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INTRODUCCION

Este estudio determinard el patrdn de excrecidn de Li en  las
parédtidas humanas y la secrecidn de la submaxilar asi como las
concentraciones salivales sericas que vienen siendo mias elevadas
que las de Li, las sales‘de Li nos pueden servir para tratamientos

de sicos maniaco depresiva.

Los estudiovs se hardn con 5 sujetos saludables entre los 24 y

42 afios durante varios dias.



néentracidn

sErFica; el it Te)

a“saliva  teridis

de

a.ser unai funcLariineaga rango st Luctuante, - las  sales

litio han sido usadas désde hace mas de 20 afios en el tratamiento
de’ sicosis maniacodepresiva después»dé la administracidn oral se
cree que el litio se distribuye en los fluidos corporales y alre-

dedor del 90% de este Ldn es excrstado en la orina.

En las 48 horas s.i,guientesva una ddsis inica el litio, se ha
demostrado que atecta &1 intercambio de sodion y potasio a nivel de
la cé&lula membranal ¥y ha sido usado cono un sustituto del sodio en
nevorfusiclogia, la exeresidn salival humana de litio nmo ha sido
investigada, ;‘:1. propodsito de este estudl fud determinar el patrdn
de excresidn de litio en las pardtidas humanas y en la secrecidn
también submaxilar, el litio normalmente no se presenta en canti-
dades detectables en la sangre o saliva y debe ser administrado o-
ralmentse, la désis diaria teraapfutica es de 0.6 a 1.2 gr. en 3 o

4 dosis divididas.

MATERIALES Y METODOS

El carbonato de litio fué preparado en dédsis de 300 mg. en
cdpsulas de gelatina y admnistrados a 5 sujetos saludables entre

24 y 42 arvios de edad de acuerdo al siguiente programa: el primer
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- l'a‘_i'ngeqsrta' de la &
l‘niCa/;:‘épS”u].‘é ‘e ‘ ,"us‘ados 2 estinulos
para deSl.uhl"‘L(‘ ! de i’as pardtidas una
pastilla de dul‘.e par Gstimulacidém

Del rango derflujo y.una“ pastilla amarga para. los rangos
altos de flujo a lous sujetos se les permitid por un periodo de 5
min. acomodarse o acostumbrarse a cada estimulo antes de empezar
las célectas de las nuestras. La saliva de 1 .:s pardtidas estimula-~
das fue colectado en el primero y quinto dia ambos en tubos de
vidrio para centrifugar el volumen de la nuestra fue 1.0 ml y en
tubos de poliétilens el volumen de esa nuestra fue de 0.4 nl. La
saliva de la submaxilar no estimulada fue colectada solo a partir
de 2 sujetos para las medias de una pruieba Block-Brottman modifi-
cada a intervalos de una hora durante 8 horas, durante el primer
dia de la administracidn de litio las muestras de saliva fueron
clasificadas con H~CL al 10N y luego centrifugadas para remover
las proteinas precipitadas la sangre fue obtenida por puncidén de
una vena inicialmente y 2 horas después de cada una de las prime-~
ras 2 ddésis el primer dia antes de la ingesta de la primer
cdpsula. En =l segundo dia y a 2 y 10 horas después de la ingesta
de la dnica cdapsula el guinto dia las determinaciones de Li, Na y

K, se hicieron mediante un espectrotfotometro de absorcidén atemica.

[N]
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pardtidas

‘éIiLif‘de

frecuentément

Erica alas’

300‘; » mxj .

las concentra ‘2% veces

mayor qué‘las.yoﬁg xaqio@es fueron
tan altg# cdmd717:7g Bp aménﬁé los niveles
sericoérfuerbh rarain empréﬁo'durante cinco
dias de la terap;é‘c [{) i  ias parotidas no esti-
mul adas observd Unaconcern usualm nlé”enhrerla y 14 ppm, al

tinal del quinta'géa 1075 hor: le s o i de“la’ tltima désis de

carbonate de litio, ‘laiconcentracidn fué sustancialmente reducida

comg se ve an la figura'1;ﬂgéhéﬁéiﬁente'existid un alto grado de

correlacidn entre las. concerntraciones de Li en . la saliva y las

cantidades en el suero.

TABLA 1: Los sujetos 37y S5 éxtilbleron 1 cecuentes variaciones
2 los rangos de tlujo y no mostraron una ralacidn cercana a las
concentraciones sericas como lo hicleron aquellos con un - rango
constante relative al flujo, esas  variaciones podrian ser

considerables si el rango de flujo fuera normalizado.

Las concentraciones de Li aparentaron estar inversamente re-
lacionadas al rango del flujo de la saliva las concentraciones de

Na y K s& =ncontraban dentro del rango normal para cada individuo.
El Li de la saliva de las submaxilares no estimuladas

La saliva submaxilar estimulada exhibié mayores concentra-
cimnes de Li que la saliva de las pardtidas no estimuladas pero
siempre fué proporcional a lous cambios en las concentraciones de
Li serico las concentraciones Na y K estuvieron dentro del rango

normal para cada individuo.

“
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FIGURA 1

;vél' v‘cle z. 52 prm.

La - concen-
no fue claramente
'y ningL‘m sujeto. En 2 prusbas los
exhi e smente en las concentraciones salivales
de L1 tji.'lé:_i nérementaban con el rango de flujo 4 veces demostraron
ur dé;-n:'l'-exlxerut;q y en 8 ccasiones mostraron tanto una relacidn  posi-
tiva como una relaciédn negativa entre las concentraciones y el
rango de flujo en nuestras sucesivas.

FIGURS &

Las concentraciones de Li fueron de 2 a 3 veces ¢l nivel de
Li serico en todos los rangos de flujo un intento por delinear
posteriormente la relacidén entre el rango del flujo y las
concentraciones de Li. La saliva de las pardédtidas estimuladas se
colectd & gotas a cada tinta durante varios rangos de flujo des-

ués  de  las  correcciones de i para cada muestra fueron

T

determdnadas y comparadas con &l rango del flujo de la saliva.
FloURA 3

Ern una serie de 3 experimentos se encontrd una tendencia a
observar una relacidn inversa entre el rango del flujo y las con-
cantraciones de Li coeficientes de correlacidn personiana para
concantraciones de Li contra el rango de flujo fueron de -0.6872 y

-0, 9692,
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Sola Cmuestra’

debﬂflujo se

ohqlfﬁado de  manera
dor é - «éeipuede eliminar la
varLabilidad: dentro e i : 1féngo del  flujo los
cuales reducen indebidamante'la;c:rr cén la concentracidn
de Li una relacidn Inversa antre Ia concentracion Yy el rango del
flujo al rango del tlujo del flufﬂ@vde las pardtidas es comdn a
muchos cowponentes salivales iales cono. el acido urico, la urea,
tiourea, <=1 magnesio, potasio y el fosfato; tnicamente el potasio
y &l tosfalto son caracteristicamente secretadas en concentracio-
nes nuchas veces mayore que a nivel serico, como se  sabe la in-
fluencias del Li sobre el balance sodio potasico, es probable que
éste sea excretado o»n la saliva tal y como si fuera pootasio mis

que comw si fuera fosfato el litio y el potasio estas son secreta-

das en concentraciones 2 o s e la concentracidn serica y
se encuentran relacionadas negativamente al rango de flujo cuando
=1l tamaiio &2 la muestra es pequefia sin embargo de manera distinti-
va cun respecto  al potasio el Li no es almacenado en las
glandulas, ni nuestira una relacidn estable al rango de flujo
cuando el tamaiio de la nmuestra se incrementa; estos resultados van
de acuerdo con los que fuaeron deportados por Burgen concernientes

a la secrecldin de L por las glandulas submaxilares caninas.

Investigaciones adicionales sobre los mecanismos de excre-—
sidn salival de Li y una comparacidn de estos mecanismos con los

implicados en la secrecidn del sodio y el potasio ayudarian o

cdarian informacidn valida o concerniente a la aceidn general del
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‘sérito; s = Sde: las - pardtidas
estimuladas'estuva’féla donad de la saliva

Jsolocuando’ las muéstras”

Hubo una correlacidn negativa entre el rango del flujo y 1la
concentracidn de Li, después de una administracidn prolongada, el
Li no fué¢ almacenadoa y posteriaormente secretado en la saliva de
las pardtidas la excresidn salival de las pardtidas de Li no

recuerdan la secrecidn del potasio en la saliva de las parétidas.



