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RESUMEN

Se describe una modificacion al método descrito por McDaniel y col. (8)
para la determinacién de dcido quinolinico en diferentes tejidos animales.
El método consiste en la extracciéon con acido percldrico, adsorcion selec-
tiva sobre carbdn activado y descarboxilacién hasta dcido nicotinico, que
se mide colorimétricamente. Con este método se han medido las concentra-
ciones de acido quinolinico en corteza renal tras la administracion de trip-
tofano a las ratas, encontrandose que ninguno de los valores es suficiente
para producir una inhibicién de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y por
tanto de la capacidad gluconeogénica renal.

SUMMARY

We have described a method based on McDaniel’s (8) for the determina-
tion of quinolinic acid in several animal tissues. The method consist in the
extraction of quinolinic acid, selective adsortion on activated charcoal and
decarboxylation to nicotinic acid which have been measured by colorimetric
reaction. With this method we have measured the concentrations of quino-
linic acid in rat renal cortex after the tryptophan injection to rat. We have
found that anyone of values is enough to make an inhibition of phosphoenol
pyruvate carboxykinase activity and the renal gluconeogenic capacity.
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INTRODUCCION

Una de las herramientas de trabajo mas usadas para el estu-
dio de las rutas metabdlicas es el empleo de inhibidores especi-
ficos de las mismas. En nuestro laboratorio se han utilizado di-
versos tipos de inhibidores de la gluconeogénesis hepatica con el
fin de conocer el posible papel que juega la capacidad gluco-
neogénica renal en el mantenimiento de la glucemia (1-3). En
todas las situaciones metabolicas originadas tras el empleo de
estos inhibidores hemos puesto de manifiesto un aumento signi-
ficativo de 14 capacidad gluconeogénica de la corteza renal, asi
como los mezcanismos responsables de dicho incremento. Sin em-
bargo, el empleo de inhibidores trajo consigo un profundo dafo
hepatico, siendo éste, posiblemente, responsable en gran parte de
la inhibicién de la produccion de glucosa en este tejido. Parecia
interesante, por tanto, ensayar la produccion de una inhibicién
de la gluconeogénesis hepatica que no llevara aparejada la des-
truccion de tejido con el fin de esclarecer si la respuesta renal
era inducida especificamente por el fallo de la capacidad hepa-
tica de producir glucosa. Para ello se ha seleccionado el inhibidor
mas conocido
quinolinico (4). Este compuesto inhibe especificamente a la fos-
foenol-piruvato carboxicinasa (E.C. 4.1.1.32) enzima clave de la
gluconeogénesis (5), pero esta inhibicion no es selectiva del higa-
do (6). Para lograr que el efecto fuera s6lo hepatico se penso en
la posibilidad de producirlo “in vivo”, administrando triptéfano
a las ratas. El 4cido quinolinico se forma metabolicamente a par-
tir del triptéfano en el higado, mientras que en corteza renal no
puede formarse directamente a partir del aminoécido al no exis-
tir en este tejido la enzima triptdéfano pirrolasa (7). No obstante,
no se puede descartar del todo su formacion ya que el rinén posee
el resto de las enzimas implicadas en el proceso, pudiendo utili-
zar la cinurenina que se libera del higado como sustrato. La ido-
neidad de este procedimiento de inhibicion especifica y selectiva
de la gluconeogénesis tenia que comprobarse mediante la deter-
minacion de &cido quinolinico en rifién tras la administraciéon de
triptéfano. Para cuantificar los niveles de &4cido quinolinico en
corteza renal tras la administracion de triptéfano se ha utilizado
el método de McDaniel (8) el cual ha sido modificado consiguiendo
una mayor sensibilidad. El presente trabajo describe la puesta a
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punto de este método asi como los resultados de la determinacién
de acido quinolinico en las condiciones

comprobar como en ninguna de estas condiciones los niveles de
acido quinolinico encontrados son suficientes para inhibir la ca-
pacidad gluconeogénica renal lo que confirma la validez de la
administracién de triptéfano para inhibir selectivamente la glu-
coneogénesis hepatica.

