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La presión que se registra en el uréter ocluïdo del

sapo es igual a la presión en la cápsula de Bowmany responde

precisa y rápidanente a las variaciones de presión de dicha

cápsula. Por lo tanto, la presión ureteral se considera como

índice de la presión glcnerular (Uranga, 1965).

En el sapo existe una estrecha correlación entre el

índice de la presión glonerular y la filtración glomerular

(Uranga, 1963), de modoque se puede considerar que las va

riaciones registradas en la presiér ureteral corresponden a

variaciones en la filtración glomerular.

La expansión del volumen plasmático del sapo prodg_

ce un aumentode la presión ureteral, sin modificación de la

presión arterial del animal. Ademásse ha observado que, si

se conecta vascularnente un sapo dador con el riñón aislado

de un sapo receptor, al expandir el volumenplasmático del a

nimal dador, se produce el aumentode la presión ureteral del

riñón receptor. Ya que la expansión del volumenplasmático del

dador no afecta el sistema nervioso del receptor, esta expe

riencia indica que se producirían cambioshumorales transmiti

dos de uno a otro animal a través de la sangre. Se observó ade

más que si se realiza la expansión del volumenplasmático del



sapo receptor, no se modifica su presión ureteral; esto config

na la conclusión anterior, ya que el riñón receptor está aísla

do de la circulación propia, pero no denervado.

Este efecto podría deberse a varios mecanismos:

a) a la dilución, disminución de la secreción, o aumentode la

destrucción de una sustancia vasoconstrictora;

b) al cambio de viscosidad;

c) a la redistribución del flujo renal;

d) a la liberación de una sustancia vasodilatadora.

Las tres primeras posibilidades se descartaron al observar que

la hemodiluciónno afecta la presión ureteral del sapo, aún en

el caso de que se produzca una marcada disminución del hemato

crito (Uranga, 1967).

Para confirmar la posible participación, en este efes

to, de un órgano que libere una sustancia vasodilatadora, se g

liminaron de la circulación diferentes territorios sanguíneos:

la exclusión del órgano responsable anularía la respuesta glo

merulopresora producida al expandir el volumenplasmático.Cuan_

do se eliminó la hipófisis, las adrenales, el riñón o el tracto

gastrointestinal (incluyendo bazo y páncreas), no se modificó

la respuesta. En cambio, cuando se excluyó el hígado de la cia

culación, esta respuesta desapareció, manifestandoque el híga



do estaba involucrado en la producción de una sustancia que au

Renta la presión ureteral (Uranga, 1967).

Para confirnar esta hipótesis se ensayó perfundir un

riñón aislado de sapo, con plasma que previamente circuló a

través de patas de sapos a un flujo de 5 ml/min, o de hígado a

un flujo de 1-2 ml/min, observándose que no producían modifica

ción de la presión ureteral. Cuandoel plasma que circuló por

hígado se perfundió a un flujo elevado (10 ml/min), se registró

un aumentode la presión ureteral del riñón aislado; si luego

se cambiaba el líquido de perfusión por plasma que no circuló

por el hígado, la presión ureteral volvía a su valor normal.ñ¿

ra.comprobar que los ammfiosdescriptos no se debían al deterig

ro de la preparación, se ensayó la perfusión del riñón con

plasma nornal, durante un tiempo prolongado, observándose que

se manteníaninalterados la presión ureteral y el flujo plasmé

tico renal. De estos experimentos se concluyó que el hígado

de sapo produce una sustancia humoral que aumenta la presión u

reteral, que recibió el nombrede "glomerulopresina" (Uranga,

1969). Su efecto en el riñón parece deberse a que produce la

dilatación de la arteriola aferente del glomérulo (Uranga, 1973).

Se ha observado que en el conejo, la expansión del

volumenplasmático produce una sustancia similar a la descripta



en el sapo: el ultrafiltrado del plasma obtenido de la vena he

pática de estos animales aunenta la filtración glomerular en ra

tas y la presión ureteral en sapos (Uranga and Fuenzalida, 1975).

Por lo tanto el hígado del conejo produce una sustancia con ag_

tividad de glomerulopresina (GP).

En el perro se han hecho estudios sobre animales dia_

béticos y normales. Se observó que el plasma obtenido por pun

ción de la vena hepática de los diabéticos, presenta mayorac

tividad de GPque el obtenido de animales normales (del Castillo

et al., 1978). Ademásse observó que la infusión de insulina en

la vena porta de perros pancreatoprivos reduce la actividad de

GPa los valores observados en los animales nornales (del Casti

110 et al., 1977).

En perros norneles, la infusión de glucagon a través

de la vena porta, que irriga el hígado, produce aumentode la

filtración glomerular, y de la actividad de GP (medida por su ag

ción en el riñón de sapo). Si la infusión de glucagon se reali

za por la arteria renal, no se altera la filtración glcmerular,

indicando que esta hormona, en las dosis utilizadas, no actúa

directamentesobre la filtración. Si por la arteria renal se.ü1

fúnde un ultrafiltrado de plasma conteniendo GP, aumenta la fil

tración glomerular. Estas experiencias sugieren que el glucagon,



en las cantidades utilizadas, no actuarïa "per se", sino a tra

vés de la producción hepática de GP (Uranga et al., 1979 c).

En la rata, se observó que el liquido obtenido por per_

fusión del hígado aislado, con buffer KRBG,posee actividad de

GP. Esta actividad es nayor en los machos que en las hembras.Si

al líquido de perfusión se le agrega glucagon, la producción de

GPaumenta, independientemente de la dosis. Si se le agrega in

sulina, la producción disminuyeen relación logaritmica respec

to a la dosis utilizada. Ademásse observó que existe una rela

ción glucagon/insulina con la cual se potencia la producción de

GP(Urangaet al., 1982a). El mediador intracelular que rela

ciona el glucagon con la producción de GPparece ser el AMPcí

clico, ya que al inhibir la degradación de este nucleótido con

teofilina, se obtiene mayor cantidad de GP. El mismoefecto se

logra al perfundir el hígado de rata con dibutiril AMPcíclico,

existiendo una estrecha relación entre la dosis de nucleótido

infundido y la producción de GP (Arany et al., 1985).

Se estudió la acción de dos glucocorticoides (hidro

cortisona y dexametasona)y un mineralocorticoide (desoxicorti

ccsterona) sobre la producción de GPpor el hígado aislado de

rata. Estos esteroides disminuyeron dicha producción, hecho que

es difícil de explicar debido a las múltiples interrelaciones

de estas sustancias con las acciones antagonistas y sinergistas



de otras hormonasy factores metabólicos. Por otro lado, la adre

nalectomïa no modificó la producción de GP, sugiriendo que las

hormonasadrenales no jugarían papel en dicha producción

(Uranga et al., 1982 b).

Recientemente se ha descripto actividad de GPen san

gre periférica de pacientes diabéticos dependientes de insuli

na, de diagnóstico reciente, y en sujetos normales tratados con

glucagon. Esta actividad no se detectó en personas normales sin

ningún tratamiento (Arany, sometido para su publicación en Acta

physiol . latinoam. ) .

Características físico-quínicas de la G_P_

La ultrafiltración por membranasDiaflo UPI-0.5que re

tienen las sustancias de peso molecular mayor de 500,1no produ

ce la retención de la GP, indicando su bajo peso molecular (Urar_1_

ga, 1971).

Se ha probado la termoestabilidad y resistencia a cam

bios de pH de la actividad de GPpresente en el plasma de sapos

que ha circulado por el hígado, ultrafiltrado por estas membra

nas. Se encontró que la actividad biológica resiste la eb'ulli

ción durante un minuto, y la incubación a 36°C durante 90 min.



Si se la somete a incubación durante 2,5 h. a 20°C, a diferentes

pH entre 2,2 y 8,8, tampoco se altera (Uranga, 1971).

La actividad biológica del ultrafiltrado no se modifii

ca por incubación con pronasa, sugiriendo que no es un péptido

(Uranga, 1971).

Si el ultrafiltrado activo se scnete a extracciones

con acetato de etilo, que extrae los lípidos no polares en sob¿

ción, la actividad biológica se encuentra en la fase acuosa,su

giriendo su naturaleza polar. Esto se confirnó pasandoel ultna

filtrado a través de una columna de Amberlite MB-3de 20 m1.,

que redujo la concentración de sales del ultrafiltrado a 0 mOSm

por litro, y produjo la desaparición de la actividad biológica,

probablemente por adsorción de la molécula a la resina iónica

(Uranga, 1971).

La incubación del ultrafiltrado de plasma conteniendo

GP, con (3-glucuronidasa, produce la desaparición de la acti

vidad biológica. Si esta incubación se realiza en presencia de

un inhibidor específico de la @_-glucuronidasa, comola sacang

lactona, el ultrafiltrado perneneceactivo (del Castillo et al.,

1977), manifestando que existe alguna relación entre esta enzi

may la actividad del ultnafiltrado.



Acción de la GP

Comose mencionó anteriornente, la acción de la GPha

sido estudiada en sapos enteros y en riñón aislado, donde se ob

servó que produce una dilatación de la arteriola aferente del

glomérulo (Uranga, 1973); de esta manera regula la presión den

tro del glomérulo, y por lo tanto la filtración glomerular. El

aunento de presión ureterel en el sapo, lo mismoque el aumento

de filtración glomerular en la rata (Urangaand Fuenzalida,1975)

y en el perro (Uranga Julia et al., 1979 c) no va acompañadode

modificaciónen la presión arterial sistémica.

En ratas con insuficiencia renal aguda la GPes más

efectiva que el manitol para restablecer la filtración glomeru

lar y el flujo urinario, ya que este último es eficaz sólo en pg_

rïodOS de anuria breves (30 min.), mientras que la GPrestablece

la filtración afin luego de 2h hs. de anuria. Esta acción de la

GPno se manifiesta si se trata previamente a los animales con

indometacina (Fuenzalida et al., 1980).

Las PGsson sustancias biológicamente activas, deriva

das del ácido araquidónico, que están presentes en casi todas

las células y ejercen su acción comomensajeros intracelulares

u_hormonaslocales. La cascada del metabolismo del ácido ara

quidónico, que lleva a la formación de las PGs, comienza con la



10

oxigenación y ciclización del ácido graso para formar el endg

peróxido cíclico PC-GZ.La enzima llamada "ciclo-oxigenasa" cata

liza estas reacciones. La PC-G2se convierte en otro endoperóxi

do, que se conoce comoPGHZ.Estas sustancias son inestables, y

se rompen-a través de vias catalizadas o no catalizadas por en

PGDzirras- para dar los compuestos estables PGEZ,PGP y enZa’ 2’

algunas condiciones ácido lZ-hidroxi-S, 8, 10 heptadecatrienoico.

Los endoperoxidoscíclicos también son sustrato de la prostaci

clina-sintetasa y la tromboxano-sintetasa, que los convierten en

prostaciclina y ’I’XA2respectivamente, dos productos inestables

pero biológicamente muy potentes (Moncadaand Vane, 1979) . -Se

conocen drogas que actúan bloqueando algunos de estos pasos big

sintéticos. La indcmetacina es Lminhibidor competitivo de la

ciclo-oxigenasa, que bloquea de manera irreversible la formación

de las PGsen una de sus primeras etapas (Vane, 1971). la ü‘anil

cipronu'nainhibe la prostaciclina-sintetasa (Gr'yglewskyet al.,

1976).

Algunoscompuestosestimulan la síntesis y liberación

de PGspor los tejidos, tales comola bradiquinina (Terragno et

al., 1972), la angiotensina (Aiken and Vane, 1971), la histamina

(Oreheket al., 1973)y las catecolaminas (Tothill et al.,197l).

Comose ha indicado más arriba, la acción de la GPen la filtra

ción glomer'ular de la rata se inhibe por tratamiento con indome



tacina, sugiriendo una acción indirecta de la GP, a través de la

estimulación de la sintesis de PGs.

La infusión de un ultrafiltrado conteniendo GPen la

perra normal en anestro produce disminución del flujo sanguíneo

ovárico. Se observó además que la perra diabética, que posee un

nivel circulante de GPalto, presenta un flujo sanguíneo ovári

co bajo en relación a la perra normal; este flujo se nornaliza si

el animal es tratado con indometacina, sugiriendo que este efec

to estaria relacionado con la sintesis de PGs (Urangaand del

Castillo, 1979b).

Conel objeto de estudiar si la GPactúa en otros te

rritorios vasculares, se observó su efecto en el flujo sanguí

neo mesentérico del perro, viéndose que la infusión de GPdismi

nuye la resistencia vascular del mesenterio. Esta acción desapg

rece si previanente se trata al animal con tranilcipromina, in

dicando que la actividad de la GPestaria relacionada con la sin

tesis de prostaciclina (del Castillo et al., 1981).

En el anfibio, los corazones linfáticos son los órga

nos propulsores que facilitan la circulación de la linfa desde

los sacos linfáticos hacia el sistema venoso. Si se destruyen

dichos corazones, la linfa se acumulaen los sacos, produciendo

la muerte del animal (Foglia and Gerschman, 1939). Se observó



12

que la GPejerce un efecto sobre los corazones linfáticos del

sapo, ya que aumenta el pasaje de un colorante vital (T-lBZu)

desde el saco linfático abdominalhacia las venas. Este efecto

se deja de observar si el animal se trata con indometacina. El

tratamiento con tranilciprcnúna no modifica 1a acción de la GP

sobre los corazones linfáticos, sugiriendo que este efecto es

taría relacionado con la sintesis de alguna PG, pero no de pros

taciclina (Bonettoet al., 1981).

