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A method for the extraction and quantification of Dopamine from small areas
of rat brain has been developed. The extraction with solvents eliminates the column
cromatography separations and allows the simultaneous processing of a good number
of samples. Sample retrieval is quite high (70 %) and very reproducible.

The evaluation was made from areas with a minimal weight of 0.225 g.
The quantification of Dopamine was obtained using spectrofluorometric techniques,

reading the fluorescence of the trihydroxy indol derivate.
The linear relation between the instrument readings and the concentration of Do

pamine is from 0 to 0.5 /zg/ml.
The maximal concentration of Dopamine was found in the decorticated cerebral

hemispheres (1.485 /zg/g), the next highest values in the diencephalon (1.046 /zg/), and
the minimal concentration in the cerebellum (0.283 /zg/g). The concentration of the
whole brain was 0.701 /zg/g.

Un paso indispensable en el estudio del
papel que juegan las aminas biogenas en
los mecanismos de comportamiento ani
mal a nivel del sistema nervioso central es
la puesta a punto de un metodo para su
valoracion en pequenas areas de tejido.
Ese metodo debe ser altamente reprodu
cible para poder diferenciar las pequenas
variaciones que sobre sus concentraciones 

* Direccion actual: Departamento de Ne-
frologia, Fundacion Jimdnez Diaz, Avda. Re
yes Catolicos, 2, Madrid - 3,

inducen los diversos estados del animal:
nivel de agresividad, ciclos sexuales, etc.

La dopamina ha sido considerada du
rante muchos anos como un simple pro-
ducto metab61ico intermedio, entre tirosi-
na y dopa por una parte, y entre noradre-
nalina y adrenalina por otra, pero sin asig-
narsele ningun papel especifico.

Carlsson (5) sugirio que la dopamina
podia estar involucrada en el control de
las funciones motoras, al observar que los
ganglios basalcs y algunas de las estructu-
ras asociadas tcnian una elevada concen
tration de la amina. Al mismo tiempo 
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cncontro en estas areas una baja concen
tration de noradrenalina, lo que hizo que
se empezara a abandonar la idea de que
la unica funcion de la dopamina era la
de metabolito intermedio.

Se ha puesto a punto un metodo de ex
traction con disolventes, basado en el de-
sarrollado por Welch y Welch (21),
cuantificando la concentration de dopa
mina mediante la valoracion espectrofluo-
rometrica del derivado trihidroxiindolico,
de forma similar a la descrita por Carls-
son y Waldeck (7). Permite valoraciones
precisas en pequenas piezas de tejido, y
puede aplicarse a la vez a un numero ele-
vado de muestras, lo que permite el estu
dio simultdneo de grupos homogeneos de
animales, como camadas.

Material y metodos

Se han utilizado ratas Wistar, machos,
de dos meses de edad y con un peso me
dio de 206 ± 8 g. Los animales fueron
decapitados sin anestesia para evitar alte-
raciones, inducidas por el agente aneste-
sico, en las aminas cerebrales (11, 18). La
decapitation se realize siempre a la mis
ma hora para prevenir, en lo posible, los
cambios producidos por el ritmo circadia-
no en los niveles de las aminas (17, 19).

El cercbro fue extraido rapidamente,
pasado por solution salina isotonica muy
fria y depositado en una placa de vidrio
colocada sobre mezcla frigorifica, donde
se realiz6 la discccion de las diversas zo-
nas. Las areas estudiadas han sido: ccre-
belo, bulbo raquideo, puente y cortcza
(que fue separada siguiendo el cucrpo ca-
lloso, quedando los hemisferios cerebrales
decorticados. El dicncefalo fue obtenido
de la parte anterior intacta mediante cinco
cortes, siguiendo la tccnica de Glowinski
c Iversen (12). Las piezas de tejido se
homogcncizaron on un «potter» introduci-
do en bano de hielo, con 1.5 ml de HC1
0,01 N. muy frio, y 0.1 ml de EDTA
10 c/c\ el homogeneizado se vertio en un
tubo de centrifuga que contcnia 20 ml de 

butanol y 3 g de CINa. El homogenizador
se lavo con 1,5 ml de HC1 0,01 N y poste-
riormente con 5 ml de butanol, vertiendo-
lo tambien en el tubo. Los tubos se intro-
dujeron en un bano de hielo, agitandolos
durante diez minutos, y posteriormente se
centrifugaron a 3.000 r.p.m. otros cinco
minutos.