CONCLUSIONES

levados fueron observados entre

las & ngerida, 4. veces  fue demostrado

el decremento de L+ casiones: nostraron tanto una relacidn

positiva como negativa.os
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- concentra—
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isensitivo a  la

nisalival de Li no

. f‘ué'_;sim’i’l'a 'a‘i,'sustit.uc:idn por

" cortos: tracelular del  ner—

ment

v'j.'on‘_y el misculo ha sido:bi ada ;por muchos investigado-

res cuando los experimentos de la Uracidn pueden llevarse a
cabag, no se erxcoi‘n{ré‘régrue:'e’lj'L:i» "f‘llr_ty‘erlah Vgr‘:aclualmente al pulso de
la:electrogénesis. ) : :

Altas concentraciones de Li han mostrado desplazar parcialmente el
‘Na intracelular y el K en fibras musculares derrame aislados en el
flujo de Li fue solamente de un 25 a un 10 el rango de la pérdida
de Na cuando el Li fue sustituido por Na en la piel aislada
de rana, se observd una inhibicidn gradual - transporte de Na con
una acunulacidn de Li en el epitelio la reabworcidén tubular renal
de Li s muy similar a la de Na aunque mucho nenos eficiente schov
notificado que aunque =1 Li es transportado a trdves de la membra—
na celular como un sustituto del Na, hay evidencias de la capacidad
e la c¢élula para distinguir el Li del Na. Intentos de sustituir
el Li por el Na en la preparacidn de K~ATPasa en preparaciones de
esta han sido de poca importancia de un adenosintrifosfotasa en la
secrecidn del Na y K en la saliva fue propuesta por Schwartz y
atros una muy activa Na y K, K-ATPasa ha sido aislada a partir de
la gliandula submaxilar de la rata y una preparacidr; menos activa
ha sido aislada a partir de la gldandula pardtida del perro, la
mayoria de dstas enzimas ha sido propuesta que esta localizada en
la membr-ana celular del ducto donde los contenlidos de Na y K de la
soluclidn precursora se ajusta a una concentracidén final el Li no
sustituiria al Na en una preparacidén de K-ATPasa sodio-potasio a
partir de la glandula submaxilar de la rata la sustitucidn de Li

por Na en la glandulasubmaxilar de perro en pertucidn causo una
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de‘la‘ﬁa;lQé{

‘trabajo la excrecidn

lastécnicas utilizadas en

tqg;pldél,Né‘déilé,sec tééib en la saliva, é&stos

cincluyen ahdlisis de cuand
unia’inyeccidn retrograda de,,inhibldwreS, metabdlicos dentro del
sistema cloruro de mercuric del ductely la ovabina y el uso de mu-—

chas drogas que afectan el sistema nervioso autdnoma.

MATERIALES Y METODOS

Qcho gatos que pesaban 2 1728 y 3 1728 kilogramos fueron anes-—
tesiados con una inyeccidn intraperitoneal de pentobarbital sé6-—
dico &5 mg, se¢ le hizd una traquectomia y también se les introdujo
una canula con un volumen interno de 50 ul la cual fue cocida a
los ductos de Wharton derecho e izquierdo una infusidén intravenosa
baja de cloruro de sodic al 0.9% acompa?io todo el procedimiento.
Smalka fue inyectado. I. V. y el animal se le permitid
estabilizarse por una hora antes de recolectar la muestra la esti-
nulacidn parasimpdtica fue acompaiada o mids bien fue 1llevada a
cabo por hidrocloruro de adrenalina 0.1 m por Kg y la accidn
simpatolitica fue llevada a cabo con dibercilina 2 mg por kg y con
propranclol S ag por kg la sangre venosa fue tomada a intervalos
dee 15 minutos durante el curso del experimento y los contenidos de
Na-K fueron determinados por un espectroscopio de absorcidén atdé-

mica.
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§ fue revisada
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tuvieran: perfecta—

racerrada, iuna-vez liberada de
3 40 a

O “mi.  Hubliera sido

c:en_retadu duspues de 1 os dates, el volumen del

sistema de -.lm.tus »'fs'ublt_néxilares fue estimado

apruxin\adamente S lit e ‘aproximacién fue la de

os.:-ductos submaxilares, se
652 por avabaina leo_b M, las

Henrigques inyece xun

acompaio con :‘lururo de:

cuales se de_]arc:n dentro ”uctr.’os por S5 minutos y la estimu-
lacidn del fluaje saliival ‘fuesiniciado al término de éste pericdo
una muestra control:d de desalojada antes de la colecta

para el analisis.

RESULTADOS

La concentracidn serica del Li  varid con la duracidén del
tiempo después de la inyeccidn inicial de  LiCl, los niveles
observados fueron sisemnpre metnores de 2 mEgrst (13.88ppmd el Na el K
serico siempre estuvieron dentro de los limites normales para cada

animal.

La saliva colectada posteriormente a la inyeccidn intravenosa
de Pllocartina contuve Li en concentraciones & 0 3 veces due el
nivel serico en una relacidn inversa al rango de flujo de la
saliva. ’

FIGURA |

Los coeficientes de correlacidn personiana para todas las de—
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Esta tabla muestra el efecto de-la inyeccidn retrograda de
cloruro de mercurio o ovabam dentro del sistema de ductos de la
glandula las concentraciones ionicas de los fluidos resultantes no
fueron afectados por los cambios en el range de flujo o por la
oclusidn de la canula que se encontraba wmuy cercanamente aproxima-
da a las concentraciones sericas Lo andlisis en las
concentraciones de Liyk de la saliva que habia sido estimulada con
pilocartina colectada después de 1 hora del periodo restante mos—
traron una insignificante dependencia al rango del flujo para el
Li por su parte el K exhibié sus caracteristicas independencia al

rango de flujo. Figura 3.

DISCUSION

La estricta dependencia de las concentraciones de Li salival
sobre el rango de flujo observadas en estudios anteriores en 1las
submaxilares del perro y en las parotidas humanas fueron confirma-
das en la secrecidn submaxilar del gato, las concentraciones de Li
salival nunca decrecieron a los niveles sericos en relacién al

rango del flujo indicando un eficiente active transporte de Li



le: que-el: Li' se "almacenara

concentraciones alivales ' fueron

,un;mayob‘ndmerm de’ muestras que las que mostraron un incremen—
to én la concentracidn de Li esto sugiere un sitio mis limitado de

Jla transferancia ductual para el Li que para el K y para el Na.

La glidndula submaxilar del gato es particularmente sensitiva
a la epinefrina intravenosa, la saliva se produce a rangos lentos
de flujo; concentraclones relativamente altas de Na y K, el Li no
fue similarmente mayor en la saliva gque los que habfian sido
estimulados con epirnafrina que en la saliva colectada después de
la estimulacién con pilocartina, la inyeccidn retrograda dentro
del sistema ductual del inhibidor del sulfidrilo cloruro de mercu—
rio causé el cese del transporte ductal activeo de Na, K y Li el
decremento de Li en la saliva en las glandulas tratadas indica que
el Li habia empezado a ser secretado en la solucidén precursora
acinar la cuncentracidn serica y fue modificada en los ductes la
ovabaina wun inhibidor especifico de la ATPpasa Na-K, caussé

alteraciones similares en todos los 3 iones.

La concentracidn de Li encontrada en la secrecidn final apa-—
rentemente se debe mis a la filtracidn inicial del plasma por las
células acinares y la secrecidn subsecuente de Li que las c¢élulas

ductuales. La secrecidn de Li se relaciond con el modo de accidén

11
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V " wjo déteni de
. aparer-t an, mis  proximal

de los 2 QltiUS de secre«_].bn de K, «stu 'Vpc;:;lriay ser-confirmado  por

el ‘uso de ‘una inyececidn intraarterial cercana (JH Li ne marcado y

dez K y Na marcado apar:—-nto—-munte el Li nu : marcado y de K y Na
marcado comas un sustituto para ral Na en’ los  estudios de fusidn
salival ni tampoco aparenta ‘serun sustltuta factible del K, el Li

transportado en una manera sulular»pero,no idéntica que el K.

CONCLUSIONES

El Li fué activamente secretado dentro (2 la saliva de las
gldndulas submaxilares del gato a concentraciones por sobre 1los
niveles sericos, en una relacidn inversa al rango del flujo de
saliva, los estudios de flujos detenidos indicaron que la secre-—
cidn de Li dentro de la saliva por las células del ducto en Ila
porcidn proximal del sistema del ducto inyeccidén retrograda de
cloruro de mercurio de ouabaina indicaron que 1la solucidén
precursora contenia Li en la concentracidn serica y que las con—
centraciones de Li en la saliva en exceso de las concentraciones
sericas, fué llevada a cabo en los ductos por el mecanismo
sensitivo a la ovabaina y al cloruro de mercurio, la secrecidén
salival de Li no recuerda la secrecidn del Na en ningtin respecto,

pero de algun modo es mids similar a la secrecidén del K.



CONCLUSIONES -

La exiresidinl salival idée Livarid: la','durac.l.u‘m del tiempo

despugs de la i‘nyécci‘ﬂgri':‘iynt’p'L‘al dé Clorure -de Liv gl t‘iujc- deteni-
do indicd que la 'srecx*écyléﬁ se. Li-dentro dé la saliva, en la solu-
cidn precursora y concentraciones de Li fue llevada a cabo en  los

ductos por un mecanismo sensitivo a la ovabaina.
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ur'ul rate’ of flow of saliva after pilocarpine
stimulation, Sample volume, 0.4 mi.
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CONCENTRATION (ppm)
@

4G 120 160440 350 L3
TOTAL VOLUME iuf)

Fi6 2.—Stop-flow analysis of submaxillary
sali Flow was stopped for cight minutes,
Abscissa, 1ol volume of saliva secreted after
the release of the occlusion (internul volume
of cannula 60 ul). Ordinate, concentration in
ppm for Li* and ppm/ 100 for Na* and K.
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INTRODUCCION

Activacién de <itivos - a dihiropiridina

de las gléndq’lfa: E Fact,u:-r de  Crecimiento

Epidér miccf. !

