en la rats
P, proroct retencifn de glucosa cerebral en la rats
A. La prriusién del scno carotidec fon songre enrigue-
c3da cor glucoaa redurn J0:5T le daferencie arterio-
rvenese (8->} de gluccers crerebr Por ¢l centraric,
lza perfus:dn cor sengre bipeglucémica (S5zp/él), fer
“dipyeccidn dc insulane en la ratia P, auecntd 252D
eiferercra n-v de glucnsa ceretral & A B £ir despubs
-€einiriade la perfusifn. Lrior resvltados indicen gue
ccntinuanente, y desde &poce prenatsl, ls inforsacidn
_¢u} sere cerotldec e: imjortante en la repulacidn de
le retenesdn de gluccsa per el encélalo.

S NEURDERDOCRINCS II-D"‘ZDO’ PUR
CAPSAICI Zarce de Corenadol., Coronade Zarce 1.A,"

Paredes Cuanalo M.Ah.* hcuilay Diaz M, Departarento de
hs‘olu.h, Facu 1>ad de

m.'.':'.!x.c:.', coo la ca':s.\_c‘—.:, Qu :Ioe
<rie las dl.._u c:u..zu:.n de swiancia F (5, permite poncr
g¢ ranaflests 1a ;a:'u::xprxk- de las vias aferentes € la 1MtegTs
c.:r. dr las respuesias nowroerdicriras, qur s la huse pata el
zantenimzentc dc las condayirs fadroenerodticas de los orgenis
ros. Eswe resfmen, es aperas, ¢l pnto de partids para scialar al
renos, algros miveles de jerarquizacifr, en dicra integracifn,
les ratas que fueron inyectadas, = los 5 dfas de edad, cmczpsn
cia intraperitoneal, y posteriomente se les saotiS a rmuebas de
ratazifn mostraron: retardo de los fidices de madwacifn de esta
actividad conductual, analgesia, polidipsiz » polifagia y el aunon
o arsicwente del peso enrporal, as! ocoro acrandamiento de 1a h
pofisis, fowns resultados no se reprodujeron siquiends &) mase pa
rigu exurinental, 3 excepcife de que la cansaieinay fuft aplica
< por vis sutdural, Cabe sefalar gue este caso,,la via empleada
nc'.c:-..mﬁ Ly lesifn de la glafidula pinanl. Oon estos datos se cli
mint lis peobulidad de los mocesos wvelucrados sean exclusiva
cente intraterenrales. AsY, los mecanisos proopestos tasa el aurwn
to de 12 ingustafr. de agud y alimentas soniajla di de las
aferencias peptadérgicas al nfcleo del tracto solitario (NTS) o el
&rea postrera (AP). b) la inhibicién directa de la astividad de
vias moradrendrgicas (IR centrales, especialmmte en basa
les hupotaldzicas 6 ¢) que la &bi) respiesta al esurés dy

yante las pruntas de natacifn o doizr, ocasionada par la libera
c1fn reducids e SP, se acompata de bajos niveles plasciticos de
honmna adreno mrtioo tréfica (HACT), Por 1o tantd, es de esperar
escasy ellninazifn de socreciones surarTeales, modcladaras de 1a
acuividad rrtanflica y circulatoria. Esus Qltyo, paede a 5U ez,
pedificar Lo astdvidad de las newonas del alcleo m:avmz.xic‘.xw
del mupotflate (%), en relazifn tanic a 13 regulacifn de los 1S
qudo: corporales oo a la ingestifn de alimentos,
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ESTUDIUS COMPARATIVOS PRELIMINARES SOBRE LA SENSIBILI-
DAD A LOS ESTROGENOS EN EL PROCESO DE TUMORACION ADE
wedg NOHIPOFISIARIA. Ponzanehli, Julieta®;: Cin Carmen y Martines
de la Escalera, Gonzalo, Depio. de Fisiologia, Instituto de Invea-
tigaciones Biomédicss. UNAM.

La formscion de tumores sdenohipofisiarios. particularmente
aguellos hipersecretores de prolactina, os una caracteristica del
a envejecmiento en Ia rate. Este proceso depende directamente de Is
g accion de estcroides oviricos. Sin embarpgo. los mecanismos de dis
psre y/o de ventrol de im hiperplasia de los lactotropos parcee -~
ser una ceracterfstica facilmente variable. dado que Ia sensidilidad
i} a los esirdgenos es draméticamente distinta segun ls variedad de
rata. Para analizar estos mecanismos, €3 exiremadamente atll con-
. tar con varicdades de ratas ubicadss en los extremos opuestos de
wesd csta gama de senaibilidad. Con este abjeto, inicisimente hemos de-
terminados la capacidad tumornigénica del 17 £~ esiradiol en dos vs
redades de ratss producides en nuestro bioterio y derivadas tem-
g@pr-n-mcnle de Wiatar (W) y Sprague-Dawley (SD). Para ello, ra-
tas hembrs ovariectomizadas y con un peso corporal en el rango
de 190-230g fueron implantadas quirirgmcamente con cipsulas de
~ilastic contenienda 17 @-estradiol cristalino por diversos periodos
de tiempo. El peso corporsl {(PC) fue monitoresdo a lo largo del
vxperimento, Al momento del sacriticio se disecé 1a adenchipofisis
(AH), se determino su peso [resco y se congels paras la determins
vion de PRL por RIA. al igus! que una muestes de sangre.
El peso de las AH de ratas SD estrogenizacdas alcanis su mixi
mo & o3 14 dfas de tratamiento, retornando a valores cercanos a
.- los inicialcs al ¢abo e un mes. La suspension del estimulo estro-
Rénico después de 30 dies produjo un retorno répido (en 3 dias)
® valores iniclales, El PC cn cambio, no varid significativamente
- dursnte el tratamiento estrogémco, reiniciindase ¢ crecimiente in
riediatamente desp de | imp . El PC de ratas ove-
ricctomizadas aumentd con el tiempo. El contraste, o} peao de las
Al de ratas W cstrogenizedas wumenté en retacion iineal con el -
tiempo. En conlrsste, el peso de las AH de ratas W estrogenizadas
sumentd directamente hests alcanzar un platesu a partir del dfa 30
del tratamiento y al igusl que en SD, dicho parsmetro no sa slte-
rd en ratss ovar d. La d &s de 20
diss mostré unk regresién peulsatina {totel a las 2 semanas) del
.50 de 1as Al 8 valores iniciales. Los cambios en PC fueron seme
" jantes & SD. En conclusién, obicrvamos una sensibilidad varlable
a los estrégenos. L. W mucsiran mayor thercia que lss $D
tanto en PC como en pesa de AH. El vfeclo tuniorigdnlco es espa-
¢iflvo y opucsto al clecto metabdlica yeneral. Se sugiero que los -
mecaniamos de control san més sctivas y igiles en 5D qua ¢n W.

ACTIVIDAD  $'-MONODESYODATIVA 15" MA) EN LOS SISTEMAS
SIMPATICO (SNS) y ADRENAL (SA) DURANTE SOBREALIMENTA-
CION (S/alim) EN RATAS LACTANDO, Aceves C, Navarro L*, Rami-
rex del Angel A®, Luna M* y Valverde-R C. Inst Invest Biomedicas,
UNAM y U Invest Biomedicas, IMSS.

La modilicacin de 13 dieta afecta el gasto energético Grgano-espects
frco del individuo. Esta homeorrests depende primordialmente def
SNS y de la S'MA; y los carboharatas {COH) parecen modutar la
actividad de dichos sistemas. En estudios previos |Endocrindlogy
124:1340,1989) informamos Que la homeorresis de la madre lactando
asemejd en 3lgunos pardmetros al srimal en ayuno. Lo anterior
nos llevé a anolizar la probable rezulacién que los COH ejercen
en !a 5'MA  hkepinica (HEP), mamaria {MAM), hipotalsmica (HIP)
y adrenal {AD} del ammal lactando. “atenial 3y Metodos. Se usaron
20 machos Vastar {200-250 g) y 70 hembwss premiparas lactando
(33 sematial ajustadas ab parto a 10 crfas. Los 3rupos S/alim bebiercn
sol glucosada (40%). El eaperimento abarch 72 h. Se cuanuficaron
las urommas (T, ug/el: Ty v fT,, n3/dl) por RIA, corticosterona
(CTa, ng/di} por*CBPA y adrenaind’ v noradrenalina (A y NA, ng/dlh
por HPLC. La 5'MA (nMol o uMol/mg'hi se anaktz6 por el método
de  hberacibn de radiovodo, Resuirades. En condiciones control las
hembras lactantes mostraron, en comparacibn con los machos, niveles
menores (p 0.05) de T, (1.7 « 03 Vs 4.6 + 0.7 T, {183 o 1§
Vs 34 . 2.6} S'M.‘\-I"IEFi 155 + 04 Vs 9.5 27 0.3) y SMASHIF (1.3
2 0.5 Vs 4.5 0.9), asi coma elevacibn de rT, (168 = 2 Vs 6 o
L3 A3 - 05 Vs L3 = 0.3 y $'MA-AD dgﬁ.? > 04 Vs 6 » 0.2
Los machos S/alim presentaron desde las 1% 247h y durame todo
el estudio, incrementos significatives en T, y NA (41,7 - 4.1 y
0.9 + 0.1, respectivamente) que se asociail al aumento observado
en la S'MAHEP y ta HIP {10.9 « 0.5 y 5.5 « 0.5; respecrivamente);
mientras que 13 disminucibn de A (0.6 + 0.2) correlaciond can redu:
cidn discreta de 13 5'MA-AD (5.6 - 0.3h En contraste, la S/ahm
en los animales lactando provocé cambios similares solo a las 24
h, retormando a sus valores control 48 h despufs. Al cabo de 72
h los mveles de T, y la 5 MA-HEP alcanzaron los valores mas
bajos de todo el edudio (1L » 1.3 y 5.0 » 0.5 respectivamente),
Simultanesments, 1a §' MA-MAM alcanzé los valores mas elevados
(162 = 4.2 Vs 221.3 .+ 8.1). La CTa no difirio entre sexos y se elevs
solo durante las 177 24 h de S/alim en ambos grupos (machos 282
+ 25 V3 482 « 110; hembras 338 « 145 Vs 748 . 300). Copclusiones.
Este es ¢l primer estudio que Muestra 1), que existe dicotomia
en 1a ' MA del SNS y el SA en respuesta a S/alm ¥y 2}, que en
fa rate loctando la S/ahim evoca una respuesta transitoria, Estos
zesultados permiten proponer que la estrategis homeorrética durante
la lactancia involucra la integracifn de una “"sehal® de ayuno "falsa™.
Parcialmente aporado por CoNaCyT, P-223-CCOXE91669, r

