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"ABREVIATURAS

ALA . Acido aminolebulinico

ATP Adenosin trifosfato

BHp Dihidrobiopterina

“BHy, Tetrahidrecbiopterina

ESA Albidmina sérica bhovina ,

CPII ' Cromatografia preparativa de intercambio iénico

DCH Disfuncidn cerebral minima

nope 6-(1,2-dioxopropil)-7,8-dinhidropterina

EDTA "Acido etilendiamino-tetraacético

EEd Electroencefalograma

EPP Potencial de placa terminal

FAH Fenilalanina hidroxilasa

GABA “Acido gama aminobutirico

GAD GABA descarboxilasa

GAT GABA transaminasa

aTe Guanosin-’-trifosfato

aTr-CH Guanosin trifosfato ciclohidrolasa

Hb Hemoglobina

Her - Acido clornidrico

6~-HODA 6-hidroxidopamina

HPLC Cromatografia liguida de alta precision

IQ Coeficiente intelectual

K1 - Yoduro de potasio

LCR Liguido cefalorraquideo

MEPP Potencial miniatura de placa termlnal

GMPHp 6-meiil dihidropterina

m Contenido cuantico medio

NPTH»--P3 T7,8-dihidroneopterina trifosfato

HADPH Nicotinamida adenin dinucleétido fosfato
forma reducida

P Reurotransmisor

QBHp Quinonoide dihidrobiopterina

QPR Quinonoide dihidrobiopterin reductasa

SHC Sistema nervioso central

TCA Acido +tiricloroacético

TH Tirosina hidroxilasa

T5H Triptofano-5-hidroxilasa
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INTRODUCCIOR

i. GENERALIDADRES

La intoxicaciédn por plomo, considerada en una é&poca
como una enfermedad ladboral exclusiva de los trabajadores de
la industria manufacturera de»acumuladores y~de los que
utilizan esmaltes y pinturas, constituye ahora un problema
serio de salud pliblica sobre todo para las Areas urbanas Yy
altamente industrializadas (Goyer, 1974; David et al, 1972;
Ordoviez et al,, 1976; Hilburn, 1§79; Chisolm, Jr., 1984
Gallacher et al, 1984; Jones y Gamble, 1984), auncgue Ilas
poblaciones rurales tampoco estan exentas de la inficién (Lin
Fu, 1973). Cada dfa es mAs notoria la £recuencia con gque
aparecen los reportes de altos niveles .de plomo detectados en
el plasma de nifios que habitan en estas zonas ocasionandoles
alteraciones graves en Jla conducta (Slibergeld Yy Goldbhereg,

1973; Heedleman, 1983; Cory-Slechta, 1984).

Loz =sintomas ¥y slénos de la toxicidada se manifiestan a
partir de concentraciones de plomo de 0.7 pgr/ml de sangre,
Cuando los niveles sanguineoz del metal se encuentran en §
pgx*./ml se produce irremediablemente la encefalopatia en
niios y la polineuritis en adultos (Perlstein y Attala,
1966; Baker et al, 1984; Plomelll et al, 1984). Cuando son
inferiores a los 0.4 pgr/ml es dAificil detectar sintomatologia

gue se correlaclone con la lntoxléacibxx; sin embargo, en 1los

i
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Adltimos ados se ha .reportado que en concentracionés menores
a los 0.25 ypgr/ml, anteriormente consideradas como inocuas,
ya se pueden . detectar +trastornos metabdbdlicos tales como
aﬂomalias en la sintesis de hemoglobina (Hb) (BenK et al,
1970; Alessio et al,, 1976; Chisclm Jr., 1978; Silbergeld vy
Lamon, 1980; Piomelll et al, 1982) disminucién de l1a
vitamina D (Rosen et al, 1980; Mahaffey et al,  1982),
alteracién en la excrecidn del cortisol (Saenger. et al,
1984) y efectos neuroconductuales subclinicos (Needleman et
al, 1979; Otto et al, 1981, 1982) (Fig. 1). A 1los nifios con
apariencia nofmal que presentan una concentracién sanguinea
de plomo mAs alta que la media poblacional ¥y uno o varios
de estos +trastornos metadbdlicos, se les denomina  "nifios
asintomiaticos con carga corporal de plomo aumentada® y ai

sindrome, "intoxicacion asintoméatica" (Piomelll et al.,

1964).

En esta tesis no se tomaria en cuenta la
intoxicacién sintomitica (saturnismo o plumbismo) causada por
la ingestién aguda o t;rbnlca de concentraciones altas de
plomo porque ‘no representa un riesgo importante para la
salud de la poblacitn (Smith et al., 1965; Perlstein vy
.Attala, 1966; Piomelly et al, 1984). Esto obedece a dque su
alarmante sintomatologia y la fuente de intoxicacitn son de
tan f&cil deteccidn, que conducen con rapidez a un
diagnéstico certero que permite . establecer con

oportunidad medidas de control y preventivas, Y hasta

2
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INTOXICACION POR PLOMO
EN EL HOM3RE

SINTOMATICA ASINTOMATICA

| : i '
[.#‘] EN SANGRE l > 100 pgt/at Dt pp/a < 25;law/4|
N | : .
ADULTO K:NOD ANEMIA 1) HIPERACTIVIDAD TRA5TORNSS
SIKTOMAS GENERALES 2) | APRENDIZAJE HETAIOLICCS
Y GASTROINTESTINALES ) TRASTORNOS OE COMPENSADOS
POLINEURITIS ENCEFALCPATIA LA CONDUCTA -
: € CONDUSTA BIZARRA)
4) RESPUZSTA PARADOVIGA
A PSICOFANMALOS
CANALEPTICOS Y TRANQUILIZAMTES)
Figura 1.

Diagrama de la intoxicaci&n por plomo en el hombre. Los
trastornos metabdlicos compensados son aquéllos que no son tan severos
para presentar sintomatologia.

La intoxicacién asintomfdtica, se deta-
1la en el punto 2 del texto.
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disposiciones legales que obligan a reducir el contenido de
plomo en algunos productos de consumo como pinturas,

gasolinas, etc. (Chisolm Jr., 1984; Piomelll et al.,, 1984).

Por el contrario, la exXposicidn crdénica a concentracio-
nés bajas de plomo compromete de un modo grave a la salud
piblica (Lin Fu, 1973; Baker et al., 1984), pues el dafio
orginico gque causa es tan sutil que no expresa sintomas que
ameriten atencidn rr;édica urgente; por ejemplo, no hay anemia
severa, ni dolor abdominal, ni sintomas neuroldgicos como en
el saturnismo (Perlstein y Attala, 1966; de la Burde Yy
Choate, 1972; HNeedleman et al, 1979; Otto et a__i_l_.. 1962;
Piomelll et _a_;_.», 1984). Adem&s, en el caso de la in‘toxicacién
'crénica a dosis bajas, generalmente, se afecta un  sector
importante de la poblacién gque es ‘el que estiZ expuesto a 1la
contaminacién ambiental, produéto de los desechos de
Lhdustrias y de 1la combﬁstién de los automotores en las
grandes ciudades (Hilburn, 1979; Angle et al, 1984). Los
infantes representan el grupo de alto riesgo por ser los mAs
sﬁsceptibles a este tipo ‘de intoxicacién, (Chow y Earl,
1970; Lin Fu, 1973; HNeedleman et al, 1974) Yy su sistema
nervioso central (SNC) resulta ser el mAas perjudicado
(Otto, 1981). Las secuelas neurolégicas s8on mis comunes Y
peligrosas entre miAs pequefio es el nific y este hecho también
es vAlido durante 1la wvida fetal (Bardley y Baumgartner,
1958, Perlstein y Attala, 1966; Palmisano, 1969; Scanlon,

‘

1972).

4
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2. LA INTOXICACION ASINTOMATICA

Los sindromes que se presentan en humanos y han sido
atribuidos a la exposicién constante a dosis bajas de plomo
desde el nacimiento, son ! hiperactividad, deficiencias en el
aprendizaje, irritabilidad y agresividad (Chisolm, 1971%;
David et al, 1972; Lin Fu, 1973; HNeedleman et al, 1979,

1983).

En 19727 David, Clark y Voeller presentaron evidencias
‘epldemioldgicas que correlacionaban la hiperactividad con la‘
exposicibn. al 'plomo en niios gue habitaban en vecindades
“donde las paredes hablian sido pintadas con esmaltes gque
contenian dicho metal. Esto es congruente con él hecho de que
la ingestidon de plomo de las pinturas, usualmente ocurre en
nifios menores de 3 afios, puesto que é&stos tienen la.'
tendéncia a comer las superficies escarapeladas de las
paredes (sindrome de pica), La evidencia de la exposicidén
al plomo en estos nifios, se demostré por 1la .pfesenpia
del metal en la orina después de la administracién de un
agente quelante (la d-—penicilaimina) Y no por la determinacidén
directa del plomo en sangre. Se planted entonces gque el
Plomo deberia estar almacenadd posiblemente en huegos,
dientes u otros é6rganos, y por &so no se encontraba en

cantidades detectadbles en 1la sangre (David, 1972; Piomelll

et al, 1984)
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La hlperactividad que ge manifiesta en 1la tntoxfcacibn
por plomo ha sido estudiada con detenimiento y se distingue
por una actividad motora elevada de caricter compulsivo
(Lanfer y Denhoff, 1957; David et al, 1972). Wender (1971)
describe la hiperactividad como “una disfuncién en 1las
actividades motoras y coordinadoras, en la atencién y las

funciones cognoscitivas, en el control del impulso, en las

relaciones interpersonales y en la emotividaa".