La GPactúa "in vitro" sobre el músculo liso del fun

dus de estómago, el duodenoy la vejiga de la nata, produciendo

el aumentode la TTCde estos tejidos. La sensibilidad del esté;.

magoes mayor que la del duodeno, y éste a su vez es más sensi

ble que la vejiga (Urangaet al., 1979a). Para eliminar la po

sible interferencia de autacoides presentes en el ultrafiltrado,

se agnegaron algunas drogas al baño del tejido. La atropina es

un antagonista colinérgico, y la ciproheptadina es un antagonis

ta de histamina y serotonina. El agregado de estas drogas no mo

difica la acción del ultrafiltrado de plasmaen el fundus de es

tómago, indicando que la.respuesta registrada no se debe a acetil

colina, histamina o serotonina. Por el contrario, si se añade

indanetacina o tranilcipromina al baño del tejido, la respuesta

al ultrafiltrado conteniendo GPdesaparece. Estas evidencias nue
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vamentesugieren que la GPejerceria una acción indirecta en los

tejidos efectores, asociada con la sintesis y liberación de PGs.

La principal PGque sintetiza el fundus de estómago es la pros

taciclina (Gryglewskyet al., 1976; Sun et al., 1977). El bloqueo

de la respuesta de este tejido a la GP, debido al tratamiento

con tranilcipromina, indica que posiblemente la sintesis de pros

taciclina esté relacionada con la acción de la GPsobre el fun

dus de estómago (Uranga et al., 1979 a).

En trabajos anteriores se observóque el ultrafiltrado

de plasma conteniendo GPproduce la relajación de las arterias

coronarias "in vitro" del perro. La prostaciclina es un importan

te metabolito del ácido araquidónico en todas las arterias y ve

nas, y es un agente vasodilatador potente (Higgs and Moncada,1983).

El tratamiento previo de los tejidos con inhibidores de la sin

tesis de PGs, produjo la desaparición de la respuesta relajante

de la GP(del Castillo et al., 1985). Esta evidencia refuerza la

posible intervención de las PGsen el mecanismode acción de la

GP.





I . INTRODUCCION

La GPaumenta la presión uneteral del sapo y la 'I'I'C

del fundusde estómagode la rata; en estos efectos se funde

tan los dos bioensayos utilizados para su detección.

El primero consiste en registrar el aumentode la pre

sión ureteral del sapo, que refleja los cambiosde presión de 1a

cápsula de Bowman,producido por la inyección de O,l#ml. de la

nuestra a probar, en la vena subclavia del animal (Uranga, 1967).

Antes del ensayo, la muestra se concentra bajo vacío hasta 1m

volumen1/10 del original. Esta prueba sobre el animal entero,

es específica para GP, si bien no es cuantitativa.

El otro bioensayo (Urangaet a1., 1979a) utiliza ti

ras aisladas de fundus de estárago de rata, que se mantienen en

un baño de buffer KRBGadecuadamente oxigenado. Los tejidos de

sarrollan contracciones espontáneas, que se registran a través

de un transductor de fuerza asociado a un polígrafo. El agregado

de 2 ml. de ultrafiltnado de plasma conteniendo GPal baño de

20 ml. donde está surrergido el tejido, produce Lmaumento de la

'ITCque es proporcional a la cantidad de principio activo preser_1_

te. En 1a figura II-l se observa que existe una relación lineal

entre el logaritmo de la dosis y la respuesta producida, en el
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Fi a II-1: Regresiín lineal entre el logaritmo de la do
SlS de GP Zenml) y la tensión de las contracciones tónicas
desarrolladas por el fundus de estómagode rata (r=0,67 ;
P<0,001). Cadapunto refleja 10 ensayos, realizados en
co animales diferentes.



rango de concentraciones utilizado (2,5 —1u%v/v). El ultrafil

trado de plasma conteniendo GP, incubado con. é-glucuronidasa,

pierde su actividad. El agregado de indcmetacina (lO/yg/ml) o

de tranilcipromina (SO/ug/ml)-al baño del tejido, 30 min. antes

de añadir el ultrafiltrado activo, inhibe la acción de éste so

bre el fundus de estómago. Se ha descripto que la indometacina

inhibe a la ciclo-oxigenasa, enzimaque cataliza uno de los pri

meros pasos de biosïntesis de las PGs (Vane, 1971), y la tranil

ciprominainhibe a la prostaciclina-sintetasa impidiendola sin

tesis de prostaciclina (Gryglewskyet al., 1976). La principal

PGque sintetizan el fundus de estómagoy el intestino delgado

es la prostaciclina (Gryglewskyet al., 1976; Sun et a1., 1977).

La inhibición de la acción de GP sobre el fundus de estómago que

estas drogas producen, sugiere la posible participación de estos

lípidos biológicamente activos en la respuesta hornonal.

Los estudios realizados hasta la actualidad en relación

a la GP, se han llevado a caro con plasma conteniendo el princi

pio activo, del que se separaron las proteinas y otras sustancias

de peso molecular mayor de 500. Este ultrafiltrado contiene GP

junto con otras moléculas pequeñas, que pueden interferir en los

experimentos.

El objetivo de este trabajo fue purificar la GP. Para
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esto se hizo necesario desarrollar prinero algunos bioensayos

que minimicen la cantidad de muestra requerida para 1a detección

y cuantificación del principio activo. En segundo lugar conocer

la termoestabilidad, susceptibilidad a la oxidación y condicio

nes óptimas de conservación de la actividad. Posteriornente, a

provechandola naturaleza polar de la molécula en estudio, uti

lizar distintos procesos separativos (extracción con solventes

orgánicos, cromatografía en capa delgada, cromatografía líquida

de alta presión) que permitan purificar la GP, sin alterar su

actividad biológica.



2. MATERIALES Y METODOS

a. Micronétodos de dosaje

Bioensayo sobre el fundus de estómago:

Se usaron ratas Wistar hembras de aproximadamente 130 g.

de peso, que se mataron por un golpe en la cabeza. Luego de prag

ticar una incisión para extraer el fundus de estómago,éste se

cortó en tiras de 0,3 x 0,6 cmz, que se sumergieron en buffer

KRBG,pH 7,4. El buffer tuvo la siguiente composición: (mM)NaCl

121; KCl u,83; CaCl 1,59; Mgsou 1,3u; KHPou 1,21; HNaCO 2n,2;2 2 3

glucosa 11,1.

Se utilizaron los tubos de vidrio, especialmente dise

ñados, que se ven en la figura II-2, dondeel tejido efector se

sumergió en un baño de 300¡dd de buffer con burbujeo contínuo

de una mezcla gaseosa de 95%02 y 5%C02, que penetró por el o

rificio (a). La tira de tejido se sujetó por un extremo a un pun_

to fijo (b), y por el otro extremo se conectó a un transductor

de fuerza (Gould Statham UC3) asociado a un polígrafo (Grass

Model 7D). Se aplicó una precarga de 500 mg, luego de la cual

las preparaciones se equilibraron durante una hora, para obtener

un patrón de contracciones. La actividad mecánica se deternúnó

en términos de TTCpor encima de la tensión basal, y se expre
l —O

so en mg.
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Figga II-2: Diseño del tubo utilizado en el microné'todo del
fundus de estómago.



Bioensayosobre la presión ureteral del sapo:

Se usaron sapos Bufo Arenarum Hensel machos de 150-180

g. de peso, mediananente hidratados, anestesiados con uretano

20%(10 ml/kg. peso corporal, inyectados en el saco linfático

ventral). las muestras se infundieron por una cánula en la arte

ria aorta, introduciéndola hasta por encimade las arterias re

nales. La infusión se realizó a una velocidad de 0,0136 ml/min.

Las modificaciones de la presión ureteral se registraron a tra

vés de una cánula ubicada en el uréter, conectada a un transduc

tor de presión (Statham D23DC)asociado a un polígrafo (Grass

Model 7 D). los animales se sometieron a un período de estabili

zación de 30 min., luego del cual se probaron las muestras.

b. Obtención de GP de perro

El ultrafiltrado conteniendo GPse obtuvo del plasma

proveniente de la vena suprahepática de perros pancreatectomiza

dos cinco días antes. Durante esos días los animales se trataron

con dosis bajas de insulina (l U/kgde peso corporal/día), a ei

cepción del ültino día, que recibieron la mitad de la dosis. DE

rante este periodo ingirieron páncreas bovino (H0g/día), complg

nentando su alimentación normal. Comoanestésico se usó pento



barbital sódico (33 mg/kgpeso corporal, iv.). Doshoras antes

de extraer la sangre, por vía yugular se perfundió solución fi

siológica (0,97 ml/min.) y por vía femoral se perfundió insuli

na (monocomponente Lilly, Lote ID uou-zuzou) (lSOJMU/min/kgpe

so corporal). Durante la extracción de la sangre, los animales

recibieron una infusión continua de polivinilpirrolidona por la

venanyugular. La sangre se centrifugó a H°C,y el plasma se ul

trafiltró a través de una membranaDiaflo YC-0.5 (del Castillo

et al., 1977). Este ultrafiltrado conteniendo GPse guardó con

gelado hasta el momentode su uso.

c. Obtención de GP de rata _

Se usaron ratas de la cepa Sprague Dawley machos, de

250-300 g., anestesiadas con Hipnopento (H0 mg/kg peso corporal,

ip.). El hígado se aisló colocando una cánula en la vena porta,

y ligando la arteria hepática y la vena cava inferior.

Por la vena porta se infundió, durante 20 min., una

solución de KRBGconteniendo glucagon (60 pg/ml.), saturado con

una mezcla gaseosa de 95% 02 - 5% CO2, a pH 7,0, 38°C de tempe

ratura, y 5 ml/min. de flujo. El liquido obtenido de la perfusión

se recolectó a través de una cánula en la vena suprahepática, y
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se centrifugó a H°C.El sobrenadante se ultrafiltró a través de

HembranasDiaflo YC-0.5 (Urangaet al., 1982 a). El ultrafiltra

do se guardó congelado hasta el momentode su uso.

d. mratamiento con alümina activada

La alümina se activó por tratamiento con HCl, siguien

do la técnica descripta por Antony Sayre (1962), luego de lo

cual se guardó en un desecador colocado en una estufa a 37°C,hag_

ta el firmento de su uso.

El ultrafiltrado conteniendo GPse trató con alümina

activada, en una proporción de H0mg/ml. de ultrafiltrado. La paga

paración se llevó a pH 8,6 con NaCH,y se agitó vigorosamente con

vortex durante 5 min. El sobrenadante se separó por centrífuga

ción, descartándose el precipitado de alümina.

e. Extracción con n-butanol de GPde perro

El ultrafiltrado de plasma conteniendo GPse trató con

alümina. El sobrenadante de este tratamiento se acidificó a pH

u,0 con HCl concentrado, y se saturó con NaCl (si no se dice e¿_

presamente otra cosa). Se hicieron cinco extracciones con n-buta_
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'nol, cada vez con l/S del volumende muestra; al solvente se le

añadió mercaptoetanol l HM.El extracto butanólico se lavó tres

veces con agua a 0°C y pH u,0 (cada vez con 1/5 del volumen de

nuestra) para lavar las sales que hubiera. El extracto se evapg

ró a sequedad bajo corriente de nitrógeno en un baño a 30°C, y

se guardó en un desecador a H°Chasta el momentode usarlo.

f) Extracción con n-butanol de GPde rata

El ultrafiltrado conteniendo GP, proveniente de la

perfusión del hígado aislado de ratas, se evaporó a sequedad ha

jo vacío, en un baño a 30°C, luego de añadirle mercaptoetanol

l mM.El residuo se guardó en un desecador a H°Chasta el momen

to de usarlo, en que se disolvió en agua, trasvasándose a un tu

bo con tapa esmerilada, y se llevó a un volumenfinal de aproxi

madamente lO ml. La muestra se acidificó a pH H,0 con HCl concsql

trado, se saturó con NaCl, y se hicieron seis extracciones con

0,6 ml de n-butanol cada vez (al solvente se le agregó mercapto

etanol lmM). El extracto se lavó tres veces con agua pH “,0 a 0°C

y se evaporó bajo corriente de nitrógeno en un baño a 30°C. El

residuo se guardó en un desecador a H°Chasta el momentode usar

lo.
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g. Cromatografía en capa delgada

Se utilizaron placas de sílica gel con una sustancia

fluorescente y soporte de aluminio (Merck, sílica gel 60 F25“;
20 x 20 cm.). Se sembró GF como sustancia de referencia. Las

muestras se aplicaron en forma puntual (para cromatografías bi

dinensionales), o comobandas (en las demás corridas). Las

placas se colocaron en cubas cerradas, perfectanente selladas,

saturándose con los vapores de la fase móvil durante 15 min.,y

se desarrollaron usando la técnica ascendente. Durante las co

rridas la temperatura se mantuvoa 18°C. El desarrollo de los

cromatogramascon las distintas fases móviles, requirió los si

guientes tiempos: 180 min. con ácido acético, 155 min. con clo

roformo 65-metanol 30-ácido fórmdco S añadiendo mercaptOetanol

1.HM, 160 min. con acetato de etilo uO-n butanol S7-ácido fórmi

co 3 añadiendo meroaptoetanol 1 HM,110 min. con piridina soqqï

tanol HS-ácido fórmico l, 190 min. con n butanol 50-ácido acéti

co 5-agua 10. Los cromatogramas se secaron, y se revelaron por

observación bajo luz UVde 25h nm; en algunos casos se utiliza

ron los métodos de tinción que se indican más abajo. La sílica

correspondiente a cada manchase raspó, y se arnaron pequeñas qa

lumnas, que se eluyeron con etanol absoluto, al que se añadió

nercaptoetanol l mM.Estas muestras se evaporaron a sequedad ba
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jo corriente de nitrógeno en un baño a 30°C, y se guardamn a u°C.