GLUCNSA Y RESPIRACION ENCEFALICA, Alvarez-Buylla, R.,
Alvarez-Buylls de, E.* Depto. de Ffisiologfa, Unidad de
Investigacibn, INER-SSA y Depto. de Fisiologfa, Bioff-
sica y Neurocicncias, CINVESTAV-IPN, M&xice, D.F.

La homeostasis de la glucosa es base de la respira-
cibn y son mecanismos neurafisiolfgices los que inter-
vienen en 1la regulacibn de la glucemia. En trabajos
anteriores demostranos que los Daro y quimiorreceptoe
res de los senos carotfdeos preporcicnan informacibn
sancional para la respiracibn encefSlica. La disminu-
cién de presisn en e¢! seno carozideo, la estimulacién
de los quimiorreceptores con cianuro {NaCB) o la esti-
mulacién elfcerica del cabo central del nervio de He-
ring seccionado causan hiperglucem:a refleja. En este
trabajo analizamos la retencién de glucosa por el sis-
tema nervioso central en respuesta a distintas infor-
macicnes senocarotideas, Los experinentos se realiza-
TOn en pPerros y ratas anestesiados con pentobarbital,
mantenidos con respiraci8n artificial y con catéteres
crbénicos en cisterna magna, arteria car8tida y seno
yuqulac. Para la estimulacién del s¢no catorfdeo con
NaCN se utilizd una preparacifn de sena =arotldes tem-
poralmente aislade *in vivo®. En respuesta 3 la esti-
mulacidn senocarotfdea, aumenta 30V la retencidn de
glucosa por el encéfalo; este aumento sc inicia a les
2 min de la estimulacién y se mantiene durante 30 min,
Lus niveles de glucosa en el liquido cefalorzaquiden
(LCR} ctambifn aumentan. En el LCR aparece una nueva
neurosecrecién responsable del aumento de captacidn de
glucosa por sistema nervioso. Up ml del LCR de perro
despues de la estimulacién senocarotfdea, inyectado
por vfa intravenosa a up segundo perro, produce un in-
cremento de 25V en la retenci8n da glucosa por el en-
véfalo. Este LCR también aumentS la retencidn de glu-
cosa encefilica en ratas. En cxperimentos control, el
LCR obtenido antes de 1a estimulscidn no motiva cambios
significativos on la retencién de qlucosas por cerebro
©n perros ni ratas,
conclusifn: las zonas reflexogénicas senocarotfdeas
juegan un papel importante en la regulacibn de glucosa
y oxlqeno en sangre arterial, elementos bisicos para
la cesprracidn encefllica,
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MMIESYIRCION [E HRDNUS TIROTES BN T1A GANULA “SFRARRENL [E RATA. 1. CARACTERTZACTON
WRELMMR [E LA VIA 5 DESKDASA (5" D). Angdaro S. Brerds , Valverde-R. Onrlos, Nevarro Liz
,mmwamxmmtmwya@_
1zztacala

Ls terecrregulacifn durante 8 exposiciin al frio en los orpandmme howotews icluye un
respuesta inedists 0 agrh y we ofnica de instalacién leta perv sostenida. Lo resquesta
ms@mmymmmmpamm matms que
1a crénica imlucrs entre otres a las h tiroidess (Ewir Bdecrinology. Sringer-
Verlog, lm).mmmmumdnahmwm

rirenira  bickigicemerte 1 1a
(T,). Esta sorodesyodaciin es brgno-especiticn y y depordiendo del prodacto (T © 1Ty) 1a via
ae denomire de activecifn (5°D) o de inectivacifn (5 D) (Endocr Fev 6: 87, 1985).
For todo 1o amerior y dajo que la syrarremal es el principal dpo invalurado eny
1a Tespuestn aguia de termorregulaciin, el prements tratnjo st dise’d pars amlimr 1a perticipacifn
de las vias desyodativas intraglandulares en dichs respuesta fisiolégica.
mm—m mm.&mnmummamuﬁog.mmmumm
Y cadiciones controladas de Uwtinecdén (12:12 h), El grpo exgerimental (exposicién al
mfc).mmmmgmmwanm.u.mywm.mmmm
s recnlectd 1s sngre del truro par decapitaciin y se disecaron anbes glindulss suprurerales
mirio &dmmuﬂhmmlasmﬂsdmhmde’r T. 3pormaunmmyo
(m).u(mlasmmdemamnm)y-ﬁwn:hmﬂ)wmtwh
Uquids de alta resoluciin (HAC) deserrollades en el labaratorio, les glindulm
se hocogerizaron en smortiguadoe de Fepes 10 w4 (H 7.0; adiciomodo con ETA- emcarose~ DIT (0.2
m.o.aan.lmmm).ummsugmmumaum
de e muestro laboratorio (Mae DX Congr Nac € Fisdol,
Reszen § C-53, 1987), y oo expresan coro faol/mg de protedm/hora.
Resultadcs, &\dmmamdnm.lmtﬂszdmdmdeT3mmmdu1mm¢mm
Tos prizeros 0 win de exposicitn al frio; &in exborgo, 8 los 60 min se”incrementaron significat iva-
mente con respecto al contral (106.7 + 7.6 vs 64.3 + 5.3 ng/dl, respectivements). Bn cotraste,
de 1., perorecieron &in cashio, Los resultades peelimineres de la activided

5'D indiean que 1 glindula actividad encisdtica Tipo I (o sensible a
PIN). En €1 gruo eqerimental, la actividad $°D triplica el walor basal & los
Dm&mﬂhumy&mamwm(wm).
Tontro] Toxin X=n W &n
:’I‘3 2.1+ 7. 5.6+ 14,3 7.5 + 0.0 41.) + 19.0
1T, + PV 2.7 4 2.4 2.2+ 16.0 65.0 + 18.0 0.8+ 9.7

dicho incremento ™ poiere estar medixdo womisos d&¢ neturaless tagsl
y/o en¥crine. se amlirsn concentraciones de NA y A, y serealizan experimentos
encaminados 8 cooeer 1a pacifn de uno u oOO wECAniam; o, 8 detotminer la corriby-

Faz roctado pasct pox_e) v tvn CI0ITZZY: BRICYT- QAR
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GONFIACIR IE YOO FR Reriplaets smericar 1. CUMCERIZATON PARCIAL 1B MBS TGS
RAIIDVIOANS, Orgay l&au‘bmmhz.kﬁbn—oﬁ:ﬂmyhlmde—k Carlos. Departs—
wento de Fisiolog{s y Departamnto de Blologds Polecular. Insdtsto de Investigaciores Riouidiras.
i

Intyothecifn, mmmmm’mhummmmmmmm

posibile pmpel
alstaoptivads (A N T Ad Sci 500 283, 1949), Bl mreoonte malejo == dised on el propdsito
de aalirar la presevcda de olfailas yodadas libres en dnsectos, y8 que este hecho podeis interpre-
mmngtsdmdemwum&eﬁmb\mmp’mhmmlulms

Matersl y Mirates. M\ﬂmwdw&?.mfmh)mumlﬁl Los exdrales
se mxrificaron 8 distintos tlegos § & tefido parengumromn s 4 e 0080 0>
0.02 ¥ CU-RdH, Hl 9.6, Los hawgenades de cada primnl 88 desUpddizaron sediante dos
mmmdﬂm,m.e,ﬂ;ﬁmmmnumsmmn}m:ky
s eTajer dos weces con acetato de etilosbutaral (9:1: v/v). Ias fases orpinicas se cocen=
traron, e resuspendigras en etmolimonio {2 M) (1:1) y se cromtoprafiaron en placs fim de
silics gel wilizmmdo clorofarormrtanolisconico (100:30:5). Lrspkmsse recortaron. en tiras
de 0.5 oo pare contarse en W espectrinetro gamm, Com estAndares se : dyodotdrostina;
triyodotdronina; myodommﬂummm;t&:udm 3,5 diyodotdradna y Ko

Resﬂmdos.lmradimmwm extractos d¢ tejido parenquimtose muesiron regulaimnite
wi Tpo” princiml con e RE de 0.437 (n= 10 individuos; 14 cramtografias), valor que no coxres-
ponde al de minguo de los estindares mencionedos. Este mmterdal s oextrae wmjr 8 H 4 Qe
a it 9. la eficiercia de extraccifn fue: hutaols butanol:acetats de etilo (1:1)p acetato de
etdlochutanol (3:1p> acctato de etdlo érer. Ohobrvese que disminuye la al disohrdr
laplaﬂdaddelmlva\te.Smam:go e_yu.guparlanmludlnmelsimmwﬂm
aglexdo, la extraciin oo acetaty de etilo snque de wenor eficlencia, o5 mbs eelectiva pum
el moterinl afslado, Bn amtraste, el mtezial del extrocto butendlice es mds heterogfnoo y
o s rexelvw o el sistece oomtografico udlimde. En exosctos de hemnlinfa se identifica
wn mterial circulante con w R idéntico.