A todas las formas de hiperactividad se les ha llamado
rdisfuncién cerebral minima" (DCHM), El término engloba un
grupo hetefogéneo de problemas motores que presentan les
nifios, asociados con otras deficiencias mentales, -fiéicas Yy
conductuales (Conners, 1972;' Eisenberg, 1972; Kalverboer.
1978). Por 1lo tanto, es  preciso aclarar a cual tipo de

hiperactividad corresponde la encontrada en nifios expuestos a

vn.tveles baJoS de plomo.

La hiperactividad se ha clasificado en tres grupos en
base a su respuesta a fArmacos y a Vsus sintomas asociados
(Conners, 1971; PyckK Yy Baj.ne's. 1978; Weiss ¥y Hechtman, ‘1979).
En primer lugar, hay una hiperactividad asociada a episodios
epilépticos y otros estados convulsivos coino epllepsia
psicomotora o del 16bulo teh\poral (limbica) (Hargerison et
al,, 1966; Glaser, 1967). Los anticonvulsionantes difenil-

hidantoina y {fenobarbital son prescritos con £recuencia para
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controlar los episodios 'liiperactivos asoclados a estados
convulsivos (Plaa Yy Hlne'. 1960; Buchthal y Svensmark, 1971).

En el segundo grupo de la clasificacidén se encuentra la
hiperactividad asociada a otras patologias que tienen’ eausa
orginica obvia., Por ejemplo, hipoxia fetal, daifio cerebral en
la primera infancia, problemas ¢genéticos tales como el
sindrome de Down y otras enfermedades que ocasionan retardo
mental (David et gl_., 1972; Shaffer, 1978). Con regularidad
se observa un electroencefalogrania (EEQ) anormal vy
patognoménico de estos casos (Satterfield .e_t al,, 1973);

Por {iltimo, el tercer +tipo de hiperactividad que

presentan los niflos gque no tienen dafio neuroldgico, ni

enfermedad asociada o0 causa conocida, pero gque tienen

antecedentes de exposicién crénica al plomo, se distingue por

su respﬁesta paraddjica a las drogas gue actian sobre el
SNC, como la d-anfetamina, metilfenidato y fenobarbital
(Conners, 1971; Millichap, 1973). Se sabe que la d-
anfetamina y el metilfenidato producen hiperactividad vy
compulsividad en las personas y animales normales a los'que
se administran (Weilss y Laties, 1962; Randrup Yy MKunKvad,
1966; - Knights vy Hinton,v 1669; Thornburg Yy Moore, 1973;‘
Sahakian et al, 1975; Creese e Iversen, 1975 Rapoport et
_a_l_, 1978), €in embargo, estos fArmacos originan un efecto
contrario en los nifios hiperactivos a consecuencia de 1la

exposicién prolongada al plomo; ésto es, disminuyen su

7 N
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hiperactividad y compulsividad (Arnold ¢_a_t_l_a_;... 1972;
Nillichap, 1973; Snber;geld y Goldberg, 1975 SahakKian Yy
Robbins, 1977). Por el contrario, el fenobarbital, que
muchas véces seda a los nifios normales (Blair, 1980), aumenta
la hiperactividad de los nifios con problemas de intoxicacién

por dicho metal (Wender, 1971; Erenberg, 1972).

La disminucién en el aprendizaje es otro de 1los

sindromes ocasionados por la exposicién prolongada a doasis

bajas de plomo desde edades tempranas del desarrollo,

Needleman (1980) encontrd que 1los nifios que ien:an un alto
contenido de plomo en 1la dentina; comparados con los que lo
tenian Dbaljo, obtuﬂeron menor calificacién en una serie de
pruebas sicolédgicas especiéleé para evaluar su aprendiia)e Y
sretenciédn; y pudo establecer una gran correlacién entre 1los
intervalos de calificaciones obtenidos por estas pruebas, con
_163 niveles de plomo encontrados en sus daientes. Otros
anestlgadores, tambdbién han reportado disminucién en el
coeficiente 1ntelec£ual (IQ) Yy problemas al eJecutar‘ tareas
especificas en nlfios intoxicados (Laufef y Denhoff, 1957; De
la Burde y Choate, 1972). Sin embargo, en los pafses del
Tercer Anundo.. l1a correlacibén entre las deficiencias del
aprendizaje e intoxicaciétn por plomo es mas dificil de
establecer debido a 1la multiplicidad de las' causas «que
ocasionan el sindronie (Sheffer et al, 1981); por citar
alguna, se mencionari la desnutricién (Cravioto y DelLicardie,

1973; McKay, et al, 1974; Lo6pez et al 1985). HNo obstante,

8
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hay estudios en estos paises que pretenden establecer
la rela.ci§n causa—efe.cto entre la intoxicaciétn por el vplomo
y la deficiencia del aprendizaje (Silbergeld y Chisolm,
4976; Davida et al, 1972; Baker et al., 1985). En México,
Harmony ha estudiado el EEG de nifics que habitan en A&areas
marginadas Y 'sospechosas de contener niveles altos de
plomo. Las alteraciones ele>ctroencefalografica's que ha
encontrado en niﬁds con rendimiento escolar deficliente vy
gue no se presentan en los niflos control (niffos con
aprendizaje normal y residentes en &reas no contaminadag de

la misma poblacién) se las atribuyd a la presencia de

niveles elevados del metal en sus organismos, ya gue no se

pueden explicar por ninguna otra alteracién orginica (Baker

et al, 1985).

3. BASES NEUROQUIMICAS DE LA INTORICACION

Se conoce muy poco de lés a,lteraciones neuroquimicas y
neurofisioldégicas que generén las manifestaciones de la
toxicidad crénica por plomo, pues el cerebro humano no es un
tejido accesible para estudios experimentales, y los
marcadores bioqufmicos Qisponibles periféricamente .rcﬂe,jan
muchos procesos metabdbdlicos, ademis de los del SHC (Winder y
Kitchen, 1964, Shellenberger, 1984), Por éso el esclareci-
miento de 1los mecanlsmoé moleculares de la toxicidad del

plomo depende del uso de animales de experimentacién,

En un intento por correlacionar las alteraciones conductuales

9
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Y farmacolégicas con las modificaciones en el metabo.lismo de
neurotransmisores €specificos, ya se han logrado 'repvoducir
en modelos animales 1la l}iperactiviqad, el tremor, la conducta
estereotipada (Silbergeld y dGoldberg, 1973, 1974, 1975) y 1la
respuesta paradéjica a la d-anfetamina (Silbergeld Yy
goldberg, 1973; Shih Y Hanin, 1977; Kostas et al., 1978; Memo
et al, 1980). ';‘res sistemaé de neurotransmisores se han
estudiado en detalle: colinérgicp, catecolaminérgico y GABA-
érgico, aunque reclentemenie se ha iniciado el estudio de los
sistemas serotoninérgico (Dubas y Dina, 1978; Dubas et al,
1978; Lasley et al, 1984) y peptidérgico (Govoni et al.,

1980; Winder et al., 1984).

4, LA TRASMISION COLINERGICA EN LA INTOXICACION

El efecto del plomo sobre la neurotransmisidén
counérgic,ak se ha estudiado debido a la neuropatia periférica
que ocasiona dicho' metal y gque se expresa en la persona
adulta como una debilidad muscular de 1los exten#oreé de 1los
dedos y de la mufieca (Catton _e_!.' al,, 1970; BaKer et al,
1984), similar a 1la paraiisis del nervio radial. En 1los
nifiocg, la polineuritis tiende a ger misg generalizada (Seto Yy

Freeman, 1964; Merrit, 1975). Algurios investigadores han

demostrado, utilizando 1la preparacién del ganglio simpatico

de rata y gato, que el plomo In vitro, disminuye la

-1iberacion de acetilcolina provocada por 1la estimulacidn de

la fibra preganglionar (Kostial y VoukK, 1957) y otros, usando
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la preparaciétn de ia placa muscular de la rana (Hénalis Y
Cooper, 1973; Kober y Cooper, 1976; Cooper et al, 1984;
Manalis et al, 1984) o de la rata (Atchison y Narahashi,
19847 PicKett y Bornstein, 1984), también han observ-ado‘ una
‘disminucisn en la liberacidn provocada de acetilcolina del
elemento presiniptico. Estudilos mas. finos ref.erentes al
efecto del plomo in vitro sobre la likberacién espontinea del
neurctrénsmisor Yy 1la causada. por estimulacién nerviosa,
fueron realizados por Atchison y HNarahashi (1984). Estos
autores ecncontraron gue cuando se exponia la preparacién
neuromuscular a 20 y 100 pM de Pb*t se deprimia la amplitud
del potencial de placa terminal (EPP), sin que se afectara 1la
amplitud de 1los potenciales miniatura’ (MEPP). Este efecto
era revex*tido cuando se aumentaba la concentracién de calcio
extracelular o cuando se removia el plomo de la preparacion.
Ademias, encontraron gque el contenido cuant.lco medio (m) se
reducia en forma significativa por el tratamiente con dicho
metal sin que variara la probabilidad de 1a liberacidn del

neurotransmisor (p). .