MATERIAL Y METODOS

Se ha experimentado en ratas machos de la raza Wistar de
peso comprendido entre 150-200 g. El triptéfano procedia de Sig-
ma Chem. (USA) lo mismo que el acido quinolinico y el carbdn
activado (NoritA-). En la preparacién de reactivos generales se
han empleado productos Merck. Las filtraciones se realizaron
sobre papel Whatman num. 1. La homogenizacién se realiz6 en
una disgregadora Sorvall-omni-mixer. Para llevar los extractos
acuosos a sequedad se utilizé un rotavapor Buchi acoplado a una
bomba de vacio. La descarboxilacién se llevé a cabo en autoclave.
La determinacién de acido quinolinico se realiz6 de acuerdo con
la técnica de McDaniel con las modificaciones descritas en el
capitulo siguiente. El tejido se homogeniza en acido perclérico
al 6 por 100 en un “potter” mecanico y se centrifuga. El sobre-
nadante se decanta a un frasco y el precipitado se homogeniza
de nuevo como
lizan y el perclorato potasico formado se elimina por centrifuga-
cién. El sobrenadante claro se agita durante una hora con car-
bén activado, con el fin de adsorber el acido quinolinico, y se
filtra. El residuo de carbdn se agita en hidréxido amoénico durante
una hora y se filtra, el filtrado se guarda en un frasco. El residuo
de carbon se agita de nuevo con hidréxido amoénico y se vuelve
a filtrar reuniéndose al final los dos filtrados, que se llevan a se-
quedad. El extracto seco se mantiene en acético glacia’ en un
autoclave a 110° durante tres noras formandose acido nicotinico
a partir del quinolinico. Se toma 1 ml de la suspensién una vez
fria, se anaden 3 ml de tampé6n Tris-ClH 1 M pH 7,4 y se com-
pleta a 10 ml con agua destilada. A 1 ml de la solucién anterior
se le adicionan 1,5 ml de etanol absoluto, 0,5 ml de bromuro de
cian6geno al 4 por 100 e inmediatamente 0,5 ml de o-toluidina
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al 1 por 100. Se agita la mezcla y se mide su absorciéon a 450 nm
a los 30 minutos exactamente medidos desde la adicién de la
o-toluidina. El esquema, del método asi como el posible mecanis-
mo de la reaccién coloreada se representan en las figuras 1 y 2.

HIGADO Y CORTEZA RENAL
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Figura 1.—Esquema general del proceso de obtencion de dcido quinolinico.
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Figura 2.—Posible mecanismo de la reaccién colorimétrica de medida de
acido quinolinico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Puesta a punto del método de determinacion de dcido quino-
linico.—Se ha comprobado la linealidad de la reaccién colori
métrica, de medida de acido nicotinico en el margen de concen-
traciones ensayado tal y como muestra la figura 3. Asimismo se
han estudiado las condiciones 6ptimas de la medida (figuras 4 y 5),
habiéndose encontrado que el valor del pH es critico en el desa-
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Figura 3.—Proporcionalidad en la reaccién colorimétrica del acido nicotinico
con CNBr y o-toluidina. Los resultados expresados son media de
al menos 6 experiencias. Las barras verticales representan el error
estandar de la media.
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Figura 4—Efecto del pH sobre el desarrollo de la reaccion colorimétrica de
medida de dcido nicotinico. Alicuotas de una solucion de 4 pg/ml
de dcido nicotinico en acético glacial se neutralizan con NaOH a
diferentes valores de pH, haciéndose reaccionar con CNBr y
o-toluidina. Se representa la media de los resultados obtenidos
afectada de su error estandar de la media (barras verticales). El
numero de experiencias se indica entre paréntesis.
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rrollo del color, descendiendo muy rapidamente la sensibilidad al
alejarse del valor 6ptimo de 7,4. La reaccién es mas sensible a la
temperatura ambiente que a la de 30°C que sehala McDaniel.
La transformacién de acido quinolinico en nicotinico ha resul-
tado ser en todos los casos superior al 70 por 100 en nuestras
condiciones experimentales, lo que supone una casi total trans-
formacién, ya que teéricamente so6lo el 74 por 100 del quinolinico
se obtiene en forma de nicotinico tras la descarboxilaciéon (figu-
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Figura 5.—Influencia de la temperatura sobre la reaccién colorimétrica de
medida de dcido nicotinico. Se representa la evolucién de la can-
tidad de producto coloreado a lo largo del tiempo. Siendo —
temperatura ambiente (20-25°C) y —.—. a 30°C.
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ra 6). Por lo que se refiere a la extraccién y purificacion a partir
del tejido, el rendimiento obtenido se muestra en la Tabla 1.
Entre las razones de este bajo rendimiento estd la limitada solu-
bilidad del quinolinico en &cido perclérico (s6lo se extrae el
70 por 100). También el uso del carbén activado es un factor