Se realizaron las siguientes tincicnes para cromatogra

fïa en capa delgada:

- ácido sulfúrico 50%,según la técnica de Anthonyet al. (196W.

- iodo, colocando la placa en una cámara saturada con vapores de

iodo.

- ácido fosfórico, según la técnica de Neheret al. (1951).

- anhídrido acético-ácido sulfúrico, según la técnica de Michalec

(1955).

- ninhidrina, según la técnica de Fahmyet al. (1961).

- 1,3-dinitrobenceno, según la técnica de Lisboa (196M.

h) Esoectros de absorción de luz UV

Se utilizó un espectrofotómetro BeckmanDB-G,con lám

para de hidrógeno, asociado a un registrador. Se hicieron regis

tros de las muestras disueltas en etanol, y en agua (a pH 3 y 9).

i) Cromatografía líguida de alta presión

Se hizo cromatografía en fase reversa con dos equipos

diferentes :



- Cmrratógrafo Waters modelo ¡4140,equipado con bomba M 6000, in

yector UBK,detector UVvariable (modelo l+50) y UVfijo (modelo

l+00), y registrador con integrador. Se usó ma columna de compre

sión radial RCM100 C de 10 cm. de largo (partículas de 5¡4)de18

Waters. Las corridas se hicieron a temperatura ambiente, a un

flujo de l ml/min. Comofase móvil se usaron tres sistemas iso

cráticos:

1) agua 80 - metanol 20, pH ¡4,00

2) agua 80 - metanol 20, con acetato de sodio 0,05 M,pH7,65

3) agua 20 - metanol 80

La muestra inyectada se disolvió en la fase móvil 1).

- Cromatógrafo Hewlett Packard, modelo 108l}B equipado oon deteg

tor UVvariable. Se usó una columna Ultrasphere ODS(partículas

de S»), de 25 cm. de largo x l cm. de diámetro interno. Las co

rridas se hicieron a temperatura ambiente, a un flujo de 3 ml/min.

La muestra inyectada se disolvió en metanol. Se usó la fase móvil

"etanol 70 —agua 30.

j) Incubaciones con (B-glucuronidasa

Se usó (5-glucuronidasa de hígado bovino, tipo 8-10

(Sigma Chem. 60.). La enzima se disolvió directamente en las mueí



tras, que previamente se habían acidificado con HCl a pH |4,5.Las

preparaciones se incubarvona 38°C durante 1 hora.

k) Estadística.

Los resultados se compararoncon el test de la "t" de

Student para muestras pareadas, ocnsiderándose significativamen

te diferentes cuando p <0,05.



3 . RESULTADOS

o l u n . na. Micrerretooos ce cosaje

Bioensayo sobre el fundus de estómago de nata:

Utilizando los tubos descriptos en Materiales y Méto

dos, se registró la respuesta producida por el agregado de 30¡ul

de ultrafiltrado de plasma conteniendo GP, al baño del tejido,de

300,ul. La GPprodujo un aumento de la 'I‘I‘C,que se expresó en

En la figura II-3 un registro muestra la tensión desarrollada

por el agregado de GPal baño del tejido, que aparece sobreimpueí

ta al tono muscular.

Por la adición de distintos volúmenesde ultnafiltrado

conteniendo GP, se obtuvo la curva dosis-respuesta de la figura

II-l-l. Este gráfico se muestra cano Lmarespuesta biológica normal,

que a concentraciones hormonalesbajas presenta una relación li

neal, mientras que a mayores concentraciones el sistema se satu

ra. La respuesta náxina, dentro de la zona de linearidad, es la

que se obúene con una concentración 1096(v/v), por lo que se u

tilizó esta relación para los sucesivos ensayos.
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Figgga II-3: Registro de la acción de GPsobre el fúndus de
estómagode rata "in vitro”.
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Fi a II-u: Curva dosis-respuesta de GPsobre el fúndus de eg_
tomago de rata. Los puntos indican el promedio de 18 ensayos;
las líneas verticales indican el error estandard.



En trabajos anteriores se había observadoque el ultna

filtrado conteniendo GPpierde su actividad por incubación con

é -glucuronidasa (del Castillo et al., 1977;Urangaet al.,1979a).

Por este motivose ensayó la actividad biológica del ultrafiltna

do antes y después de su incubación con esta enzima (300 unida

des/m1.). La actividad disminuyó significativamente con este tna

tamiento (P <0,005; n=6).

En este micrométodose utilizan cantidades de muestra

casi 100 veces menoresque las utilizadas en el métodoclásico

descripto por Urangaet al. (1979 a). En la tabla II-l se compa

ró la sensibilidad de ambosbioensayos. Allí se observa que el

micrométodo, además de consumir menos sustancia, tiene la venta

ja de ser más sensible, pues la relación entre la respuesta ob

tenida y el volumende muestra usada es casi treinta veces mayor

en el micrométodoque en el método clásico.
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,ul de muestra Aumentode Relación entre
usada la _I'I'C respuesta y v9

_(mg) lumen de mueí
x 1 EE tri usada

(mg/¡1.1)

'Micmonétodo 30 zuuÏ 38(18) 8,13

Macrométodo 2800 eso:119(10) 0,30

Tabla II-l: Aumentode la 'I'I'Cde tiras de estómago de rata,
procume por el agregadode ultrafiltrado de plasma conte
niendo GP d; perro. Comparaciónentre micro y macrunétodos.
de ensayo. x indica el valor medio; EEindica el error es
tandard; entre paréntesis se indica el n°de ensayos.
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Bioensayo sobre la Dresión ureteral del saDo:

La GPaunenta la presión ureteral sin modificar la pps

sión arterial (Uranga, 1963). Esta acción, especifica de la GP,

dio origen al bioensayo descripto por Uranga (1967). Conel ob

jeto de disminuir la cantidad de muestra requerida para esta prqí

ba, se le hizo la siguiente modificación: en vez de inyectar la

sustancia en estudio por la vena subclavia, ésta se infundió por

la arteria aorta, a través de una cánula introducida hasta por

encimade las arterias renales; la arteria aorta se ligó en la a3

na de su bifurcación. De esta manera 1a muestra llega directamen

te al riñón, evitando la dilución en el torrente sanguíneo del a

nimal.

Se hicieron los controles correspondientes para verifi

car que la infusión de KRBa ese flujo no alteraba la presión u

reteral. Por otra parte, se verificó que la ligadura practicada

en la arteria aorta no modifica la presión arterial.

La figura II-S muestra el registro obtenido al infun

dir con este métodoel ultrafiltrado de plasma conteniendo GP.

Se observa que pocos minutos después de comenzada la infusión,

1a presión ureteral aumenta. En trabajos anteriores se ha obser

vado que este cambio no se acompaña de modificaciones en la pre

sión arterial (Uranga, 1963; Uranga and Fuenzalida, 1975).
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Fi II-S: Efecto de la infusión de ultr'afiltrado de plaí
ma conteniendo GPsobre la presión ureteral del sapo. La
flecha indica el comienzode la infusión.
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Usando esta metodología es posible consumir un volumen

diez veces menor de muestra que el utilizado en el bioensayo des

cripto por Uranga (1967).

b. Termoestabilidad

Se construyó una curva para estudiar la pérdida de ac

tividad con el tiempo, incubandoel ultrafiltrado conteniendo GP

a 60°Cdurante l, 2, 3 y Hhoras. Se eligió esta temperatura pa

ra impedir el crecimiento de microorganismosdurante la incuba

ción, ya que el agregado de agentes antibacterianos interfiere en

el ensayo biológico del fundus de estómago de rata. En .la figu

ra II-6 se observa el aumento de la TTCproducido por las muestras

luego de 1a incubación. Los resultados se expresaron comoel pop

centaje respecto a la respuesta del control (ultrafiltrado sin in

cubar), que fue de 28HÉ 78 ag (n=ll). La actividad biológica no

se modificó en un periodo de hasta 2 horas, pero disminuyó signi

ficativamente al prolongar la incubación durante 3 horas (E’<0,0005).
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Fi a II-6: Efecto del tiempo de incubación a 60°C sobre la
activ1dad biológica del ultnafiltrado de plasma conteniendo GP.
Los valores se expresan comoel porcentaje respecto al control.
Lospuntos indican la media; las líneas verticales indican el
error estandard; entre paréntesis se indica el n°de ensayos.
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c. Susceotibilidad a 1a oxidación

Comose mencionóen el punto anterior, la actividad

del ultrafiltrado conteniendo GP, disminuyesignificativamente

si se incuba a 60°C por un período de 3 6 más horas. Se quiso

averiguar si este efecto se podría evitar por el agregado de un

agente reductor, y si por otra parte se acentuaba con la preaql

cia de un agente oxidante.

Comomedio reductor se eligió mercaptoetanol, por ser

hidrosoluble. Se probó agregar distintas cantidades de esta sus

tancia en el bioensayo del fundus de estómago, encontrándose que

su presencia en concentraciones hasta 5 HMen el ultrafiltrado

no ncdificaba la respuesta de la GPni las contracciones espon

táneas del tejido. Comomedio oxidante se utilizó una corriente

contínua de oxígeno sobre la muestra. Se construyó una curva pa

ra ver la pérdida de actividad con el tiempo, incubandoel ultra

filtrado conteniendo GPa 60°Cdurante l, 2 y 3 horas, en preseg

cia de mercaptoetanol 5 mMo de oxigeno.

En la figura II-7 se observan los resultados obtenidos

con el micrométodo sobre el fundus de estómago, expresados como

el porcentaje respecto a la respuesta del control (ultrafiltrado

sin incubar), que tuvo una actividad nedia de 27HÍ 82 í@ï(n=10).

El agregado de mercaptoetanol 5 mMimpidió la pérdida de actividad



o\° 100

Mercopto
etanol

50
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Fi a II-7: Efecto del rnercaptoetanol y del oxígeno sobre la
act1v1dad biológica del ultrafiltr‘ado de plasma conteniendo GP,
inoubado a 60°C. Los valores se expresan comoel porcentaje res
pecto al control. Los puntos indican la media; las lineas vertl:
cales indican el error estandard; entre paréntesis se indica el
número de ensayos.
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del ultrafiltrado, que produce la incubación a 60°Cdurante 3 hs.

La presencia del oxígeno ocasionó una disminución significativa

de la actividad biológica (P (0,005) aún con períodos más cortos

de incubación (2 hs.).

Estos hechos sugieren que la molécula en estudio es

susceptible a la oxidación, y que el mercaptoetanol es un proteg_

tor eficaz del principio activo.

d. Condiciones de conservación

Se investigó de qué manera convenía guardar las mues

tras con GPpara que conserven su actividad biológica. Se tomó

comocontrol el ultrafiltrado con GPde perro, que había sido

congelado sólo una vez. Se descongelaron muestras iguales de ul

trafiltrado, y se guardarondurante cinco días en tres condicio

nes diferentes: recongelada a -lO°C, en solución a H°C, y evapo

nada a sequedad, a u°c. Luego de este período de tiempo, la mueg_

tra evaporada a sequedad se disolvió en un volumenigual al ori

ginal de KRBGy se probó la actividad de las tres muestras en el

bioensayo del fundus de estómago.

En la tabla II-2 se resumen los datos, expresados como

porcentaje respecto al aumentode la TTCproducido por el ultra
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Aunento de

Condición la}? (95) P
x _ EB

Reoongelado a -10°c 80 i 7 <0,025

En solución a u°c 56 i 5 (0,0005

Evaporado a sequedad, a H°C 35 Í 10 (0,005

Tabla II-2: Actividad de GPdespués de guardar el ultrafiltrado
durante c1nco días en diferentes condiciones. Los resultados se
expresan comoel porcentaje respecto a la acción del ultrafil
trado congelado una sóla vez.
i indica el promediode 6 ensayos; BBindica el error estandard;
P indica el nivel de significación respecto al control.
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filtrado control (220 Ï 39 Egg n=6). Se observó una disminución

significativa de la actividad en las tres condicionesutilizadas,

si bien la pérdida fue menoren la muestra recongelada.

Ademásse investigó si un medio de baja concentración

salina favorecía la conservación del principio activo. Para ex

traer la sustancia en estudio, precipitando la mayorparte de las

sales del ultrafiltrado, se utilizó la propiedad de que la GPes

soluble en etanol (Uranga, 1971).

