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ABSTRACT. Earlier experiments indicated that adrenaline and noradre-
naline were lysosomal labilizing factors. In order to determine if this
action could be shared by other monoamines, experiments were per-
formed inyecting rats with dopamine (DA) and/or FLA-63, an inhibitor
of DA-g-hydroxilase. We also tried to determine if the catabolic products
of these monoamines were the responsible factors in the labilizing
lysosomal effect. To accomplish this end, rats were treated with inhibi-
tors of the enzymes that degrade the monoamines. It was observed that
catecholamines produce a labilizing lysosomal effect per se which is
not caused by their catabolic products. It was also observed that FLA-63
appears to produce a stabilizing lysosomal effect.

RESUMEN. Algunos experimentos realizados con anterioridad sefialan
a la adrenalina y noradrenalina como labilizantes lisosomales, Con el fin
de determinar si esta accién labilizante puede ser compartida por otras
monoaminas, se realizan experimentos in vivo inyectando a ratas con
dopamina (DA) y/o FLA-63, inhibidor de la DA-g-hidroxilasa. También se
trata de descartar, al inhibir las enzimas que degradan las monoaminas,
el posible efecto labilizante de sus catabolitos. Se observa en estos expe-
rimentos que la adrenalina y/o noradrenalina producen un efecto labi-
lizante lisosomal per se, y no debido a sus productos catabdlicos. Tam-
bién se observa un posible efecto estabilizante lisosomal del FLA-63.

INTRODUCCION

Existen datos en la literatura cientifica que relacionan a las catecola-
minas con la estabilidad de la membrana lisosomal. Ignarro y cols,,
(1972), mostraron que in vitro la adrenalina y la noradrenalina ejercian un
efecto estabilizante sobre la membrana lisosomal. Loegering y cols,,



234 C.M. UPMAN

(1975), sefialaron que in vivo la adrenalina produce labilidad lisosomal.
Al igual que estos ultimos autores, nosotros hemos hallado que tanto la
adrenalina como la noradrenalina producen labilidad lisosomal en expe-
rimentos in vivo (Upmann, 1974), y que la adrenalina también la produce
en perfusiones hepaticas in situ (Upmann, 1975). Sin embargo, en nues-
tras condiciones experimentales no hallamos efecto alguno sobre la esta-
bilidad de la membrana lisosomal in vitro (Upmann, 1975).

Ya que la dopamina es otra de las catecolaminas naturales, y posee una
estructura semejante, tanto a la adrenalina como a la noradrenalina, nos
parecié de interés investigar, cudn general para las catecolaminas era el
efecto labilizante producido por la adrenalina y noradrenalina. Para
tratar de demostrar lo anterior, era imprescindible utilizar un inhibidor
de la dopamina B hidroxilasa, pues esta enzima transforma la dopamina
en noradrenalina. El FLA-63, molécula disehada por Carlson, (1967), ha
sido descrita por éste y otros autores como un inhibidor muy potente y
de alta especificidad de esta enzima (Svensson y Waldeck, 1969; v
Svensson, 1971).

Otro aspecto que investigamos con estos trabajos fue el de descartar si
el efecto labilizante adrenérgico podria ser atribuido total o parcialmente
a sus catabolitos. Como se conocen inhibidores de las enzimas implicadas
en la degradacién de las catecolaminas que pueden actuar in vivo, consi-
deramos que se podria descartar esta posibilidad con relativa facilidad.

Los dos grupos de enzimas mas importantes en la degradacién de las
catecolaminas son: las monoamino oxidasas y las catecol-O-metil trans-
ferasas. Las primeras regulan los niveles intracelulares de catecolaminas,
v cuando se las inhibe, los niveles celulares de estas tiltimas, aumentan
(Neff y Costa, 1968). Uno de los agentes mas usados en la inhibicién de las
monoamino oxidasas es la iproniazida (Biel y cols., 1959). Las catecol-
O-metil transferasas, presentes mayormente en las células no neuronales,
regulan en parte las concentraciones de catecolaminas circulantes (Bhagat,
1971), vy por ello su inhibicién, si potencia las respuestas adrenérgicas.
Entre los inhibidores usados para ellas tenemos al pirogalol (Nikojedevic
y cols., 1970).