Extraido el sobrenadante, se puso en
un tubo de centrifuga que contenia 40 ml
de n-heptano y 2 ml de tampon fosfato
0,5 M, pH 7,3. Se agito y seguidamente
se centrifugo a 2.000 r.p.m. durante ocho
minutos. El tampon fosfato fue extraido
del fondo del tubo, acidificado hasta
pH 3,5-4 con HC1 3 N, y se le anadieron
20 ml de eter etilico. Nuevamente se agito
y centrifugo a 2.000 r.p.m. durante ocho
minutos.

De la capa acuosa se tomaron directa-
mente fracciones que oscilaban entre 0,3 y
0,1 ml, en tubos cerrados con tapon her-
metico. A cada tubo se anadio 0,5 ml de
tampon acetato 2 M, pH 6,8, completan-
do el volumen a 3,8 ml con agua destila-
da. Con cinco minutos de intervalo entre
uno y otro, se anadieron los siguientes
reactivos: 0,1 ml de solution de iodo
(3,75 g de iodo y 12,5 g de INa en 250 ml
de agua destilada), 0,2 ml de sulfito sodi-
co alcalino/EDTA (12,6 g de SO3Na2
7 H2O se disolvieron en 25 ml de EDTA
10 % y se completaron hasta 250 ml con
NaOH 5 N), y 0,25 ml de una mezcla
isovolumetrica de acido acetico y HC1.
Despues de nadir cada reactivo, los tubos,
agitados y tapados hermeticamente, se pu-
sieron en un bano de agua hirviendo du
rante 45 minutos. Se sacaron e introduje-
ron en hielo para su enfriamiento rdpido
hasta temperatura ambiente. Todas las
muestras se hicieron por duplicado. Ade-
mas, se pusieron: blancos, constituidos
por 1 ml de agua destilada, y patrones de
1 ml de solution de clorhidrato de dopa
mina con conccntraciones que oscilaban
entre 0,2 y 0,5 /zg/g. Con cstos tubos se
proccdio como con los demas.

Se prepararon tambien blancos de teji-
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Tabla I. Concentration y cantidad total de dopamina en las distintas zonas del cerebro
de rata.

Todos los datos esUin expresados como media ± error est^ndar. Entre parentesis, niimero de
determinaciones por grupo.

Zona
Peso

g
Concentraclon

Mg/g

Cantidad
total

Mg

Cerebro entero (12) 1,647±0,050 0,702 ±0,025 1,156±0,020
Diencefalo (12) 0,241 ±0,010 1,047 ±0,025 0,252 ±0,005
Cerebelo (6) 0,262±0,014 0,283±0,004 0,074 ±0,004
Corteza (6) 0,658±0,012 0,511 ±0,004 0,336 ±0,004
HCD * (6) 0.506±0,024 1,486 ±0,017 0,752±0,004
Bulbo puente (6) 0,251 ±0,012 0,560±0,005 0,151 ±0,004

• Hemisferios cerebrates decorticados.

do (muestras en las que se habia invertido
el orden de adicion de las soluciones de
iodo y sulfito sodico alcalino), y patrones
internos para estudiar la recuperation de
la amina a lo largo del proceso de extrac
tion. Se tomaron cerebros enteros, homo-
geneizando con 3 ml de HC1 0,01 N muy
frio y 0,1 ml de EDTA 10%. El homo-
geneizado se dividio en dos fracciones:
a una de ellas se le anadio una cantidad
conocida de clorhidrato de dopamina (del
mismo orden que la cantidad total apro-
ximada que contiene). Ambas fracciones
fueron tratadas segun procedimientos de
rutina.

Aunque el fluorocromo es estable du
rante ocho horas, las lecturas se hicieron
en todos los casos dentro de las cuatro
horas siguientes al fin de la ebullition.