El comple jo de los éanaie# de Ca serd aislado con membranas
de células acinares y dentro de vésciculas dependiente del Factor
de Crecimiento Epidernmico regulando asi la homeostasis, el mante-—
nimiento de la concentraclidn intracelular asi como la prolifera-

cidn celular y la secrecidn.
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A(.TIVACION DE LOS CANALES DE LAS SENS!TIVAS A DIHIDROPIR!DINA

glutininé de germen

dentro de
vésiéuiaé‘&e fustatidll;ulina que nxhlblan una; Lama activa de Ca,
esta. ingesta 'independiente de Na y K lo  cual indica su
electroneutral idad. Los canales respondieron de una manera
dependiente a la désis del antagonista de Ca condihidropiridina,
el PN200110, a una concentraclidn de 0.4 mM ejercia un efecto
inhibitorio maximo de 75% sobre la toma de €Ca  un incremento del
46% en la toma del Ca ocurridé con el activador especifico del
canal de Ca, el BAY-K8644 con respecto a la unidn del factor de
crecimiento epidérmico en la presencia de ATP hubo un  incremento

en la fosforilacidn de la tirosina de las proteinas de 55 y 170

KDa de los canales es de Ca.

Estous canales fosforilados después de ser reconstituidos den—
tro de las vesiculas mostraron una toma mayor de Ca de un 61%, in-
dicando que la tirosina-kinasa envuelve la activacidén de los ca-
nales de Ca dependientes del factor de crecimiento epidérmico en

la regulacidn de la homeostasis del Ca en las gldandulas salivales.

INTRODUCCION



“Entre: los fan. ures

puestas Sl:‘l_rt_tu iui

Yy
excitatoria canales

dependientes - de Mes,presentan en

la mayoria de los dlferente cél—

tlpu de elecandiosis

las acinares parotldas son LUnULL IS
en la hidropiridina, debida al factor que sea capaz de afectar la
expresidn de la actividad eniylos :Lanales de Ca podrian ser
importantes para los procesos de la secrecidn de los fluidos sali-

vales.

Primero entre estos esta el factor de crecimiento epidermico,
un potente anitogeno elaborado por las glandulas salivales y es re-—
conocido por su influencia en una variedad de funciones asociadas
con la proliferacidn celular y la secro:cldén. El factor de
crecimiento epidérmico es mediado por los rweceptores localizados
en la superficie celular de las células blanco, la unidén del fac-—
tor de crecimients a los receptores activa la tirosina-kinasa
intrinseca y lleva a la fosforilacidn en los receptores de los re—

siguos de tirosina, esta autofoforilacién es central para los
efectos pralifefativos de factor de crecimiento epidermico. Aqui a
partir de las membranas de las cdélulas acinares de las glandulas
pardtidas y examinamos los efectos de la fosforilacién de las
proteinas de los canales estimulados con  factor de cregimieto
epidermico sobre la ingesta o toma de Ca dentro de las vesiculas

de fofolipidos que contenian los canales de Ca reconstituidas.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales que se usaron fueron ratas macho de la linea
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Sport Pauye qu ‘fueran’obte—"

nidas de l_a

obtenida a

»Page  fueron

partir de las

Lumullugluhuli nas, :_l-;- E’cllng=r~,~ S

La inmunoglobulina G Nucleonal -contra fsfotiresina a partir

de la compaitia Twitey de tecnologfia de Nueva York.

Las wmembranas de las cé&lulas acinares oe las glandulas pa-
rdtidas humanas y las gldndulas salivales pardtidas frescas recién
disecadas libres de tejido conectivo y grasa fueron cortadas en
pequedins segmentos y pusstos sobre buffer congelado que consistia
en 2.5 M de Kitts son dcido clorhidrico y un PH de 7 sucrosa al
250 M LTA al 2.5 mM y PMSF al 1 mM mgrsmi sobre ml la proteina y
un miligramo sobre ml de leupechina esté por un minuto en un
homogeneizador politrdn los homogenados fueron centrifugados a
400 gravedades por 15 minutoas a A°C y sulfato de magnesio y
cloruro de sodio fuszron adicionados a los sobrentes para formar
una concentracidn final de 0.1 a 2.1 aM  respectivamente,
despuds de la centrifugacidn de los sobrenadantes a 40, 000
gravedades por una hora a 4°¢ los peleps fueron resuspendidos en
0.1 M de buffer de fosfato de Sodio a un PH de 7.2 y las

porciones de estas  membranas




y el pé]‘_.;-ﬂpvs'élul ; - rf"oh“SO mM de Kitts dcido
clorhidrico’a I odio 0.5 M chaps, 20 mM 10%

de glicerol, nalés sobre ml de proteina y

°

1 microlitro dek“l'e’ixg; 'PMSF después de una hora a 4°C

las mezclas fueronlc:é‘n{g g das, 105, 000 ¢gravedades por 60O
minutos y el sobr-enacla‘t"‘nte'r‘eéuiténte fue colectado 1 nanomolar
de MP200 el

110 triteado fue adiclonade 'y encubado a 4°C durante 30 minutos
las preparaciones fueron luego aplicados a una columna de la aglu—
tinina de& gérmen de trigo wunida con cefarosa, la columna fue
lavada con 3 ml de buffer que consistia en S5 Mm de Kitts con
dcido clorhidrico a un PH 7.4 conteniendo 20 mM de fluoruro de
Sodio ¥y 0.5 molar de Cloruro de Sodio y el FPN200 110 triteado y
las proteinas de los canales marcados con éste, fueron vendidos
con buffer que contenia 300 mM de N acetil nicosamina la unidn de
un cuarto de hidropiridina todos los estudios de unién fueron
hechos e 50 M de Kitts con dcido clrohidrice 0.1 wM de PMSF un PH
der 7.4 conteniendo 0.5% de albumina de suero bovino, las prepara-
clones de los canales de Ca de las membranas de las cel aclinares
contenian 50, 500 microgramos de proteina, fueron divididos dentro
de dos grupos, unos fueron tratados con 10 nanomolar de PN200 110
triteado al 10 nanomolar y el oiro con 10 nanomolar de PN200 110
triteado y micrdmetro PN200 110 frio o sea sin marca las mezclas
fueron encubadas a temperatura  amblente, durante una hora las
reacciones fueron detenidas adicionando 120 Mm de tris con 4cido
clorhidrico centrifugado disuelta en 0.1 Mm de cloruro de sodio y
ur buffer de fosfato al 0.05 molar en un PH de 7.4 y la unidn de

proteinas marcada PN200 110 triteado medida por wun espectrometro

14



de cénteno-a.la unidn de factor de. crecimiento.epidermica.”

1 nes para-’ formar - una
concentra hérimentos donde nese inicié

enpezd ra i sen: uranté una hora a'-la

temperatura éjnl:-j.én i adicionando 1 minimolar de

un PH de 7'y ‘albumina

: La unidn dé la membrana de facter de crecimiento epldérmico
mafrzax:lc: SOl y::;do ft‘ﬁeroﬁ separan:laé apartir de las no unidas al
factor de c¢recimiento epidérmicov mediante la centrifugacién a
10, 000 gravecdades durante diez minutos a una temperatura de 4°c.
lLa pastilla fue lavada con 1 ml de buffer biwn frio centrifugado y
sus radiaciones con un contador gamma en efecto de los

antagonistas al calcio de hidropinina PN20OO 110 son la unidn de
factores de crecimnfento spiddédrmico pusde llevarse a cabo despué:s
de una pentubacidn en la preparacidn de las membranas con  PN200
110 de ceda a 200 micromolar y a temperatura ambiente durante 30

minutos.

La fosforilacidn de las proteinas de los canales de Ca
estimuladoes por factor de crecimiento epidermico.

En la preparacidn de canales de Ca ern cromatografia
purificada de afinidad contenian de 200 a 300 microgramos de
protefna estos fueron encubados con etes al S50 milimolar a un PH
de 7.6 y sulfato de magnesio al 10 minimolar PMSF al 1 minimolar y
con axin factor de crecimiento epidérmico al 2 micromolar ¢ con
0.1 miniwolar de 0 ostfo unotidoxina despuds de 30 minutos a 25°¢

la fosforilacidn se inicid por la adicidn de una solucidn que



s L mdnd: mi;;l?

minimol ar

;3-‘1»", 7:.85% despuds de

ansfer] das “electropore-

ticame ) micrometros luego
el Forina fie usadd para

L bloguearlas membranas.

