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Se ha comprobado que en el tejido cerebral de diversos anima-
les existen cantidades elevadas de aminodcidos libres, especialmen-
te los acidos glutdmico, aspdrtico, y-aminobutirico y glutamina (4,
8, 15, 22, 23, 24, 29, 30), en cuyo metabolismo intervienen de una
manera predominante. El #dcido glutdmico puede aminarse, trans-
aminarse, desaminarse o descarboxilarse en el cerebro (18, 25, 29,
30). Ultimamente se ha puesto especial énfasis en las relaciones
metabolicas entre el dcido glutdmico y su producto de descarboxi-
lacién, el 4cido y-aminobutirico, con ¢l ciclo de Krebs (25).

Es evidente que el mantenimiento de los niveles normales de
los amino4cidos libres del cerebro estd sujeto a mecanismos com-
plejos, en donde juegan un papel importante varios sistemas enzi-
maticos. Se ha demostrado que diversas condiciones pueden afectar
los mencionados niveles, lo cual indica que dichas sustancias toman
parte en un intenso intercambio metabolico. Asi, Haber y Saidel
(12) encontraron que el dcido glutdmico disminuye durante las con-
vulsiones inducidas por estricnina. Durante el coma insulinico se
ha observado disminucién en los niveles de dcido glutamico (8),
y-aminobutirico y glutamina, en contraste con aumento de 4dcido
aspartico (4). Flock y colaboradores (g) encontraron incrementos
hasta de seis veces en el contenido de glutamina libre del cerebro,
en perros sometidos a hepatectomia total. Finalmente, Nurnberger
y Gordon (21) observaron que en ratas expuestas brevemente a baja
temperatura, s¢ induce la movilizacién de compuestos nitrogenados
de neuronas del nicleo supraéptico y en general del tejido cerebral.
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Concluyen estos autores que en el cerebro existe una labil “poza
metabdélica” de nitrégeno (proteinas, dcidos nucleicos, nucleotidos
y aminodcidos) que parece estar estrechamente relacionada con el
metabolismo de los carbohidratos y que ademads se moviliza rdpida-
mente por influencia de ese tipo de stress y es “activada” por el
sistema hipotdlamo-hipéfisis-adrenocortical.

No se encontraron datos en la bibliografia referentes al efecto
de la adrenalina sobre la concentracion de los aminodcidos libres del
cerebro. Se sabe que esta hormona tiene accion depresora sobre la
aminoacidemia (5, 6, 7, 16) y es posible que su influencia se extienda
a otros tejidos. Este efecto de la adrenalina no parece ser mediado
por la hipdfisis, segun trabajos del grupo de Luck (11, 17). Villano
y Tretti (28) y Henneman y colaboradores (1) han demostrado,
por otro lado, que la adrenalina incrementa los niveles de los Acidos
del ciclo de Krebs en la sangre. No obstante, no se tienen datos
sobre acciones similares de la hormona en otros tejidos.

Las observaciones anteriores, Ja existencia de relaciones meta-
boélicas estrechas entre los aminodcidos y carbohidratos a través del
ciclo de Krebs (25) y la influencia de la adrenalina sobre el meta-
bolismo de estos tltimos, justifican el interés de estudiar su posible
intervencién en la regulacidn de los aminoacidos libres del cerebro,

En este trabajo se informa de los resultados obtenidos al com-
parar los niveles de los acidos glutdmico, aspdrtico, y-aminobutirico
y de glutamina libres, entre cerebros de ratas normales y de ratas
sometidas a diferentes dosis de adrenalina, Se espera que los datos
obtenidos contribuyan al conocimiento del metabolismo de estas
sustancias en el tejido cerebral.

PARTE EXPERIMENTAL

Se utilizaron gy ratas machos de raza Wistar,* escogidos de
peso entre 150 g. y 200 g. y alimentados ad libitum previamente
con dieta especial “Purina”. Los animales se dividieron en los tres
grupos siguientes: 1) “Intactos” o sea aquellos que se sacrificaron
(por dislocacién vertebral a nivel cervical) sin ningdn tratamiento
previo y se analizaron los aminodcidos libres del cerebro; 2) “Tes-
tigos”, animales que se anestesiaron ligeramente con éter etilico
con objeto de facilitar la obtencién de una muestra inicial de
sangre, por medio de corte en la cola y se inyectaron por via sub-
cutdnea con o.1-0.2 ml de solucién fisiolégica de NaCl ajustada a

* Adquiridos en los Laboratorios Biocontrol, 8. A. México, D. F,
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pH 3; estos animales se sacrificaron en la misma forma que los ante-
riores, a las 134-2 horas, obteniéndose en ese momento una segunda
muestra de sangre; 3) Animales inyectados con adrenalina, de los
cuales se obtuvo asimismo una muestra inicial de sangre, como se ha
descrito en el caso anterior y posteriormente se inyectaron por via
subcutdnea con diversas dosis de la hormona (0.25, 0.40 y 1.0 mg/
Kg.) formando as{ varios subgrupos; estos animales se sacrificaron
asimismo entre las 134 v las 2 horas siguientes, momento en el que
se obtuvo la segunda muestra de sangre. No se sometié a ayuno
previo a ninguno de los animales utilizados.