La valoracion fue realizada en un es-
pectrofluorometro de Perkin Elmer equi-
pado con cubetas de cuarzo de 3 ml de
capacidad y 1 cm de espesor. Las cons-
tantes para la lectura, determinadas en ex-
periencias previas, fueron las siguientes:
longitud de onda de excitation: 335 nm;
longitud de onda de emision 380 nm. Las
lecturas de las muestras correspondientes
a las fluorescencias del bianco (muy pro-
ximas a cero) se restaron de las lecturas
de las muestras tratadas.

Todos los rcactivos utilizados fueron de
grado fluorometrico. Tanto cllos como cl 

agua destilada se guardaron en recipientes
de vidrio con tapon del mismo material,
para evitar interferencias del plastico o de
la goma con la fluorescencia.

Resultados

En el intervalo de concentraciones uti-
lizadas (0-0,5 /xg/ml) la relation entre la
lectura espectrofluorometrica y la concen
tration de la amina es perfectamente li
neal. La tabla I muestra el peso medio
de las areas de cerebro utilizadas, la con
centration de dopamina y la cantidad to
tal que corresponde a cada area. La ta
bla II compara los valores obtenidos con
muestras de cerebro entero, directamente,
y los obtenidos sumando los correspon
dientes a las zonas en que el cerebro se
ha dividido: cerebelo, bulbo raquideo mas

Tabla II. Comparaci6n de las cifras obteni-
das por valoracion directa y por suma de las

zonas que componen el cerebro.
Entre pardntcsis, mimero de determinaciones

por grupo.

Peso
g

Concen-
tracion

Mg/g

Cantidad
total

Mg

V. directa (12) 1,647 0,702 1,156
V. por suma (6) 1,677 0,776 1,303
Diferencia 0,030 0.074 0,147
% 1,8 10,5 12,8
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puente, hemisferios cerebrales decortica-
dos y corteza.

De las experiencias de patron interno
se ha deducido que la recuperation de la
amina es 70,2 ± 2,2 %, partiendo de diez
valoraciones por duplicado.

Discusion

Aunque el estudio y valoracion cuanti-
tativa de las catecolaminas data de prin
ciples de siglo (8, 16), recibio su gran
impulse con la aparicion de los metodos
histoquimicos fluorescentes (6) y las tecni-
cas autorradiogr^ficas (22), que permitie-
ron su localization en las diversas zonas
del sistema nervioso. La clave de su valo
racion cuantitativa esta en el desarrollo de
las tecnicas espectrofluorometricas en las
que se basa el presente metodo. Los pro-
cedimientos de extraction y valoracion
utilizados se basan en los descritos por
Welch y Welch (21), adoptados por las
ventajas que presentan: a) el metodo es
aplicable, con pequenas variaciones, a la
determination de noradrenalina, dopami-
na, serotonina y dcido 5-hidroxiindol ace-
tico, en pequenas piezas de tejido; b) re
duce considerablemente tanto el coste del
proceso como el tiempo que se invierte
en el, ya que se eliminan algunos de los
pasos mas tediosos, como la precipitation
de proteinas y lipoproteinas cerebrales y
la separation por cromatografia en co-
lumna; c) no es necesaria la presencia de
aditivos reductores que pueden producir
interferencias en la lectura de la fluores-
cencia; d) el rendimiento obtenido puede
ser bastante elevado si se normalizan to-
das las etapas del proceso.

Para transformar la dopamina en un
derivado fluorescente se ha empleado el
metodo de la condensation con etilen
diamina (20). Este metodo tiene el incon-
veniente de que los fluorocromos forma-
dos por la dopamina y la adrcnalina tie-
nen caractcristicas fluorescentes similarcs:
para obviar cstos inconvcnientes se ha
utilizado un metodo basado en cl de

Carlsson y Waldeck (7), quienes a su
vez se basaron en los metodos de estima
tion de adrenalina y noradrenalina me-
diante el trihidroxiindol (9). En este me
todo las catecolaminas se oxidan trans-
formandose en sus derivados indolicos
que, en medio alcalino, se reestructuran
para dar trihidroxiindoles fluorescentes,
adrenolutina y noradrenolutina.