Las irmunoglobulinas G monoclenales de ratdédn - antifosfotiro-—
sima al 10 mgrsml durante una hora cuando daban los anticuerpos y
talﬁbiérn un anticuerpo anti imunoglobulina de ratdn que se usaron
como segundo anticuerpo la visualizacidn se hizo con 5 bromo, 4

clora, 3 indolfastato, 4 azul nicrotetrasolia.

La reconsideracidn de los canales de calcio, los lipsomas
fueron separados par el ndtodo de Neiuns la preparacidn de los ca-
nales de Ca purificados por cromatografia de afinidad en su forma
intacta y después la foforilacién estimulada por factor de creci-
miento epidérmico fueron solubilizados con buffer que contenia 20
mininolar de Chaps 5 ndnimolar Cloruro de Ca 50 minimolar de Kitts
con dcido clorhidirico a un PH 7.4 y 10% de glicerol y mezclados
con 1 oml de octilgluscosido conteniendo 1% de fosfatileolina, a
partir de clara de huesvo el detergente fue removido por dialisis
contra un buffer salino durante 24 horas a 4°C para obtener los
liposomas. Para las purificacines posteriorss se suma supensidn de
liposomas la cual fue hecha con 45% de sucrosa con 2 ml de sucrosa
al 30% ¥y 1 wml de sucrousa al 10% y luego centrifugadas a 4°c

durante 18 horas a 45, 000 gravedades en un rotor Degman CWS0.
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marea’ de F‘NEOO 110

nirecubier= """

micralitros a’unaicolimna’’d

de T 50 ‘equilibrados Csucrasa nininélar  de

Mops tetrametil amonlo:con un: las vesicu-

las 100 microlitros:-en: med-io";t pon' la adicidn de

0. minimolar de

cloruro de Ca mias & ludcl"oﬁuriéﬁéclé SCal marcado, la mezcla fue
encubada a 37+°C durante varias ocasiones hasta 1 hora y las reac~
ciones fueron terndnadas con cloruro de Mg  al 150 mininclar ¥y
bufter de etes Kitts al 10 minimolar a un PH de 7.4 los efecltos de
los antagonistas rel receptor de los canales fle Ca con PN 200 110
y el activador de los canales de Ca BAYK 86491 sobre la toma de Ca

fusron medidas despuaéds de una preincubacidon de las  vesiculas a
temperatura ambisnte durante 20 minutos con #N200 110 de 0 a 1

micromolar o BAYK @644 de 0 a 10 micromolar las mezclas fueron
luege aplicadas a una columna de Geles 100 0.5 a 5 em equilibra—.
da con medio de sucrosa gque contenia, 1 microgramo por ml de
albumina de su=ro bovino las vesiculas fueron eludidas a partir de
la columna aon 1 ml de medio de  sucrosa con albumina de suero
bovina ¥y la toma d= Ca especifica fue determinada sustrayendo la
torma inicial dentro de las vesiculas libres de proteinas. A las

que si contenfan la protefina de la toma de Ca.

ESPECIFICIDAD DE LA TOMA DE Ca
La especificidad de la toma de Ca dentro de los liposomas con

canales reconstituldos fue observada en experimentos con desplaza=

miento del antano y variando el gradiente cationico el efecto del

1?2




antanu mar;ado Pelativamente 5ubr:=- el Llesplazanduntu

'.lu 'le Ca,” el e f e Lu LlH lu

fueron tambidn medido’ usvf,?‘L tr de mlerold s de vesicu-
las preencubadas por S ndrmtus a. tump»tatura anbiunra ya sea con
buffer gque consistia en 9’34 mu;ar de stcrosa y 10 ’ndnimolar de
Naps. tetramitil anmnio.cﬁesh'a PH de 7 o con. el misme  buffer que
contenfia diferentes concentraciones de cloruro de potasio de 5 a
150 minimolar y <cloruro oe sodio 45 a S50 minimolar la toma de Ca
luego tue iniciada por la adicidn de 0.1 minimolar de cloruro de
Ca y € microcunu de Ca marcado la toma fue terminada después de 10
minutos adicionando buffer con 10 minimolar « un PH de 7.4 conte-
niendo cloruro de magnesio al 150 minimolar La muestra fue luego
buscada o ragistrada segun la columna de Gel-s 100 las vesiculas
dilufdas can 0. 34 nalar de sucrosa 10 minimolar de
tetramitilaménio a un PH de 7 conterdendo a 1 mniligramo por mili-
litro de albumina de suero bovino que estas fueron medidas para

abservar su contenrnddo de Ca.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos fueron hechos por duplicado y los
resultados expresadas por sus medios mas menos la desviaciones
standar, una prueba de Tedens Crudens fue usada para determinar
el significade y los valores de P 0.05 a menos fueron considera-

dos significantes.
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-RESULTADOS

Las nwnmranas de : sor-solubilizadas ‘o prelava<

Pwaoo*

das con

s de

germqn

(;::in taenias3

a 170-90:

mayo

9] ogeiﬁaéi
l 1 or, 'lf factor
et lhjifosfofilaCLOn
ri de 1/0 y ‘5 Kba ‘con. un

mas’s prunux;iadu,' mUestra los efectos

"?de lus canales el La purLli«adas sobre la unidn
: dihydropyridina derl canal de Ca“ el PN200 110, los resultados
indican una unidn dependiente de Ya concentracion PN200 110 con un
incremento wn la concentracidn de'protéiﬁas' alcanzando un valor
naximo de 400 ug proteinas. Los datos ébbre el efecto de PN200 110
sobre la unidn de los receptores de’ las  acinanes parotidas del

factor de crecimiento epidérmico.

La unidn de factor de crecimiento epidérmico después de la
presncubacidan del antagonista del canal de Ca, fue de alguna
manera no significativamente diferente, a partir del que esta

ausente de PN200 110.

La funcidén de los canales de Ca aislados fue valuado despues
der la incorporacidn del complejo canal de proteina  dentro de 1la
vaesfcula fosfatidil colina las cuales conformaron una estructura
de proteina que se unia a la membrana despuds de la purificacidén
de un gradiente de la SUCrosa, las vesiculas aisladas fueron
usadas para medir la toma de Ca bajo las condiciones de prueba,
los complejos de canal de proteina de Ca de las cel acinares re-—
constituidas exhibieron 6.5 veces una mayor toma de Ca dentro de
las vesiculas cuandg eran comparadas con las vesiculas libres de

proteinas




ﬂéithaﬁde'EéwdeﬁLF ;do~ia*pbo£éiné

de la membrana“ fue
su- mixinoia lo

srCatreconst

Para elucidar si la toma de Ca por las vesiculas representa

=l transporte dentro del espacio activo osmoticamente y no sola la
unidn entre la superficie de Ca vesicular, las vesicul as
prelavadas de Ca fueron tratadas con el antares para desplazar el
Ca a partir de la superficie de las vesiculas a su concentracidédn
dptima 0.7 mM por ml pero el antano causd un desplazamiento en el

Ca de aproximadam=nte de 13.5%.

Esto indicaba que la mayoria del Ca estaba presente dentro
del espacio intravesicular y era inaceesible al desplazamientg por
el antano, las pruebas de la toma de Ca en la presencia de Sodio
gradiente Sodio y Potasio, no mostraron diferencias significativas

sugiriendo que este proceso fue electricamente neutro.

La toma cde Ca dentro de las vesiculas que contenian las pro-
teinas de los canales de Ca purificados fueron foforilados se

muestra en la rigura G.

vy alcanzaron




. DISCUSION

ja&fqr de
Cconsecuencia
 hidrélisis  de
de‘ almacenes

respuesta mas

mprana a1 factor de craci-

nienﬂo epidébmicﬁ,'la,tdal envuelvée al Ca incluso recientes traba-
Jos con-Cel A431 sigieren gque la-activacidn de los receptores al
factor de crecindento  epidérmico esta mediado u  operado por
receptares es una respussta operada por rec otores de canales de Ca

Aqui proveemos la evidencia para la presencin de canales de Ca

independients del voltaje en las menbranas »olulares de las cel
acinares pardtidas y mostramos que la foforilacidn de los residuos
de tirosina a traves de la activacidn de los receptores del factor
de crecimiesnto epidérmico era una estimnulacidn de la actividad del
canal del Ca, los complejos de canales de Ca solubilizados
marcados con PNEZ00 110 triteado y purificado por cromatografia de
afinidad sobre la aglutinina de germen de trigo y posteriormente
la incorporacidn de las vesiculas de la fosfatidicolina exponen
una toma concentrada de Ca y responden de manera dependiente de la
concentracidn al PN200 110 a antagdnica de Ca. Hidropiridina tam-
bidn como =1 BAY K8644 con un activador especifico de los canales
de Ca mids gque esto coma en los receptores de canales de Ca frente
de los tejidos de las vesiculas que estaban libres de proteinas
por otro lado en las condiciones bajo el efecto del SDS-Page las
condiciones de los canales de Ca preparadas que corre a 170.90 y

55 KDha de los canales de Ca frente de otras fuentes. Esto se

~r
—d
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de
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el proceso de los canales de Ca carresponden del factor creci-
wstos desprendimlientos junto con los que se han

de

miento epidérmicao,

obterndido de la tec. Patch~Clamp a nivel canales idnicos

singulares o aislados sugieren la especificacidn de los canales

de Ca que depanden fusfori-
también
de

la

salo de los eventos controlades de

in ki

ey

lacidn la protein kinosa A y prote ciasa € sino

por
activacidn
de

con la fosforilacidn alcanzada

de

tiene que ver por la

receptores delfactor crecimiento epidérmico el hezeho

activacidn de canales de Ca reconstituidos a partir

aclnares podirian estar relacionadas o wediadas a

activacidn de receptores del factor de crecimiento

que renteva mas el
a

epidérmico  en 1 regulacion del influjo de

punto de importancia del factor de
Ca

de las células
de la
lo

traves
epidérmico
crecindento

un evento

significante para los pro- cesos de secrecidn salival.