La solucién de adrenalina se preparé inmediatamente antes de
cada experimento, por disolucién de la cantidad adecuada de la base
libre (Merck) en solucién diluida de HCI, de manera que su pH
fuese aproximadamente de g. El volumen inyectado no fue en nin-
gin caso mayor de o.2 ml.

Una vez sacrificados los animales, se disecé el cerebro y se peso
y homogeneizé en alcohol etilico al 80%, (en homogeneizador tipo
Potter-Elvehjem). Se procurd invertir en la operacién no mis de 3
minutos, desde la diseccién del cerebro hasta su homogenelzacién.
Para obtener el extracto acuoso, desproteinizado y conteniendo los
aminodcidos libres, se aplico el procedimiento de Awapara (1), que
implica tratamiento de los extractos alcohélicos por medio del clo-
roformo, que al mismo tiempo elimina los lipidos.

Andlisis de los dcidos glutdmico, aspdrtico, y-aminobutirico y
de glutamina. La separacién de los aminodcidos en muestras de ex-
tractos libres de proteinas se hizo por triplicado, utilizando croma-
tografia en papel filtro (Whatman N? 1), por la técnica bidimen-
sional descendente. Como solventes se utilizaron fenol al 809 y la
mezcla butanol-dcido acético-agua (4:1:1), como en €l caso de tra-
bajos anteriores (4). Su cuantificacién se llevo a cabo siguiendo la
téenica de Naftalin (19), por elucion e intensificacion posterior del
color desarrollado con ninhidrina. Las lecturas se hicieron en foto-
colorimetro Evelyn a 6oomg. Con cada lote de muestras se introdu-
jeron soluciones tipo de los aminodcidos las cuales se aplicaron a
papel Whatman N¢ 1 tratado previamente por el sistema fenol-buta-
nol-dcido acético-agua y a continuaciéon se siguio para ellos el pro-
cedimiento de Naftalin, con el objeto de obtener las curvas patron
correspondientes. En todos los casos se utilizatron micropipetas '‘Mis-
co” de 10a para aplicar las muestras sobre el papel. Las curvas pa-
tron se hicieron de o a go microgramos en los casos del dcido aspar-
tico, del 4cido y-aminobutirico y de glutamina y de o a 45 en el
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del dcido glutdmico. Para conocer el error aproximado del proce-
dimiento de Naftalin en nuestras manos, se llevaron a cabo pruebas
de recuperacion de cantidades conocidas de los aminoicidos estu-
diados, afiadidas a los extractos de cerebro. '

Andlisis de la glucosa. Se llevo a cabo en submuestras de sangre
oxalatada de 0.1 ml., por la modificacién de Nelson (20) al método
de Somogy. ,

Nitrogeno aminico de aminodcidos totales. Se estimé en los ex-
tractos de cerebro desproteinizados, por el procedimiento de Frame,
Russell y Wilhelmi (10).

TABLA 1

PORCIENTO DE RECGPERACION DE AMINOACIDOS AL ANADIR CANTIDADES CONGCIDAS
A EXTRACTOS DESPROTEINIZADOS DI CEREBRO

Contenido Anadido Total
Aminocacido por o.1 ml por o.1 mi teéTico LEncontrado Por ciento de
meg. neg. mcg. meg. recuperacién
Acido glutdmico:
Muestra g 35.40 40.0 75.40 71.80 Q4.7
12 10 38.00 40.0 78.00 77.20 09.0
. 12 46.40 53.0 09.40 g8.00 98.5
» 13 40.00 6o.o 100.00 g4-80 g94.8
Glutamina:
Muestra g 13.20 10.0 29.20 21.05 g1.o
. 10 13.50 10.0 28.30 20.25 87.0
0 11 17.570 10.0 27.70 24.90 go.0
” 12 17.80 10.0 27.80 27.55 g9.4
Acido aspdrtico:
Muestra g 575 10.0 1575 14.75 94.7
" 10 7.00 10,0 17.00 16.40 g6.5
,, 12 §.00 10.0 19,00 18.17 06.5
" 1§ 7.8 10.0 17.95 17.00 g4.6
Acido y-aminobu-
tirico
Muestra g 3.0 5.0 8.gu g.00 101.0
5 10 4.25 5.0 9.25 9.10 98.4
y» 12 5.60 5.0 10.60 11.17 104.5

s 13 3.55 50 8.55 8.10 94.7
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las pruebas de recuperacién se consignan en
la tabla I. En ella se puede observar que en los casos de los dcidos
glutdmico, aspértico y y-aminobutirico, el error aproximado fluctud
entre 1.0 y 6.3%, tendiendo a ser 5.0%,. En el caso de glutamina
ia variacion fue entre 1.0 y 13.0%,.