Conclusiones, Hasta dode sabems, &ste es el priner tratajo en €l que &in Bxoter
Mmﬁelmmmwunhnr&infmhmm de rolbonss radioyodadas en
mmmhnchs s resulrados mestron g en los exractos & tejide pirenquizatoso de P, merica
es posible aislac al geros wi mldoula yodada Litoe, 18 presacia de este meterial en los extrackos
de hamlinfa sugiere qe se trata de wm(s) ealdada(s) ciradante(s). Por otva parte, dmilxsis
de log resultades obtenides 8l extracr con disHntos salventes podria llever & opimzer la
m&ymdmmﬂmfm}nmg&mymmmudadmbh.hsmdm

yodo en los fnsectos, e indican 1a necesidad de anelizar la metmalems quimicn y posible papel
EHsicldgion de estos cogpuestos. Actnlmente ge realizan en el
& este propeito.

Patrocinedo en (erte,con e} dorative'GIOI-7223; FRECYT-CEA/CalalyT,
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OTING ES'IRU( EN BIOSY\'] HESIS - THE LTI l/.,ﬂlO\
LCIFIC PROMOTERS ()) :\RU\(:\TA.S CYTO.

J phn® and
3 (Sh } Green Vi Li’}?r"\Erpn j Bigi Sci. amd
5. Ob/Gyn and Brwhe m., wthw esiern, Dallas, TX 75235

e formaton ol estrngens from Cyy steronds 15 catabyzed by a speaine
form of cywwhrome PASO, srumatase cytochiume P50 (P4SUg . W€
product of the CYP19 genel. Previous studies have demonstrated shat
aromatast actnry i human adipase and ovarian granulosa cells is subect
m eomplex. muftifsctonal regulitan arg! that changes in_activity ure
compelated with changes 1o the levels of mRNA cncinling P450 .. We

hise previonshy isoiated the rcnr eeading P40,  Twor umquc
uniranslated fist exens (evens Fland £2) save been idestificd in mRNA
specific fur P50 g0 a0 human placeats. abthaugh the propastion of
transcripts encmbing exan 1.2 1s very sma'l Genamad clanes encoding the
sequendes of exans L1 and 12 hae secentiy been isolied. [ addiben to
the pramoters for these man ewm, seguence  anal
:mmediately §°of eann Il fcontiunng the stan sie ot
mc resence ol yet anoihet putaine promotes {promater 1) heginning
ul the sequence which senes asa splae juncuien in plicenty Ananas
the tissue sspecibie utilizition of these promntens was sccomplished’ M
-u:.m\ of the polymerise shaa teacnan (PCRT e amphify ncu'
tersut from mRNA weerisges. 1o addron to ph.Lm.x JE
hydatid anes and fetal ner appest 22 pror L1 und, m PRYSY
imnted event, promater L2 The amt ol hum 10 ovan difters in
thast promarers L1 and 1.2 are completedy geactive. Uan, ombanan 2 of
promer estenson and $1 puylease protection analyais, it appean
evpression of P8O espectdic MRNA IR Lorpus futeum s regul
pramoter U, directly upstreati of the start ot trasslation Northern
ot paly AT RNA isolated trem plecents and corpus jutea demon
153t the anjor promorer of ental P50y 05 promoter L1, whije the
i promoter §nthe corpas futeum s promoter 1L The presence of &
third sntranstated evon may he postulated 10 be resporsible fur 8 minar
porton of the transcnipis “the urdry, bared on the ubsenation that there
i un 81 protecied fragmem of a sire consutent with the placental sphee
wncion - One may {_uup-»sc that the ovaran P48, promotet is the
amestial promoter. This s consistent with it locuion provemal G the stan
¢f translation, which is the mint commor: site of promoter locakzation.
When, in the course of evplunion, the human placenta dc\tlr‘pﬂ! the abiliny
treapress P4S0,, g this promuter was it wiiized, and its role was takeh
anver by prumoter 1.1 and 1.2). These latter sequences may serve a rale as
tetsl promoters, and therefore, he subject to deselopmental regulation.
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TYPE N 5 DEIODINASE IS NOT A SELENOPROTEIN. M, Saftaz. A,_E,
LatTuH ubarg®, and L. {oongrg, Metecular Ladocrinolopy
I.ih)ramr\. Univernty o1 Masachawns Matical Schoal, Worcester, MA
(LY
L S'D-T ard brain 5'D-11 activtics are decressyd in raly fud a seenium
3¢ deficient diet (Biochem ). 259:387, 1989, suggesting that both ennmes
o Se dependent proteins. Subtwguenty. 57D-1 bas been shamn fo b
seienoprveir (Behne o1, al. BBRE, i prever - Sinue serum T, concentranons
dre twice Rormal in the Sedeficient ammat., 1 unciear whetter the Se
iency or the increased T, concentnations auioant for the deeresse in bour
DL Inurder o separtle tese twu posst™iiaties. the offects of Se on $°D
1 IAMP simulated gligt ells (S°D-BD asg LILC-PE. cells (5°D-1) were
exammed. LLC-PK| and ghiaf celis were grean in the ahsence or presence ot
reasing mnotmr.\liuns of Se (0, 1 pM, 10 a5 and 0 M) in DMEM-F12
madium for 3-5 dass or ir medum conaiming serum and "Se for 24 hours.
5'D-1 and $°D-Il activites weree determned by quantification of the
Brac' 0T, atfinity labelar S'Doubsrate tinding subumt (5°D-SBS).
Affimry labeled and *Se labeled protring were aralyzed by SD5-PAGE witn
subsequent radicaurography of the dried gels  Se deficiency was confirmed by
meunng the &ivity of the sclennprotein pluathione perozidase (GP1 ) using
the coupled-peroridase reaction  Data s expressad as the € of valdes ubluned
tn €elis prown in 40 oM Sc

Gl LLC-EK,
(A9} SIS G SD:SBY Gy
[ ni - 1 13
T e ¢ b
LM 9t 50 il
MM 1 o 100 100

vdused 3 dowe dependent increase 10 GPy activity in both cell types and in
type 1 §'D-SBS from LLCPR | cells. bat o effect on glist cell type H
AN b \Hs TLE-PK, celts cortaimes maltipic Se labelud proteims wgluding

T A S DSBS Gl cets conaiad & 'Se labeled protemns uf M =
N 4, 47,_!. 20.3,17.5, 15, 12.1 kDa, nenc of which corresponded to the ryne
I S'D-SHS. These data seum that, ualike $°D-1, $'D-II does not contin a
~clenncysteine or seh hi further ing that the o
07y miEs are upique,

3rd Annual Meering

“tegicesl 5'5 e uTiRenty Hurlag
S terdr, fantisgr i,

' BrECies teat pticatesesyoin
wlovhaatiue BYC-Lavs are @ velne
SENRY ZRIL Tharatrerise Laat ee

e s piees

feoting el
10 =yrsacretie {9 anz a3 & yrt
shese " resioniss spe relac
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SELENIUM REGULATES EXPRLSSION OF TYPE | 5 DEIODINASE
ACTIVITY IN THE PORCINE KIDNEY CELL LINE LLC-PK1. #_Gertot®s
Buf Hesents, W Pgeos!- . J Kohmes 1SPON: T _§inurmeyer.
Apr Khruscha Endoknnotagies Mediznmische Hoachichule D-2000
Hannoyver 61, Hening Bertn Gmok -, 0 100C Berin 42, ARG

SThe effect of seferaym depietion on Type | S'-dewnirase 8 DI
acr. vty wids esaluaten = LLE PX 1 cot's. 37 astahls hed DOTCne ke ey
tunulisr celnine eapress.ag nian 5'Diteve’s We recently identifieg tmy
27 wDa substrate minging subLmit 0f 1at iner 5°D1 as a se'en0prote.
Berre wtal. BBRC 173:1143,19901 5Dt catalyzes the systerc
production of the actwve thytod notmone T3 from circulatng T4, The
cells were Mmntamea ann passaged »n a serum fres DMEM.F12
Mmedium contaring T3, nsube,  translernin,  vasopress.a,
hydtocortsone. cholesteror and sodwrm selenite. =5¢ 10* celisicr?
ceu-—. were plated in 24 well plates with variable amounts of Seo, :