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Se emplearon ratas Wistar machos de 230-300 g
de peso.
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Drogas y reactivos. Las drogas y reactivos usados, fueron los siguientes:
L-adrenalina, Merck; iproniazida, proporcionada por el Dr. Pavel Kali-
man; dopamina. HCI, BDH; FLA-63 bis-(4-metil-1-homopiperazinil tiocar-
bonil)-disulfuro), Astra Labemedel A.B.; pirogalol, Analar; y B glicerofos-
fato de sodio, Merck.

Equipos. Se utilizé un espectrofotémetro Unicam SP-600 y un bafio termo-
rregulado Gallenkamp. Los homogeneizadores tipo Dounce fueron fabri-
cados en el CNIC utilizando tubos de calibre constante. Las homogeneiza-
ciones fueron calibradas, contando por triplicado el ntimero de células
enteras, por cada 500 nucleos libres de tres homogeneizados diferentes.

Obtencion de los homogeneizados del tejido hepdtico. Luego de propor-
cionarles un golpe en la nuca, las ratas fueron decapitadas para desan-
grarlas, extrayéndose el higado inmediatamente y depositandose en saca-
rosa 0,25 M. Luego de desmenuzarlo con una tijera, el higado fue
homogeneizado en un homogeneizador tipo Dounce. La operacién se
realizé con 7 subidas y bajadas del émbolo, procedimiento que lleva a la
obtencién de un 90 a un 95% de nucleos libres y a una actividad libre de
fosfatasa 4cida de un 17 a un 22% de la actividad total. Luego de filtrar
por una malla fina de nylon, el homogeneizado se diluye con sacarosa
0,25 M para obtener una concentracién de un 20% (peso hiimedo). Duran-
te todo su procesamiento la temperatura se mantuvo entre 0 y 4°C.

Determinaciéon de la fosfatasa acida lisosomal E.C.3.1.3.2. (orthophos-
phoric monoester phosphohydrolase). Se empleé la técnica ‘descrita por
Appelmans y De Duve, (1955). Las concentraciones finales de los reactan-
tes fueron las siguientes: 8 glicerofosfato de sodio 0,05 M, sacarosa 0,25 M
y buffer acetato de sodio 0,05 M, pH 5. La incubacién se realizé durante
10 minutos a 37°C en un bafio termorregulado sin agitacién. La reaccién
enziméatica se detuvo por adicién de TCA al 8% en la proporcién 1:5
para obtener una concentracién final del 6,6%. En el sobrenadante, des-
pués de 10 minutos en bafio de hielo y previo filtrado por Whatmann
No. 42, se determiné el fésforo inorganico liberado, con la técnica de
Tausky y Shoor, (1953).

Las actividades enzimaticas se expresan como p moles de Pi liberados/
hora/mg de proteina. Los controles se prepararon incubando las mues-
tras con la mezcla reactante sin sustrato. Este, incubano aparte, fue adi-
cionado después de haber afiadido el TCA.
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Con esta metddica se determinaron:

Fosfatasa dcida libre, (Pasa L). El homogeneizado se incubé en las con-
diciones antes descritas.

Fosfatasa dcida total, (Pasa T). Para determinar la actividad total de la
enzima en el tejido, los lisosomas se lisaron incluyendo en el medio de
incubacién Tritén-X-100 al 0,02% (v/v), concentracién a la cual se obtie-
ne el maximo de ruptura lisosomal.

