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RESUMEN

Liquido amniético humano proveniente de gestantes de 32 a 43 semanas fue procesado por el método de Meirovich para dialinas.
Las corridas cromatograficas con acetona-agua mostraron manchas activas sobre miogastrio, cuyos Rf fueron, respectivamente,
0,03, 0,22, 0,46, 0,70, 0,88 y 0,96.

Las sustancias de Rf extremos corresponden, respectivamente, a dialometrina (DM) y dialogastrotonina (DCT). Las otras, entre las
que amniodialina (AD o D-3) no se habia detectado previamente en plasma humano, se manifiestan activas sobre miogastrio,
elevando muy significativamente la amplitud contractil las de Rf menor, y la frecuencia las de Rf mas alto.

Se puede determinar cierta concordancia entre la edad del embarazo y la concentracién amniética de la dialinas, a las que se
asigna un papel fisiolégico en relacion con los picos que se observan en las semanas 32, 37 y 43.

SUMMARY

Human amniotic fluid was extracted at different pregnancy stages as well as during labour. It was successively submitted to static
dialysis, chloroformic fractionation, progressive TCA precipitation, ether extraction and ascendent cetonic paper chromatography.
Under Wood lamp, chromatograms showed spots corresponding to Rf values of 0.03, 0.22, 0.46, 0.70, 0.88 and 0.96, each
correlated respectively to the following dialynes: dialometrine (DM), D-5, amniodialyne (AD), dialy-4 (D-4), sateline (D-Sat) and
dialogastrotonine (DCT). The biological characteristics of DCT and DM were similar to those described for human plasmatic
dialynes.

A predominance of high Rf dialynes was found during pregnancy; on the other hand, low dialynes were more predominant in
samples obtained during labour. This changes are similar to those described in plasma; however, its appearance in amniotic fluid
occur at a later time.

From this results, it is postulated that the physiological role of this autacoids in myométrial activity is directly related to the time of

gestation.

En nuestro laboratorio se comprobd la existencia en
plasma de varias especies (incluida la humana) de un
grupo de autacoides, que fue denominado genérica-
mente dialinas por ser la didlisis estatica un primer paso
comUn para su extraccion.B6-79 I1

Dichas sustancias presentan actividad variable sobre
miometrioR369,0m iogastrio/ 23w/ 8, vejiga
urinarially miocardio"™ y se han podido relacionar los
niveles plasmaticos de algunas de ellas, dialogastrotoni-
na (DCT), dialometrina (DM), con ciclo menstrual,
gestacion y parto.23°0

Ello motivé el presente plan de trabajo destinado a
demostrar en liquido amniético humano las dialinas ya
descritas.

La aplicaciéon de las técnicas separativas previamente
empleadas en plasma#5 Ilintrodujo una variante en los
resultados esperados, ya que simultaneamente con la
deteccion de dialogastrotonina y dialometrina los expe-
rimentos piloto sugirieron la probable presencia de otras
"dialinas".'"2135,6 a 2L

MATERIAL Y METODOS

1. Liquido amniético obtenido asépticamente de 35
pacientes concurrentes a la Maternidad Nacional, con
32 a 43 semanas de gestacion, fue sometido a la técnica
separativa para dialinas empleada en nuestro laborato-
rio, que consta de los siguientes pasos: diélisis estatica

fraccionada y progresiva contra agua destilada; parti-
cién cloroférmica; precipitacion tricloroacética fraccio-
nada; extraccion etérea; neutralizacion.

2. De la fraccién precipitada con &cido tricloroacético
al 6,5 % se sembraron 0,05 mi en tiras de papel Whath-
men N° 1 de 4x24 cm. Cada tira se someti6 a
cromatografia ascendente sobre papel usado como sol-
vente acetona +agua 80:20. La saturacion previa de la
camara se logré en 24 horas. El tiempo de corrida fue de
140= 10 minutos. Las tiras se secaron en estufa a 50° C
durante 24 horas y se revelaron bajo la lampara de
Wood.