Los efectos del plomo sobre la £funcibén colin&rgica del
SNC son 1inciertos y algunog, hasta -contrarios. Esto puede
deberse a la multiplicidaa de procesos (recaptura,
liberacidén, sintesis, recambio, etc) .que se han estudiado,
a la diversidad de Aareas anatéomicas del SNC en las que =se
han estudiado dichos parametros, Y a la desigualaad dae

esquemas de tratamisento y animales de experimentacién usados
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(Winder y Kitchen, 1984).

5. EL_SISTEMA GABAERGICO EN LA IHTOXICACION

El sistema (@ABAérgico es otro sistema neuronal que
puede ser afectado por el plomo. Se ha demostrado por
estudios in wvivo, 4que la recaptura de alta afinidad del GABA
Y su liberacidn estimulada por despolarizaciones inducidas
por potaéio se encuéntran inhibidas en sinaptosomas de todas
las &reas del SNC estudiadas, excepto en cerebelo (Gerber et
al,, 1978). Sin embargo, las actividades enzimaticas de 1la
GABA descarboxilasa (GAD) Yy de la GABA transaminasa (GAT) no
se .encuentr‘an afectadas, salv‘o en el ntcleo caudado donde la
actividad de la GAD esta auinentada y Y en la corteza
cerebral donde la actividad de la GAT  estid disminuida
- (S1l1bergeld et al, 1979; Silbergeld vy Hruska, 1980;
Silbergeld y Lamon, 1980). Por otra parte, tampoco los‘
niveles endégenos de GABA se han encontrado ~alterados en

el SNC (Golter y Michaelson, 1975; Piepho et al, 1{976)

Es diffcil explicar las consecuencias de estos cambios,
yYa dque el GABA es el neurotransmisor inhibidor m4is abundante
del SHNC y su interaccién con otrog sistemas neuronales es
compleja (Nistri vy Constanti.' 1979). Sin embargo, una
Posible interpretacién seria gque, debido a la inhibicidén de
la transmisién GABAérgica ocasionada por el plomo

(Winder y Kitchen, 1984), se presentara un aumento en la
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excitabilidad del SHC. Otra opcidn 1la propox‘ciona la
alteracién de 1la Dbiosintesis del grupo Hem que oéasiona un
aumento en el &acido d-aminolebulinico (ALA) (Moore y
Meredith, 1976; Roels et al, 1976; Chisolm Jr:,  1978;
Piomelll, 1980; Piomelli et al.,, 1982). Se sabe que el ALA es
un desplazador d&bil de la unién del GABA a receptores de
membrana (Gerber et al, 1978) y que también inhibe 1la
liberacién de GABA de sinaptosomas (Brennan Yy Cantrili,
1979). Por &so, Silbergeld vy Lamon (1980) han sugerido que la
neurotoxicidad del plomo pueda deberse, en parte, a la

interaccidn del ALA sobre 10s receptores GABA&rgicos y a la

disminucidén en 1la liberacidn del GABA.

6. EL_SISTEMA CATECOLAMINERGICO EN LA IHTOXICACION

El estudio del metabolismo Y la transmisién del sistema
catecolaminérgico en animales intoxicados en forma crénica ha
sido motivado por el afin de correlacionar la hiperact.lvm'ad,
la conducta estereotipada y la respuesta paraddjica a la a-
anfetamina y al ’metufenidato que aparecen en este caso, con
cambios en el metabolismo q.e las catecolaminas (Ai‘nold et
al, 1972; ©Silbergeld Y Goldberg, 1973; Sauerhoff Y
Michaelson, 1973; Golter Y chhaglson, 1975) muy
egpecialmente' con el metabolismo del sistema dopaminé&rgico
del nficleo caudado y del accumbens (Govoni et al, 1980;
Jason Y._ Kellogg, 1981; Memo et al, 1984; Lasley et al,,

1984, 198%5; Minnema t al, 1986), pues la concentracibdn mas

]
—_— o—
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alta de plomo en el cerebro se encuentra en los ganglios
basales y en la cubstancia gris (TasK group, 1973)

Ya se explicé en que consistian la respuesta paradéjica
Y la hiperactividad; ahora es necesario definir la conducta
estereotipada que presenta la rata, Esta conducta se
distingue en gque el animal estd en continuo acicalamiento,
tiene movimientos repetidos de la cabeza y miembros
anteriores, -olfatea kincesantemente, mordisguea y roe en una
forma compulsiva (Sahakian et al, 1975 Sahakian y Robbins,
1977; LJungberé Y Ungerstedt, 1985), Se ha considerado que el
aumento del metabolismo del sigtema dopaminérgico
nigroestriatal sea el oriéen de la conducta estereotipada.
Este concepto esti funcdamentado por el hecho d’e que la
aplicacién de dopamina eﬂ el estriado, o la administracién de
apomorfina, agonista dopaminérgico (Ljungberg Yy .Ungerstedt.
1978), o de d-anfetamina, -féxjmaco gue aumenta la transmisioén
dopaminérgica en el néostriado (Fog et al, 196"7; Creese e
Iversen, 1974), produceh la conducta estereotipada. Y por el
‘econtrario, la destruccién cie las vias dopaminérgicas
nigroestriatales por 6-hidroxidopamina (6-HODA) (Naylor vy
Olley, 1972; Fibiger et al, 197.3); (o] la admlnistraciéxﬁ de
antagonistas dopaminérgicoz +tipicos como el haloperidol
(Ljungberg Ve Ungerstedt, 1985), bloguean l1a conducta
estereotirada  inducida por la d-anfetamina. Ademas se ha

postulado que el neoestriado también estid involucrado en el

control de los movimientos (Star et Q_L. 1983).
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Es ya conoclido gque 1l1a lesién unilateral de 1la
substancia nigra de 'la rata produce un desequilibrio en la
transmisién dopaminérgica en el estriado; de tal forma que
cuando se estimula la trasmisién farmacoldgicamente o con
maniobras que produ.cen tensién en los animales se presenta
la conducta de ¢giro. Hay que recorda.r dque la tensidén y la
administracién de d-anfetamina producen giro hacia el lado
lesionado, y 1la apoxmorfi'na ccasiona giro contralateral a 1la
lesién (Ungerstedt, 1974; Pycock, 1989; Gershanik et a_L,
1982; JacKson vy Kelly,‘ 1983). Es preciso seialar gque este
disefio experimental se implementdé como un modelo .par‘a
estudiar’ la enfermedad de ParKinson que es debida a una
deficiencia en el metabolismo del sistema dopaminérgico

nigroestrlatal (HornyKiewicz, 1966; Bernheimer et al, 1973

Forno y Alvord, 1974; Yamaguchi et al, 1983)

Héy también fﬁertes evidencias que apoyan 1la
participacién del niicleo accumbens en la conducta motora. La
posibilidad de que este sistema dopaminérgico mesolimbico
'medie la actividad motora inducida pdr d-anfe_t.amina, es
reforzada 'por el hecho de que la microinyeccién bilateral de
dopamina en los nicleos accumbens (Pijnenburg y Van Rossum,
1973; JacKson et al, 1975) y la administracién sistémica de
apomorfina, (Ljungberg Y Ungerstedt, 1978), causan
hipermovilidad en los animales. Por el contrario, la

destruccién del sistema dopaminérgico me'solir_nbico con 6-HODA
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(Kelly e Iversen, 1976) y la aplicacidn de antagonistas
dopaminérgicos tipicos en el accumbens (Pijnenburg et al,,
1975) inhiben el aum.ento de locomocién inducido por 1la d-
én-fetamina; asimismo, . la administracién sistémica de
antidopaminérgicos del! tipo de sulpiride, clozapina Yy

tioridazina blogquean la hiperactividad que causa la inyeccidn

de dopamina en accumbens (Costall y HNaylor, 1976).

En él modell‘o de intoxicacidn c¢rénica por plomo,
puede decirse que se han estudiado todos 1los elementos del
mefabolismo del sistema dopaminérgico, desde el contenido
endsgeno de dopamina y sus catabolitos, hasta sus estadios
mAis dinamicos como sIntesis. recambio Y .liberaclén
{(Shellenberger, §i984; Winder vy Ki-tchen. 1984). Aungue los
resultados obtenidos en relaciédn con los aspectos citados no
‘han sido concluyentes por su discrepancia (Winder y FKitchen,
1984), y a pesar de que el mecanismo por el cual el plomo
afecta al funcionamiento dopaminérgico permanece en
especulacién (Shellenberger, 1984), los hallazgos mAas
recientes sesalan que el metabolismo dopaminérgico se
en;:uentra incrementado por el efecto del plomo. Minnema et
al, (1986) encontraron que la administracién de plomo (3 Y

10 pM) in vitro, aumentabza la liberacién Dasal de dopamina

e

de sinaptosomas del estriado, en una forma dosgis-
dependiente, Este efecto se ve amplificado cuando se remueve
el calcio del medio de perfusién., Ademés, el plomo disminuybd

la liberacidn de dopamina provocada por estimulacién con




altas concentraciones de potasio (61 mM). En estudios in
vivo, también se ha encontrado gque el plomo administrado en
forma constante desde el nacimiento, aumenta 1la sintesis de
dopamina en el nicleo accumbeng Yy en el estriado. ‘Este hecho
solo se manifiesta cuando se &estimula 1la actividad
dopaminérgica con la administracién de d-anfetamina (Lasley
et al, 1985).