CONCLUSIONES

El fgctbr¢de érétiﬁieﬁ{ épl eﬁhicb_es'qn ni tdgeno potente de

origen saliﬁél caphs d stimular ;asfréspuestas secretoras de las

células: epitelialés

Las vesiculas gue contienen proteinas indican que estan. en-—

vueltas en el proéeso derla: tirosina~kinasa.

Las c#lualas acinares estan relacionadas a traves de la acti-

vacidn de los receptores de los procesos salivales



INTRODUGCION

Serdn aobservadas dos ‘tipc‘:s de ¢élulas acinares en gldndulas
labiales humanas con mi(:rc:s'ccu‘u"."z; vn_’-ptica y electrdnica convencional
y analitica. Asi cumo las glél';dulas saiivalr;_-s menores labiales
tanbién se haran trabajo ccm blopsias y con muestras congeladas en

Secu.



AR T ICUL.D

COMPARALION DE'LAS O ENTRA(VIO\JES'ELE\/IENTALE‘; EN LAS ELULAQ

retorias pequeiias

Sy estaswedlulas asia o:stus coléorantes o a  esos

‘mapcad::mes,rkeﬁl 'c_ycy:nﬂ. Atal de estu dos tipos de granullos
fueron wmedidos L‘lsa‘ri-:lci_ llil_PuSl.Gpﬁa" elactrdnica  analitica usando
mapeo digital 'y un andlisis de puntc.-, aplicdado a crioc secciones
preparadas congeladas en seco a partir de rebanadas de gliandulas
encubadas in vitro bajo condiciones no  estimuladas los granuloes
secretorios grandes tenfian significativamente concentraciones
mayores de calcio, azufre y magnesio y significativamente menores
de concentraciones de cloro y potasio de granulos pequefios. La
diferencia de los contenidos elementales probablemente reflejan
diferencias en el contenido de las macrowmoléculas secretorias
zapecificamente el contenido de azufre, se cree que reflejan las
propledades aniéni.cas de las macromeldéculas secretorias. Mientras
que  los niveles de cationes divalentes se cree que estan
de.terminados por los requerimentos de electroneutralidad para un
almacen de macromolédculas no se encontraron diferencia en las con-
centraciones elementales nucleares o citoplasmiticas entre los dos

tipos de células.

INTRODUCCION

El uso de glandulas salivales menores labiales humanas con
una preparacldn  experimental e incrementada como también los
descubrimientos a partir de modelos animales han sido probados en

tejidos humanos, las glandulas labiales son especialmente fdciles

[
ul
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umnos lnvasivas que aqu ll

salivélés'maydres. Nusotros

conflictdan; nosatr

lares de & tiﬁbs d‘ ana-
litica. o
Los estudios fueron posibles debido al.inerementc en nuestra

experiencia preparando cuyas secciones congeladas en seco a partir
de gldndulas lablales nos han llevado de una manera rutinaria a
produdir citosecciones en las cuales 2 tipos de células pueden ser

distinguidos.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de las glandulas labiales fueron obtenidas a
partir de 3 honbres saludables entre los 18 y 25 afios de edad por
biopsia, las piezas para andlisis elemental fueron limpiadas de
tejido conectivo o bien cortadas en rebanadas de 1 mm. ¥
preencubadas durante 15 minutos a 37°C en una solucidén de incuba-~
cidn oxigenada que contenia 118 minimolar y 25 mM de Carbonato de
Sodio 1.28 mM de Cloruro de Calcio SmM de 4dcido beta hidroxibuti-
rico luego se incubaron alrededor de 5 minutes en la misma solu=
cidn pero 10 wmM de cloruro de sodio y el cual fué reemplazado can
10 mM de CoEDTA con Sodio , un marcador extra cé&lular , asi tam~-
bién como un marcador para batio celular, las soluciones fueron
gaseadas con una mezcla de 95% de Oxigeno , 5% Bidxico de Carbono

durante todo el tiempo, el tejido fue congelado y se prepararon



.criosecciones fueron

ConcéntraciOnes elemen~-

uri Lungurrente us;ure abservaciun de " la

especie 2h 4O°31aﬁfex' Lones el cas, par los andlisis de
puntos fueron de orden ampas X em® las concen-
traciones fueron. raluuladas cono nuntmules por kilogramo de peso
seco 'a partir de un pico e lntegral contlnuas usande el proocedi-
ndento de <HALL. ANDERSON>, después de una rfiltracidn aigital y un
ajuste de cuadrados minimos del espectro usando perfiles elemen—
tales asi como primeras ¥y segundas derivadas de los picos mayores
para corregir los errores de calibracidgn en la edicidn de LINK
10, 000 uso un escguema de calibracidn de 2 pavos para corregir los
camblos en los picos o en la amplitud de los pilcos y posiciédn de
cada espectro los cuales fueron calibrados en su propio plco de
cobre, lusego <1 algoritmo del tamaiio del pico se uso para extra-
polar a los desconocidos, a los espectros standares alacenados.
Una regidn continga 0.98 - 1.39 KeV se usaron a traves de este es=~
tudio el sistema de calibracidn se hizd a ddésis bajas usando
albunina de bovine y standares de sales binarios como las que
fueron descritas por SHUMAN SOMLYO AND SOMLYO, las pilices fueron
correglidos para la contribucidn de la pelicula y la correccidén de

pérdida de masa se baséd con los resultados de <Cantino 1986>.

Todos lous andlisis de punto fueron hechos con un  rastreador
de imagenes andlogo del modo  STEM, excepto el obscurecimiento
estacionario que fué usado cuando hizo la mediclédn espacial de 1la
distribucidn de los elementos a traves de los granulos secretorios

y el clituplasma adyascente, un rastreador pequefio de (800 x 1500




’cuales se l'ii‘cl'er'on

Iferencia

3:~i:pés de - granuloas

né}.‘\i»svj.sv de punto se anali-
l‘ei";taylesvdigitales de rayos
.gelv‘ler-ados usando 2 segundos
"'LINK RQ &l cual hizd una
fil rax.iun digltal y (-:l 2 ‘cuadrados minimos para cada
plxel de loq dos fuerarn xilmadus ‘& corregidos para pérdida de masa
y s& expresaron concentraciones de masa seca el correspondiente
Pixal de los granulos secretorios fuéd selaccionadeo sobre las bases
de las juntas de caleio, las mediciones fueron también hechas las
distribuciones elementales dentro de 7 iLandulas secretorias
representativos seleccionando & tipos el espectro fué co nectado
usando una prueba estacionaria de 0.05 Mm div  didmetro de granu-
los, fuseron colocados y distribuidos a 1o largo de wuna linea a
traves de granulos de las terminaciones del citoplasma 5 de 12
expectros fueroun colectados a partir de cada granulo a intervalos

de 0.035 = 0.0653 u.

Las muestras al ser examinadas para microscopia electrdédnica
convencional fueron incubadas como se describe arriba  incluyendo
la expulsidn de S minutos en la solucidn Na. Co.EDTA de cobalto,
sadia y fijadas con fijativa aldeida del 2% de Paraformaldeido y
0, 5%de Glutaraldeido 1.13%, buffer de fosfato milonig, dejandose a
temparatura ambiente o durante toda la noche y después fijadas con
Tetra-&xido de Osnio en 1.13% buffer de fosfato milonig por una
hora y media, las muestras fueron deshidratadas y graduadas can
metamol y en medidas en MED~CAST, las seccliones ultradeidas de

<400-600A> fueron cortadas usando un cuchille de diamante saobre un




andes - fueron relativamente mas

las secciones congelada
§ i
abundantes que la pequ@ﬁaércdn dranulos de apariencia fragil mds

cretorios’ 7 promlhentes™ y

que 2sto el ndmero de granuloes pequefios por célula fue usualmente
considerado menor que el ntmero de granulos orandes, con microsco-
pia de luz los granulos grandesfusron fuertensente positivos a la
mucicarmina y PAS con y sin diastasa mientr.s que en las células

con granulos pedquetios de pusitividad con estos marcadores.