5°D1 acuvity was measureg with 3 ind:de release assay from #5113
using intact celis 4 days after sphiving with the cells stll subcontluernt.
Under serum-free culture condiions 5°DI actwity reaches levers
comparably high to those in presence of 5% serum. 5'D1 activity
increased proportiona’ly to the 5eQ; ¢ ¥ gongentration in the oyt re
medwrm.  Mimimal activity could be de!ecved with 0.5 ok SeO
reaching a plateau at 10 nM Se0,”. 5°D! content of cells was
quantfied by atfinity labelng intact ces weith **5-BrACcT4, a specitc
atfirity ligand for the 27 kDa 5'D1 suburit. The 5'D1 27 kDa subust
was rot detectable a‘ter SOS Page of the cell tysates when less than
10K Se0.% was pretent i the sulture madium: plateau levels wore
also reached 3t 10 nM Se0, 2. B1ACT4 typically labels. without beng

and anal also a 30 and 55 kDa proten

The 55 xDa proten mantained almost equal expression levels under
all culture conditions whereas the 30 kDa protein with yet urknown
tunction showed also a selenium dependent expression. Selenium
detuency prevents the expression of the 5°D1 anzyme arg at
subcricdl concentrations may thus impad thyroild RIrmMone acton.
Selenium deficiency is perhaps invelved in disorders ot thyrod
hormore metabiolism such as the tow T3 syndrome.
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ACCIONES TERAPEUTICAS DZ LA TAURINA Y LA VITAMIMA-Z PN
PACIENTES COM RETINOSIS PICENTARTA.
0. Quesads, U. Panentea-Hotales, H. Quirbzd M. De Regilt
y €. Mirquer? Issetituto de Pieiclogfa Calular,‘lmstituto
de Quinjca, TW » ¥Asoc{acisa Para Zvitar 1a Ceguers.
La ratiooceis pigmentsrie (WP} uns enfereedsd here-
ditaris en doude Ocurre uus degeneracibo progresivs de
los fotorreceptores (FR) qus cooduce w la cog ¥ para
1a cusl, basta wl presente go se cuenta con elgin trate
wiento pars combatirlas. Por otra perte, existe evidencia
experimencel que dndica que la taurina y la Vit-E, cowpp
nemtes mtice de 1x ratine, previsnen ls desestebilisacibn
celulat en X 0 una var de modelos degenerativos.
21 presente trabaze reports los primtfos resultados obte
Bidos @t 40 paclentes tot AP sometidss a un LTatemiento
ton taurina y Vie-E (1 y 0.8 gr/dfa, respectivamente)
durante & meses y hasts 2 shos.
En el aspecte clfnico. se hs observade que ¢ el 61 e
los pasientes sus campos visuales nc han diaminufdo.
mientras que en el resto la degeneracibn ha progresado.
Se ha obaervado mejorfa en la agudeza visual en 743 el
grupo, 132 ha perdido agudezs y 111 permanece sin cavbio.
Paralelsmence al meguirientc clfnico de los pacientes,
ae realizarern estudios de sensibilidad a lisis celular y
composicibn de Ecidet grawos de eritrociros. EJ comports
miento 1ftico de eratrocitos de pacientes resultd norzal
asf eomc 12 abundancis y cozposicinde los Acidos grases
mayoritarios, sin ezhargc se detectarcn podificaciones en
algunos componentes winoTitatice, 1o cuales en ciertos
casos, $e¢ corrigieron por el tratamientc.

L—OoSa
Grpuluacifn ¢ Yab o Feoplaet snmicans. [T Rmfacesén
) camcunoad, mroal de mliodss e mboyeabs.
H | hrorro; € Athtaze; € Valverded. Departaamios
& Fisaloyp

Binlogla Murcular 135, INAL Hbaco IF 06510,
Sroctalo

UdEp * BRI evidedls de
yajwias Mires j cirouloeus e inecton, heche gr pade ser
syenmee de a protutle fucttn cou o e intercelulares. o
Intividios sbidtr de P #encye ferg, wnataks 3.
y serificde li-le dls depds. S discd e Tig ) msdunte
e mec (sin kadrdliss v e n e L-froreiuc) cpttmal,
pore purttice T, T, v A mlalolite, €] mtermal ralmeliw
@ omoliz mdite Faacs fao (M1 0y Cumtaralls oo pged
(@), B S nechies. G amuenus: U ‘pa” g
asn R 03 fu o al "y el ot o B ode Gk, Ao
valares o erreseden a Jo o O, 13 Ty § S reddaers
e amrnoeus: & “po” popt dve BGETT fe anwr
al & tone le polross comygraluake. BP0 ol poc
' ta e V& e al o Tl B otractan de hemlinta
auenufrao b s cotgrnus o, athue Sstaa,

Emie realtadr oesaor ko opeocs d slicdas yodate
Liths, o atractoe G0 Ty de b sencrw, mgns gee crouly
e nongalen quimis

y ! fasiiuco,
Forueme praalente el drativoe GIOI-TIF LT AN
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INFLUENCIA DEL ESTRES HIDRICO SOBRE EL CONTENIDO [E
BETAC LANTNA EN AMARANTD. M. Letechipia, M.1. Veldzques,
E. Murillo. Depsrtamento 3¢ Proquimica, [ ary Tam;mi
e quimica, WAM. i

Las betacianinas s glucdsidos que dan coloraciones
rojo violeta 2 las plantas; =u funcibn se desconoce.
El aplichn de estos compuestos es ]a betaniding, la cual
se deriva de 1a tirosima. En e} caso del Amranto, la
asgrantina, tiene cowo axicar el radical dcido glwosil-
Rlucortnico. 5S¢ ha reportado que la biosintesis dc las
betacianimas puede ser inducida por citoquininas en os-
curidad, o por Juz vfa fitncrom. Por otro lado, se¢ ha
reportado que el estrés hfdrico induce la acurulaciénde
algumos productos secundarios. En nucstro laboratorao
encontramos que en plantas adultas el estrés hidrico
estiruls la acumilacifn de betacianina. Este trabajo
estf disefado jura determinar 8 gue nivel actis el es-
trés hidrico sobre los niveles de betacianina. En plan
tas adultas y en plintulas, demostramos que €} estrés
hidrico no influye en la induccifn del sistem de sinte
sis d¢ betacianina, sino que ésta mxdula sus contenidos
Qi a través de la accifn de 1a acumulacifin de glici-
na betafna.

——o=o

MOS0 T CAUCTLRIAT [E UN MUBK) MECALE PARA RUIZRSTS
1 BTINS LISBIWS 1Y TRABUSTE HIndE, e

P Frorers®, A. Goredler—orss e Gree’. Wddet oy Grétyca
o lo harictin, TIDL Ui “Orgectessyo de Odmcs Anallttcs
i:nun g Clmcim Nuidcss de UG\L Az IWF, ‘ado DF,
0.

s prifiouo este mrtador e puciak s Cancterimciin
Ly vauiteis lasss sam ousuds g diversw thouos esac-
3
oo (L, R RL‘; tgecirartrin de lhans) Ledicon ume
2 e mnlocelyr 121 dultons y gl estnotun e LE
noleduds, Qe o comesink ton o, fOGt) e corcidos.

e tratn ) te sk soyado ) gere o QAGYT FOSARSR-TEDE.

L—0O52
TAS105 RAPIONG EX EL METAROLISMD KITROGENAID PROVDY
TOR ESTRES SALIND E HIDRICO B\ Araranthus h dria-

cus. A. Garbas de Buer, E. Murflle. Departamento
nyl;.lf_a. LEFE, Facultad de Quimuica, URAM, G4310 WS-
xjcc, D.F.
Las concentraciones do amoniaco y de aminofcides y

las actividades enzimiticas de la glutamino sintetass
GS) y plutamto deshidropenasa (GH; poeden carbjar en
respuesta 2 un estrés ya sea hidrico o salino. En gene-
ral, estos carbios en el metabolismo nitrogenado han si-
do deterzinadas en perfodos relativamente largos. Enes
te trabajo reportams que es posible drtectar estos care
bios en tiempos mfs cortos utilizands explantes cojoca-
dos directamente en la soluci6n que causa e) estrés. En
erplantes y plantas de Amranthus hypochondrizcus, el
esir€s hidrica causs Caftios en las concentraciencs de
arcntaco ¥ Rlutarpto y en Ia actividid de GS mientras
que 1os mveles de asincid:idos totales y 1a actividad de
(Il no se alteru., Se deterzunt que esta respuesta depen
de principalzente del contenido relativo de agua (CRA)
que express et valor de la pérdida de agpua. Los incre-
centes 8 1os Biveles de arcnio y on Ja actividad de S
Se excLentran en un intermvalo definido de la CRA. Lot
vslores de] intervalc se ohruviercn a diferentes candi-
ciones que alteran la velocidud de pérdidy de apua., Por
otre lada, €] calclo afadido a las condiciones de estrés
discermvs la velocidad de la pérdida de agua pero no al-
tert la respuesta bioquimica en funci&n del CRA. Con-
clufros gue las plantas tjemen la capacidad de ww res-
Fuesta répida 8 cazhios en el volumen celular provocades
por 1a pérdida de agua.