El experimento se realizó guardando congelada durante

diez dias una parte de la muestra. Otra parte igual de la misma

se trató con alcohol etílico, separandoel precipitado por cen

trifugación; el sobrenadante se evaporó a sequedad, se redisolvió

en un volunen de agua igual al original, y se guardó congelada

durante el mismoperiodo de tiempo. Finalnente se probó la acti

vidad biológica de ambas fracciones en el micrométododel fundus

de estómago. El ultrafiltrado congelado provocó un aumentode la

ITC de 215 : 83 ag (n=6), y el extracto etanólico tuvo una acti

vidad de 235 Ï 70 EE (n=6). La semejanza entre estos valores in

dica que la diferente concentración salina no modifica la conser_

vación del principio activo.
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e. Tratamiento con alümina

El óxido de aluminio activado adsorbe selectiva y cuan

titativamente las aminas catecólicas (Antonand Sayre, 1962). Se

comparóla actividad biológica del ultrafiltrado conteniendo GP

en el fundus de estómago, antes y después del tratamiento con

alfimina. Esta técnica requiere alcalinizar la muestra a pH8,6 ,

por este motivose verificó previanente que el ultrafiltrado a

pH 7,2 producía la misma respuesta que a pH 8,6.

La muestra original desarrolló un aumento de la TTC

de #24 : HSEE, y la muestra tratada con alfimina 362 : #2 mg, en

los 17 ensayos realizados. Si bien la diferencia media es pequeña

(61 Í 18 EE), resulta estadísticamente significativa (P‘<0,005).

Estos datos sugieren que las catecolaminas, que se pueden separar

por adsorción sobre alfimina activada, producen una disminución de

la respuesta del fundus de estómagoal ultrafiltrado contenien

do GP.

f. Extracción con solventes orgánicos

La GPno se extrae con acetato de etilo, pero es solu

ble en etanol y se une a la resina de intercambio iónico Amberli

te MB-3(Uranga, 1971). Estos hechos indican su naturaleza polar,



un

que sugirieron el uso de un solvente polar, el n-butanol, para

su extracción. Para favorecer el pasaje del principio activo a

la fase orgánica, se acidificó el medioa pH u,0 y se adiciona

ron sales, aumentandoasi la fuerza iónica del medio.

El ultrafiltrado de plasma conteniendo GPse trató con

alúmina activada, que se separó por centrifugación. El sobrena

dante se dividió en dos partes, una de las cuales se saturó con

NaCl y la otra con (NHu)280u; este última presenta una mayor sg

lubiILidad en agua, por lo que parecía el más adecuado para aumen

tar la fuerza iónica. Ambasmuestras se acidificaron a pH H,0 y

se extrajeron con n-butanol comose indica en Materiales y Méto

dos. Los extractos se evaporaron a sequedad y los residuos se di_

solvieron en un volumen igual al original de KRBG,probéndose la

actividad de los mismosen el bioensayo del fundus de estómago.

La muestra obtenida por saturación con NaCl produjo un aumento

de la ITC de 3u1 Ï 56 ¡g (n=lu) que corresponde a un 69 Ï 6 %

de la actividad del ultrafiltrado original. En cambio, la muestra

saturada con (NHH)ZSOHprovocó una respuesta de 67 Í 27 ag (n=6),

lo que equivale a un ll Í H%de la actividad del ultrafiltrado

original.

Estos resultados sugieren que el n-butanol extrae el

principio activo del ultrafiltrado de plasmaacidificado a pHH,0



us

y saturado con NaCl, pero no lo hace de la muestra saturada con

(NHu)2SOu.

El bioensayo del estómago de rata es más sensible pero

nenos específico para GPque el de la presión ureteral de sapo.

Por lo tanto, se probó la actividad biológica del extracto buta

nólico, obtenido luego de saturar con NaCl, en el método clásico

de nedición sobre el sapo descripto por Uranga (1967). La mues

tra produjo un aumentode la presión ureteral en los cuatro ani

males ensayados, de 6, 6, 19 y 29 mmHg.

Se realizó el dosaje de Na+y K+por fotometrïa de lla

ma, tanto en el ultrafiltrado comoen el extracto butanólico.

En la tabla II-3 se observan los valores individuales obtenidos

de las muestras de tres animales, y se ve que la fase butanólica

posee una cantidad de sales considerablenente nenor que el ultra

filtrado. Por lo tanto, la extracción con n-butanol permite sepa

rar el principio activo de compuestosmuypolares comolas sales,

presentes en el ultrafiltrado de plasma;esto posibilita obtener

muestras concentradas en el principio activo, sin que a su vez se

concentren las sales, que interfieren en los experimentos.
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Na + K +

( meq / l ) ( meq / l )

Perro Ul'mafiltradobïggïzo Ultrafiltrado

N° 37 1u7,o 2,9 u,a 0,0

N° 39 177,5 1,2 u,o 0,1

N° u1 181,8 1,3 u,1 0,0

Tabla II-3: Dosaje de Na+y K+en ultrafiltrado y extracto buti
nohco del mismo,proveniente del plasma de perros pancreatec
tomizados.
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Se realizaron extracciones sucesivas para continuar

1a separación del principio activo. Para esto, el ultrafiltrado

de plasma conteniendo GP se trató con alümina, a pH 8,6. Las sus_

tancias no polares se extrajeron con n-hexano, descartándose la

fase orgánica. La fase acuosa se acidificó a pH“,0, se saturó

con NaCl, y se hicieron extracciones con n-butanol. Este extrac

to se lavó con agua a pH u,o y 0°C, se evaporó parcialmente, y

se le agregó la mitad de su volumende n-hexano, para disminuir

la constante dieléctrica del medio. Se hicieron extracciones con

agua amoniacal, a pH 9, descartándose la fase orgánica. La fase

acuosa se evaporó a sequedad, y se agregó acetcna 50 %, inducién_

dose la precipitación de algunas sustancias, por raspaje con una

varilla de vidrio. El sobrenadante y el precipitado se separaron

por centrifugación; ambas fracciones se evaporarcn a sequedad, y

los residuos se llevaron a la concentración original disolviénd9_

se en KRBG.La actividad de estas muestras se probó con el micr9_

método del fundus de estómago. El sobrenadante produjo un aumen

to de la TTCdel 63 Í lu %respecto al ultrafiltrado original,

"¿entras que el precipitado tuvo un u t 2 %de la actividad ini

cial, en los seis ensayos realizados. Esto indica la presencia

del principio activo en el sobrenadante de acetona 50 %, luego

de las extracciones sucesivas mencionadas.
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g. Cromatografía en cana delgada

Cromatografía unidirensional:

Se partió de ultrafiltrado conteniendo GPde plasma de

perros pancreatoprivos, que se trató con alfimina activada y se

extrajo con n-butanol, comose indica en Materiales y Métodos.Bl

extracto se sembróen una capa delgada de sílica gel, y se desa

rrolló con ácido acético puro.

La figura II-B muestra el aspecto del cromatognana,lug

go del revelado con luz UV, iodo, y ácido sulfúrico 50 %. Las

placas usadas contenían una sustancia fluorescente, por lo tanto

su observación bajo luz UVpermitió detectar la aparición de man

chas que con los otros métodos de tinción usados no se vieron,

por ser éstos menossensibles: el ácido sulfúrico SO%, altamente

inespecïfico, reveló la aparición de cuatro manchas;el iodo, que

forma aductos con compuestos aromáticos y dobles ligaduras en ge

neral, sólo reveló la aparición de tres manchas.

Para cada mancha se calcularon el Rf y el REF; estos wa

lores figuran en la tabla II-u.
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Fi a II-8: Separación de componentesdel extracto butanólico
conteniendo GP, proveniente del perro, por cromatografía en qa
pa delgada. Fase móvil: ácido acético. a: observación bajo luz
UV; b= tinción con ácido sulfúrico SO%; c= tinción en cámara
de iodo. Las manchas se numeraron como se indica en la figura.
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Rf Rar

GF 0,01 -_

Mancha 1 0,52 1,51

Mancha 2 0,50 1,22

Mancha} 3 0,01 1,00

Mancha u 0,33 0,80

Mancha 5 0,20 0,u9

Mancha s 0,00 0,20

Tabla II-u: Cromatografía en capa delgada de sílica gel del
extracto Eutanólico conteniendo GP, proveniente del perro. Fa_
se móvilz' ácido acético.
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Luegode eluir las sustancias de la placa, se probó la

actividad de cada zona del cromatogramaen los bioensayos del ña;

dus de estómago y la presión ureteral. La única manchaque tuvo

actividad de GP en ambos bioensayos es la de Rf= 0,H1 (RGF=l).

Esta mancha produjo un aumento de la TTCde 227 Í u7 EE (n=8);por

incubación previa con (s-glucuronidasa (615 unidades/ml), la ac

tividad disminuyó significativamente (P< 0,005) a un valor medio

de H7 Ï 30 ¡g (n=6). Esta mancha, en el sapo, aumentó 1a presión

ureteral en 12 y 15 mmHg. Comose observa, al usar ácido acético

comofase móvil, la mancha con actividad de GPrecorrió la misma

distancia que el GF, por lo cual este glucurónido se siguió sem,

brando cono sustancia de referencia.

Debidoa que el ultrafiltrado conteniendo GP, obtenido

por perfusión del hígado de rata, tiene menossustancias que el

proveniente del perro pancreatoprivo (ver Discusión), y ademásse

obtiene en mayor cantidad mediante un procedimiento sencillo, se

estudió el aislamiento de GPde rata, aplicando las técnicas que

resultaron adecuadas para la purificación de la GPproveniente

del perro: extracción con n-butanol y cromatografía en capa del

gada de sílica gel.

Se partió de ultrafiltrado conteniendo GP, proveniente

de la perfusión del hígado aislado de ratas, que se trató con
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alúmina activada y se extrajo con n-butanol. El extracto se semr

bró en una capa delgada de sílica gel, y se desarrolló con ácido

acético puro. La observación de la placa bajo luz UVreveló la

presencia de tres manchas, cuyos valores de Rf y RGFse indican

en la tabla II-S. Comose dijo más arriba, la placa obtenida en

las mismascondiciones a partir de ultrafiltrado proveniente del

perro presentó seis manchas, confirnando que el extracto butanó

lico obtenido con el líquido de perfusión del hígado de rata con

tiene nenos sustancias que el proveniente del plasma de perro

pancreatoprivo.

Cuandola fase móvil se reemplazó por la mezcla cloro

formo 65 - metanol 30 - ácido fórmico 5,a la que se añadió mercap_

toetanol l mM,el extracto proveniente de la rata se separó en

nueve manchas reveladas bajo luz UV, comose ve en la figura II

9 ; las manchas 8 y 9 no siempre se observaron. La tabla II-S in

dica los valores de Rf y RGFcorrespondientes a cada mancha.

Se determinó la actividad biológica de las distintas

zonas del crematograma. Para esto se raspó y eluyó la silica co

rrespondiente a cada mancha. Luegode evaporar el eluyente, las

muestras se disolvieron en KRBG,probéndose la actividad de las

Hdsmasen los dos bioensayos descriptos en Materiales y Métodos.

La mancha 6 produjo una contracción de 312 Í 68 má (n=5) en el



GF 0,u5 _..

Mancha 1 0,67 1,u7

Mancha 2 0,53 1,15

Mancha 3 0,3u 0,7u

Tabla II-S: Cromatografía en capa delgada de sílica gel del ex
tracto butanólico conteniendo GP, proveniente de la rata. Fase
móvil: ácido acético.
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Figgga II-9: Separación de componentesdel extracto butanólico
conteniendo GP, proveniente de La rata, por cromatografía en
capa delgada. Fase móvil: cloroformo 65-Hetanol 30-ácido fór
mico S a la que se añadió mercaptoetanol l mM. a: observación
bajo luz UV;b: tinción con ácido sulfúrico SO%; c= tinción
en cámara de iodo. Las manchas se numeraron como se indica en
la figura.



55

Rf RGF

í i EE í i EE

GF 0,65 Í 0,01 -
Mancha 1 0,88 t 0,01 1,36 t 0,02

Mancha 2 0,82 i 0,01 1,26 t 0,02

Mancha 3 0,75 t 0,02 1,15 t 0,02

Mancha u 0,67 i 0,02 1,03 i 0,02

Mancha 5 0,60 i 0,02 0,92 t 0,02

Mancha6 0,97 i 0,01 0,72 t 0,01

Mancha 7 0,u0 t 0,01 0,62 t 0,01

Mancha 8 0,30 i 0,02 0,50 t 0,01

Mancha 8 0,19 t 0,01 0,29 t 0,01

IM: CÏ‘Cïï‘atCSI‘afíaen capa delgadadel extracto butanó
Lico conteniendo GPproveniente de rata. Fase móvil: clomfog
mo 65 - n‘etanol 30 - ácido fórmico 5, a la que se añadió mer
captoetanol l mM.
i indica la media de 1.1placas; EEindica el error estandard.
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fundus de estómago; las demás manchas resultaron inactivas. En

el bioensayo del sapo, la mancha6 aumentó la presión ureteral en

7, lu, 16 y 19 mmHg, en los cuatro animales ensayados; los valg

res observados son muysignificativos para este método. Las otras

muestras no tuvieron actividad.

Estos resultados indican que la manchade Rf= 0,|+7 : 0,01

(RGF=0,72 : 0,01) tiene actividad de GPtanto sobre el estómago

de rata comosobre el riñón de sapo.