DESCUBRIMIENTOS ANALITICOS EN LAS GRANULAS

Las imdgenes digitales a partir de las quirosecciones
congeladas en seco de las glandulas ya estimuladas mostraron
graficamente la distribucidn elemental y mostraron de manera cua-
litativa las concentraciones de caleio y azufre y algunas veces de
magnesio estas fueron mayores en los granulos secretorios mas

grandes.

Las mediciones cuantitativas y las concentraciones elementa-
les en los dos tipos de granulos como se obtuvieron a partir del

andlisis de punto y el mapeo digital confirmaron y extendieron




estos descubrlnuentos cualitatlvus »')f-ilfa’s”' mc-_-t.c:dos ‘. cuantit étivas

marcadamente

\agnesio Y U metiores

l‘os

l IS pequs—-nos
1Las .

IS ‘elé;\'\eritos
1 k'ciex*tam‘ente
dades envolvian la
dl.st_riﬂ ambos - - tipos de
Hranulos: l.as = ‘u-’a-'r'c'xrn relativamente altas
y al limitn—.- de ].us granulu_. ApY mad_é \énte, iguales que las en-
cantradas én el.citoplasma’ Seth catdaldentro de los granulos. las
concettraciones de’ azufre y’. k:a‘lrc;io fueron mayores que en el
;:itoplasma de los bordes e incrementaron después -hacia los centros
de ambos tipos de granulos an contraste las distribuciones intra-
granulares de potasio fueron diferentes para los dos tipos en los
granulos grandes la distribucidn fue similar a la observada para
@l fdéstoro cerca dée los valores citopldsmicrs a los extremos o
bordes y decrementaban dentro del interior «n los granulos peque-
tivs, las concentraciones de potasio fueron <imilares a los valares

citopldsmicos a lo largo del granulo entero.

DESCUBRIMIENTOS ANALITICOS EN EL NUCLEO DEL CITOPLASMA

Las concentraciones elementales en los espacios nucleares 'y
citopldsmicos de ambas células acinadas fueron relativamente altas
para el potasio, bajas relativamente para el sodio y el clore no
hubo diferencias significativas en las concentraciones elementales
nucleares o citopldsmicas entre las células con granulos grandes o .

peguelios.

30



cél ulas s»—-paradas

1 magenes cugitales

lL.J.aS fislolugit_as de  wstos

pero. probablemente refleja
: sociadas con las moléculas
os. dus tipos de granulos mas

ectrdnica, estima al nivel

o

specificamente nuestra ,mJ.V_c :
de azufre en los  dos t “granulos son  razonablemente
onsistentes con laé deﬂiéflqdrn‘acif;bl\es quimicas previas del
contenido de azufre en el moco por ejemplo LOOMIS y otros
encontraron Jue el contenido del sulfato de 2 componentes
musinicos ¢ de la musina a partir de la saliva humana sublingual ¥y
submandibular fué de 7% y 1.6% respectivamen! ¢« el 7% correspon-
deria a un sulfato o a las concentraciones d«l sulfato del peso
seco de 729 mol. de masa seca un valor consistente con Kg. Las
concentraciones de azufre encontramos en los granulos, nosotros no
podemos hacer una  comparacidn  exacta entre los contenldos de
azufre del moco nedio quimicamente y por la microprueba ya que las
estimas cquimicas no valuan otras formas de azufre y también debido
a gque la composicidn exacta o del wmoco de esta glandula no se
conoce  , sin  embargo los  descubirmientos a partir de la
microscopia analitica son razonablemente consistentes con  los
valares precedidos tam- bidn la diferencia en las concentraciones
de azufre entre los dos tipos de cé#lulas mds bien de granulos
secretorins »s probablemente atribuible a las diferencias en sus
productos secretarlos y que los granulos grandes pueden contener
un moco con un contenido de sulfato alte como estos granulos
tambidn tienen concentraciones correspondientemente elevadas de
calclo y magnesio esto podria ser que estos 2 cationes neutralicen

las cargas negativas asociadas con los iones de sulfato y llevan

2]
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L“S ﬁa G ro de los

dus flpus d \ : ! ,‘~.‘ resol ver

ejemplo los

V;xmremwntus en. las cone ntxagiunes de ‘Azufreidentro’ del  interior
de . ambos. tipos' deé - granulos L eon respectb a los valaores
citopldsmicos en contraste el féstforo y el potasio decrementan
dentro del interior de los granulos grandes mientras que el fdosfo-
ro, pers no el potasio decrenmentan dentro del interior de los
granulos pagquefios va en contra de la pos’ilidad de que las
concentraciones Jde potasio tan  altas se.n una consecuencia
artificial de una incapacidad para analizar ias diferenclas entre
los rayos “X" a partir de los granulos pequenos y los que vienen
de la parte circunvecina del citoplasma ya gqus tanto el potasio
cone &l fodsfora se encuentran elavados en el citoplasma ademds es—
tas diferencias tanto en =1 potasio como en el fdsforo dentro de
los & tipos de granulos como las mediciones en granulos individua-
les son consistentes con los resultados obtenidos para todos los
granulos debido a que ¢l nivel medio de fdsforo es bajoy no di-
fierse en los 8 tipos de granulos mientras que el de potasio es
mayor en los granulos pequeifios es también de interds que no haya
diferencias en las concentraciones elementales en el citoplasma y
en @l ndcleo de los & tipos celularss atn pensando que las concen-—
traciones elementales de sus granulos secretorios fueron diferen-

tenente significativos.

Comparaciones con descubrimientos anteriores, nuestro traba-~

L
)



Jorindica’ que haya tj.pus de c{-?-’lulas'"aisilj

nernr bgr-‘ani;xlc:s secretq‘iﬁi‘qs‘ / fr'__]lérnydul

‘edlulas’ marcadas

ilzo sobre las bases

‘de’ alcian y que

racterizadas cono lag: pr Cawico- substancias

de mede’ similar “Tas on ?gr}_\nulos pequetios
n:rcukr,r;ebsponden a las células v:lax*a$ éﬁn\it‘nadas por  DOGGETT's, en
<1vals bases con Pas y que fueron’ t:ai;zié‘t'gbizhgl;xs como las productoras
- de ‘mucosubstancias neutras, el.ement»osv datinitivos son consistentas
con los de EVERSOLE Y HARRISON 'y con  los de TANDLER; quidnes
clasificaron todas las glandulas labiales Y todas las células
aclnares con Mucosas y con ridestro recubrimiento de mucicarmina oy
PAS dentro de las celulas glardulares labiales, el significado de
estas difersncias no es claroe 'mma posibilidas es que los granuloes
esten asociados con dos tipos c=zlulares madinos e independientes
DOGGETT y owtrous prefirisron ssta interpretacidn ya que ellos
obsarvaron que su excitosis de granulos secretorios a  partir de
ambos tipos celulares en contraste TANDLER y otros han sugerido
que los & tipos son estadias  funcionales, diferentes del miswmo
tipo celular la resolucidn de este nimero redquiers estudios de 1la
distribucidn dal DNA, radis marcado y generaciones subse— cuentes
de los 2 tipos celulares nuesliros descuabrimientos elementales son
también consistentss con  los  descubrimientos histoquimicos de
DOGGETT y wtros asi como sus obsercaclones en las concentraciones
de elesctroliticos criticos y sus marcajes «<on azul de alecian
indican cue las cslulas obscuras  tienen altos contenidos de
sulfato mds oue las células claras acqui nuestras mediciones por
microscoplia analitica soportan o apoyan la premisa histoquimica
que el mantenimiento de la undidn con 2l azul o el marcaje azul con
el alcian va de acuerdo al incremento en las concentraciones de

cloruro de magnesio lo cual refleja incremento en los grados de

e
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neontramos evidenciaa’ asgciado al mal en las
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oncentraclones de sodio .y azufte énilos. granulos secretorios con

o

ste descubrimiento no encértraron diferencias en las concentra-

14

clones elementales ni el elrcitpplasnm, ni en el nidcleo de los &
tipos de células acinares en la glandula normal los descubrimien-
tos anteriorvres de no observar cambios relacionados con la enfer-—
medad en una poblacidn mixta de los 2 tipos relulares siguen sien-~
do validos pero riuestros descubrimientos anteriores para los
granulos secretorios ahora son sospechosos debido a un cambio en
la forma de hacer la wusstra con nusstreo de mds de los  granulos
grandes en la fibrosis quistica que en los tejidos normales, lo
cual nos pudo haber dado la impresidén de un incremento en la con-
centracidn de azufre, sin embargo cualquier tipo de muestreo no
nos podia haber servido para ver las diferencias con la enfermedad
des 1a fibrosis «quistica y las concentraciones de sadio, la
existencla de &2 tipos celulares de células acinares también
complica la interpretacidn de los resultados para la liberacldén de
Potasio a partier de las rebanadas de la glandula labial humana,
las primeras interpretaciones fusron un estima  del porcen taje
promedio de la  liberacidn de potasio total de la glandula
obhviamente si solo uo de los & tipos de células acinares libera
potasio despuéds de la acclidn de antagonistas especifica entonces
los cambilos intracelulares, en las concentraciones de potasio