==t

7. LAS BIOPTERINAS EN LA INTOXICACION

A 1dltimas fechas se ha iniciado el estudio de otros
elementos del sistema dopaminérgico en relaciétn a la

intoxicacién crénica por plomo: las biopterinas.

El té&rmino *hbiopterina" engloba un conjunto de
compuestos que tienen en comiun la estructura 2-amino-4-
hidroxipteridina y que pﬁeden existir en sus formas.
tetranidro, dihidro o] completamente oxidadas. Las
‘biopterinas, la molibdopterina y 1a pterina son conocidas
como pteridinas no conjugadas en  tanto que el folato se
conoce como pteridina conjugada; ésto se debe a la unidn del

p-aminobenzilglutamato a 1la pteridina (Nichol et al., 1985).

(Fig. 2).

La tetrahidrobiopterina (BHy) es el cofactor esencial
de una familia de hidroxilasas de aminoicidos aromiticos

dependientes de pterina (Kaufman, 1963). De las tres
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Figura 2,
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hidroxilasas pterina-dependientes (fenilalaninahidroxilasa
(FAH), tirosinahidroxilasa (TH) y ‘triptofano-5-hidroxilasa
(T5H)),las dos ﬁltima."s enzimas catalizan el paso limitante de

lJa Dbiosintesis de las catecolaminas (dopamina, noradrenalina

19 -

Y adrenalina) e indolaminas (serotonina y melatonina),

respectivamente (Hosoda y @Glick, 1966; HNagatsu et al.,, 1972;
Nagatsu, 1981). (Fig. 3). La reaccidn gener‘al gque cataliza
cualquiera de las hidroxilasas como 1a fenilalanina hidroxi-

lasa, es la siguiente:
RH+Op+BHy —> ROH+H0+QBH,

Donde RH corresponde a fenilalanina, BHy a
tetrahidrobiopterina, ROH a tirosina y QBHp al quinonoide

dihidrobiopterina,

El. QBH; puede sufrir una tautomerizaciédn espontinea y
transformarse a dihidrobiopterina (BHp), la que se considera
un catabolito (Kaufman, 1964), o por medio ‘de la quinonoide
"dihidrobiopterin reductasa (QPR) dependiente de NADPH, puede
x‘.educirse a BHy. La reaccién gue cataliza la QPR, es la

siguiente:
QBHp+HADPH+H ~——> BHy/+NADP

Esta reaccién se conoce como "via de salvamento o

recuperacién” (Nielsen et al,1969;Scrimgeour & Cheema, 1971;
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NaD(P)t NAD(P)H+H

* Dihidropterina . .
BHg4 Reductasa QBH, Tautomerizacion __ BH,

no
. Enzimadlico
- Q H,0
l-.Feml Alanina = Tirosina .
Monooxigenasas T _ : ' Catecolaminas
iente . . H ) : R | . . ]
Depen:eucrr.s - Tirosina  —s * DOPA —> Dopamina — Noradrenalina — Adrcnalina

Bicplerinas

. ' 5-T PR . o
Triptofano IH 5~ hidroxitriptofano -a—lSerotonina = Melatonina

Indolcminas

Figura 3. Metabolismo de las biopterinas y su utilizacidén como cofacto-
res en la biosintesis de las aminas biogénicas y la tirosina (BHp=dihi--
drobiopterina, FAH=fenilalanina hidroxilasa, TH=tirosina hidroxilasa y
5-TH=tirosina hidroxilasa), ‘
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Craine et al, 1972).

La Dbiosintesis cie BHy gque se ha propuesto en .el tejido
nervioso, se resume en la fig. 4 (Kapatos et al., 1982).
El precursor es el guanosin-5’-trifosfato (GTP) que se
convierte a 7,8-dihidroneopterina trifosfato (NPTH)-P3) por
la accién de las (B:TP ¢ciclohidrolasas I y II (G&1 et al,
ig78; €al, 1982). La NPTHzP3 se convierte a 6-(},2-
.dioxopropil)-—?.a-dihidr'opterixxa {DODP) por la enzima Ap,
dependiente de Mgtt (Eto et al, 1976; Tanaka et al, 1981).
Este compﬁesf.o es reducido'por NADPH y wuna enzima designada
Ay (Tanaka et gl., 1981) para producir la 6-lactil-7,5-
dihidropterina (sepiapterina). La sepiapterina es reducida
por la sepigpterim‘eductasa dependiente de HKADFH para
trangformarse en la 7.8-dihidrobioptérina (BHp) (Kapatos et
al., 198f; Kapatos = al, 1+ o Finalmente, la BHp de esta

via biosintética, se transiorma a BHy por acciétn de la {folato

reductasa (Gal, 1982).

Leeming et al. (198!1) han encontrado alteraciones en
los niveles plasmaticos de las biopterinis en personas
intoxicadas con plomo . En pacientes intoxicados con altas
dosis, observd una .dismmucién en la concentraci&én plasmitica
de las Dbiopterinas (Leeming y Blair, 1980); por el contrario,

en personas intoxicadas con cantidades bajas del metal, los

niveles de Dbiopterina eran altos (Purdy et al, 1981).
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Guanosin trifosfato

GTP CH
&

7,8-dihidroneopterina trifosfato

6~(1,2~dioxopropil)~-7,8 dihidropterina,

&
6,lactil-7,8-dihidropterina

2
‘1:0
NA\DPH2
2y
p» NADP
(sepiapterina)
NADPH 2

//’““T*‘

SR

\——~r.~ NADP

g .
7,8~dihidrobiopterina

FR

My

5,6,7,8—tetrahidrobioptérina

TN

Fig; 4,

SR (Sepiapterin »recductasa);

Biosintesis de la tetrahidrobiopterina (BH4) en
el tejido nervioso.

GTP CH (GTP ciclohidrolasa)

FR (Folato reductasa)

La descripcitn sc detalla en el texto.
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Para explicar estas alteraciones y Dbasindose en 1los
hallzazgos que explican otros padecimientos del sistema de las
biopterinas (como 1la c;,eficiencia congénita de la GTP-CH que
provoca una disminucidn de los niveles plasmiticos de
Dbiopterinas y 1la deficiencia de la QPR dgque produce un
aumento de BHp en orina), Leeming et al. (i198i) postularon
que en una intoxicacién crénica con niveles de plorﬁo
elevados, el metal puede inhibir la via de sintesis de 1la
BHy; é&sto traeria ;:omo consecuencia una disminucién de todos
los metabolitos m{ermediarios de 1las bilopterinas 10 que se
reflejarfa en la disminucidén de 1los nivéles plasmaticos de_'
‘BHp (ver {ig. B5). Por el contrario, en el caso de la
intoxicacién con ba jas dosis de plomo, puede ocurrir una
inhibicién de 1la QPR por el metal. Esto acarreariﬁa una“
incapacidad para recupérar QBH, que pasaria inmediatamente a
su forma oxidada estable (BHa)' ¥ que, al eliminarse del
teJi;io nervio;or en concentraciones mayores, incrementaria los

niveles plasmiaticos de Dbiopterinas “(ver fig. 6)

Hay que +tener en cuenta que las hipédtesis de Leeming et
al. (1981), han sido fuhdamentadas por cambios en 1los niveles
plasmiticos y urinarios de las blopterinés observados en
hiumanos, 10 que limita 1a aplicac:t'bn de disefios
experimentales dirigidos a aclarar los ﬁecanisnxos
moleculéres. Por lo tanto, mientras no se tenga acceso a

estudiar directamente el efecto de la intoxicacidn sobre los

tejldos afectadds, principalmente . el nervioso, pueden
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ESTRIADO

Pre
/

-

L=TIR 77 {L~DOPA == {DOPAMINA

Plemo

|BH,— ILCR —= | SANGRE ~| ORINA N

Figura 5. Esquema de una sindpsis dopaminérgica del es-
triado en el gue se ilustra la accibn del
plomo a dbsis altas, segfin la hipbtesis de
Leeming et al. (1981). En este caso, postula
que el plomo inhibiria la sfntesis de la BH,;
ésto resultaria en una disminucién de
todos los metabolitos de la BH,. Por lo tan-
to, la BH, se eliminaria en menores cantidades
del tejidd nervioso a LCR, sangre y orina.
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- ESTRIARQ

:
LoTIR g LDOPA - DOFANIHA

. 6TP——~BH, QBH, COz .