Fosfatasa dcida libre con preincubacion, (Pasa Li) y fosfatasa dcida
total con preincubacion, (Pasa Ti). Se ha descrito que los lisosomas
presentan un cierto grado de labilizacién al ser incubados a 37°C en
sacarosa 0,25 M, a pH5 durante 30 minutos (Gianetto y De Duve, 1955). A
la actividad fosfatésica resultante de la preincubacién en estas condicio-

nes, la denominaremos Pasa Li y Pasa Ti, y representan un indice de
labilidad lisosomal (prueba de labilidad).

Determinacion de proteinas. Se determinaron con el reactivo de biuret
en muestras pretratadas con desoxicolato de sodio al 2,5% (p/v), concen-
tracién final, a temperatura ambiente durante el tiempo necesario
para disolver el material orgdnico. Las lecturas se hicieron a 540 mp.
usando como referencia una solucién patrén de albtimina calibrada con el
método de Kjeldahl.

Grupos experimentales. Los animales se dividieron por grupos y fueron
tratados de la siguiente forma:

A las ratas tratadas con dopamina, ésta les fue administrada por via
subcutanea a la dosis de 2,2 ¢ moles/kg, y se sacrificaron una hora
después.

A otro grupo de ratas se les administré Fla-63 por via intraperitoneal a
la dosis de 50 mg/kg (Svensson, 1973) y éstas se sacrificaron 3 horas
mas tarde.

Un tercer grupo se traté con ambas drogas anteriores a esas mismas
dosis; siendo la dopamina administrada 2 horas después del Fla-63 y las
ratas se sacrificaron una hora después de administrada la dopamina.

El grupo tratado con adrenalina se inyect6 por via subcutdnea a la dosis
de 2,2 ». moles/kg y las ratas se sacrificaron una hora después.
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La iproniazida y el pirogalol se inyectaron por via intraperitoneal.

La iproniazida se inyecté a la dosis de 100 mg/kg (Zeller y cols., 1959)
dos y media horas antes de sacrificar a las ratas en todos los grupos
en la que ésta se empled. El pirogalol se inyecté en una primera dosis a
200 mg/kg una y media hora antes de sacrificar a los animales y a 50
mg/kg en dos dosis subsiguientes con intervalos de media hora
(Crout, 1961).

En el grupo de ratas tratadas con adrenalina, pirogalol e iproniazida, se
mantuvieron las dosis, vias de administracion y tiempos sefialados.

Los controles fueron inyectados con las soluciones disolventes de las
drogas; recibiendo éstas un ntimero de inyecciones iguales al grupo que
recibié el mayor nimero de inyecciones (cuatro).

Interpretacién y andlisis de los resultados. Los resultados se compararon
por la t-Student’s.

Tanto los incrementos como los decrementos de las actividades libres de
los diferentes grupos, comparados con el grupo control, siempre que las
actividades totales no se alteren, son muestras de una mayor labilidad
o estabilidad lisosomal respectivamente. Cuando los niveles de la acti-
vidad total se encuentren alterados, con relacién al control, proponemos
comparar los incrementos % de las actividades libres con respecto al
control, con los incrementos % de las actividades totales con respecto
al control: '

(Pasa L)m — (Pasa L). 100- (Pasa T)m — (Pasa T).
(Pasa L). ’ (Pasa T).

o 100N

c: control; m: grupo experimental

Si al comprar estos valores no se¢ observan diferencias entre ellos, se
consideran las alteraciones en la actividad libre como consecuencia de
las alteraciones de la actividad total. Si los valores de la primera expre-
sién son mayores a los de la segunda expresién, inferiremos labilidad,
v si es a la inversa, estabilidad. ‘
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De igual forma se buscaran los incrementos % que se producen en la
prueba de labilidad empleando la siguiente forma:

(Pasa Li — Pasa L)m — (Pasa Li — Pasa L) .,
(Pasa Li — Pasa L).

y se compararan con el incremento % de la actividad total.