serfian apreciablemente mayores que ¢l  promedio calculado ademas
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Nuestras gléndulastgraﬂdééwﬁé aﬁegéaﬁta los valores de
105418 con una desviacidn estandar Qe hﬁml/kg de masa seca obt
e granulos mucosos a partir de las c&lulas  de GOBLET, en
secciones de la traquea de congelamiento rdpidoe CVILLALON
VERDUGO P. Y JOHNSON D.>. Las concentracion s mids altas de
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fueron después repottadas en granulos mucosos la cual es de 2.3

molskyg de masa seca en granulos secretorios o partir de la A
limax, COLUMBIANUS VERDUGO y colaboradores ademads las concen
ciones de Ca en granulos mucosos estan relacinada razonablemen
lo largo de los tejido de los mamiferos hay. relativamente p
estimas con microprusbas electrédnlicas de las  concentraciones
azufre en todos los tipos de granulos secretorios nues
descubnr-inientos de 775 mmolskyg  de masa seca en los gran
grandes es significativamente mayor que los 166 mmolskg  de

seca reportada  por Muller y  colaboradores para los gran
mucosos de las glandulas submanila mucosas  de  rata C(ISUTSU
JOHNSON, 1986) y tambidn de los 390 mmol kg de masa seca en
glandulas arteriales de la rata los 82 wnwolsky de masa seca en
girranulos zynogenos pancredticos de rata tambidn es de intereds
contenido de azufre de los granulos serosos de las pardétidas
rata 536 mmolsky de masa seca es considerablemente mayor que

granulos pequefios de las gldandulas labiales humanas 327 mmol <k
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Cell type

Auvittar cells with litree granules
Cytoplasin {n = 21):
Nucleus (= 14)
tiranules {1 = 59}

Acirsar cells with Sl grany
Cyloplasm (n.= 22)

Nucleus (n = 15) "

Granules (n = 58)

*p <~ 001 by hoth the Student’s 1-te:
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Frp 4 Spatial distnbution of 8, K and P across a represen-  Fig, 5. Spatial distrihution of 8, K and P across u represen-

ve farge seeretory granele. Note that s high within  tative small secretory granule. Note that S is high relative
iternr of the granuie. while K and Pare fower than in 1o cytoplasmic levels (C7, C), that P is Jow. and that K s

e cytopiasmie space adpavent o the granule (Cund C7). close to cytoplasmue levels within the intenor of the granule.
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Fig. 6. Relationship between sum of Ca and
secretors granules in fabial gland acmar cells from a representative subject.
(p = 00001, R? =061 for all granules, R? =0.51 :
supports the hypothesis thut the divalent cations neutralize charges associated wi
lecules, thereby allowing molecul d ion within gi les. Similar regi
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Labial gland granules
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* CONCLUSIONES

La diferencia ence contenidos - elementales  con

microscopia electréani : X “ncontraron granulos secretorios

grandes que tenian’ c“c.vncen‘trackiqnes altas de Ca, 5, My.

Mediante este métodd se resuelve concentraciones

intragranulares y extragranulares.

Los granulos grandes era un tipo de celula acinar obscura que
producia mucosubstancia acfdica y los granulos pequetios a el otro

tipo de célula ‘acinar clara productoras de mucosubstancia neutra.



INTRODUCCION.

Determinardn las funciones neuroreguladoras de la substanci P
y la B-endorsina y una serie de funciones fisioldgicas incluyendo
estados emocionales, cual es su composicidn, distribucidn, lugar

de localizacidn, asi como algunos materiales de estudio.



A ENCEFALINA -
“B-ENDORSINA .~
E:AS . PAROTIDAS HUMANAS: T

'SUBSTANCIA SIMILAR
EN LA SALIV,

La substancia - P. *Mgtééncéfalina y la

Beendorsina son europeptid ‘unciones  neuroregulaterias,
estos peptidos se cree  que Cles !ey'r_.'vqeltas en una serie de
funciones fisioldgicas inclu}er;civ eétai;]as enocionales coordinacidan
de procesos vasculares, ﬁx*ace#oé‘hcmﬁtdnales y la regulacidn d=  la
temperatura, sin embargo ellos  son tal vez mas ampliamente
reconocidos por sus papeles en la recepecidn de la substancia P es
un peptido tacikininoe ¢que se cree que es un neuro transmisor
liberadolo a partir de las fibras qgque estan envueltas en la
transmisidn del dolor la met~encefalina y la Be-endocina son
peptidos oplioides endogenos que se cree que inhiben la liberacidn
de la substancia P a partir de fibras del dolor modulando 1la
transmisidn de impulsos de dolor al cerebro la amplia distribucidn
de los neuropeptidos en sus multifacdéticos papeles fisioldgicos
han llevado a los investigadores a buscar por distintas fuentes ae
neuropeptidos que pueden ser muestreados rapidamente con técnicas
invasivas minimas, las reclientes intereses se enfocan a la saliva
humana debldo a que esta puede ser colectada de una manera mucho
wmenos invasiva a partir del fluido cerebro espinal o el plasma dos
fluidos muy usualmente utilizdos para monitoriear las funclones
fisioldgicas.

La imwuno—-reactividad de la encefalina y la sustancia P, a
dos peptidos sinmdlares han sido medidos en su totalidad de s=saliva
pero su secresidn a partir de una gldndula en particular no ha
sido encontrada. Hemos hecho un estudio exploratorio y deseriptivo
de neuropeptidos opioides endogenos y la tacikinina en la saliva

de la parotida humana.

(4
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La saliva de-Ya: parotida fue muestreada

va tutal dubido a qu

‘ular més pura.

La Substancia P es unfpébt

partir de un precursor llanﬁd@ﬂ

el sistema nervioso periférica. del -

peptido sinmdlar a la substéﬁcia\ﬁ R idd—cgrebro
espinal humano plasma, pulngQg ‘substan-—
cia P se cree que esta envuelta en "fuhcibnés biold~

gicas.

Actividad sialdgica, efectos'vascuiarés, la” contraccidn “del
misculo liso, analgesia, despolarizacidn de las motonsuronas espi-
nales, regulacidén del hipotdlamo hipdfisis un rol excitatoric en
los ganglios simpatetiicos un rol inhibitorio en paraneuronas
adrenales y las c¢é&lulas medulares y un  incrementos de la
fagocitosis por macrofagos de ratdn y leucoritos polimorfoneclea=—
res humanos. La Met-encefalina este es un pentapeptido derivado a
partir de preproencefalina a la Met-encefalina y la inmunoreacti-
vidad de un peptido similar a la Met~encefalina han sida medidos
en el fluido cerebro-espinal humano en el plasma en la pulpa de
los dientes en la porcidn mineralizada del diente y en la saliva.
Las encefalinas pueden mediar el dolor, las respuestas emociona=-
les y las funciones cardiorespiratorias ellas también se cree
tambidn dque juegan un  papel importante en los sistemas
interneuronales en la regulacidn neurcendocrina y en la funcién de
los ganglios basables las encefalinas son comunmente reconocidas
come neurotransmisores en los sistemas endogenos 1inhibidores del
dolor y pueden posiblemente inhibir la liberacidn de substancia P
decreciendo el rango de disparo de las fibras de dolor que
contienen sustancia P. La B-endoreina humana consiste en una
secuencia de 31 amino- acldes derivados a partir de una
preprohormona llamada propidrmelanocortina, esta distribuida en el

sistema nervioso pe- riférico central la inmunoreactividad de un



ppptldo sinular a1z

'B—endurfinarha sxdo deteutada en é;;pgnCrgaé,«

‘el ‘seineh’ ¥y la

las muwstras S~fuerdh colectadas a

de lndivi’

parﬂlr dulur usando tazas
t hechas a partir “de polietileno de
ultra altu peso: mulecular 1900 de; 'sina ‘Y- 1800 de polietileno con

tubus de acero que LU“ELtaha“ a estus.

El grupo consistid de 17 mujeres y 14 hombres con una edad de
2? y 61 afios con una media de 31.4, algunos individuos fueron
utilizados mas de una vez, los aparatos e Carlson~Crittenden
fueron fijados sobre el ducto de Stenson’s der cada sujeto el
flujo salival fue estimulados colocando piezas de dulce de limdn
ern el piso en la parte baja de la boca el flujo salival fue mucho
mayor al combinar dcido acetico ¥ aztdcar mads que en los primeros
intentos c¢on una solucidn de 2% de dcido citrico colocado sobre la
lengua las muestras salivales fueron acidificadas después de ser
colectadas con dcido acetico congelado glacial para minimizar la
degradacidn de los neuropeptidos, las muestras fueron congeladas a
14°C bajo cero después de su colecta, 2 muestras de 3 ml fueron-
colectadas en la mariana de 7 a 9 a. m« y en la tarde de 5 a 7 p.m.
del mismo dia para cada sujeto las muestras de la mafiana y de 1la
tards fueron guardadas de manera separada para observar las
diferencias diurnas en un prineipic lo que se deseaba era obtener
diferenclias individuales con el paso del tiempo pero las pruebas
iniciales mostraron que el radioinmuno anidlisis no podria detectar
lus neuropeptidos adn a partir de muestrs de 10 ml no sabiendo que

tanta volumen de saliva se necesitaba de una manera concervativa




un total de 5 grupos en

'311&§ de¢1as'parotidas por cada

ificar:los 3 neropeptidos.