Conel objeto de averiguar aproadmadanentela naturaleza

quimica de la manchaactiva, se llevaron a cabo las siguientes

reacciones de coloración:

- Tinción con ácido sulfúrico 50 96:después de aplicar el reacti_

vo y calentar la placa, la manchaactiva se tiñó de violeta, vo_l_

viéndose parda al enfriar; observada bajo luz UVde 25Hnmpresea

tó fluorescencia.

- Tinción con iodo: la manchaactiva se tiñó al colocar el croma

tograma en una cámara saturada con vapores de iodo.

—Tincién con ácido fosfórico 50 95:se pulverizó el reactivo, se

calentó la placa y se miró bajo luz UVde 360 nm: la mancha activa

presentó una fluorescencia blanca intensa; a la luz del día se 013

servó marrón-amarillenta.

- Tinción con anhídrido acético-ácido sulfúrico: el reactivo, re
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cién preparado, se roció sobre la placa, que luego se calentó.

La manchaactiva se tiñó de violeta, y se tornó marrón al enfriar

la placa, sin embargono se observó fluorescencia bajo luz UVde

360 nm.

- Tinción con nirmidrina: se aplicó el reactivo y calentó la pla

ca; la manchaactiva no se coloreó.

- Tinción con 1,3-dinitrobenceno: el reactivo se pulverizó sobre

la placa, que luego se calentó. No se produjo coloración de la

manchaactiva.

Cromatografía bidimensional:

Conel objeto de conocer si la manchaactiva provenien

te de la rata estaba constituida por una o varias sustancias, se

hicieron cromatografías en dos direcciones, haciendo pasar el se

gundosolvente en dirección perpendicular a 1a que corrió el pri

mer solvente.

La primera fase móvil usada fue cloroformo 65 - metanol

30 - ácido fórmico 5, a la que se añadió mercaptoetanol l mM.

Cuando se usó como segunda fase móvil la mezcla acetato

de etilo H0 - n-butanol 57 - ácido fórmico 3, con el añadido de

mercaptoetanol l HM,la manchaactiva, que en la primera dirección
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presentó un RGF= 0,7H, al correr en la segunda dirección se deg_

plazó muypoco (Rf = 0,11) mientras que el GF corrió más (Rf=0,55),

de manera que . F = 0,21. Estos datos indican que el segundo sol

vente separó muchomás el GF de la mancha activa, que lo que lo

hizo la prinera fase móvil. La manchaactiva dio lugar a una úni

ca manchacuando se corrió en la segunda dirección.

Cuandose usó comosegunda fase móvil la mezcla piridi;

na 50 - metanol H9 - ácido fórmico l, la manchaactiva, que en

la primera dirección presentó un RGF= 0,72, al correr en la se

gunda dirección se desplazó con un RGF= 0,76, y nuevamente dio

lugar a una manchaúnica en la segunda dirección.

Al utilizar la mezcla n-butanol 50 - ácido acético 5 

agua lO comosegunda fase móvil, la mancha activa presentó un

Rf = 0,32, y se resolvió en una sóla mancha.

h. Espectros de absorción de luz UV

En la figura II-10 se presenta el espectro de absorción

de la manchaactiva proveniente de la rata, disuelta en etanol.

Se observa un pico a 220-22u nm y otro a 275-280 nm.

El espectro de la manchadisuelta en agua presentó el

mismoaspecto, no registrándose efecto batocrómico por cambio de

pH de 9 a 3.
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200 250 300 350

Fi a II-lO: Espectro de absorción de luz UVde la mancha a_c_
tlva obtenlda por cromatografía en capa delgada del extracto
conteniendo GPde rata.
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i. Cromatografía liquida de alta presión

Para reafirmar la posibilidad de que la manchaactiva

proveniente de la rata, esté constituida por una sola sustancia,

cono sugieren las cromatografías bidinensionales realizadas, se

hizo cromatografía liquida de alta presión en fase reversa.

Deacuerdo a las caracteristicas del espectro de ab

sorción de luz UVde la manchaactiva, se utilizaron detectores

de absorbancia que se fijaron a 220 y 280 nm, registrándose los

dos cromatogramas simultáneamente. Ambospresentaron un aspecto

similar.

Al utilizar la columnade compresiónradial, se obtu

vieron los siguientes resultados:

- cuando se usó la fase móvil agua 80 - metanol 20 a

pH “,00 en una corrida de 15 min. no se observó ningún pico, in

dicando que la sustancia en estudio quedaria muyretenida;

- cuando se usó la fase móvil agua 80 - metanol 20 con

acetato de sodio 0,05 Ma pH 7,65 apareció un único pico con un

tr = 6,08 min, comopuede observarse en la figura II-ll. Los úl

timos cinco minutos de la corrida el flujo se aumentótres veces,

para favorecer la salida de sustancias que quedaran más reteni

das; no se observó ningún otro pico. En la figura II-12 se mues

tra el cromatogramaobtenido cuando la fracción de tr = 6,08 min
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6,08

A220

Fi a II-11: Cromatografía líquida de alta presión de la man
cha actwa, obtenida por cromatografía en capa delgada del ex
tracto conteniendo GPde rata. Los picos pequeños que aparecen
a tr menorque l+min. son artificios de la técnica. Entre los
15 y 20 min. se triplicó el flujo de la fase móvil.
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Haga II-12: Cromatografíalíquida de alta presión de la man
cha actlva, obtenida por cromatografía en capa delgada del ex
tracto conteniendo GPde rata. El pico de t = 6,08 min. se
mcicló, dando lugar al pico de tr = 18,5 mïn.
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se recicló, dando lugar a un pico único, más ancho y bajo que

el anterior.

- cuando se usó la fase móvil metanol 80 - agua 20,

apareció un pico a tr = 3,9u min.

Al utilizar una columnade muyalta resolución, como

lo es la Ultrasphere ODSde las características mencionadasen

Materiales y Métodos, con la fase móvil metanol 70 - agua 30,

se obtuvo un único pico a tr = 10,63 min.
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u. DISCUSION

En el sapo, la presión que se registra en el uréter o

cluïdo es igual a la presión en la cápsula de Bowmany responde

precisa y rápidamente a las variaciones de presión de dicha cáp

sula (Uranga, 1965). En estos animales, la presión en la cápsula

de Bowmanes igual a la presión hidrostática del capilar glome

rular menosla presión oncótica del plasma. Por lo tanto la prg_

sión ureteral se puede considerar cano índice de la presión gyg

merular. La GPse describió por primera vez por su acción sobre

el riñón del sapo, donde produce el aumentode la presión urete

ral sin modificar la presión arterial (Urenga, 1967). En un tng

bajo posterior se estudió la acción de la GPen la actividad con_

tráctil del músculo liso, encontrándose que produce el aumento

de la TTCdel fundus de estómago de rata "in vitro" (Uranga et

al., 1979 a). Los ensayos empleados para la detección de esta ho;

monase fundamentaron en estos efectos biológicos.

Enel presente trabajo se intentó purificar el princi

pio activo de los demás componentes plasmáticos, de donde surgió

la necesidad de contar con métodos de detección de la hormonaque

consumieran la menor cantidad posible de material. De esta manera
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la muestra podria ser sometida a sucesivos procesos separativcs.

Los bioensayos en que se utiliza músculo liso requie

ren una elevada sensibilidad y especificidad. Esto se puede lo

grar:

1° minimizandoel volumendel baño del tejido aislado;

2° usando un órgano sensible y relativamente específico para la

sustancia en estudio (Vane, 1983).

Teniendo en cuenta el 1° punto, se desarrolló un mi

crométodo de dosaje de GPutilizando pequeños tubos de vidrio,

donde el tejido se sumergió en un baño de 300 N1. Por la adi

ción de distintos volúmenesde ultrafiltrado conteniendo GP, se

realizó una curva dosis-respuesta. A bajas concentraciones, exig_

te una relación lineal entre ambas, mientras que a mayores con

centraciones se observa saturación de la respuesta. La náxima

contracción dentro de la zona lineal corresponde a la dosis de

lO %(v/v), por lo que se utilizó esta relación en los sucesivos

ensayos.

En cuanto a la especificidad del tejido, el fundus de

estómago de rata responde con una contracción, al agregado de GP

y de otras sustancias que son: dopamina, angiotensina II, bradi_

quinina, PGs Ez, F2“, G2, H2, prostaciclina y TXA2;adrenalina
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y noradrenalina producen la relajación muscular (Vane, 1983).

En nuestras preparaciones se utilizaron muestras previanente

ultrafiltradas con nombranasque retienen las moléculas de pg

so molecular elevado, y por lo tanto angiotensina II y bradi

quinina quedaron retenidas. Las PGs (a excepción de PGE2 y

PGPZM)y TXA2son moléculas de vida media corta, por lo que

se inactivaron en el proceso de obtención del ultrafiltrado,

que dura veinte horas. Por otra parte, las catecolaminas preseg_

tes podrían interferir en las respuestas del fundus de estóma

go a GP.

El óxido de aluminio activado adsorbe selectiva y

cuantitativamente las aminas catecólicas (Anton and Sayre,1962),

por lo tanto los ultrafiltrados conteniendo GPse trataron con

alfimina activada antes del ensayo en el fundus de estómago. Se

observó que luego de este tratamiento, los ultrafiltrados pro

ducían una contracción algo nenor, que sugiere que las catecola_

minas presentes en los ultrafiltrados modifican levemente la

respuesta a GP. Al eliminar dopamina,adrenalina y noradrenali

na de los ultrafiltrados, se consiguió del fundus de estómago

la elevada especificidad requerida para la sustancia en estu

dio.

Se comparóla sensibilidad de este nácrcnétodo con la
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del bioensayo clásico descripto por Uranga et al (1979 a) donde

el tejido se sumergia en baños de 20 ml. El micrométodo, que

consumevolünenes casi cien veces menores de muestra, resulta

más sensible, pues la relación entre 1a respuesta obtenida y el

volumende muestra usada se incrementa casi treinta veces en el

hdcrométodo respecto al métodoclásico.

Comose dijo anteriornente, la GPaunenta 1a presión

ureteral del sapo, sin modificar la presión arterial. Esta ac

ción dio lugar al desarrollo de un bioensayo de alta especifici

dad para la GP, en el que La muestra se aplica por una inyección

en bolus por la vena subclavia (Uranga, 1967). En el presente

trabajo se desarrolló un micrométodoen el que las muestras se

perfundieronpor la arteria aorta, a la altura de las arterias

renales. Deesta manera las nuestras llegaron directamente a los

riñones, evitando la dilucién en el torrente sanguíneodel ani

mal. Con este método se consumió un volumen de sustancia diez

veces nenor que el utilizado en el bioensayo clásico descripto

por Uranga.

El bioensayo sobre la presión ureteral del sapo es

específico para la sustancia en estudio, pero no es cuantitati

vo, indicando solamente la presencia o ausencia de GPen las

muestras ensayadas. En cambio el bioensayo sobre el fundus de
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estómagode rata permite el dosaje del principio activo y una e

valuación estadistica de los datos.

Conel objeto de conocer si la GPes estable durante

periodos prolongados de incubación a una temperatura relativamen

te alta (60°C), se realizó una curva de la pérdida de actividad

con el tiempo, que mostró que la actividad se mantiene durante

2 hs. de incubación, y que a las 3 hs. disminuye significativa

mente. Esta disndnución se pudo evitar con la presencia de un

agente reductor (nercaptoetanol) en el medio de incubación. Por

otra parte, la exposición al oxígeno aceleró la caída de la ac

tividad, que se observó a las 2 hs. Estos hechos sugieren que la

molécula en estudio es susceptible a la oxidación, y que el mer

captoetanol es un protector eficaz de la actividad.

Se investigaron las mejores condiciones de conservación,

observándose que ésta no se modificaba por la diferente concentra

ción salina del medio. Se encontró que las muestras mantenían mg_

jor su actividad congeladas a —10°Cque a H°C, ya sea en solución

o evaporadas a sequedad.

En trabajos anteriores se observó que la actividad de

GPdel ultrafiltrado proveniente del plasma de perro pancreato

privo, disminuía significativamente por incubación con fi-glucu

ronidasa (del Castillo et al., 1977; Urangaet al., 1979a). En
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el presente trabajo, esto se confirmó en el micrométododel fun

dus de estómago. Del Castillo et al. (1977) encontraron que la

actividad de GPno se modificaba si en el medio de incubación

se agrega sacarolactona, un inhibidor específico de la (a-glucg

ronidasa. Arany et al. (1982) observaron un aumentode actividad

de GPen el liquido obtenido por perfusión del higado aislado de

ratas tratadas con 3-14benzopirene, que estimula la síntesis de

glucurónidos; por otra parte, si 1a perfusión se realizaba en

animales tratados con novobiocina, que entre otros efectos inhi

be la sintesis de glucurónidos, el líquido obtenido presentaba

una actividad de GPmenor. Estas evidencias sugerían que la mg

lécula en estudio podría ser un glucurónido, en concordancia

con la observación de la naturaleza polar del principio activo.

Esto motivó la utilización de métodos comunesde purificación

de glucurónidos, comola extracción con solventes de alta pola

ridad.