\\3/’,/\
ST
Piomo

13H,

{BHy—= lLCR*ISANGRE—*lORI-NA

Esquema de una sinfpsis dopaminérgica del es-
triado en el que se ilustra la accibén del
plomo a ddsis bajas, seglin la hipStesis de ++
Leeming et al. (1981). El postula que el Pb
inhibiria a la QPR, entonces el QBH, se trans-
formaria en mayor cantidad a su fOrma esta-
ble, BPH, que, al eliminarse del tejido nervio-
so aumentaria sus niveles en ligquido cefalo-

raquideo, sangre y orina.

Figura 6,
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considerarse muchas explicaciones alternativas. Para i‘lustrar
este hecho, se mencionaran las siguientes teoriaé,
diferentes a las de rLeeming Y que explican 1los mismos
hallazgos: por ejemplo, el incremento de la concentracidn
plasmitica de la BHp en el caso de la intoxicacién leve que
&€l explica por una 1n11.1bic16n en la QPR (fig. 6) no
excluye la posibilidad de una estimulacién en la actividad
de 1la QPR acompafiada de wuna mayor utilizacién del
cofactor por la .TH (fig. a1 Asimismo, el efecto de
la intoxicacién crénica mas severa sobre 1os niveles
plasmaticos de 1las biopterinas podria explicarse por una
inhibicidén de 1la TH sin que estuviera afectada 1l1la via
sihtética de las Dbiopterinas com¢ Leeming propone, ya dque
=i no se utiliza el cofactor no habria catabolito,
BHp, ni en liquido cefalorraquideo (LCR)ni en plasma, ni en
orina (ver fig. 8). Como se puede observar, faltan
estudios en modelos anima.les gque permitan aclarar los
mécanismos moleculares de la accidn del plomo, muy

especialmente en el metabolismo de las »iopterinas.
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*BHZ — LCR—= SANGRE~~ORINA

Figura 7. Esquema de una sinipsis dopaminérgica del niicleo caudado donde.
se ilustra otra posible accién del plomo en la intoxicacién crdnica a d&sis
bajas, alternativa a la propuesta por Leeming et al. (1981). En este caso,
el plomo estarfa estimulando la actividad de la QPR. El consecuente incre-
mento en la concentracidn de la BH,, a su vez, estimularia la actividad de
la TH; esto implica una mayor utilizacidn del cofactor que necesariamente
va a repercutir en un aumento en los niveles de su catabolito, BHj, en LCR,
plasma y orina.
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‘ESTRIADO

L-TIR

GTP—BH, oanz-\coa
NAD L—Z- NADH+H*

QPR |
19”2.

’ O]
L-DOPAJ - DOPAMINA}

* "} BHy = LCR-~ SANGRE—ORINA

Figura 8. Esquema de una sindpsis dopaminérgica del niicleo caudado
donde se ilustra otra posible accidén del plomo en la intoxicacidn
cronica mids severa, alternativa a la propuesta por Leeming et al.
(1981)., En este caso, la inhibicién de la TH puede explicar los
niveles bajos de biopterinas encontrados tanto 'en humanos como en
animales de experimentacidn, sin que se encuentre dafiada la sintesis
de la BH;. Al no ser utilizado el cofactor habria una disminucidn
de su catabolito 'en LCR, plasma y orina,

28
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r
HIPOTESIS DE__TRABAJO

El propésito de esta tesis es investigar si la intoxi-
- cacién crénica a dosis bajas de plomo afecta de alguna
manera al paso enzim&tico. limitante de la sintesis de 1la
tetrahidroblopterina. catalizado por 1la GTP-Ciclohidrolasa,

para lo cual se rlantearon 1los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

fo.- Montar la metodologia mis adecuada para medir 1la

actividaa de la GTP-CH.

2o0.~ Utilizar dicha metodologfia para medir la actividad

.de la GTP-CH, en los animales intoxicados y controles.

30.~ Detgrminar el efecto de l1la intoxicacién sobre los

niveles' de = Dbiopterinas cerebrales (nGcleo caudado),

plasmiticas y wurinarias.
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METODOLOGIA
1, INTOXICACION DE LOS ANIMALES.

El plomo se administfb en el agua de beber en forma ae
acetato de plome a una concentracidn de 2000 .ppm {base
libre). La lntoxicacibn se 1inicié dando la solucién del metal
a un 101..8 de ratas hembra durante dos meses aﬁtes de la
preiiez, y se continud durante la 'gestacibn Y la lactancia.,
Después del destéte, se prosiguié intoxicando a las crias
macho hasta gque alcanzaron los 250-300 grs. de peso,
aproximadamente a lo's 3 meses de edad. Al cumplir esta edad

los animales fueron sacrificados.
2. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO.

Las ratas se sacriiflcaron por decapitacién a una tempe-
: raturé de 2-4 ©C. Las cabezas se introdujeron 3 segundos en
nitrégeno 1liquido para inactivar él sistema enzimitico. Se
disecaron los nﬁcieos ‘caudados haciendo un cortie coronal a
‘ nivel dél borde anterior del quiasma 6ptico. El tejido se
conservd en hielo, Después de pesarlo se homogenizé en 1la
solucién amortiguadora +tris HCl 04 N, conteniéndo { mM de
EDTA y 03 ™M de KCl (solucién a-mortiguadora de incubacién)

conservando una relacién de peso/volumen de 1:35. E1 pH de
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la solucidn amortiguadora de incubacidn se varid de acuerdo -
Id

con los requerimientos del ensayo., La homogenizacién se hizo

en minihomogenizadores de cristal cuando 1 0s volumenes eran

muy pequeifios, o en Polytron (BrynKmann) cuando los volumenes

excedian los 5 mls.

,El homogenizado se centrifugd en una ultra_centrifuga
Alrf\;ge {Beckmann) ..a 30 psi,'durante 5 min. El sobrenadante
se desald en columnas de Sephadex G-25 con un lechio de 15
ml de resina, mediante una centrifugacién a 800 x g, durante
3 min, de acuerdo al método descrito por Neal (1973) La
desalacién se efectud para remover todos los -productos
endédgenos relacionados con la sintesis de biopterina.s Y asl
evitar: que alguno de ellos modificara la actividad de 1la
aTP-CH. Al homogenizado desalado se 1le llama extracto

o
enzimitico.

3. ENSAYO ENZIMATICO.
34. Actividad de la GTP-CH.

La actividad de la enzima se midi6 en Dbase a 1la
cantidad de neopterina sintetizada in vitrc a partiir de su

precursor, el GTP segun el Mé&todo de Kapatos et al, 1983,

Para ésto, se preincubaron alicuotas de 200 pl del
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extracto enzimitico durante 30 min, a 37 ©C. Al término de

la preingubacidn se inicid la reaccidn enzimitica al’

r
agregar a cada muestra 50 pl de GTP 10 mM (concentracién

finall 2 mdl), resuspendido en la solucién amortiguadora de
incubacisén, LLas muestras 'se incubaron en la oscur'lc.lad, a
37 °é. durante. un tiempo donde 1la cinética es lineal para
determinar la actividad especifica o, a diferentes tiempos
para determinar la cinética de la enzima. Al término de la
incubacidn, se aﬁaditeron 75 p} de HCl 4§ N a cada muestra,

para terminar la reaccidn enzimiatica.

Ei'prodﬁcto enziméitico resultante es la 7T-8-
dinhidroneopterina trifosfato (NPTHp-P3). Esta se cuantificd

en la torma de neopterina que es su estado oxidado Yy

desfosfatado.
3.2. Oxidacién de la HNPTHp-Ps.

La NPTHp-P3, recién sintetizada, se oxidé a neopterina
3~-fosfato agreéando 25 ¢l de solucidn ioda‘da (17 I, 24 K1) Yy
dejando las muestiras a temperatura ambiente por 1 . hora.
Se detuvo la oxidacién anadiendo 75 pl de 1la solucién

amortiguadora Tris HCl 2 M pH 8.0.
3.3, Desfosfatacidon de la neopterina 3 fosfato,

Las muestras oxidadas se incubaron con 0.5 mg de

~

32
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foSfatasa alcélina previa‘mente‘ disuelta en 50 pl de 1la
solucién amortiguadora de incubaciédn por tubo. La reacclén
de desfosfatacidén se rllevb a cabo en la oscuridad a 37 °¢,
por 60 min y se detuvo afiadiendo 4 ml de HCl 04 N a cada
muestra, é las que se agregaron en seguida 250 pl de TCA 1004
y 150 pl de estidndar interno (04 pH). Las muestras se
centriiugaron en centrifuga Sorval, rotor SM 24 a 6,000 rﬁm
por 15 min. El sobrenadante se sometid a cr-omatografia
preparativa de 1nt¢;rcambio idénico y después se procesd por

cromatografia analitica, usando HPLC, de fase reversa c¢on

deteccidén fluorométrica.
4. CUANTIFICACION DE PTERIDINAS.