~ EXTRACCION DE SALIVA

Las fraceiones ricas en pepﬁidos a partir de las nuestras
salivales fueron obtenidas para radio inmune andlisis wusandoe un
Sep=-Pak de Cm en paquetes deshechables y otro Sep-Pak  con fase
reversa también de Cm se prepard con lavados secuenciales de 4 ml
de metanol, 4 ml de liquido de cromatografia de alte grado, HZO Y
8 ml de 0.1% de TFA, las muestras acidificadas de saliva fueron
puestas y aplicadas al Sep-Pak lavadas por 4 ml de una muestra de
un diluyente al 0.1% de TFA y eluidas con 3.4 ml de actonitrilo
al 100%, el eluido fue colocado de una manera manual y evaporado
bajo gas de Nitrdgeno, las muestras fueron almacenadas a. =70°C

hasta su estudio.

RADIOINMUNOANALISIS

Los Kits de radioinmunoansdlisis comercial fueron usados, el
procedimiento para Met-encefalina un buffer uso fosfato de BSA,
albunina de susro de bovino un estandar sintético de Met-encefali-

na y un antisuero contra Met-encefalina P.

Met ~encefalina marcada radiocactivamente marcada con b il Y un
precipitante de gama globulina de conejo y un saturado con amonio
¥ sulfato el esgquema usado para la substancia P uso un buffer de
peptona de albhumina de suero de bovino un estandar de substancia P
sintético antisuero contra substancia P de «<oanejo, substancia P
marcada radiocactivamente con I'%° y un precipitador de gamma‘
globulina de conejo y fueron saturados. con amonio, sulfato el
procedimiento para B-~endorcina tambien uso 1% dee un buffer de

albumina de suero hbovino con borato de BSA un standar de B-endorcina
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Sl.ntetlx_u un auf J.suero ccmtxa B—eudur._iua ‘de ccine-jo B-~endorcina

marcada con; T oun “UdéT suer de cdnéjo, “imlag

: B—enc«-_afallna y

usaron

u_ux*vas

sintet &_qu las mediciones“fuér

p:r las esp‘-_-r-it icos nombres.. dis

t.uantit‘l.:_adus usando un r-adio—:.nmm

capaces de: obtener la eas-c..ue:m.xa d nhoa idus i 'S hecesario Lantes

dé»clue las substancias puedan'ser efinidas,: cuantix:.r.adas de una .

manera inequivoca.

RN ) : RESULTADOS

Relativo a la edad y género los sujetos fueron asignados
de una manera asarcsa a unoe de los cinco grupos cada uno contenfa
9 sujetos, un andlisis de varianzas fue calculado para probar 1la
edad por grupo, no hubo diferencias signifi-ativas en las edades
con un F 0.5 y una P 0.76 de m‘;inera similar =1 rango de variacidn

de los grupos no fue significativamente dif.eorente.

Los datos de la matiana y de la tarde medidos en la mafiana y
en la tarde se enlistan en la tabla ndmero 1 y el resumen
estadistico en la tabla numero &2 cuando se analizaron para
abservar los cambios dividimoes en concentraclones una prueba
variada, no se encontraron diferencias significativas en 1las
concentraciones de peptidos simdlares B-encefalina o para

B-endorcina.

En constraste se encontrd una diferencia significativa para
la imwunoreactividad de la substancia similar a la substancia con
las concentracines de la mafiana aue empezaban a ser mayores.

El andlisis de correlacién fué usado para probar la posible

asocliacidn entre las diferentes medldas, esto es sl existia
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cualquier deperldencia bilugica entre ias ’v,‘concéhtra'ci"cjnééi dediral

variaci n. entre las nmdidas p

DISCUSION

Uno de los méritos de analizar la sallva es como un indicador
potencial fisioldglico, la saliva puede ser colectada de una manera
facil y repetidamente y su coleccidn es exencialmente no invasiva
recientemente los niveles de neuropeptidos han sido medidos en 1la
saliva para estudiar la transmicidén del dolor en los humanos la
inmunoreactividad de substancias similares a la encefalina y a 1la
substancia p han sido medidas en la saliva twtal el método activo
para la colecta de saliva, puede ser muy Gtil en la evaluaclén de
diagnosticos y tratamientos de dolores crénicos de individuos y tal
vez con condiciones fisiopatoldgicas similares o diferentes a esto
de’ manera corriente en la actualidad no existe un  marcador

objetivo facil de obtener para correlacionar el dolor crdénico.

PAROTIDA CONTRA SALIVA TOTAL

La saliva tatal contiene muchos materiales aparte de las se-
ereciones glandulares incluyendo el fluido cerevicular gingival de
cel eplteliales orales, microorganismos, remanentes de comida y
leucocitos los cuales pueden interferir con la identificacidn de
neuropeptidos y proteinas debido a que ellos contienen enzimas

llamadas peptidasos los cuales pueden degradar las substancias

b
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nmunioreactividades : tancia i Py la

Met-encetalina y la Bendor

odas® las

“muestras’salivales de parotidas huestreadas; Pestas se’ ven ‘el la

:taﬁlé;1 I6s fangos fueron entret fy,,iij?.ifmol de 'peptldos

ssimllar a Met-encefalina por cada fnmanieactividad por ml y 6.1 a
12.6 fmol de substancia P y 1.2 a 3.ﬁlrm61 de B-andorfina debido a
que la medicidn de la inmunoreactividad de los peptidos similares
a los neuropeptidos mencionados no ha sido previamente reportados
e la saliva de las panetidas humanas nuestros nuestros resulta-—
dos pueden ser comparados solamente con aquellos que provienen de
la saliva total. Tepperman y colaboradores reportaron un rango de
irmnmunoreactividad en los peptidos similar a la encefalina en la
saliva total humana de un 72-604 fmoels/ml que no era significative

con diferencias en edades y géneros.

Parris y colaboradores reportaron wuna inmunoreactividad
importande de la substancia P para la saliva total humana 112
molsml Nicolodi y Bianco encontraron un rango para esa substanc}a
de 3.1 a 70 fmolsml en la inmunoreactividad de la P=encefalina en
la saliva humana no ha sidoe reportada par nuestro me jor
conocimliento 2n general los niveles de inmunoreactividad de subs-
tancias parecidas a las neuropeptidos que nosotros encontramos
fueron debajo de las reportadas en la saliva total, esto no es
sorprendente ya que los resultados para la metensefalida fueron
abajo de la inmunoreactividad de la encefalina reportada por
Tepperman y colaboradores ya que ellos usaron un anticuerpo que
reconoce tanto lo me YGG+M  Levencetfalina YGGFL de hecho el
anticuerpo fue reportado como para tener el doble de mayor afini-
dad para Leu como para Met-encefalina las diferencias en 1la
irnmunoreactividad de los diferentes neuropeptidos en las parotidas
humanas y en la saliva total podria ser atribuido a muchos

factores incluyendo diferenclas en las fuentes de la salliva en las



diferentes:glandulas las muestras dé Sujetos, las técnicas  de

col ecté’ pl‘ocesamiento e

LA INMUNORE

Con una P de ov1g, podriaisé cativamente mayor acti-

vidad en la maliana mas c[ueven 1 L&é}l\ una P de 0.01 de

la tarde los cambios diurnos en l:a‘ d de met -encefalina han
sido encontrados en =1 cerebro de :xrfyata énv el  tejidoe de la
pituitaria los cuales fueron ma)ﬁ;n*es cerca  de la media noche
anteriores de obscuridad meida y no hubo cambios mayores cerca de
la actividad de la Met-encefalina en ¢l- plasma humano sobre el
interior mayor de 24 horas los canbioos dimos €n la
{rounoreactividad de la defermentina se¢ ha visto en el plasma
humano en el fluido humano cerebro espinal en el plasma de la rata
y en el ldbulo intermedio de hipdfisis de la rata todos los

estudios encontraron una concentracidn mids elevada en la mafiana.

En la radioactividad de la substancia P no han sido reporta-
das en estudios, ni con animales, ni con humanos, otros aspectos
de importancia en comportamiento matutino de neuropeptidos perma=—

nece en la mayoria de los casos en un solo nivel.
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kephilindike (ME), substince P-lke
z+sorphinike: (BE-H) “immunoreactivities
+ .five . groups of pdroud sdh\u samples
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Fig. 1. Bivariate plot showing the positive: assacation
(r =063) between concentrations of j-endorphim-iske
(BE-li} and substance P-like {SP-li) immunoreactisity
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Table 2. Descriptive statistics from the radiimiuns asdss

; Mean .
Time (fmol!ml) sD

Mehionine enkephaline-like immunciee.ses
9.6 20

am.

p.m.
All Samples .

am.:

pm. -
All Samples

P
All Samples
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CONCLUSIONES
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pulpa dental.
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