t—0sa

MODIFICACION DEL PERFIL DE POLIAMIKAS POR INDUCTORES FUN
GICOS EW CULTIVOS 1n vitro DE RAICES TRANSFORMADAS DE
Datyre stramnlur,”
yola-vargas, £. Cosgaye, €, Quintero y 7. Aﬁn.
g To15gTa vegetal, Lentro de (nvEstigacidn
Clentffica de Yucatdn,

Los hongos, &l {nfecter una planta, Inducen una serie
Oe cambios metabdlicos, entre ellos la sfntesis de meta-
talltos secunderios. D. stramonium, una plants de la fa
wilie de las Solanscead, prmduce s alcaloldes deriva-
s de] tropam: la hiosctamina y la escopolamine um de
cuys precursores, Jo ornltina, tamblén es precursor de
Jas poilarinas, Por 10 que e] objetiva del presente trz
bajo fue getemminar, si la |nfecciGn con paredes del hon
g Aspergillus spp. modiftce el wetatolisro de las poll3
minas en ralces obtenidas medlante transformaciSn con A.
mlmgsnes. Después de 24 h de infeccifn las 3 polian]-
Tat. pulrescins, espermiding y espermina, disminuyen has
ta 25.1, 44.6 y 22,31 respectivamente. Esta disminucidn
e8 dependiente de |a cantidad de hongo presente. A las
48 h Oe 13 infeccidn los niveles de putrescing y de es-
pemidina yuelven a su nlvel basal en tanto que 12 @n-
centraclén ge esperming a0n Se mantlene bajs. Se discu-
ten las implicaciones retabSlicas y su relacidn on la
tlosfntesis de alcalolCes.
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REGULACION DIFERENCLAL DEL EPIPIDINO, EFECTOS DU LOS ESTRIST
SOBARE LA WADURACION DFL ESPERMATOZOILL. Funteca Teresa® tAwa
por ¥alverde Carlop}, heuze Yvornet, hosade Adolfo. Lodoratoric
de Diferenciazidn Celulasr, Depto. de Cientias de In Salud. UA¥-
Iztapalaps.

La fertilizucibn requiere de la maduracidn fasiolépscn dul ef
permaioroide, Este proceso implice Ja 04341810360 de une VIESTOsN
motilidad progresive, e capacidad de reconucimiento ol cuprite
& travéc de un receptor enpecifico ¥ Curbion Rerbinpsler gue poRl
pilitan ¢} desar; © dr la rraccibn sCronacal y le o ar
erizimgr hidrolitices que perriten le penr-tracién ot
perrdtics ul catoklavta dri ovec:to.

LA madurncién del esperratozoide se lleva & cabo pring
e en e) eptafdimo, Bristoricametie €IviCi0. €n CALL Zu, CJe i
ccln,

El objetivo de este trsbajc es derosirar la positle refulae
€16t endécrine indeperdiente on Cada une de los sep-ur
dirurios.

Pars esto, se utiliZaron ratar mac®os gc la €rfa wyrtar, con
ibplanties subcutanens de £ilastic de 1, iy T er capaces de Sibe-
rer tohlinuamente 3 tuntiigaded diferenics de estradicl durste: r
¥ 17 semmnas. A low tierpoe esperificadot s Rufrafjcevor el
rales y se ohtuvierst loe eepermatrzc.des Qe cabers, CueriC ¥ L=
18 del epicldirc. A Cadn unu Oe esidf Puesiras £e les gute
€l % dr rovilided UTCRTes1Va ¥ ructentitilided b la desconacnro-
cidn nuTlear 8l ger tratalit Con ) i3 pwifitc dr sufit y €
treitcl,

E1 3 ge espermatirorder edeiles diSoinuye Bipnaficativer
Kax ©f In tolo {de &L & &7 Gue e el coerpr (de 43 B JE.E%
1u caveza {de 4t a 1631, Ei =a8-< efecte ke mprecid en el 3
pereatczoides Con HCVIIIGUE FICFTELiva, BunGat €N €E!r CBLL
ferericia snicin! (14.9% er 1a ¢atesa y &L.73 en 1a cold: e
nula (13,67 contre 5,911, Lb suscestitilidad s la dencnoensa
dr lop esprrmatozoides obtenicos de cola 8élo se vid aferta
13 @0816 eaxira de esirsdiel (7nc @ Misminuyence del €M el
Er €) caso de les espernatczcades of coheda, lnn 3 doRie de
¢icl indujeron unn diz~inucidn gue solc fué significativa en e
casu de la dosis elniza (imed.

HNuestras resultados indiran Gue la adjuisicidn ov lo cagacis
ded de rciilidad propresiva del espermatszoide, asi core de ru re
sistencin b 15 descondenshzaidn [Or madior experimentoler, fus din
ferencinlnente ufestads por #: Sratasientc-hornsnal, ) fuad Fa-

‘ rece alterar furdamentalrente el funcionarients de la ecla dul
epididimg,

1o e an
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PARTICIFACION OLL CALCIC E% EL. EFETTO INKIBITCRIC OO L&
ALOXANA SOBRE EL TRANSPOFTE OF SL010 EN LA PIEL DE Ra2A
FIFIENS. Sots C.*, heyes J.L., Pérez F.?, Férez £

beptc. de Fissclesia, bicfisica y Neurociencids, CLNVESTZY,
Depro. de Sistesas kioloficos UAM=Xochisofco,

La ‘alcxana er uno dv 105 corpuestos mds wtilizas: pia
ptoduacit diabetes mellitus  experimental. Dunn  en 1840
teporie gQue la dloméns produce necrosis de  las  célul
del pincreas. No 8¢ ha establecado con certezg el Fecanist
de  accion  farmacoldgict, Una  carasteristice ITpCrRAnte
de la aloxana es s: gran afinidad por 10§ Grupos i
con  los  que rescciona reversible ©  irreversiblerente.
ta modificacién de estos grupos se lg relacjoradc co
la alteracién de la homtostasis del €a *. Eata alte:
se ha vinculado con 14 necrosis celular causada por &
téxicos., En un traba)c Pprevio repcrtasos que Iz aloa
prodsce una disinucids en la cortiente de sodic, o get
sugiere yn Lefecto - inhibiteric ssbre la actavidad de s
Apacajta -r j. El efesyc de la aloxars sobre la
de Ha y ¥ y de Ca -MJ ° sufiefer uha intetdcelén 8¢
1a ajoxana con sistemas de transporce merbranal de iores.
16 que puede resultar en 13 modificacidn de la hoCeosiisis
celular. En este trabajo el objetive fue estudiar la partici-
pacidn del Ca’™™ en el efectc ishikitorio dc 1a aloxans
sorre e] transporte de s0di0 al alterar la hoseostarls
de este 16n. Se utilizé cono epitelo zodelo para el transpeic
te tronsepitelial de socio 2 la pael aisleda de Rana pipiens
mentada en cdzaras de tipe Ussing. Se probaror Jos siguieries
€ocpuestons niledipina 215 pHy, diltazes (5 uhlzunhxbxdbres
@r 3a pntrada de Ca 4y e} 1ondforc de Ca A221€7 (5D
VMi. Estcs compuestos se edmanistraron del lado seosT
de da piel. Se ebservs que 1a nifedipina no modafic el
efrcic intibitoric de la alozana sobre el transporte ce
sodiu. El diltiazer aumentd el efecto de la aloxana, er
decir, que produjo,une mayor nhibicién. En  contraste,
e} iondforo de Ca elirind el efecto produtido por la
aloxana, esto es, que asumentd el transporte de sodio.
Los resultados anterores sugleren que el calcic participe
en la respuesta de la Fiel aislada de rana a 1a aloxana.

m
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RECANBIO DE WORADREWALINA Y ADREN,