4.4, Determinacién dae ptéfidinas en diferentes. tejidos

siguiendo el HMé&todo de Kapat_os‘g. al, 198z.
a) TeJjido cerebral:

El tejido (nticleo caudado) se homogeniza en HCl1 OJ4N en
una proporciédn peso:voliimen de 1{:40. Se le agregan {4 ng del
estindar interno (neopterina) para valorar el porcentaje ' de
recuperacién después de la cromatografia preparativa Y
liofilizacidin. Luego, 2 ml del homogenizado se oxidan a
temperatura ambiente con 0.2 ml de solucidén yodada 4cida
(1% In, 2% KI, disueltos en HCI OJ4N, durante 1 hora a

temperatura ambiente, La reaccién se detiene al reducir el
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exceso de yodo por la adiciédn de oO.d2 ml de Acido
ascérbico al 1% Las muestras se centrifugan a 15000 x g por
[ 4

30 min en una centrifuga Sorval, rotor SM-24, El

sobrenadante se somete a las cromatografias preparativa vy

analitica.
b) Plasma:
La saﬁgre que se extrae de la rata decapitada, se

recibe en tubos cénicos de centrifuga gque contienen EDTA en
una proporcién 10 (volimen:voltimen) y 30 ng de estandar.
interno (neoptefina). Se aiftaden 025 ml de TCA 2N por ml de
sangre.' A continuacién se oxidan en medio‘ 4dcido con 0.25 ml‘
de solucién yodada (1% Ip, 2% KI, diluifdos 11 con TCA 04
N.) durante { hora a temperatura ambiente, La reaccién se
detiene por ld reduccidn del exceso del oxidante adicionéndo
0425 ml de 4cido ascérbico 1% Las mﬁestras se centrifugan
a 15000 x ¢ por 30 min en centrifuga .Sorval, rotor SM-24.

El sobrenadante se somete, igualmente, a 1las cromatograflas

preparativa y analitica.
c) Orina:

La orina se recolecta en jaulas metabélicas durante 12
horas. A 250 1l de orina se le afade { pg de estandar
interno (neopterina) y 28 pl de TCA 2N, Las muestras se

oxidan incubindolas con 25 ml de solucién yodada acida (i4
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In 2% KI, diluidos i1 con TCA 04 N) durante { lhora a

o

temperatura ambiente. La reaccidn se detiene por la reduccién
¥

del exceso del oxidante al afiadir .25 ml de Acido

ascérbico 14 Las muestras se centrifugan a 15000 x g por {0

min en centrifuga Sorval, rotor SH-24, El sobrenadante se
somete, lgualmente, a las cromatografias preparativa vy
analitica.

4.2, Cromatografia preparativa de intercambio iénico

(CPII)
a) CPII para purificar las muestras,

Las muestras se pasaron por columnas Dowex 50-X4 (forma
H+) de 0.7 x 5 cm de lecho,previamente equilibradas con H20.

En seguida se lavan con agua desionizada y se eluyen con {0

-ml de NH,OH iN.
b) CPII para concentrar las muestras.

El eluado aldalino obtenido como en el 1n§1so a, se
procesa en columnas Dowex AG 1 X 8 (forma acetato), de lecho
07T X i'cm., previamente equilibradas con HpO. Después sge
lava con agua y se eluye con 3 ml de A&cido acético iN. El
eluado se recibe en viales que se congelan con hielo seco Yy

se liofilizan para continuar su procesamiento por HPLC.
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4,3, Cromatografia analitica (HPLC):

L4

L.as muesiras 1liofilizadas se resuspenden en 600 yl de
HCl 0.005 H y se pasan por filtros de celulosa Rainin de 0.2
pm, para luego procesarse por HPLC de fase reversa con

deteccidn: fluorométrica.

La fase mévil, xﬁetanol al 5% fiitrado y desgasificado,
se pasd a un flu,jo‘ de 1 ml/min. Las longitudes de onda de
excitacién/emisién del espectrofluorémetro, fueron 330-380/
460-600 nm. Las sefiales cromatogréficas de las muestras gse
miden en centimetros y se éomparan con la altura de los

picos de 1los estdndares reales.
5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.
Se cuantificaron las proteinas del sobrenadante del
homogenizado y del desalado por el método de Lowry et al
(4954) utilizando albamina bovina (BSA) como estandar.

6, PROCESAMIERTO DE DATOS

L.os datos se procesaron de acuerdo con la siguiente

ecuacisdon:

-
—

ABE - X, [pg neoplerioalgy peap « L. ' i
8 kg prot { reaccifn fhr). 0.253 pg/peol
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donde:

AEE, = Actividad enzimatica especifica (pmol/hr/mg prot).
M = HNeopterina de la muestra/Biopterina de la muestra (cm)

[ Neopterina del estiandar real/Biopterina del estdndar real

{cm).

mg prot - mg de proteina de la alicuota que se' va a incubarn.

t reaccién (hr) = tiempo de reaccidédn enzimitica,
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T T T T RESULTADOS

i, Condiciones espectrofotométricas para cuantificar

proteinas por el Mé&todo Lowry.

Se le determindé el espectro de absorbancia a una
alicuota de una solubibn de albyumina Dbovina (40 pgr/ml)
"disuelta en Tris Hél 04 N, _pH 8.0, procesada por el l:létcdo
de Lowry. En la figura 9 se muestra su espectro en el rango
visible. Se puede observar que la longitud de onda 6ptima
-para medir proteinas procesadas segiin este método en las
condicicones de la solucidén amortigﬁadora del extracto
- enzimitico desalado, fue de 750 nm. Todas las medidas

espectrofotométricés se hicieron en esta longitud de onda.

2. Eficiencia de la cromatografia de exclusién para

desalar.

Para determinar la eficiencia de las columnas de
Sephadex G-25 se midié 1la concentracién de proteina en el
sobrenadante del homogenizado de los ntcleos caundados antes,

Y después de someterse a cromatografia de exclusién, como se

indicd en 1a metodologia.

En la tabla {1 puede aprecia'rse que la recuperaciéon de

proteina de las columnas fue de un 93 %
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Figura 9. Espectro de absorbancia para una alicuota de
BSA resuspendida en Tris HCl 0.1 N pH 8.0
procesada por el método de Lowry. '
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T T T T “Tabla i, Eficiencia de las columnas de Sephadex @25

que se utilizaron para desalar.

mg prot/ml %

Sobrenadante Desalado Recuperacién

9.8 %0.7 94 ¢ 0.4 93 ¢3

\

Los valores respresentan el promedio { 1la desviacién

besté'ndar de 36 ensayos, cada uno por triplicado.

3. Seleccién del estindar interno para HPLC.

Con el propdédsito de conocer el tiempo de retencibn de
la neopterina (producto de la reaccidén enzimitica) Y del
6HPH2 (estandar interno), '.se procesé por HPLC una muestré.
que contenfa las dos substancias y, como se observa en la
figura 10-a, 3sus réSpectivas v.seﬁales aparecen a losb 4 y 19

minutos.

En la figura 1{0-b se puede apreciar, que cuando se
incuba el extracto enzimitico de los ndcleos caudados con
~ GTP, solo se sintetiza la neopterina (4 min) y no aparecen
los otros metabolitos intermedjos de 1a BHy. Obsérvese que no
hay =sefial de la biopterina, cuyo tiempo de retencién es de 8

min, como se puede comprobar en 1la figura {i1-a. Por esta




de retencibén de los

min.) y de GMPH2 (18 min.),
sintetizada por“el extracto enzimético a partir

de GTP, utilizando 6MPH2 como esténdar interno,

(b).

estindares de Neopterina (4

{(a); y de Neopterina
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Figura 10. Cromatogramas en los que se observan los tiempos
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razén, se decidid usar a la biopterina como estandar interno
- en lugar del 6MPHp, y asi reducir -“la duracién de la corrida

(A
cromatogriafica.

4, Caracterizacién del ensayo enzim&tico.

4.4, Demostraciédn de que los elementos que intervienen
en la reaccidn enzimitica no interfieren en la determinacién

de la neopterina (producto de la reaccién).

Se procesdé por HPLC una alicuota del extracto.
enziméitico desalado para observar su patrdén cromatografico.
Como se puede ver en la ﬁgur‘au ii-a no aparece ninguna  seiial
que se interponga con la de la neopterina. Solo aparece la

biopterina, est.éix{dax‘ interno (tiempo de retencidn, 8 min.).

De este mismo modo, se procesé una alicuota de una
solucién de GTP 2 »mH despuéa de que se incubd en las
condiciones en las que se lleva a cabo la reaccién enzimitica
pero ven'ausencia de las proteinas del extracto estriatal. El
cromatograma de esta condicién se puede observar en la figura
C11-Db, No aparece ninguna sefial cromatogrifica adem&s del
estdndar interno, lo que indica que el GTP tampoco interfiere

para la cuantificacidn de las biopterinas.

La figura 1i1-c muestra 1la sefial de neopterina (4 min))

recitn  sintetizada por ' la GTP-CH del extracto estriatal a
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INTENSIDAD SRELATIVA
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Figura 11l. Cromatogramas de la neopterina (N) y la biopterina (B). .
(a) Cromatograma de una alicuota de GTP 2 mM incubado sin ex-
tracto enzimdtico; estdndar interno (biopterina), 8 min (b)
Cromatograma del extracto enzimdtico incubado sin GTP; estén-
dar interno (biopterina), 8 min. (c) Cromatograma del produc-
to de la reaccibn enzimdtica del extracto estriatal y el GTP
2 mM; producto de la reaccién enzimédtica (neopterina, Nj, 4

~min y esténdar interno (biopterina B), 8 min. (d) Cromatograma
de neopterina y biopterina, utilizados como estandares reales
(4 y 8 min, respectivamente) para cuantificar la neopterina

*sintetizada y el estdndar interno.
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partir de GTP, en las condiciones de 1incubacién descritas en

"w

la metodologia. A.demas aparece la sefial del estandar

interno, Dbiopterina (8 min.).