En la literatura existen numerosostrabajos donde se

utilizan alcoholes no miscibles ccn agua, o mezcla de ellos,pa

ra extraer glucurónidos de esteroides. Los que se usan más frg

cuentemente son los que contienen entre tres y ocho átomos de

carbono; en general los alcoholes de cadena acïclica normal

tienen un poder mayorpara extraer glucurónidos que los deriva
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dos iso- del mismoalcohol (Jayle, 1966). Por este motivo se in

tentó extraer el principio activo con n-butanol. Considerando

que los glucurónidos nenos polares se extraen fácilmente de so

luciones neutras, pero los más polares requieren eventualmente

un nedio ácido y la adición de sales para lograr fuerza iónica

alta, la extracción se realizó a pH u,0 y en un medio saturado

en sales. Esto último sería favorable, además, para evitar la

formación de emulsiones y para disminuir la disolución del bu

tanol en agua. Se probó saturar el nedio con NaCl y con

(NHu)2SOu, pensándose que este último seria el más convenien

te debido a su mayorsolubilidad en agua. Partiendo de ultrafil

trado de plasma de perro conteniendo GP, se encontró que .el

principio activo se extrajo con n-butanol de la fase acuosa a

pH u,0 cuando ésta se saturó con NaCl, pero no cuando se usó

(NH) SO El extracto butanólico conservó la actividad de GP4 2 4'

nedida tanto en el bioensayo del fundus de estómago cono en el

de la presión ureteral del sapo. Al realizar los dosajes de Na+

y K+se observó que el extracto butanólico posee una cantidad

de sales considerablemente menorque el ultrafiltrado. Por lo

tanto, la extracción con n-butanol permite separar el principio

activo de compuestos muypolares, comolas sales, presentes en

el ultrafiltrado de plasma; esto posibilita obtener muestras
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concentradas en el principio activo, sin que a su vez se con

centren las sales, que interfieren en los experimentos.

Los componentesdel extracto butanólico se separaron

por cromatografía en capa delgada de silica gel, usando ácido

acético comofase móvil, que produjo la aparición de seis man

chas. De éstas, sólo una manchatuvo actividad de GPtanto en

el bioensayo del estómago de rata comoen el del riñón de sa

po, la de Rf = 0,H1, que migró la misma distancia que el GF.

En concordancia con observaciones anteriores, la incubación de

la manchaactiva con e-glucuronidasa disminuyó significativa

nente su actividad, medida en el fundus de estómago.

La GPproveniente del perro se obtiene del plasma de

animales pancreatectomizados, por lo que el ultrafiltrado con

tiene (además de todos los componentesnormales del plasma),las

sustancias producidas por el hígado de un animal diabético (au

mentode glucosa, ácidos grasos libres, cuerpos cetónicos, lí

pidos totales, etc.). En cambiola GPproveniente de la rata se

obtiene del líquido perfundido a través del hígado aislado, que

contiene KRBGmás lo producido por un higado normal, y por lo

tanto es más puro. Ademásla técnica de obtención del ultra

filtrado conteniendo GPdel plasma de perro implica la pancrea_

tectomía del animal, tratamiento durante cinco dias, y la pos
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terior recolección del plasma; por este procedimiento se obtig

nen unos 50 ml. de ultrafiltrado por semana. En cambio la per

fusión del higado de la rata permite obtener ese volumen de

ultrafiltrado de cada rata, de manerasencilla, pudiéndose opg

rar varias ratas cada día.

Se intentó la purificación de GPde rata aplicando las

técnicas que resultaron adecuadas para el aislamiento de la GP

proveniente de perro: extracción con n-butanol y cromatografía

en capa delgada de sílica gel.

El ultrafiltrado del liquido obtenido por perfusión

del higado aislado de rata, conteniendo GP, se extrajo con n-bu

tanol y cromatografió en capa delgada de silica gel, usando á

cido acético comofase móvil. Se produjo la aparición de sólo

tres manchas, confirmando que este extracto contiene menos sus

tancias que el proveniente del plasma de perro pancreatoprivo.

Cuandola fase móvil se reemplazó por 1a mezcla clo

roformo 65 - netanol 30 - ácido fórmico S, a la que se añadió

nercaptoetanol l mM,el extracto proveniente de la rata se se

paró en nueve manchas. De éstas, sólo una tuvo actividad de GP

en el estómago de rata y el riñón de sapo, la de Rf= 0,u7Ï0,01

(RH: 0,72 Ï 0,01).

Conel objeto de conocer aproximadamentela naturalg
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za química de la manchaactiva.procedente de la rata, se lleva

ron a cabo algunas coloraciones para capa delgada. El ácido

sulfúrico desarrolla color especialmentecon el colesterol, es

teroides y ácidos biliares. La manchaactiva rociada con este

reactivo se tiñó de violeta al calentar la placa, y al enfriar

se presentó fluorescencia bajo luz UVde onda corta. La mancha

activa proveniente del perro no se coloreó con este reactivo;

la diferencia podría deberse a una cuestión de cantidad, ya

que en el caso del perro se partió de muestras de un volumen

veinte veces menor. El ácido fosfórico reacciona con los es

teroides y ácidos biliares produciendo fluorescencia. La man

cha activa procedente de la rata desarrolló fluorescencia con

este reactivo, al observarse bajo luz UVde longitud de onda

larga. Estos resultados indican la posible presencia en la

manchaactiva de un esteroide o sustancia relacionada. Sin em

bargo, el reactivo de Liebermann-Burchard(anhídrido acético 

ácido sulfúrico) para colesterol y glicósidos triterpenoides

que posean una función ceto en posición 6 ó 7, ó un oxhidrilo

en posición 6, no reaccionó con la manchaactiva aislada de la

rata. La ninhidrina, que colorea los aminoácidos, aminas y ami

noazücares, no reaccionó con esta mancha, indicando que no po

seería nitrógeno terminal libre. El reactivo de Zinnernan
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(1,3-dinitrobenceno) que reacciona con ciclopentanonas, no pqg

dujo tinción de la manchaactiva aislada de la rata, indicando

que no poseería este grupo funcional.

Conel objeto de conocer si la manchaactiva prove

niente de la rata estaba constituida por una o varias sustancias,

se hicieron cromatografias bidinensionales. Se usó comoprime

ra fase móvil la mazcla cloroforno 65 - metanol 30 - ácido fór

mico 5, a 1a que se añadió mercaptoetanol l mM.Esta mezcla in

teracciona con la muestra fornando puentes de hidrógeno. En la

segunda fase móvil se utilizaron solventes que mantienen otro

tipo de interacciones con la muestra. Se realizaron cromatogna

fïas bidimensionales con tres mezclas diferentes para el segun

do desarrollo:

- acetato de etilo HO—n-butanol 57 - ácido f6;

mico 3 con el añadido de nercaptoetanol l mM,que a las inter

acciones por puente de hidrógeno, agrega las dipolares debidas

al acetato de etilo;

_ piridina 50 - metanol H9 —ácido fórmico l, que

a la formación de puentes de hidrógeno, agrega las interaccio

nes de dispersión debidas a la piridina;

- n-butanol SO- ácido acético 5 - agua 10 que

interacciona por formación de puentes de hidrógeno; pero posee
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En las tres cromatografías bidinensicnales desarrolla

das, la manchaactiva proveniente de la rata dio lugar a una g

nica manchaen la segunda dirección, coro si se tratara ce una

sustancia p ra.

Se realizó el espectro de absorción de luz UVde la

nancha activa en etanol, que resultó similar al obtenido en a

gua. Se observaron picos de absorción a 220-224 nmy a 275-280

nm, lo que revela la probable existencia de grupos crcnófcros

conjugaccs. Nose registró efecto batocróxico por el oa:.io de

pH de 3 a 9, lo que sugiere que la sustancia en estudio no po

seería grupos fenólicos libres.

Procuranco reafircar la fcsici‘iáaó de que la mancha
Aactiva aislada ce la rata esté constitu_ca por una so¡.4a sustan

cia, se recurrió a un rétodo ce Hayor resolución: la crcmatogra

cnica ¿e alta ;resión. 2 cido a .a e;ev*da polaridad ce

la molécula en eStudio, se liza crcmatografia en fase reversa.

Conuna colunna analítica de compresión radial se hicieron cc

rridas con diferentes fases móviles. Utilizando agua 80 - meta_

nol 20, con acetato de sodio 50 mM,pH 7,6c el cromatograma“’

mostró un sólo pico a tP = 6,08 min.; cuando este pico Se reci
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cló, dio lugar a un pico único, más ancho y bajo que el anterior,

comose esperaría si se tratara de una sustancia pura. Ccn la

fase móvil metanol 80 - agua 20 el cromatograma mostró un pico

único a tr = 3,9u min. Para verificar estas observaciones se

utilizó una columnaUltrasphere de muyalta resolución. La co

rrida se desarrolló con metanol 70 - agua 30, a un flujo tres

veces mayor que el usado antes, y se observó un único pico a

tr = 10,63 min.

Estos resultados sugieren que por tratamiento del ul

trafilu'ado proveniente de la rata con alímu'na, extracción con

n-butanol y cromatografía en capa delgada de sílice gel, se 013

tiene una única mancha con actividad de GP que se comporta co

mouna sustancia pura en diferentes condiciones de cromatogra

fía bidimensional y cromatografía líquida de alta presión.

Esto indicaría que la manchaactiva posee un grado

de pureza suficiente para aplicar los métodosde identificación

que permitan conocer su estructura molecular.
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5. SUMARIO

Se intentó la purificación de GP. Para esto se desa

rrollaron dos micrométodos de detección que minimizan la canti_

dad de muestra utilizada. Se observó que el ultrafiltrado con

teniendo GPde perro mantiene su actividad durante 2 hs. de ig_

cubación a 60°C, disminuyendo significativamente a las 3 hs.Eg

ta pérdida de actividad se evitó con la presencia de un agente

reductor; un agente oxidante aceleró la disminución de la acti

vidad a 2 hs. Se observó que la mejor condición de conserva

ción es mantener las muestras a -10°C, y que la concentración

salina del mediono tiene influencia sobre la actividad. Se

pudieron eliminar las catecoLmninaspor tratamiento con alúmi

na activada, conservándose la actividad de GP. El principio ag

tivo se extrajo con-n-butanol de la fase acuosa acidificada y

saturada con NaCl. La cromatografía en capa delgada del extrag

to butanólico conteniendo GPde perro, desarrollado con ácido

acético, se separó en seis manchas. De éstas, sólo una presen

tó actividad en los dos bioensayos para GP, la de Rf = 0,Hl

(REF= l). Usando las mismascondiciones, el extracto butanóli
co conteniendo GPde rata se resolvió en tres nanchas. Al cam
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biar la fase móvil por la mezcla cloroformo 65 - metanol 30 

ácido fómico S, con el agregado de mercaptoetanol l mM, este

extracto se separó en nueve manchas, de las cuales sólo una tu

vo actividad en los dos bioensayos para GP, la de Rf =0,u7:0,01

(RGF=0,72 t 0,01). Esta manchano se tiñó con ninhidrina, su

giriendo que no posee nitrógeno terminal libre, ni con l,3—d.í_.

nitrobenceno, que colorea las ciclopentanonas. En cambio, se

tiñó de violeta cuando se calentó la placa rociada con ácido

sulfúrico; ademásdesarrolló una intensa fluorescencia blanca

con ácido fosfórico. Los dos últimos reactivos indican la posi_

bilidad de que en la manchaactiva haya una estructura de tipo

esteroidal, que reaccione con los ácidos mencionados.

Conel objeto de conocer si la manchaactiva estaba

compuestapor una o varias sustancias se realizaron crmatog‘a

fías bidirrensionales. Usandotres n'ezclas de solventes diferen

tas comosegunda fase móvil, la manchaactiva dio lugar a una

única manchaen la segmda dirección. Se hizo cranatcérafía lá

quida de alta presión de la manchaactiva. Usandotres distin

tas fases móviles se obtuvo un único pico. Por lo tanto, con

los métodos separativos mencionados, se logró obtener una mag

cha oon actividad de GP sobre el fundus de estómago y sobre la
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l . INTRODUCCION

En el sapo, la presión que se registra en el uréter

ocluído es igual a la presión en la cápsula de Bowmany resporl

de precisa y rápidamnte a las variaciones de presión de dicha

cápsula (Uranga, 1965). En estos animales, la presión en la cáE

sula de Bowmanes igual a la presión hidrostática del capilar

glomerular menosla presión oncótica del plasma. Por lo tanto

la presión ureteral se puede considerar comoíndice de la pre

sión glcmerular. La GPaumenta la presión ureteral sin modifi

car la presión arterial (Uranga, 1967). Este efecto se produci

ría por dilatación de la arteriola aferente del glomérulo (Uran

ga, 1973).