RESULTADOS

En la Fig. 1 puede observarse representada la actividad libre preincubada
de la fosfatasa acida lisosomal de los homogeneizados de higados de
ratas luego de realizada la prueba de labilidad. Se observa como en el
grupo de ratas tratadas con dopamina esta actividad se diferencia signi-
ficativamente (p < 0,02) de los otros grupos representados.

En la Tabla I observamos estos resultados expuestos en forma numérica.
El incremento de un 20% con respecto al control del grupo tratado con
dopamina en Pasa Li es significativo (p < 0,02). FLA-63, al ser inyectado
solo, también provoca un aumento significativo de las actividades libres
y totales. En el grupo tratado con ambas drogas, ambos efectos desa-
parecen.

En la Fig. 2 pueden observarse representadas las actividades de la enzima
libre de los diferentes grupos de ratas luego de realizada la prueba de
labilidad. Tanto en el grupo de ratas tratadas con adrenalina, como
en el grupo de ratas tratadas con ella mas los inhibidores de ambas
enzimas degradativas, se observan incrementos de un 25 y un 33% res-
pectivamente con relacién al control (p < 0,01).

En la Tabla II observamos los valores de las actividades libres y totales
de la fosfatasa acida. Como vemos, el dltimo grupo presenta aumentos
en las actividades totales, y esto trae como consecuencia que la relacién
porcentual de la actividad libre con respecto a la total no pueda mostrar
si efectivamente ha ocurrido una mayor labilidad. Si comparamos sin
embargo, los incrementos % antes descritos, observamos que éstos son
del orden de un 17% en la total, y los de la libre son del orden de un
33%. Esto nos sefiala, que no todo el incremento de la actividad libre
pueda explicarse por aumento de la actividad total. Los incrementos %
estan representados en la Tabla III.
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Fig. 1. Actividades fosfatasica libre preincubada (Pasa Li) en homogeneizados de
higado de ratas tratadas in vivo con dopamina.

Fig. 2. Actividades de
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TABLA III

respecto al control

(PasaT)pz(Pasa T)CJOO (PGSOL)&(POSC‘U(;,IOO (Li-L)r;(Li'L)CJOO (Pasa Li)rﬁ (Pasa L‘%JOO
(PasaT), (PasalL), (Li-L)g (Pasa Li), -
16.6 % 16.9 % -208% 3.7%
FLA-863
— . . L] — ——,

lpr. + 16.9 % 9.2% 86 % 33%

Pir. +

Adren. -

fosfatasa acida libre preincubada (Pasa Li) en homogenei-
zados de ratas tratadas con Adrenalina e inhibidores de MAO y COMT.
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DISCUSION

Para el analisis de los resultados debemos separar éstos por grupos:
los resultados relacionados con los efectos de la dopamina, los relacio-
nados con el efecto producido por el FLA-63, los relacionados con los
efectos de ambas drogas anteriores, y los relacionados con los inhibido-
res de las enzimas degradativas de las catecolaminas.

Efectos producidos por la dopamina sobre la labilidad lisosomal. En el
grupo de ratas tratadas con dopamina observamos una mayor actividad
de la fosfatasa acida libre con posterioridad a la prueba de labilidad.
Ya que las actividades de la fosfatasa acida total y la libre no cambian,
estos resultados pueden interpretarse como una accién labilizante de la
dopamina in vivo sobre los lisosomas hepaticos.

Como se ha sefialado la existencia de una dopamina hidroxilasa sérica
(Markianos y Nystrom, 1974), este efecto pudiera deberse a la dopamina
per se o bien a su conversién en noradrenalina.