:I?IAS :LIH:ITADAS AD LIBITUM Y gn Aﬁ::‘b:“::lu‘ s
L] . acotts=, Luz ¥ -

Depto. de Fisiol. EKee, ':\{urc LA i 4

Inpt. Invest. Bioméd., UNAM. Clanc. Bi61.. 1rx e

En un trabajo previo gsa
hepbticos de norsdrenalins °?::‘;v° nj:' ‘:. ?“‘l:.
adrenaline (A), 30n maycras en nt: a o 4 .
comparedo Con  rates slimentadass, Los rurll:-d
fueron interpretados como uns Alsainucibn a-- T.
actividad simpstica hephtica por efecto del ayu .
Sin embargo, Be meabe Que lop nivelep lntrln-urng:rl‘:‘
de NA tienden & peraanecer constantes, dado que e;
sumento de la secrecidn e»s compenmade por un .3.,,“_9
de la sintesis, por 1o cual se emples prefercntemente
1a medicibn de 1ln tase de recambic mediante el
blogueo de la sintesis. En el presente trebsio se
compareron 16s niveles hephticon de NA y A (HPLC.
dateccidn elsctroquimica) en presencia y ausencia de
un  bloqueador de la sintesis. ls alfa-metil-para-
tircsins (aMPT, 150 ®g/kg 1.p.). en tétas alimen-
tadas y syunadas. La aMPT disminuyd 1los niveles
hepaticos de Ni en uvn 233 (p < 0.05) en ratas alimer-
todas. pero sblo en un 158 (NS) an ratsa ayunadas.
Por otrc lado., loz niveles hepAticos de NA en las
ratas: ayunnda® coh Ieapecto s la? alisentadas fueron
18% (N5) y 29% (p < 0.05) mayores en ausencia y
preaencisa de aMPT, respectivamente, En conjunto estos
datos indicsn que el recambio de RA e@ menor en
ayunss, sugiriendo una actividad 2impAtica discinuida
en esa condicldn, Con respecto a ls A, se observd una
disminucidn significativa (29%, p = D0.05) por efecto
de la oMPY. 86lo en laa ratas slimentadas. Esto,
ademss de indicar sinteais de A propia en ¢l nigado,
sugeriris Que ls tasa de sintesis y secrecitn de A,
al igual que 1la de KA, es menor en el ayuno. Los
resultados spoyan 1a existencis de unas relacibn
entre la sactividad simpatocromatin del higado y el
estado de alimentacibn, relscidbn que puede tener
importancis en el balance energktico del organismo,
tanto de punto de vists del contral del metabolismo
hephtico como del de la ingestibtn de slimento.
* Becario de DEDICT-COFFA, IPN
l Trabajo apoyado por e) proyecto DEPI~IPN 901768.
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REWISION Dr DIABETES EN RATAS TRATADAS CON FIROFOSFATL DE TIAMING
A7 JLASA ESTASLE EN SOLUCIDN.  Alcdzar Leyva, S. (Avalade

por Lulin l$‘ra..e. ¥.), *Bonilia KiRez, M. y Beniter Redriguer,

. 7. Institute ce Invectigaciones Cientificas Mang Selye, *Uni-

versigad Autnons Metropolitara - Xochimilco,

Con objeto de comorobar el papel gue desenpefis el Pircfosfato
de 'Tiamina (PP7) ¢ Cocarboxilasa en 12 regulacidn de la gluceria
se disefd un modelo experimental con ratas Wistar machos de 250
gr de peso, QU se dividieron en 4 lotes de € ratas cada uno: 2
experimentales y 2 testigos (A, B, C y D). E1 lote A recibid 1
ml dyario de Estreptozotocina (STZ) a wna concentricicn de 30 ma/
kg. disuelta en amortiguador de citratos de pH de 4.4 durante &

ns. A1 comprobarse 1a hiperglucemia provocada (superior a 2C0

g/d1), se aplicd FPT Cocartorilasa estadle en solucién a una do-
sis de 1 m) diario (40 my/m}) via subdémica <urante 15 dias. €1
lote B se tratd de 1a misme forma que el lote A, sélc que la apli
cacion del PPT se nicid uma serana desaues del establecimiento
de 1a hiperglucesia, Al lote C se e aplicd el amortiguador de
citrator en que se disvelve 1a 532 (1 o) diario subdérmice). €1
late U se utilizd como testigo. laos 4 lotes rectbiercn alimento
balanceads y agua 3¢ Vibitum, Diariamente se determind su comder
tariento, el pess, el consumd Ce agua, el consumd de alimento, 13
glucos2 sérica y glucosa en orins.

Los resultados muestran Que Y2$ ratas tratadas con PFY inmedia
tamente despuds de la incutcitn de la hiperglucemia, gracualmente
se van acercando los niveles séricos de glucosa a 10 normal y se
mantienen asi después del tratamiento per 16 dias con PPT; se con
sidera remisiGn celidz a que desaparece 12 polifagia, poliuria y
porque ganan peso ta~iifr gracuzlrente, Los resultaces del lote
€ muestran que la normalizacién ge la glucenia depence Ce la pre-
sencia (ontingy gel BET, ya aue aparentemente piercer 12 capaci-
da0 ge autoreguiacidn n( initiva, ya que, en cuanto se Ceit oe
aplicar el PPT se elevaron los niveles de glucosa nuewamente.

Se concluye Que a aplicecidn temprana del FPT en este modelo
eaperimental, permite que se recudert 1a cagacidad e autcregula-
cién de 1a glucemia, lo cual se ha observadd tarbién a nivel cli-
nico. {5 de suponerse que existe una recuperacitn funcioral de
Yos islotes pancredticos a pesar de haber Vlegsdo a) estade de he
crosis inducica por la 517, Iste efeclo reveraible no s #2 re-
portado por ningln otro método.
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DIFFERENTAL OISTRIBUTION OF PURINE DEGRADATIVE PATHWAYS BETWEEN
GLIAL AND NEURCNAL CELLS IN CULTURE. G _CEBALIQS, R, RUBIQ*, ang
Depl. of Physiology, Univ. of Virginia , Charlottesville, VA.,

22908,

indicates 1hat degrad ol (ADOQ}) in nervous ussues
occurs prelerentially n glia and not in nsurons. Yo demonstrale that is the
cas9 we have parormed studies in cultured embryonic chick CNS glia and
cuttured ngurgnal cells lmm cullary gangha.

Cells wera i salution
' concentrations {104 M) ul tha Bmuennus subsirata for gach degvaa:nwe
enyme: (ADQ} ftor {ADA), inosing (INQ) for
. nucleoside (NP) ang ny (HYP) lor xanthing grdase
. {X0). Tna ram ol accumulation of the products of each of these enzymatic
i RPLC. A in the media (nMoles/ 107

Y
“ ceatls) ol: (INO) * (HYP) » (UA) measuved ADA. actumuianon of HYP + UA
UA

The resulls lar X0 actrvitiy a:e shown in

the figure.  As shown [he accumulation ol 4

UA in tho bathing medium anses wih ume

and is greater in glial than in neusons
. cultutes.  Thase rasulfs indicate thal XO 1s
preteigntially tound in Qlial cealls, while in
tha neusonal cultures is almost absent. A
similar dilferance belween glial ang
nheuronal cullures was tound for ADA and for
NP,

These resulls defmonsirate ihat thefe (s a
preferential disttibution of puting
degradgative pathways in glial cells. In th
additian our results also demonsiate, lor
the lirst lima, the prasence of XO in ghal sy
celis.

Supported by Nat. insl. ol CardielMéx,, IPN. School of Med., Méx. and

locusing giving grant Jehnsan & Johnsan .
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PURIFIEACTON ¥ CARACTER CION - 31CUIMICA DE SU3PI3LA-
S {3} DE GCRASULOS tRO‘l\PI ES DB \!h[IUL\ ALZENAL
Gonora, J,C.® Feria, A., Savarro, L.M. * Chive:, o,
Martinez de Mudio: Denta. Fisioloefa, 3ioffsica v
o Heurociencias, CINVESTAV-IPY nidad Je Investigaciin
- ienddica do Qecrdenta, 1933, Guadalagira, Jal, I olas-
ctituto de Investijaciones Bionédicas del la M,
MExivo, B, F.
En {2 mfdula adrenal uvxijsten Jos clases Jde células jque
P iferenctan morfaiSgicamente por el tipo de srinu-
et los Jque gresentan. S ha sugerido que tal gi g cid
- e Jebe a que hay grinules que atmalenan udrenalinug »
otros noradrenalina. Adends, la presencia Jde acetilza-
). linesterasa {\ChE en los grdnulos cromafines ha sido
auy coatrovertide por mucho tiempo v se cree que escta
enzima 32 localiza en un tino especial de irdnulos.
El objerivo de este trabajo fud irmplerchtar un ®dtada
aara el aisitaients Jo varias pablaciones e erinulos
vronafines adrenales de bovina. El aracedimiento cang
ta-de ‘dos-fases [J.'Hh')\ baja n..mducmum isotdnizasy:
separacidn de las fracciones arsaubar v aitocdadrial
en un garadiente continua Je Parcoll ¥Gratzl, et at,
19341 v purificacidn de subpahlaciones 'rJnulJr:.' ETH
- am erdmnm discontinuo de DPercoll. La cu
cisn de los marcadores hioquinicos s¢ real
todas canvencionales.,
Tl andlisis cuantitative de seis fracciones indica que
cinco de cllas contienen arinylas cronmafines practic
~cnte libres de contaminacisn con nitocondri 5.
fracciones nds densas (que se equilibran al 30.003% de
Sercoll) sen enriguecidas en aoradrenalina nieatris
que 1a adrenalina se con
sas (1o-505 Jde Dercotl), lales fracciones prezentaron
i aeriv dad Jde dopamina 3-hidroxilisa que, al igual
S que las catecodaminas, son narcadores u-,urfi o5 de
rlnulu. croaafines. La concentradidn Ls'n.x[“\:a Jde
adrenalina v noradrenaling en las ;u‘mobl).unes 2ra-
nulares ¢ mIs 1lbE gue para la pohl.x_usn xrinvlar.
tatai. :
Finalnente, los resultidos ohtenidos en este trabajo .
contirman- ia cuslcncﬂ de ailoen todas las subpa‘il:l-
viones Jde grinulos cromutines.