La infusión de un ultrafiltrado conteniendo GPen la

perra normal en anestro produce la disminución del flujo sanguí

neo ovárico. Se observó ademásque la perra diabética, que po

see un nivel circulante de GPalto, presenta un flujo sanguíneo

ovárico bajo en relación a la perra normal; el flujo se normali

za si el animal se trata con indometacina, un inhibidor de la

síntesis de PGs (Vane, 1971). Esta observación sugiere que el

efecto de la GPestaría relacionado con la síntesis de PGs

(Unangaand del Castillo, 1979 b).
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En trabajos anteriores se estudió la acción de la GP

en el flujo sanguíneo mesentérico del perro, y se observó que

la infusión de un ultrafiltrado conteniendo GPdisminuye la re

sistencia vascular del mesenterio. Las PGsproducen un importan

te efecto vasomotordirecto en el rnesenterio (Bunting et al.,

1976). Conel objeto de conocer la posible participación de es

tas hormonas en la acción de la GPen el mesenterio, algunos

animales se trataron con trani'lcipromina. Esta droga inhibe la

sintesis de prostaciclina (Gryglewskyet al., 1976). Se obser

vó que el efecto del ultrafiltrado conteniendo GPdesaparece

en los animales previamente tratados con tranilciprorru'na, indi_.

candoque la prostaciclina podría intervenir en este efecto

(del Castillo et al.,1981).

Estos experiJrentos, realizados "in vivo", muestran

que la GPes activa en el sistema vascular y postulan una acción

local de la misira en los vasos sanguíneos, ya que no se produ

ce modificación en la presión arterial.

Los estudios sobre el sistema vascular realizados "in

vitro" son de gran utilidad para conocer lo concerniente a la

producción y degradación local de sustancias vasoactivas, inde

pendizándose de la inervación de los vasos sanguíneos. En tra

bajos anteriores se observó que el ultrafiltrado de plasma cor_1
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teniendo GPdisminuyóel tono basal de las arterias coronarias

"in vitro” del perro. La corticosterona inhibe la síntesis de

PCsa nivel de la fosfolipasa A2 (Flower, 197u). La aspirina,

al igual que la indometacina, inhibe a la ciclo-oxigenasa (Vane,

1971). Comose dijo antes, la tranilcipromina inhibe a la prtgí

taciclina-sintetasa (Gryglewskyet al., 1976). El tratamiento

de los tejidos con alguna de estas drogas eliminó la respuesta

producida al agregar GP, indicando que la síntesis de PGs, y en

particular de prostaciclina, estaría relacionada con el efecto

relajante observado(del Castillo et al., 1985).

Las PGs, sustancias derivadas del ácido araquidónico,

son muyactivas en el sistema vascular, y en algunos casos pro

ducen acciones opuestas; por ejemplo, el TXA2es vasoconstric

tor y la prostaciclina es vasodilatadora (Higgs and Moncada,1983).

Existen otros derivados del ácido araquidónico, que reciben el

nombre genérico de LTS, que también son vasoactivos (Piper, 1983).

En este trabajo se investigó:

l° la acción "in vitro" de la GPsobre el tono muscular de di

ferentes arterias y venas;

2° si los vasos sanguíneos activos describen una relación dosis

respuesta;
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2. MATERIALES Y METOEOS

a. Preparaciones "in vitro"

Se estudió la acción de GPsobre arterias y venas del

perro, y sobre venas de rata, hamster y ccnejo. Los perros se

anestesiaron con pentobarbital (33 mg/kgpeso corporal) y los

otros animales se mataron con un golpe en la cabeza. Se utili

zaron 96 perros, 13 ratas, 6 hamsters y 2 conejos. Para que los

trozos de vaso sanguíneo obtenidos de los distintos animales cg

rrespondiera siempre a la mismazona, se ubicaron las secciones

de acuerdo a sus relaciones anatómicas. Cada trozo de una misma

arteria o vena estudiada se extrajo de distintos animales, en

el caso de perros y ratas. Los diferentes vasos sanguíneos se

colocaron en un baño de buffer KRBGa 37°C, de la siguiente

composición: (mM)NaCl 120,5; KCl H,8; CaCl2 1,6; MgSOl+1,3;

H 1<Pou 1,2; NaHCO2 3

continuamente con una mezcla 95%O2 - 5%C02. Allí se limpiarcn

del tejido no vascular circundante; a partir de cada segmento

2H,2; glucosa 11,1. El buffer se burbujeó

vascular de rata, hamster y conejo, se cortó una tira longitu

dinal de l cm., mientras que en el caso del perno se cortaron

anillos. Cada trozo de tejido se colocó en un baño de 1 ml. de

buffer KRBG,sujetándose con hilos de algodón por un extremo
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a un punto fijo, y por el otro a un transductor de fuerza (Gould

Statham UC 3) asociado a un polígrafo (Grass Modelo 7 D). Se

aplicó una precarga inicial de 500 ag para las venas, y de l Ef

para las arterias. Los vasos se relajaron espontáneamente, y se

dejaron estabilizar durante 90 min., luego de los cuales la ten

sión se reajustó mecánicamente a 300 EE en el caso de las venas

y 600¡g en las arterias.

Se registró la respuesta, en ag, producida por el a

gregado de leo/ul de muestra conteniendo GP, obteniéndose una

concentración final de 15 %(v/v) en el baño del tejido (excep

to en la curva dosis-respuesta, en que se especifican las di

ferentes concentraciones usadas). La adición del mismovolumen

de KRBGno alteró el tono vascular ni las contracciones espon

táneas, cuando éstas se presentaron (vena porta de rata). Los

vasos provenientes de distintos perros, y aún los diferentes

trozos de un mismovaso provenientes de un perro, presentan u

na gran dispersión de resultados. Por este motivo, en el es

tudio de la curva dosis-respuesta, se determinó la respuesta

de los mismos segnentos de vaso sanguíneo a las diferentes con_

centraciones de GPpresentes en el extracto butanólico del ul

trafiltrado. Por la mismarazón, en el estudio del mecanisno de
o} o a o '

aceion se utilizaron los mismossegmentos de vaso sangUineo pa
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ra determinar su respuesta al agregar un extracto conteniendo

GP, antes y después de añadir las drogas inhibidores.

Se verificó la viabilidad de las preparaciones conprgl

bándose que se producía despolarización al agregar K+ 50 mM(con

centración final en el baño) al terminar los experimentos. Co

mo muchos autores (Levy, 1980; Toda, 1982; Uski et al., 198u)

expresan las respuestas de los vasos sanguíneos comoel porcen

taje respecto a la contracción inducida por K+, se calculó si

en los resultados experinentales se disminuia el error expre

sándolos de esa manera.

b. Obtención de las muestras de GP

Se obtuvo un ultrafiltrado conteniendo GP, proveniente

del plasma de perros pancreatectomizados, ccmose describe en

II.2.c.

Para realizar la curva dosis-respuesta era necesario

contar con muestras concentradas en GP, sin concentrar a su vez

las sales, que modifican el tono vascular. Se recurrió a la

extracción del principio activo con n-butanol. Para esto, el

ultrafiltrado se trató previanente con alúminaactivada, que

adsorbe las catecolaminas (cfr. II.3.d.). El sobrenadante se
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acidificó a pH 4,0 y saturó con NaCl; se hicieron cinco extrag

ciones con n-butanol, 1/5 del volunen de muestra cada vez. El

extracto butanólico se lavó tres veces con agua a pH u,0, 0°C,

y se evaporó a sequedad bajo corriente de nitrógeno en un baño

a 37°C. Una alícuota del residuo, llevada a volumenoriginal

con KRBG,presentó una actividad biológica del 69 Í 6 % (n=lu)

de la actividad del ultrafiltrado, medidaen el bioensayo del

fundus de estómagode rata (cfr. II.3.e.). La extracción con

n-butanol se utilizó en la determinación de la curva dosis-res_

puesta y del mecanismode acción. Los puntos de distinta concen_

tración de la curva se obtuvieron agregandoal baño del tejido

siempre el mismovolumen (15 %v/v) de muestras provenientes de

cantidades crecientes de ultrafiltrado, y de esta manerase re

gistró la respuesta a extracto butanólico disuelto en un volu

nen igual al original (punto 15 %v/v) o en un volumen menor,

para obtener mayor concentración (puntos HOy 100 %).

c. Incubaciongg con p-glucuronidasa

En algunos experimentos el ultrafiltrado conteniendo

GP se incubó con 600 unidades/ml de p-glucuronidasa (Ketodase,

Warnethambert Co.) a pH S y 37°C durante una hora.
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Comoinhibidores de fosfolipasa A2 se utilizaron:

Mepacrine HCl (ICNPharmaceuticals, Inc.), concentración final

en el baño: 39,uM.

Clorpromazina (Lab. Rhodia), concentración final en el baño:

105 ¡.M.

Las drogas se agregaron al baño de los tejidos, dejág_

dose actuar durante 30 min.

e. Estadística

Los resultados obtenidos se compararoncon el test

de la "t" de Student de una cola, considerándose diferencia sig

nificativa cuandoP (0,05.

Las curvas dosis-respuesta se trazaron haciendo tm

ANOVAcompletado con regresión. Se realizó la iransformación

logaritmica de los datos para lograr la homogeneidadde variar;

za requerida, que se comprobócon el test de Bartlett.
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3 . RESULTADOS

a. Acción en venas

Comose ve en la tabla III.1, el ultrafiltrado conte

niendo GPprodujo una contracción significativa en seis de las

nueve venas del perro estudiadas; las venas yugular, femoral y

porta extrahepática produjeron una respuesta mayorque las ve

nas cava, ilíaca y esplénica. En cambioel ultrafiltrado no tu

vo actividad en las venas pulmonar, mesentérica y renal. Estos

resultados se representan en la figura III-1.

En las venas que dieron mayor respuesta se probó la

acción del ultrafiltrado previamente incubado con p-glucuroni

dasa, observándoseuna disminución significativa de la activi

dad (yugular P (0,025; porta extrahepática P'<0,00S; femoral

P(0,05).

En la rata la vena porta presenta contracciones espog

táneas. La adición del ultrafiltrado conteniendo GPaumentósig

nificativanente la frecuencia de las contracciones (Figura III-2).

El ultrafiltrado previamente incubado con A-glucuronidasa no

tuvo actividad (Tabla III-2).

El ultrafiltrado conteniendo GPno produjo respuesta

en la vena porta extrahepática del hamster, ni en ninguna de
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Vena N EE P

Yngular 12 199 i ug (0,005

Porta extrahepática a7 135 i 16 <0,001

Femoral 9 103 i 31 (0,020

Cava 11 55 i 12 (0,001

Ilíaca 12 58 i zu <0,050

Esplénica e 13 t u <0,010

Pulrronar 10 sin efecto

Mesentérica 3 sin efecto

Renal 3 sin efecto

Tabla III-1: Accióndel ultrafilU‘ado conteniendo GPsobre
ferentes venas del perro. Los resultados se expresan como el
valor medio i error estandard. N indica el númerode venas;
P indica la significación de 1a contracción con respecto a la
línea de base.
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F1g1._r‘-a III-1: Acción del ultrafiltnado conteniendo GP sobre di
erentes venas del perro: Y: yugular, Pa=porta extrahepática,

F: femral, C=cava, I= ilíaca, E: esplénica, Pr: pulmonar,
M:mesentérica, R=renal. Cadabarra representa la media i error
estandard. Los númerosentre paréntesis indican el n° de ensayos.
Los asteriscos indican la significación de la contracción con
respecto a la línea de base (* P<0,05; ='=*P< 0,01; =’=*='=P<0,001).
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Fi a III-2: Efecto del ultrafiltrado conteniendo GPsobre las
contracc10nes espontáneas de la vena porta de rata.
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contracciones
N . Ppor minuto

Control 13 10 Í 1

GP 8 19 f 3 < 0,05

GP + 6-glucuronidasa 5 11 t 1 NS

Tabla III-2: Efecto de la adición de ultrafiltrado conteniendo
Sin y con incubación previa con (3-glucuronidasa, sobre las

contracciones espontáneas de la vena porta de rata. Los resul
tados se expresan comola media Ï error estandard.
N indica el númerode ensayos; P indica la significación de la
diferencia respecto al control.
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las venas de conejo ensayadas (cava, yugular, ilíaca.y porta

extrahepática) .

b. Acciónen arterias

Se ensayó la actividad del ultrafiltrado conteniendo

GPsobre siete arterias del perro. Canose observa en la tabla

III-3, el agregadodel ultrafiltrado produjo una contracción sig

nificativa en las arterias ilíaca, femoraly renal, mientras que

en las arterias aorta, pulmonary hepática no tuvo efecto. Estos

resultados se representan en la figura III-3. El ultrafiltrado

tampocoprodujo respuesta sobre la arteria aorta de la rata.
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Ar'teria N EE P

Ilïaca 9 197 Í ul (0,005

femoral 12 105 Ï 00 <0,025

Renal 10 96 i 35 <0,025

Aorta 11 us t 32 NS

Hepática s 21 i e NS

Esplénica e 16 i 10 NS

Pulnonar 3 sin efecto 

Tabla III-3: Acción de ultr‘afilü‘ado conteniendo GPsobre di
ferentes arterias del perno. Los resultados se expresan como
el valor medioÍ error estandard. N indica el nïm'erode arte
rias; P indica la significación de la contracción con respeg
to a la línea de base.
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F'Ea III-3: Accióndel ultrafiltrado conteniendoGPsobre di
ferentes arterias del perro: I= ilíaca, F: femoral, R=renal,
A: aorta, H: hepática, E: esplénica, Pr: pulmonar. Cada barra
representa la media i error estandard. Los númerosentre parén
tesis indican el n° de ensayos. Los asteriscos indican la sigm'._
ficación de la contracción con respecto a la linea de base
(-’=P<0,0S; H P< 0,01).
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c. Curvadosis-respuesta

Se hizo la curva dosis-respuesta sobre una arteria y

una vena del perro. Se eligieron la arteria ilíaca y la vena

porta extrahepática pues son muysensibles a la GP.