Las manchas detectadas fueron eluidas con alcohol-
agua 50:50, evaporando el eluente a 37° C durante 24
horas. Cada muestra se resuspendié en 1 mi de agua
destilada.

3. Ratas "suquia" de ambos sexos provenientes del
biotario de Farmacologia, pesando 110+8 mg con 24
horas de ayuno y agua ad libitum fueron sacrificadas por
dislocacién cervical. Acto seguido se extrajo el estéma-
go, que se lavo con Ringer-Krebs modificado tibio y, tras
eliminar los mesos, se procedié indistintamente a en-
sayarlo de inmediato o conservarlo en refrigerador a
50C, para probarlo 24 a 48 horas después.

4. El fundus de cada estdbmago se acciond en "Z" segln
la técnica de Vane (A'223>y se montd en un bafio de
termostatizado a 36+1°C, con 50 mi de la solucién
nutritiva que aparece en la tabla I. Para ello se empled
un aparato de Braun regulable a 0,01° C.
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El medio era gaseado permanentemente con aire co-
rriente proveniente de un aereador a diafragma, y que
llega a través de una placa vitrea porosa que suministra
una lluvia invertida de burbujas de diametro homogé-
neo de 0,1 a 0,4 mm.

5. El trozo de tejido se conecté a un transductor de
tensiéon straingauge "Statham", regulandose una tension
basal de 5 g. Los registros se efectuaron con un poligrafo
tipo Dynograph Beckman RB, calibrado con 5 unidades
de sensibilidad, 2 mV de ganancia y 4 unidades de
frecuencia de vibracién minima. La velocidad del papel
fue de 25 mm por minuto.

6. Tras un periodo de estabilizacién de 60 a 90 minutos
se ensayaron los eluidos de los cromatogramas, adicio-
nandose al bafio 0,5 mi de cada muestra.

7. Para el andlisis de la actividad bioldgica se recurrié a
técnicas de doble ciego y de autocontrol previo al
agregado de material de las manchas eluidas, todo lo
cual se someti6 a calculo estadistico segin las normas
corrientes. Tl Los resultados se valoraron por porcentaje
de cambio.

TABLA |

Solucién nutritiva (Ringer-Krebs-bicarbonato)
(modificadas)

145,20 mM
6,02 mM
1,22 mM
1,33 mM

125,90 mM

25,30 mM
1,20 mM
1,30 mM
5,50 mM

1.000 mi

RESULTADOS
A. Estudio cromatografico

El revelado de los cromatogramas mostré el siguiente
desarrollo tal como aparece esquematizado en la figu-
ra I

1) Una mancha constante de Rf 0,03 +0,01, correspon-
diente a dialometrina (DM).

2) Una errética e inconstante con Rf 0,22 +£0,04, que
se muestra en 43,3 % de los casos, independiente-
mente de la edad de gestacioén, fue denominada Dialj-5
(D-5).

3) Una mancha de Rf 0,46+0,03, que a veces se
presenta subdividida en dos, detectada con una frecuen-
cia de 83,3 % (Diali-3 6 D-3).

4) Una mancha de Rf 0,70 0,02, revelada en 80 % de
las corridas (Djali-4 6 D-4).

5) Una mancha constante de Rf 0,96 +0,02, correspon-
diente a dialogastrotonina (DGT), de coloracion amari-
llenta.

6) Una mancha salélite de DGT, de Rf 0,88+0,01,
diferenciada de la anterior tanto por su menor velocidad
de desplazamiento cromatogréafico cuanto por su colo-
racion azul bajo la luz ultravioleta (D-sat).
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Figura 1. Esquema de cromatograma.

B. Estudio biolégico

Para determinar la identidad de las sustancias presentes
en cada mancha se efecuaron ensayos biolégicos sobre
miogastrio murino, in vitro.

1) Se puede observar que todas las manchas cromato-
graficas representan sustancias que elevan tono, ampli-
tud y frecuencia del preparado, con variable incidencia
sobre el automatismo. Sus acciones pueden ser inme-
diatas o tardias, con latencia variable (tabla II).