Los niveles de glucosa hemdtica y de aminodcidos libres en
cerebro, en los diferentes grupos, se consignan en la tabla II. Se
puede observar en primer término que en los animales tratados
con adrenalina se indujeron hiperglucemias de 1009, o mds. Este
hecho estd de acuerdo con lo encontrado por Spirtos y colaborado-
res (24), en el sentido de que la hiperglucemia adrenalinica en la
rata, es mds notable cuando el animal no estd en ayunas y ha estado
alimentada ad libitum previamente; con dosis de 0.2 mg./Kg. inyec-
tadas subcutineamente, observaron un méximum entre los go y 120
minutos siguientes a la inyeccién. Como era de esperarse, en los
testigos no se observd practicamente ningun cambio en la glucemia.

En la misma tabla II se puede notar que no se encontro prac-
ticamente ninguna diferencia entre los contenidos de nitrégeno
aminico de aminodcides totales de los cerebros de los diferentes
grUPOS.

Se puede apreciar que la concentracién de los cuatro amino-
jcidos libres analizados fue algo menor en los cerebros de los ani-
males del grupo testigo que en los del grupo que se denoming
“intactos”, pero las diferencias son, estadisticamente, poco signifi-
cantes. Al comparar los niveles de los dcidos glutdmico, aspdrtico,
y-aminobutiricc v de glutamina, entre los cerebros de los testigos y
de los tratados con adrenalina, no se encuentran diferenctas estadis-
ticamente significantes. En el caso del dcido aspartico, en el subgrupo
tratado con o.2; mg./Kg. de adrenalina, se encontré una concen-
traciéon de 23.3 = 2.8 mg. %, comparada con 3o0.1 = 4.6 mg. % en
el grupo testigo, pero esta diferencia es poco significante y ademis
los grupos tratades con dosis mayores presentaron niveles del amino-
acido cercanos a los de este grupo.

Se piensa que las diferencias que se observaron entre los dis-
tintos grupos de ratas, en lo que a aminodcidos libres se refiere,
se pueden mds bien atribuir al error de las técnicas empleadas y a
variaciones propias de los animales. Es decir, de acuerdo con las
condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, durante la
hiperglucemia adrenalinica no parece que tengan lugar cambios en
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la concentracién de los aminodcidos libres estudiados en el cerebro
o s1 los hay son mds bien pequefios. No 'se puede excluir la posi-
bilidad, sin embargo, de que ocurran modificaciones en las diferen-
tes zonas cerebrales. No se debe olvidar que Roberts y colaborado-
res (24) encontraron que los niveles de dcido y-aminobutirico son
mids altos en la materia gris que en la blanca. Pueden tener lugar
cambios en las concentraciones relativas de este aminodcido que no
se reflejen en las cifras totales.

Toda vez que la barrera sangre-cerebro es permeable a la gluco-
sa (14), con toda probabilidad a la hiperglucemia adrenalinica co-
rresponde una clevacién del nivel de glucosa en el tejido cerebral.
Con base en los experimentos presentados aqui, se tiene que admitir
que ese aumento no influye de una manera directa en las concen-
traciones de los aminodcidos que se estudiaron, De la misma manera,
la disminucién en la utilizacion periférica de la glucosa, por efecto
de la adrenalina (2, 3, 26), no parece influenciar notablemente los
niveles de tales sustancias en el cerebro, o bien, se puede pensar que
los sistemas enzimaticos en donde toman parte como sustratos se
ajustan en el sentido de mantener mds o menos constantes dichos
niveles,

En virtud de la importancia que tiene el dcido glutdmico y sus
productos de transformacién en el metabolismo del tejido cerebral,
nos proponemos llevar a cabo mayor nimero de experimentos sobre
condiciones que puedan modificar sus niveles o la actividad de los
sistemas enzimaticos en donde intervienen. Se espera tener datos
en un futuro préximo en relacion con este plan de trabajo.

RESUMEN

Se llevé a cabo el analisis de nitrégeno aminico de aminoicidos
totales, de los dcidos glutdmico, aspartico, y-aminobutirico y de glu-
tamina libres, en cerebros de ratas normales y de ratas sometidas
a hiperglucemia adrenalinica, alimentadas ad libitum antes del ex-
perimento.

No se encontraron diferencias estadisticamente significantes en
los niveles de los aminodcidos libres, al comparar los animales sin
tratar, con los tratados con adrenalina.

SUMMARY

Brain extracts of non fasted rats subjected to adrenalin treat-
ment showed, as compared with those from normal animals, no
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statistically significant differences regarding the glutamic acid, as-
partic acid, y-amino butyric acid and glutamine levels.

12
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