. 7\n:ll:\'tical diochemisrre, 1321 119-153, 1933,

entrz en fracciones =enos Jea
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DEFICIENCIA DE" TAURINA: EN ASTROCITOS .Y - NEURONAS
GRANULARES - DE.- CERZBELO - EN CULTIVO. ' Julio " Moran* -y
Herminia ~Pasantes-Morales, Instituto de. Fisiologia
Celular, UNAM, Mdxico D.F. e
La deficisncia de taurina én gatoa y roedores lleva' a
una dagenaracion severa de Is retina, En gatos defi-
cientes loa nivelss de taurina bajan hasta 80% con -una
dieta prolongada sin taurins. los roedores, ain embar-
go. pueden sintstizar taurina por lo gque la mdxima
reduccion puode ser hasta del 40% czuando a3e tratan con
guanidino atanosulforato (GE3). un blogqueader competi-
tivo del transperte de taurina. La deficiencia de tau-
™ina on gatos también causa sarsadas alteraciones en o)
desarrollo dal cerebre. Los gatos racidos de madres
deficientss en tayrina mussatran un retrasoc en ja migra-
cidn de las cédlulas granularaes del cerabsld> y naurchnas
corticales (Sturman, Prog. Clin. Biol. Rea. 351:338,
1990). Los mecanimmos reaponsables des eatas alteracio-
nes se desconocen. En este trabajo se deacribe un mcde-
1o 1n vitro para conseguir una reduc=i1dn rapida y mar-
cada de taurina en c#lulas granulares y astrocitos de
cerebalo de rata como un modelo ip yjiro pars el estu-
di0 de lan alteracionas indusidas por una deficiencia
de taurina Las célula3s granulares y astrocitos crecidos
en presancia deé GES (2 mM) mostraron una progresiva y
rdpida disminucisn en a! contenids de taurina. En  as-
srocitos se obsarvo una reduccisdn del 35% del aminoaci-
do despuss de 1 h de tratamlenta con GES y eats rsduc-
ec16n continud hasta gus los niveles de tiurina alcanza-
ron 90% del control de=puss d= 24 h. Eate remanente de
taurina persiatid sin fambid por ~iempes  largos de
sxposicion al GES (3 semsnaz). En neuronaa la deplecioén
fué aimilar. aunque mds lent2. alcanzdndose =21 méxime
de reducci¢n a las 48 h. La accién del GES fué espact-
fica para la taur:ina ya que ninguno de los otres amino-
acidos lidras as modjficé. La viabilided celular madida
por liberacion de LDH a) medio fus asmilar a los con-
troles durante el tratamients con GE3. La capture de
taurina sn ambos tipos celularez as inhibie completa-
mante (96-98%) en presencia de GES (2mM). Ests sugiere
jue la poza de taurina en axzbas células depende fuerte-
mente ds taurina endegena. Eata aproxinacidn experimen-
tal rapida permitirs exeminar los efactcs de una Jefi-
ciencia marcada de taurina an rofdcres como un Modsls
utsl para tnvestigsr 138 ancrmalidades asmaziadas 3 s
deplacisn da Lsur:ns

Financiado parcilairmante por TGAFA. UNAM (IN=0245335%.
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LIEERACION 25 AMINGACITOS ENOGGENNS ESTIMULADA POR
30LUCIGNES HIPQSMOTICAS EIN  REBANADAZ DE  CORTEZA
CEREBRAL - DE RATA. C.M. Lopez. R. Sdanchez Jlea y H.
Pssantes-Morales. [Inatituto de Fisiologia  Celular,
UNaAM.

L3> mayoria de las células an:imales presentan 13 capaci-
dad de regulsr 3u volumen en zondjcion4s anisosméticas.
En  aplucisnes hiposmiticas 1niclalments se observa .un
aumantd rapide en el velumen celular sequido de una
fage de requiacion mas lents durante is cuil se alcanza
un  valor muv cercano aj voiumen 1nicy)3l. Este proceso
a8 pceible a traves e la extulzion de solutes intryce=-
lular=a asmatic Ate 3011vos, Que reauce el gradtente
wemstice transmembranal v pur lo tanto el coptenida de
azua =20 el antericr S2lular. En el presente trafajo  se
gemuestrs que en reransday de corteca cerebral de rats
roven (3 diss e edad) I~3 amincazidon iibres son movi-
lizaded =N reSpuests 3 un incrementa en el volumen |
ce.ular producids por solucishes hapoamoticas. Al expo-~
rer las repansdas da te:1do a un medis con el 58% de la
asmolaridad normal el contenido de 3agua se 1Ncrementa
ds 10.6 = 59.99 a 14.9 = 1.72 ul./mg de peso 3eco. En
w3ta prepsracion la poza endogena de amincacidos libres
£l “ncuentrs  conatituidsa  praincipalmente por ten
amolas/mg prot): Taurina {454.% = 35.0). gliciha (73.41
= 5.7), alamna {67.5 = 4.9). 4cido glutdmico (47.9 =
4.8) y GABA (26.8 ¢+ 1.5). En condiciones 1zcaméticas e)
421do glutamica. el GAEA y la taurina son retenidos
fuertenente en el interior celular, liberandose en un
parjodo e 15 min e] 8.17 £ 2.08, 11.6 * 3.9y 12.0 ¢
2.3%. respectivamente, del contanido 1nici1al. En  las

: mi1gmas cocndiciones la liberacion de glicina y de alani-

na e£a de 23.5 = 2.5 y de 29.1 = 3.9% del contenido

Jinicial,  respactivamente, En presencis  de soluciones

con 0.85, 0.7 y 0.5 d¢e la osmojarigaa normal. Ja

. lideracion basal 221 acida giutamice se¢ 1ncrementd 2%,

16%% y 430% ¥ 4= 1y taurina 627V, 152% y 331a. respectai-
vamente. Ea las miemas ccendiciones la liberacion  basal
de GABA 2e sumentd 43%. 97% y  134%. respectivamente.
Utilizando ‘H-tairina cara seguir el curso temporal de
la movilizacion se observo un incremento del 0.46% al
10\ min. en 2 min y luego urna disminucion gradual a

“pesar de’ persiatir la hipesmolaridad. Eztos reaultados
Imuestran  que los amincacidos libres son empleados con

fines de control oamatico +n la preparaciodn estudiada y

‘que-la taursna ¢9 el J4minoaciido mAs Importante debido a
que -constituye el 60% de la puzs total de amiposcidos.
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ATLAS BISTOLOGICO DE LA RATA: CAMBIOS MORPOLOGICOS DEL
INTESTINO DE LA RATA DURANTE EL DESARROLLO. Vigueras-
villasefior, R.M.*, (avalado por Diaz-Cintra, S5.),  Her
ndndes-Gonzdlez, R.*, Rojas-Castafeda, J.C.*, Alvarez-
Garcia, C.*, Cravioto, J.*. Unidad de Investigacidn en
Salud Infantil-INP-SSA, Pacultad de Medicina Veterina
ria y zootécnia, Departamento de Histolegia, Citologia
y Embriologia, UNAM, México. D.F.

Debido a que la rata es frecuentemente util:izada en in
vestigacidn, es necesario contar con un patrdn de da
tos basales que permitan al investigador decidir si es
el mejor modelo animal para efectuar la investigacién
que se desea realizar, por no poderse hacer directamen
te en seres humanos. Con el propdsito de identificar
los principales cambios morfométricos que sufren las
estructuras de la mucosa intestinal y determinar la
edad en que se presentan dichos cambios, se realizd un
estudio histoldgice con la técnica de hematoxilina-eo
5ina para evaluar el tamafo y nimero de vellosidades y
criptas intestinales, en 69 ratas macho cepa Wistar
desde el nacimiento hasta el final del primer afo de
vida, distribuldas en 23 grupos de edades, con tres
animales por edad. En las regiones estudiadas (duode
no, yeyuno, ileon, célon y recto} los cambios morfold
gicos y cuantitativos pueden describirse en dos etapas
expresadas en términos logaritmicos, la primera del na
cimiento a los 28 ~ 42 dias de edad caracterizada por
un periodo de proliferacidén de vellosidades y criptas.
La segunda etapa, se inicia a partir de los 268 - 42
dias hasta los 360 dias; se caracteriza por reduccidn
en la velocidad de crecimiento. Estos resultados su
gieren que la segunda etapa, posterior al destete (2T
dias}, podria deberse al cambic de dieta de leche ma
terna por alimento industrial, aunado tal wvez, & cam
bios hormonales, asi como a la presencia de antigenos
en ¢l alimento industrial como lo sugieren algunos au
tores, Estas interrogantes estan siendo exploradas en
nuestro laboratorioc.
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EFECTOS HISTOLOGICOS DEL EXTRACTO DE GINKGO BILOBA
EN ANIMALES CON LESION CORTICAL Hermindez - Pineda, R.*
Montiel, T.* y Brailowsky, S. Institute de Fisiologia Celular,
UNAM. Meéxico, 04510 D.F,

Estudias previos han mostrado que el extracto de 1as hojas secas
del irbol Ginkgo Biloba facilita la recuperadén conductual de ratas
con lobotomia frontal bilateral y ha mostrado tener efecto protector
contra ¢} dafio cerebral causado por hipoxia.

Interesados en el tratamiento farmacoldgico de los sujetos con
lesiones corticales, se estudid el efecto histologico del tratamiento
crénico durante 30 dias de extractos de Ginhgo biloba tEGbTel-
IPSEN) en ratas de la cepa Wistar con aspiracion de la corteza
motora.