Efectos producidos por el FLA-63 sobre la labilidad lisosomal. En el
grupo experimental de ratas tratadas con FLA-63, las actividades de la
fosfatasa acida total aumentan significativamente con respecto al control.
Como ambas fosfatasas aumentan, esto nos sugiere que no se deba a
una activacién de la enzima durante la incubacién sino a un mayor con-
tenido enzimético en el homogeneizado, quedando como interrogante la
posibilidad de una sintesis de novo de la enzima. Al analizar el resultado
de la fosfatasa 4cida libre podemos observar que su actividad se encuen-
tra aumentada significativamente con respecto al control, pero que este
aumento es proporcional al aumento observado en la fosfatasa acida
total, ambos del orden de un 17%. Sin embargo, con posterioridad a la
prueba de labilidad la actividad enzimatica no aumenta con relacién al
control sino que se mantiene igual a éste. Esto sugiere un efecto estabi-
lizante del FLA-63. Al analizar los resultados por la expresién de los
incrementos % con respecto a los controles nos da un incremento ne-
gativo de 21%. Ya que uno de los mecanismos involucrados en la prueba
de labilidad usada en nuestros experimentos es la accién intrinseca de
las catepsinas lisosomales (Fell y Dingle, 1963), podria sefialarse también
como posibilidad una inhibicién de estas enzimas por la droga.

Efectos producidos por la dopamina mds el FLA-63. Debido a los efectos
del FLA-63, las interpretaciones en el grupo de ratas tratadas con ambas
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drogas son dificiles de realizar. Es por esto que al comparar este grupo
con el grupo control y encontrarlo en todo semejante, queda sin certeza
si el FLA-63 pudo eliminar la accién de la dopamina al inhibir su paso
a noradrenalina o si lo hizo al estabilizar la membrana lisosomal.

Efectos producidos en los grupos de ratas tratadas con los inhibidores
de las monoamino oxidasas y catecol-0-metil transferasas. Los productos
catabdlicos de la adrenalina y la noradrenalina también guardan una
estrecha relacién estructural con ellas. Es razonable pensar que estos
catabolitos aumenten su concentracién al aumentar las concentraciones
de catecolaminas circulantes, y que el efecto observado pudiese estar
determinado por ellos. Sin embargo, en nuestros experimentos puede
deducirse que ni los catabolitos generados por las monoamino oxidasas,
ni los generados por las catecol-0-metil transferasas, ni los generados por
la accién de ambas enzimas parecen contribuir al efecto labilizante de
la adrenalina. Este efecto no s6lo se mantuvo en presencia de los inhibi-
dores de estas enzimas (iproniazida mds pirogalol) sino que se acentud.
Un subproducto de interés en relacion al catabolismo de las catecolami-
nas es el H:O: que se genera en la reacciéon de desaminacién oxidativa
catalizada por las monoamino oxidasas. Ya que se ha observado una
accion labilizante del H;0: in vitro, podria pensarse en que éste fuera
el mecanismo indirecto por el cual la adrenalina labiliza. Los resultados
de estos experimentos descartan, creemos, esta posible explicacién.

En cuanto al posible mecanismo de accién del efecto labilizante de la
adrenalina, poco podemos aportar con relacién a estos experimentos,
salvo que el efecto labilizante parece ser debido a la adrenalina y no a
sus productos catabolicos.

Un intermediario muy interesante a sefialar es el AMP ciclico. Aunque
experimentos de Ignarro sefialan que este intermediario es un estabili-
zante lisosomal (Ignarro vy George, 1973), experimentos de otros autores
parecen sugerir lo contrario a nivel del tejido hepatico. En el higado
tanto el glucagén como el AMP. inducen autofagia (Deter y De Duve,
1967); Neely y Mortimore, 1973), v ha sido demostrada la relacién entre
la autofagia y la sensibilidad osmética de los lisosomas (Neely y cols.,
1974), encontrandose éstos aumentados de tamafio y vacuolizados. Al pa-
recer estos cambios se deben a aumentos de la proteolisis, que como ya
sefialamos es probable que estén actuando en la prueba de labilidad que
se emplea en estos experimentos.
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CONCLUSIONES

En estos experimentos parece observarse que las catecolaminas producen
un efecto labilizante per se, no debido a sus productos catabdlicos.
También se observé un posible efecto estabilizante lisosomal del FLA-63.
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