La +figura 1i-@ corresponde a un cromatograma de
estidndares de neopterina Yy Dbiopterina (4 Y 8 min.,,

respectivamente).
4,2, Cinética de la GTP-CH.

En la figura 1a.se aprecia la cingtica de la reaccién
enzimitica catalizada por' la GTP-CH. Obsérvese que la
produccidn de neopterina a partir de GTP es 1lineal hasta las
3 horas de incubacién. La actividad especifica de la GTP-Cil,
fue de 163 ¢ 14 pmol/mg de proteinashr, Los ensayos

enzimaticos posteriores se realizaron en el tiempo donde 1la

reaccidn enzimAtica es 1lineal.

4.3. Inhibiciétn de la actividad enzimitica por ATP.

En 1976, Yim y Brown reportaron que uno de los mejores

1nhib1dores de 1la actiﬂdad de la GTP-CH es el ATPR.

Para probar que la actividad enzimaitica gque se esti
midiendo corresponde a la de la GTP-CH, se incubaron 200 yl

del desalado con GTP (0.75 mM) en presencia de
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Figura 12, Cinética de la RTP-CH. Fn las ordenadas se grafica

' la cantidad de neopterina sintetizada contra el tiem-
po de incubaci&n, en las abscisas. Se incubaron 200
ul del extracto enzimdtico con GTP (2 mM) a. 37°C a

diferentes tiempos.
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concentraciones crecientes de ATP ( 10, 50 y 100 mM),

»

ciclonhidrolasa control {fue de 55 ¢+ 0.27 pmol/hr/mg  de

proteina y como se puede apreciar en la figura 13, el ATP

inhibe 1la producciétn de neopterina en una forma dosis~

dependiente” A una concentracién de 10 mM la inhibié un 73 @

347 3 a 50 mH un 87.3 ¢ 44/ y a 100 mM el 9344 ¢ 0.227%.

5. Actividad de 1la GTP-CH en los animales intoxicados

crénicamente con plomo y en los controles,

La tabla 2 resume la actividad enzimitica de la GTP-CH

de los nibcleos caudados de las ratas intoxicadas crénicamente

con plomo y 1la de los controles,

Tabla 2. Actividad de la GTP-CH del nicleo estriado

xxRata control 1557 ¢ 0.69 pmol/mg prot./nr

%¥Rata intoxicada 15.49 ¢ 146 pmol/mg prot./hr

Los valores representan el promedio ¢t 1la desviacién

estandar de 10 (xx) y 8 (x) ensayos realizado cada uno por

cuadruplicado,

Es evidente que la diferencia entre 1las actividades
especificas de la dadTP-CHH de los dos ¢grupos no fue

significativa,
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Inhibicién de la actividad de la CH por ATP.
Se incubaron 200 ul de extracto enzimitico
con GTP 2 mM en presencia de concentraciones
crecientes de ATP (1, 2.5, 5, 10, 20 vy 50 mM)
a 37 °C durante el tiempo donde la cinética

de la enzima es lineal.

47



Pag. 48 -

6. Concentraciédn de biopterinas en dlfei*entes tejidos,

1
Se midieron por HPLC 1los niveles endégenos de
biopterinas en diferentes tejidos (plasma, nvucleo caudado Yy

orina) de ratas control e intoxicadas, y los resultados se

expresan con el promedio ¢ la desviacién estandar.

6.4. Plasma: Se determiné la conceﬁtracibn de

bi't)pi;erina plasmafica por animal, Las ratas control tuvieron
‘una concentracién de {242 ¢ 196 ng/ml y las intoxicadas de
1675 ¢ 4.3 ng/ml. Esto representa un incremento del 357 en
los animales intoxicados, tomAndo como 1{00% la concentracién
de los animales control. El incremento observado fue

estadisticamente significativo con una p<0.04 analizado por

la prueba T de Student,

6.2.. Hicleo caudadq: - 8e midié 1la concentraciédn de
blopterina de los 2 nicleos caudados de cada animal. Los
niveles de biopterinas fueron de 1.6 ¢t 0.23 ng/mg de proteina
en los animales control y de 25 ¢ 034 ng/mg de proteina en

los intoxicados. 8i se considera la concentraciéon de 1los

contiroles conio el 1007, se puede observar que la
concentracisédn se incrementd un 5687 en los animalés
intoxicados, Esta diferencia fue estadisticamente

significativa con una p<0.02 -determinada 1501‘ la prueba T de

Student.

e
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---~6,3,-Orina: También - se determinaron los niveles de— - —
~ biopterinas 1ndiv1dualmente. encontrandose una concentracisdn
de 65 ¢t 1.3 pg/ml de orina en los controles y de 5.7 t 1.8

pg/ml en los intoxicados. Como se puede notar no hay

diferencias significativas.
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DISCUSIOHR

v
Existen factores gque modifican 1la sensibilidad del

Mé&todo de Lowry, entre ellos el Tris y las sales (KCl y EDTA)
(Bradforq, 19'?6') por 1lo que se optd por determinar las
condiciones mis ventajosas del método para medir proteinas
en las condiciones de nuestro ensayo. Como se observa en ia
figura 9, 1la longitud de onda o6ptima es de 750 nfn Yy en esta
longitud de onda .se determinaron proteinas en todos los

ensaycs. Ademsis, la BSA se resuspendid en l1a misma

‘solucisdn.

Se "han reportado datos que indican que la CH es 1la
enzima limitante en la sintesis dé la BHy, o sea, el vpunto
donde se regula la produccidn del cofactor por diferentes
mecanismos como la inhibicidn por producto (Fukushima et
aly, 1977; Gal et al, 1978; Hichol et al., 1985). Para
evitar que las substancias endégenas (biopterina, dopamina,
etc.) modificaran la actividadv de 1la CH, se desals el
homogenizado utilizando cromatograffa de exclusién réapida
con Sephadex G-25. Como se puede observar en 1a tabla 1, 1la
eficiencia de las columnas fue del 93 ¢ 3% determinada' por
la recuperacién de proteina y del 100/ calculadva por la
eliminacién de las biopterinas (figuras 10-b y {1-b). Héf;ese
qgue en la figura 10-b no aparece la blopterina endégena ni
ningin otro metabolito intermedio de la sintesis de la BH,, a

pesar de que se utilizé la sensibilidad mas alta del detector
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fluorométrico. También puede observarse, en la figura 1ii-Db,
que no aparece neopterina enddgena en el extracto enzimatico,
La eficiencia calcuvladzr por el porcentaje de pecuperacibn de
proteina al igual que por el porcentaje de eliminacién de 1as
sales, coincide con la reportada por Neal (1973). Esto
demuestra que 1a cromatografia de exclusién utilizada para

desalar es mis eficiente para la eliminacién de las sales gue

para la recuperacién de proteina.

Paré cuantificar las pteridinas que se purificaron ’por
cromatografia  preparativa de intercambic idnico y se
concentraron por liofilizacidn, se requirisd usar una
substancia similiar a ellas como estAndar interno para

corregir la pérdida ocasionada por el proceso, Kapatos et

.
al

(1983), cuya metodologia se utilizé- en este trabajo,
usaron l1a guanosina marcada con [4C] como estindar intermo.
Ante la imposibilidad de utilizarla en nuestro trabajo por 1o
elevado de su costo, se probdé la GHPHa' producto sintético,
cuyo tiempo de retehélén fue de 18 min. questo gue s=e
comprobd gque en el medio de reaccién no hay Dbiopterinma
endégena '(ya gue se elimind por desalacién), ni sintetizada
(pues no se agregaron los cofactiores, HADH + B* nl HADPH a=1
resto de lasz enzimas de la via biosintética) (ver figura 1{O-
b), s&e utilizs ésta como est.andar‘ interno . El tiempo de
retencién de la bilopterina fue de 8 minutos 1lo qﬁ.e acortd la

duracién de 1la corrida cromatogrifica a 10 minutos (ver

figura 11).



LT Cabe comentar que el GTP, que es el sustrato de la GTP-~

e

CH.b tampoco interfiere en la identificacién de ‘l'as
pteridinas; éste no se retiene en las condiciones

cromatograificas usadas como asi lo demuestra la figura ii1-b,

Aunque por los datos anterjores existia la seguridad de
que se hablan eliminado todas las biopterinaé y demas
sﬁbstancias endégen#s, fue necesario reforzar la evidencia de
que la neopterina que se identificé cromatogrificamente era
producto de la reaccidén enziméitica. Para ésto se estudié la.

cinética de la GTP-CH y su inhibicién por ATP,

La cinética de la GTP-CH fue lineal hasta las 3 Thoras
de incubacién (ver figura 12) lo que coincidid con el reporte
de Kapatos et al. (198‘3). Su actividad especifica se

determindé dentro de la linealidad de la cinética.