TABLA I

Efectos cualitativos de dialinas

Estémago Ampl. Tono Frec.

DM <*

Rf 0,22 >

Rf 0,46

Rf 0,70
SAT

—*>

DGT

2) El aumento es mas notable en cuanto a la ampli-
tud de las ondas, cuya magnitud puede crecer
enormemente con las concentraciones amnidticas de
gestantes de la 37a semana cuando se administran a
bafio DGT, D-5, DM y D-sat; y en el embarazo a
término y parto cuando se administra D-3 (figura 2).
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SEMANAS

Figura 2. Modificacion de la amplitud contractil gastrica
in vitro por DGT, DM y D-3, segun la semana de gestacion,
medida en porcentaje de cambio.

3) El tamafio de las ondas, que se triplica con D-sat,
se quintuplica con DGT y con Diali-3; alcanza 7 ve-
ces su altura inicial con D-5y 11 veces con dialometrina
(DM).

4) La frecuencia también aumenta agudamente por
efecto de D-5, DM y D-sat, en la 37asemana, y por DGT
desde la 37aa 4l1asemanas.

5) El tono puede elevarse mas de 100 % con D-sat,
DGT, Diali-3, DM y D-4, desde la 37aa la 43asemanas.

Las figuras 3, 4, 5, 6y 7 esquematizan la informacién
anterior.

SATELITE

Figura 3. Modificacion de los efectos de los eluidos de la
mancha D-SAT, sobre frecuencia, tono y amplitud de las
contracciones gastricas murinas in vitro, a lo largo de las
dltimas semanas de gestaciéon, medidas por porcentaje de
cambio.

SEMANAS

Figura 4. Efectos de dialogastrotonina medidos en porcentaje
de cambio sobre amplitud, tono y frecuencia de miogastrio
murino in vitro, de acuerdo con la semana de embarazo de la
paciente dadora.

ESTOMAGO

D5 Rf 0,22

SEMANAS

Figura 5. Efectos de eluidos de la mancha de Rf 0,22 (D-5)
sobre amplitud, tono y frecuencia de miogastrio in vitro, de
acuerdo con la semana de gestacion, medidos en porcentaje de
cambio.

ESIOVtAGO

4 Rt

Figura 6. Efecto del eluido de la mancha D-4 de Rf 0,70,
medidos en porcentaje de cambio, sobre tono, amplitud y
frecuencia contractiles de miogastrio de rata in vitro, segun
tiempo de gestacion.
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Figura 7. Respuesta comparada de 3 dialjfias amnidticas
(DGT, DM y AD) y dialometrina plasmatica, sobre la tension
contractil de miometrio de rata in vitro. Curva eficacia/tiempo
medida en porcentaje de cambio.

DISCUSION

La cromatografia sobre papel de liquido amnidtico de
mujeres gestantes de 32 a 43 semanas, muestra tres tipos
de manchas que revelan sustancias mioactivas, nitroge-
nadas no lipidicas:

a) Constantes en plasma y amnidtico. Son la dialogas-
trotonina (Rf 0,96) o DGT; la dialometrina (DM) (Rf
0,03) y la satelina (D-Sat) (Rf 0,88), mancha satélite
constante de DGT, de tamafio variable, muy frecuente
en plasma, aunque alli aparece con menor tamafio y
fluorescencia.

b) Constantes en amniético, pero raras o inexistentes en
plasmas, Estas son la mancha de Rf 0,46, o Diali-3 (D-3)
y la de Rf 0,70, o Diali-4 (D-4), con fluorescencia muy
débil. Ambas estan presentes en mas de 80 % de los
cromatogramas amnioticos.
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Diali-5 (D-5), de Rf 0,22, aparece en 43 % de los
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gestacion.
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sobre musculo liso gastrico. Estas sustancias elevan
significativamente el tono y afectan al automatismo de
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tamafio de las ondas. D-4 (Rf 0,70) duplica a las 37
semanas la frecuencia contractil.

Las dialinas han sido previamente diferenciadas de
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