En principio, esta tecnica tampoco ser-
via para la valoracion de dopamina, pues
los picos de excitation y emision de fluo-
rescencia del derivado trihidroxiindolico
de la dopamina eran indistinguibles de
los de la noradrenolutina; sin embargo,
Carlsson y Waldeck (7), mediante cier-
tas modificaciones en la tecnica, consiguie-
ron aumentar la fluorescencia para el de
rivado de la dopamina y obtener espectros
que se diferenciaban claramente de los de
la adrenolutina y la noradrenolutina. Asi,
el proceso en el que se basa la sintesis de
la molecula fluorescente implica tres eta
pas: a) oxidation de la muestra con iodo
a pH 6,5; Z>) reestructuration intramo
lecular por adicion de una solution alca-
lina de sulfito sodico, para prevenir una
posterior oxidation (se puede utilizar con
el mismo proposito el acido ascorbico,
pero se ha descartado por interferir con
la fluorescencia); c) ajuste del pH a 5,3.
Este paso permite el aumento de las lon
gitudes de onda de activation y de emi
sion del fluorocromo derivado de la do
pamina — para hacer posible la estima
tion diferencial de esta—, y un mayor
rendimiento del compuesto fluorescente.
Para la acidification ha sido utilizado
bien el acido acetico (4, 7), bien el clor-
hidrico (2, 10); Welch y Welch propu-
sieron la utilization de una mezcla isovo-
lumetrica de acetico y clorhidrico, consi-
guiendo una alta capacidad tampon y una
pequena variabilidad en el pH de las
mucstras con poca cantidad de acido. Este
ultimo metodo es el que ha proporcionado
mejores resultados; d) hervido de la mues
tra. para incremcntar mas aun su ren i-
miento, Un resultado parecido se Pue e 
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obtener por irradiation con ultravioleta
(21), pero el hervido permite un mayor
rendimiento y una mejor repetibilidad de
los datos.

Los valores obtenidos por este metodo
son, en general, coherentes con los des-
critos en la literatura. Asi, la concentra
tion obtenida para el cerebro entero
(0,702 es del orden de las publica-
das en los ultimos arios, 1,06 /zg/g segun
Ansell y Beeson (1) y 0,51 /zg/g segun
Martin y Ansell (15) —por citar datos
de un mismo laboratorio con distinta tec-
nica —. Las concentraciones obtenidas
para cerebelo, diencefalo, bulbo + puente,
son muy similares a las descritas por
Kariya y Aprison (14); sin embargo,
Haubrich y Denzer (13) dan cantidades
menores para bulbo raquideo + puente y
cerebelo. La concentration de dopamina
encontrada en la corteza es superior a la
hallada por Blanc et al. (3), y por Haub
rich y Denzer (13).

Ademas, el metodo utilizado parece
ofrecer grandes garantias de repetibilidad,
por presentar coeficientes de variation
muy bajos (entre 4 y 10 %), lo que per
mite detectar las pequenas diferencias que
pudieran inducirse en la concentration de
la amina al someter a los animales a
cualquier influencia que interese estudiar.

El coeficiente de recuperation obtenido
en estas experiencias es similar a los pu-
blicados recientemente (13, 21). Es posible
una valoracion muy ajustada de las can
tidades de la amina en una pieza deter-
minada, aun a concentraciones muy bajas.

Resumen

Se ha puesto a punto un mfitodo de extrac
tion y valoraci6n de dopamina en pequenas
&reas de cerebro de rata.

La extraction con disolventes permite elimi-
nar el fraccionamiento por cromatografia en
columna, pudiendo aplicarse simult&neamente
a un nizmero elevado de muestras. La recupe-
racion obtenida, ademas de ser considerable-
mente elevada (70 %), es altamentc reprodu
cible.

Las valoraciones se han realizado en zonas
con pesos a partir de 0,225 g. La determina
tion cuantitativa de la amina se ha realizado
por mdtodos espectrofluoromdtricos, leyendo la
fluorescencia del derivado trihidroxiindolico.
La relaci6n entre lectura y concentration es
lineal entre 0 y 0,5 /zg/ml.

La concentration maxima se ha detectado en
los hemisferios cerebrales decorticados (1,485
/zg/g), siguiendo el diencefalo (1,046 /zg/g). La
concentration minima correspondiente al cere
belo (0,283 /zg/g). El cerebro entero tiene una
concentration de 0,701 /zg/g. El coeficiente de
variation de las medidas oscila entre el 4 y
el 10 %.
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