A 12 animales con aspiracidn estereotnica de la corteza motora
de manera unilateral se les administrd por via oral 100 mg/kg del
extracto disueitos en una solucion de sacarina al 0.1% desde el
pnmer dia posterior a la cirugia.

A los animales control (n = 12) se les realizd una falsa drugiay se
les adminisird el vehiculo sin e extracto Jdurante e} mismo lapso de
tiempo.

Posteriormiente, todos los sujetos fueron sacrificados, los cerebros
cortades por congelacién a 40 pm y procesados para tincion de Nissl
e inmunoatoquimica contra la Proteina Fibrilar Acida de fa Glia
(GFAP 1:250).

El inalisis histoldgico mosird reactividad glial intensa en fas
20nas circundantes a la 1esi6n y en los nucleos taldmicos reticular
anterior, ventromedial y ventral posterolateral ipsilateral a fa
lesion.  Los animales tratados con el extracto presentaron una
mayor simetrfa ventricular que los animales no tratades.
Asimismo, la comparacion de las cavidades ventriculares reveld
areas significativamente menores en las ratas que recibieron el
EGb761 (1287 £ 737 vx 28.2+ B.03 mm2, t=3.15, p<0.01). En cusnto
2 l1a reaccidn glidtica, no se abservaron diferencias entre tos grupos.

Estos Ttad un efecto anti-ed | del EGb761.
Vale la pena seflalar que nuestro grupo ha mostrado efectos
benéficos a nivel conductual de dicho tratamietito.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS FRACCIONES GRANULA-
- RES DE: CELULAS CROMAFINES DE MEDULA SUPRARRENAL BOVI-

Na, Faria-

lasco, A., Mart{nez ds MuXor, D., Gémora,
Chivez, O.® y HNavarro, M.L.» Div. Patologia
Exptl., Unidad Invest, Biomed. Occte., 1.M.5.5, Gua-

T dalajara, Jal.j Depto. Fisiol., Biotis, y Neurocien—

<iaw, CINVESTAV, [.P.N. y Depto, Fisiologla, Instituto
da Investigaciones Biomedicas, U.N.A.N, Mewice, D.F.

Las celulas cromafines de médulz suprarrenal produ-
cén'y almacenan ciatecolaminas y neuropeptidos en gri-
nulos intracitopldsmicos limitados por membrana. Estos
contienen ademis diversas wustancias, algunas de las
cuales tienen activicad enzimética, Al examinar un
corte fino de células cromafines, con el mMICroscopin
electromico de transaision (MET), ce ideatifican di-
versos tipos de grinulos n 1o referente a su forma,
tamalc y densidad al haz de los electrones. €n el pr
sents trabalo se hizo una saparacidn de las difergntes
poblaciones ve grinulos citoplismicos de homogenado de
médula suprarrenal hovina, mediante un graciente dis=
conttnuo de Percoll (60,50,85,40 y I5%). Una alicuota
de cada fraccidn se ?1)5 en glutaraldehido amortiguado
Yy s 1incluyd en resinas epoxy. Los cortes finos
contrastados cen plomo y uranilo, se exaainaron en un
MET. Ls fraccion 1 {arriba del Percoll 35%) sstuvo
principalmente constituida par amicrosomas, fragmentos
ce membrana y escasos qQrinulos densos pequedos. La
fraccidn 2 estuvao farmada por grinulos pequedos (0.2
Bm) y medianos (0.3 pm). La mayor proporcion de grinu-—
10s medianos se encontraron en 1as  fracciones 3 y 4,
los cuales disminuyeron en  la fraccién 3. La fraccien
6 @stuvo principalmante constituida por grdnulos avoi-
des o irrequlares grandes (0.3% a 1.0 um), estructu—
ralmente semejantesz 2 lisgsomex. £5to Wltimo se corro-
boré por ldentificacidn de actividad de fosfatasa #ci~
da con meétados bioquimicos en alicuota de esa frac—
£idn. En conclusion, despuds de varios axperimento
#® tiene que con el maetodo empleado, las poblacio
de grinulos en las  fracciol obtanidas, €on coanstan—
tes y permite hacer consideriaciones als consistent
en los estudios bioguimicos que se estip reatizando en
esas fracciores subcelulares en nuestros laboratorios
(proteinas, catecolaminas, actividad de dopamina B-hi-—
droxtlasa y oe acetilcolinesterasa),
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ALTERACIONES HISTOLOGICAS DI LA SUATEZA CEREBZILAR DI PATONES COX
DEFICITWCIA EN TAURINA. Casca-aaires, V., MirqussOrazco, M.C.,
“drquer0razco, A., Pasantas-Marsl R. y Morin, J. Departamento
de tabriologia, 7aculiad de Vedtciam e Inalituto ds Pisiologia
Celular, UNAM. A.P, 70-55) México 04510 D.P. ¥éxlza.

la . deficiancia 2s taurira ,rod.\cl uns serie de slteracicnes
sn. el tajido nervioso, que inzluysn la deganeraciin de la rotina
an gsto, 3970 y rsedores y un retraso an la diferanclactdn y
aigracidn 38 1aa células granuleres del cersbelo an sl gato
(Sturzan at al., J. Yeuroaei. Res., 13, 405, 1985). Los
3scanisass subyazenies s este raqueriatanto de taurira no se
zonocen. Tazpoco ss ha deszrito si sn sl zaso s retrasc an sl
dssarrgllo 2al rorebra, al daio 3s presenta dnlcaasante en loa
23tas 3 a3 wn f2nilanc sds gemeral. Para rasponder a estas
,rq,mu: &1 sl predente ritajo sa investigaron los sfectos de
ia deflziencla an waurizs sstre la estructura histoldgics de las
zalzles  nmerviosas e carebelar el ratén, La
deficiancia 38  con3iguld del ‘trataaiento con un
tahibigar del sransporie de taurine. ol gunidino etanosulfonato
{3ES), 3sdlsnte sl :ual loa nival taurins e reduzen an sis
4o 50%. Tras grupos 4a hembras de ratén ds la caps CD-1, de dos
2s3es ds aded ingirlaron furante §{ & 12 sesan el primero una
solucidn acuosa de GES 1l 1%, el segundo una sascle de GES al 12
7y twaurina sl 11 y el tercero agua sisple. A 2 4, 6, B y 12
se3anas de tratasiento, se aacrificaron, sa obtuvieren loe
cerebras ques fusron fijsdas en formal sl 101 amortiguado, se
procesaran por la técnica haditusl, ss cortaron y tideron con
hesatoxilina-aosina y ssul de toluldina y se observarcn al
alerosesplo fotdnica. Ta el carsbro de los anizales tratados com
GES se observé en algunos ze30s aumsnto sn volusen del some y el
irbol dendritico de las células de Purkinje y en otros sstam
células se ghaervaban eetra{das, plendticas o frecusntesents en
procasa de degeneracién. fn las ress correspondiant s las
terminalen simapticas y la glia que rodsa al soms de las células
de Purkinje ae observaron especios vaclos. les sltsrwcionss
critas eaplesan & aparscer desds las cuatro sesanas de
trataslenta; en los animales que bebleron CES-taurina el dafio ¢e
detects pera fus mencs ssverc. Los resultsdos obtanidos indicen,
que la d-nnhnch on taurina produce slterscicnes calulares ea
loa @ suglers gque su requerislents un fendmeno
wha |-n-nlluda. Por otra purte, sl tipa de sltersclones
observedas 1ndica que la participeecldn de 1a taurina podris
localisarse @ nivel de los procescs que regulan e} volumen
colular. Zata avidencia se susa a la oblenids sa preparsciones
*in vitro® que parwcen indicar que la taurins funcions cowo wm
osworregulador en sl sletema nerviaso.
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esrboxilass gletmica (GAD) $wspe wn  papel
1 en el f o del sistems marvioko
cantral d¢ los memifsgos, pies o1 producto de su
activided, e dcido -sainc butirico (GABA) e sl
weurotTansalsc: sis difundids ec este sistems.
Txparimentos ds diver adole mostraren sa ystfc
don formes ds GAD que difieren e
como w6 otras especies, forwas

pesc role

~clecularss qui  difieren  en cargs elferrica @
a1drozobicidad.

Buestros vesultados wuekiran gque o 8] Tatn en
titezacedbn

poiiale wedionts  cromatogrsffa do
nidroffites  detectar  Jos forwzs
aidrofobicidsd. Asinisec, benoe
especies  de GAD con difevents punto tacelfectrico. Por
t1¢ lade ls evpuaste CAD de alto pesc wolecular
TagulkS da la agregacisn evteimctual de 1s fovms de bajo
pesc moleculsr, puss ests forsa solo se produce bajo
-opdicionss qus favorecen 1a sgragscifn protéics come es
.o precipltacibo con salas o solvantes orghuicos y wo
aparsce ‘cussdo lor axtractos GAD ss contantran por
witrafiitracifo on manbranss de Amicon ¢ simplesents sin
concentrar cuandc se  protesdn  por crowmatogralfa de
ctieraedfr an Ultrogel Ao M,
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siclo circhdico.
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