Figura VI
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Figura 6—Rendimiento en la descarboxilacion de diferentes cantidades de
acido quinolinico en acético glacial a 110°C durante 3 horas.
Siendo — - — rendimiento tedrico del proceso y —— rendimiento
obtenido. Los resultados se ajustan a la ecuacion y=0,612x +0,375,
siendo r el coeficiente de correlacion entre ambas rectas.



538 ARS PHARMACEUTICA

limitante, ya que sélo el 86 por 100 del quinolinico se recoge tras
la adsorciéon y elucion. Aun con estas limitaciones el método re-
sulta suficientemente sensible para nuestra hipétesis de trabajo,
consiguiéndose detectar hasta 45 ug de acido quinolinico.

TABLA 1

RENDIMIENTO GLOBAL DE EXTRACCION Y MEDIDA DE ACIDO QUING

LINICO DE HIGADO Y CORTEZA RENAL DE RATA. CADA RESULTADO

SE OBTUVO REUNIENDO LOS CORRESPONDIENTES ORGANOS DE

CUATRO ANIMALES Y ANADIENDO A LOS HOMOGENADOS ACIDO QUI-

NOLINICO (200 ug/g TEJIDO FRESCO). ELL + REPRESENTA EL ERROR

ESTANDAR DE LA MEDIA. ENTRE PARENTESIS SE INDICA EL. NUMERO
DE EXPERIENCIAS

Tejido estudiado % Quinolinico recuperado
5 772100 (o L 412+ 46 (4)
Corteza renal ... ... ... ... 32,6 = 2,2 (4)

Determinacion de dcido quinolinico en corteza renal de rata
tras la administracion de triptofano.—En la Tabla 2 se muestran
las concentraciones encontradas en acido quinolinico en la cor-

TABLA 2

CONCENTRACIONES DE ACIDO QUINOLINICO EN CORTEZA RENAL DE
RATAS INYECTADAS CON TRIPTOFANO (0,5 g/Kg DE PESO DEL ANI-
MAL). CADA RESULTADO SE OBTUVO REUNIENDO LOS TEJIDOS DE
CUATRO ANIMALES. PARA EL CALCULO DE LA CONCENTRACION
MOLAR SE TOMO EL CONTENIDO ACUOSO DEL RINON EN UN 82,7 %

Alimentadas Sometidas ayuno
Controles ... ... ... ... ... 5,6 x 10-3 7,9 x 108
Triptéfano 1 h. ... ... ... — 14 x 10+
Triptéfano 2 h. ... ... ... 7,6 x 105 13 x 10
Triptofano 2 h. 30’ ... ... 1,1 x 10+ 9,9 x 10-5
Triptéfano 4 h. ... ... ... — 1,6 x 10

Triptéfano 5 h. 30° ... ... 1,3 x 10 1,3 x 10+




ARS PHARMACEUTICA 539

teza renal. Basicamente el estado nutricional de los animales in-
fluye poco en los resultados obtenidos. Tanto en ratas alimenta-
das como en las sometidas a 24 horas de ayuno, la administra-
cién de triptéfano a la dosis necesaria para inhibir significativa-
mente la capacidad gluconeogénica del higado (9) provoca un
ligero incremento en la concentracion de acido quinolinico en la
corteza renal, que como ya se indicé puede estar ligado al meta-
bolismo de la cinurenina producida por el higado. La ausencia
de triptéfano pirrolasa en la corteza renal justifica, sin embargo,
que la produccién de quinolinico no sea superior en este tejido.
Ninguno de los valores encontrados, tanto en ratas controles como
tras la administracién de triptofano, se acerca al valor de la k; para
la enzima fosfoenol-piruvato carboxicinasa (9) por tanto no son
suficentes para producir inhibicién del enzima. Por ello se puede
establecer que la administracién de triptéfano en nuestras con-
diciones experimentales no altera la capacidad gluconeogénica
de la corteza renal.
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