Para obtener los puntos correspondientes a distintas

dosis de GP, era necesario contar con muestras concentradas en

el principio activo, sin concentrar a su vez las sales, que url

difican el tono vascular. Se recurrió a la extracción de la GP

con n-butanol; este extracto posee una cantidad de sales consi

derablenentemenorque el ultrafiltrado (cfr. II.3.e.).

En la figura III-4 se observa que existe una relación

lineal entre la concentración de GPy la tensión desarrollada,

para los dos vasos sanguíneos estudiados.

Las pendientes de ambasrectas de regresión resulta

ron significativamente diferentes (P‘<0,05).



¡50_ avena porta
o arteria ilíaca

100

a. 50 
ua

IE

c
-o
'G
3
43 10‘
c
o
L)

1o ¿o 100

Concentración(9GV/V)

Figura III-H: Efecto de tres concentraciones diferentes de GP
sobre el tono muscular de la arteria ilíaca (n=10) y la vena
porta extrahepática (n=8) del perro, graficados en doble es
cala logarítmica. Significación de las regresiones: arteria
ilíaca P< 0,05; vena porta.F’<0,025. Las pendientes (a) y or
denadas al origen (b), con sus respectivos intervalos de con
fianza al nivel 95%(IC) son los siguientes: arteria ilíaca:
a= 0,90u, ICa= (0,286;l,521); b= o,u21, ICb= (0,103;0,739).
Venaporta extrahepática: a= 1,131, ICa= (0,670;l,593);

= —o,u07, ICb= (-0,673;—0,1u2).
Las pendientes resultaron significativamente diferentes (P<0,05)
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d. Mecanismo de acción

Se intentó conocer si el mecanismode acción de la

GPen el sistema vascular estaria relacionado con algún eico

sanoide. La fosfolipasa A2regula toda la cascada de biosintg
sis de estas sustancias.

Se utilizaron dos inhibidores de fosfolipasa A2 .ag

plianente usados: clorpromazina y mepacrine. Los experimentos

se realizaron registrando la respuesta de los vasos sanguíneos

a GP, antes y después de la adición de uno u otro inhibidor a

los baños de los tejidos. Se eligieron, de entre los vasos del

perro estudiados, los tres más sensibles a la GP, que son la

arteria ilíaca y las venas yugular y porta extrahepática.

La figura III-5 A muestra un registro tipico del au

mento de tensión basal producido al agregar GPal baño de la

arteria ilíaca. En la parte B de la mismafigura se observa que,

si luego de lavar el tejido con KRBGse agrega clorprerazina,

el tejido no responde a la adición posterior de GP.

Las tablas III-H y III-5 resumen los porcentajes de

inhibición de la respuesta a GPdebidos a la presencia de clor

promazina o nepacrine respectivamente, en los baños de la arte

ria ilíaca y las venas yugular y porta extrahepática. Ambasdog

gas produjeron una disminución muysignificativa de 1a respues

ta de los tres vasos sanguíneos a GP.
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A;

IZSIÏÉ

H
2min 'GP

B CIM
mazina GP
105 ¡4M

Fi a III-5: A = Efecto de la GPsobre la tensic'n basal de la
arteria iliaca. B = Inhibición de la respuesta por tratamien
to previo con clorpmnazina.
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96 de P
inhibición

Ar'teria ilíaca 97 i 2 (0,0005

Vena Yugular 89 i s (0,0005

Vena por'ta extrahep. 95 Í 3 (0,0005

Tabla III-H: Inhibición de la respuesta a GPdebida al trata
miento con clor'pronazina. Los resultados se expresan como el
porcentaje mediode inhibición Í error estandard. N indica el
n°de ensayos; P indica la significación de 1a Midón.
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96 de P
inhibición

Arteria ilíaca su i 11 (0,005

Vena Yugular 9h Í 6 (0,0005

Vena porta extrahep. 85 + u (0,0005

Tabla III-5: Inhibición de la respuesta a GPdebida al trata
miento con nepacrine. Los resultados se expresan comoel por
centaje mediode inhibición i error estandard. N indica el
númerode ensayos; P indica la significación de la inhibición.
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u. DISCUSION

Las diferencias funcionales en los vasos sanguíneos

pueden deberse a diferencias en alguno o algunos de los siste

maspor los cuales se inicia y se controla la contracción del

músculo vascular, que son:

l° las propiedades intrínsecas del músculoliso vascular;

2° la inervación de los vasos sanguíneos;

3° la producción y degradación local de sustancias vasoac

tivas.

Los estudios "in vitro" son de gran utilidad para

conocer lo concerniente a los puntos l° y 3° independizándose

de la inervación simpática y parasimpática que reciben los va

sos. Se debe tener en cuenta, sin embargo, que los resultados

obtenidos por estudios "in vitro" no siempre coinciden con los

realizados "in vivo", debido a los cambios en el ambiente local

(por transferencia del tejido a un baño), pérdida de la inerva

ción, y daño tisular (Robinson, 1983).

Se ha observado que vasos sanguíneos morfológicamen

te similares, pero que irrigan distintos órganoso tejidos, di

fieren notablemente en sus propiedades funcionales. Esta diver

sidad funcional es muynotoria entre los vasos sanguíneos de
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una mismaespecie (Robinson, 1983). En el perro, el ultrafiltna

do conteniendo GPtuvo acción en algunas de las venas y arte

rias estudiadas, produciendouna contracción de diferente inten

sidad en los distintos vasos. El númerode venas que respondie

ron al ultrafiltrado conteniendo GPfue mayorque el númerode

arterias que lo hicieron, sugiriendo que las venas son más sen_

sibles a este principio activo.

En la vena porta de la rata el ultrafiltrado contenien_

do GPprodujo comorespuesta un aumento de frecuencia de las con

tracciones espontáneas —yno un aumento de la tensión basal co

ro lo hizo en el perro-, mostrando que la mismavena porta de

distintas especies puede responder de maneradiferente a la mis_

ma hormona.

El ultrafiltrado conteniendo GPno tuvo actividad en

las venas cava, yugular, ilíaca y porta extrahepática del cone

jo, ni en la porta extrahepática del hamster. Convieneresaltar

que venas que respondieron en el perro, no lo hicieron en sus

similares de las otras especies mencionadas, a pesar de que es

poco frecuente que vasos sanguíneos comparables muestren gran

des variaciones entre especies (Robinson, 1983).

En trabajos anteriores se observó que 1a incubación

del ultrafiltrado conteniendo GP, con ¿a-glucuronidasa, produ
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cía la pérdida de la actividad biológica (del Castillo et al.,

1977; Uranga et al., 1979; Bonetto et al., 1981). Se ensayó la

acción del ultrafiltrado, previanente incubado con esta enzima,

sobre las venas del perro más sensibles a la hormona(yugular,

porta extrahepática y femoral) y la vena porta de la rata, ob

servándose una disminución significativa de la actividad.

Muchosautores (Chandler and Strong, 1972; Levy,1980;

Toda, 1982; Uski et a1., 1984) expresan sus resultados como

porcentajes respecto a la contracción inducida por K+, por lo

que los resultados experimentales se expresaron en relación a la

contracción producida por Ki 50 mM.Se observó que el error es

tadístico obtenido con este tratamiento era similar al obtenido

con los datos brutos; esto se puede atribuir a los diferentes me

canismos por los que la GPy el K+iniciarían y mantendrian 1a

contracción del músculo vascular. Por este motivo se prefirió eg_

presar los resultados en términos absolutos, ya que éstos dan

una idea más clara de la magnitud de la respuesta.

En la curva dosis-respuesta se observa que una concen_

tración de GP mayor produce una contracción también mayor. Adg_

más se ve que la vena porta extrahepática es más sensible a los

cambios de concentración de GPque la arteria ilíaca, ya que

para una dada diferencia de concentración, la vena porta pro
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duce una mayordiferencia de respuesta. En el presente trabajo

se utilizó una concentración final de lS %(v/v) de ultrafil

trado conteniendo GPen el baño del tejido; por lo tanto, la

cantidad de GPcirculante en el animal diabético vivo sería

nás de seis veces mayor que la usada en los experinentos. La

relación observada entre la concentración de GPy su actividad

sugiere que la respuesta en el animal entero sería mayor, si

bien es importante notar, comose dijo anteriornente, que las

respuestas de los vasos sanguíneos "in vitro" no siempre coin

ciden con las obtenidas "in vivo".

El ácido araquidónico y los ácidos grasos poli-insg

turados relacionados son metabolizados ya sea por la cicloqmgg

genasa, para producir PGs, o por las lipo-oxigenasas, para ge

nerar derivados hidropercxidados que posteriormente se transfor

Han en BTs. Entre estos últimos, UTC“y L'I'DL+tienen una acción

potente en el sistema cardiovascular (Piper, 1983). Entre los

productos de la ciclo-cxigenasa, la prostaciclina (un importa}

te netabolito del ácido araquidénico en todas las arterias y

venas), es un fuerte agente vasodilatador, y el TXA2es un pc

tente constrictor del músculo liso vascular (Higgs and Moncada,

1983).

La acción de la GPen el sistema vascular parece es
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tar relacionada con la síntesis de PGs, ya que el efecto de la

GPsobre el flujo sanguíneo ovárico de la perra "in vivo" no

se observa si el animal se trata previamente con indometacina,

un inhibidor de la ciclo-oxigenasa (Urangaand del Castillo,

1979 b). Adenás, la acción de la GPsobre la resistencia vascu

lar del nesehterio "in vivo" se inhibe por el tratamiento pne

vio del animal con tranilcipromina, un inhibidor de la síntesis

de prostaciclina (del Castillo et al., 1981). La GPproduce la

relajación de las arterias coronarias "in vitna"; este efecto

desaparece cuando se agregan diferentes inhibidores de la ciclg_

oxigenasa a los baños de los tejidos (del Castillo et a1.,1985).

Las PGSy LTS, conjuntamente llamados eicosanoides,

no se almacenan dentro de las células y por lo tanto son biosin_

tetizados innediatamenteantes de su liberación. El sustrato,

que usualnente es ácido araquidénico, debe estar en su forma no

esterificada. Los ácidos grasos no saturados se almacenanen la

célula principalmente formandoésteres en la posición p de los

fosfátidos, y por lo tanto la fosfolipasa A2, que hidroliza eg_

tas uniones, regula toda la cascada de eicosanoides (Blackwell

and Flower, 1983).

En el presente trabajo se estudió si el mecanismopor

el que la GPproduce la contracción de ciertas arterias y ve
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nas del perro "in vitro" estaría relacionado con algún eicosa

noide. Para esto se utilizaron los dos inhibidores de fosfoli

pasa A2 más corrientemente usados: clor'prcmazina (Blackwell et

al., 1978) y mepacrine (Weksler et al., 1978). Estas drogas

fornan complejoscon los fosfolípidos, interfiriendo en la u

nión de la enzima al sustrato (Liillmann and Wehling, 1979). El

estudio se realizó sobre los tres vasos sanguíneos más sensi

bles del perro, que son la arteria ilíaca, y las venas yugular

y porta extrahepática. Ambasdrogas disminuyeron de manera sig

nificativa la respuesta de la GPen los tres vasos. Esto sugig_

re que la GPpodría actuar en estos tejidos liberando ácido

araquidónico, que, a través de uno de sus derivados, provoca

ría la contracción del músculoliso vascular.
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5. SUMFFJO

Se investigó el efecto de la GPsobre diversas arte

rias y venas del perro, y sobre algunas venas del conejo, rata

y hamster. la GPprovocó un aumento de la tensión basal en al

gunas de las venas del perro estudiadas, que respondieron con

distinta sensibilidad: yugular) porta extrahepática >femoral>

cava) ilíaca ) esplénica; no tuvo efecto en las venas pulmonar,

mesentérica y renal. Las arterias del perro tambiénrespondie

ron a la GPcon diferente sensibilidad: ilíaca >fe1r.oral> re

nal; las arterias aorta, hepática, esplénica y pulmonarno pro

dujeron respuesta. En la rata, la GPprovocó el aumentode la

frecuencia de las contracciones espontáneas de la vena porta

extrahepática. En cambio, no tuvo actividad en ninguna de las

venas de conejo ensayadas (cava, yugular, ilíaca y porta extra

hepática), ni en la vena porta extrahepática del hamster.

Conel objeto de estudiar si en los vasos activos del

perro existiría una relación dosis-respuesta, se probarondis

tintas concentraciones de GPsobre la arteria ilíaca y la vena

porta extrahepática, observándoseuna relación lineal para am

bos vasos sanguíneos.

En otro grupo de experirrentos se estudió la acción
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de dos inhibidores de fosfolipasa A2, clor'promazina y mepacri

ne, sobre la respuesta de los vasos del perro a la GP. La pre

sencia de una u otra droga en los baños de los tejidos, inhibió

muysignificativamente la respuesta de los vasos ensayados (ag

teria ilíaca y venas yugular y porta extrahepática) a la GP.

Estos resultados sugieren que la acción de la GPen estos va

sos sanguíneos estaría mediadapor la Liberaciín de ácido ara

quidónioo .
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