Yim y Brown (1976) reportaron gque el ATP, el d-GTP, ¥y
el guanosin-5’-tetrafosfato inhiben de manera competente a‘la
GTP-CH con valores de constantes de inhibicién (Kj) de 025
pﬁ, 0.24 pH y 0.43 pHN, resﬁectivamente. Para demostrar gque la
neopterina én efecto es sintetizada a partir de su precursor,
en nuestras condiciones de ensayo, sSe exploré el efecto del
ATP scobre la actividad de la GTP-CH. Los resultados obtenidos
se presentan en la figura 13, Como puedé verse, el ATP tiene

un efecto 1nh1b1t_orio sobre la actividad de la enzima en una
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forma dosis-dependiente; desde una concentracién de 5 mM el
ST T ATP yin'hibe la -~ sintesis de neopterina y a-50 —mM la reduce-
hasta un 80% De estiew dato, aunado a qﬁe la produccidn de
neopterina sigue una cinética definida, se puede concluir que

la neopterina que se esti determinando es producto de una

reaccidn enzimatica.

L.os resultados ya coméntados anteriormente 'demuestran
que la metodologia implementada para medir la actividad de la
GTP-CH es enteramente confiable porque no hay interferencia
de productos endsgenos; es especifica porque solo  se
determina el producto enzimitico; y es sensible pues °las
medidas se efectian en el rango de 1los picomoles. Con ésto se

" cumplié con el primer objetivo de 1la tesis que era montar
la A meto'dologia mas adecuada para medir la actividad de la
GTP-CH, la cual se utilizaria para estudiar los posibles

efectos de la intoxicacistn crénica por plomo sobre la enzima.

Los niveles endégenos de  Dbiopterinas se encontraron
alterados a consecuencia de la intoxicacién por plomo. En el
pPunto 6 de resultados, se puede observar que hubo un
incremento significativo de 1las -l;iopterinas de un 5674 en el
nicleo caudado y de un 35, en el plasma de las ratas
intoxicadas; no se encontraron diferencias en las
concentraciones urinarias. Para valorar la repercusidn que
este hecho pudiera tener, es importante considerar el papel

de las Dbiopterinas en cada tejido, puesto que la técnica
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cromatogrifica solo mide Dbiopterinas Y no  distingue
directamente entre BHy; Yy BHp; sin embargo, se ha probado que
la biopterina gque se encuentra en el nucleo caudado

corresponde a la BHy, cofactor de la TH, mientras que 1la

Dbiopterina medida en plasma representa a su producto de

desecho ,la BHp. En orina, la biopterina puede venir de BHy o
BHp. Esta dltima es el catabolito que se va a eliminar, pero
la BHy, que también es producida por la flora bacteriana

urinaria , no tiene un origen bien definido (FuKushima y

Nixon, 1980; Hartinez-Fong, 1987). Luego entonces, el aumento

de Dbiopterina que presentan las ratas intozicadas en el.

niicleo caudado indicarfa que el cofactor se encuentra
aumentado en dicho ntcleo, ¥y el incremento de biopterina en
el plasma, que el cofactor ha sido utilizado ‘en mayor
proporcién. Estos datos sugieren gue la actividad de la TH
del nicleo caudado también esti aumentada. El hecho de gue no
hubiera diférenclas entre 1a concentracién de biopterina en
la orina de 1os animales intoxicados y de 1los controles
podria e:&plicarse porque 1la flora Dbacteriana del tracto
uriﬂario también contribuye a los niveles de Dbiopterina
(FuKushima y HNixon, 1980). Otros investigadores también han
encontrado aﬁmento de la biopterina plasmitica en animales
intoxicados crénicamente con dosis Dbajas de plomo ( HMcintosh
+ al., 1982; Leeming y Blair, 1980) y en pacientes humanos

qgue presentan concentraciones sanguineas del metal (Leeming,

1961). . .
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Para explicar ‘el aumento de bioi::terina plasmatica
encontrado tanto en ratas como en humanos intoxicados -con~
bajas dosis de plomo:& Leeming et al.(168{) postulan que el
metal ocasiona una inhibicién en la enzima de 1la via de
recuperacién de las biopterinas, la QPR. Sin embargo, esta
~ propuesta es discutible por dos hechos: 1. Huestros
resultados indican que la BH,; se encuenira aumentada en el
nicleo caudadoe (ver tabla 3); ésto no ocurrifl‘a si la
actividadA de 1la QPR estuviera disminuida. 2. Se. ha probado
que la QPR presenta una mayor actividad en los animales

intoxicados, dato gque contradice la hipdtesis de Leeming.

(Qutiérrez, 1987). A -

Otra alternativa, ademis del aumento de la actividad
dé la QPR, gque también puede explicar 1los niveles elevadoz de
BHy en el caudado, seria que hubiera un aumento en la
actividad enzimitica de la via Dbilosinté&tica. Como la GTP-CH
es la  enzima limitante de esta via, se estudidé dicha
posibilidad. La tabla 2 bmuestra que la actividad de la GTP-CH
no  se . encuentra alterada en los animales intox.tcadoé
crbhicamente a dosis Dbajas de plomo. Sin embargo, este
hallazgo no excluye la posibilidad de_ que otra enzima de 1la
via sintética se encuentre alterada, puesto que si se observa
la fig. 4 que la ilustra, se puede notar que hay tres enzimas
gque son reductasas como la QPR y que también podrian estar
afectadas como ella en 1la intoxicacién por plomo. Estas

enzimas son: la Ay dependiente de NADPH, que reduce al 6-
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(1.2—dioxoprdpil)—?.a—d1hidr~opter~1na (DODP) para producir la
‘seplapterina (Tanaka et al, - 1981); la seﬁiapterinreductasa S
dependiente de 'HADP};.' que reduce a la sepiapterina para
transformarla en la 7,8-dihidrobiopterina (BHp) (Kapatos et
al, 198y Kapatos et al, 1984); Y para finalizar, la
folato reductasa que reduce a la BHp de esta via Dbicsintética
para transformala a BHy. Q'uedaria por estudiar esf.a

posibilidad, ruesto qgue no se ha analizado el efecto  del

plomo sobre estas enzimas.

Otros hallazgos que contradicen la hipbétesis de Leeming.
'Y dque apoyan nuestros resultados son, que los humanos y 1los
animales intoxicados crdnicamente con plomo presentan
hiperactividad (Dafrid et al, 1972; Golter y Michaelson,
1975; Silbergeld y Goldberg, 1976; Needleman et al., 1979} vy
las ratas, ademis, manifiestan una conducta estereotipada
(Silbergeld y Goldberg, 1973, 1974). Estas dos conductas, al
menos en los animales no intoxicados, se pueden explicar por
un aumento del metabolismo y la trasmisién = dopaminérgica en
el nicleo caudado (Starr et al, 1983) Yy en el accumbens
(Pijnendburg y Van Rossum, 1973). El aumento del metabolismo
dopaminérgico 4 implica una mayor utilizacién del cofactor por
la TH, lo0 que explicarfa el incremento de los niveles
sanguineos de su catabolito, BHp, que tanto nosotros como
Leeming et al. (1961) y Hcintosh et al. (1982) encontramos en
las ratas intoxicadas (ver tabla 3). También, el aumento del

cofactor que encontramos en el nGcleo caudado traeria como
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consecuencia una estimulacién en la actividad de la TH. Se ha
~ probado que 1la actividad de esta enzima se estimula cuando
se incrementan los r';.iveles de biopterina (Kaufman, 1964;
Nagatsu, 1981; HMHartinez-Fong, 1{987). Por 1lo tanto, el hecho
de que el cofactor y su‘ catabolito se encuentren
increment_.ados sugiere una mayor actividad del metabolismo
dopaminérgico; &sto explicaria 1la hiperactividéd Y ia
conducta estereotipada gque produce 1la ixmtoxicacién crénica

%

por- plomo.
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CORKCLUSIORES

1.~ Se logrd montar una metodologia confiable,
especifica y sensible para determinar la actividad de la 4QTP-

CH.

2.~ La intoxicacién crénica a doéis bajas de plomo
ocasiona aumento en la concentracién de Dbiopterinas del
nGcleo caudado y plasmiticas. Esto sugiere un incramento del-
cofactor ¥y su catabolito debido a que ya esti probado que
cualquier 1ncre;nento ‘de la Dbiopterina en el nucleo caudado
corresponde al aumento de BHy; y que el incremento de 1la
hiopterina plasmitica corresponde al de 'BHa (Kapatos et al,

1982).

3.- La actividad de la GTP-CH no se encontréd afectada

por 1a intoxicacidn crénica.

Por 1o tanto, el aumento del cofactor se& podria
explicar por 1l1la mayor actiyidad -que la QPR presentza en 1los
animales intoxicados, como lo demostraron Gutiérrez et al,
(1987) Y el incremento plasmitico de su‘ catabolits por 1a

mayor utilizacidn del cofactor por la TH.

Quedaria por confirmar la posibilidad de que la
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intoxicacién crénica pudiera afectar las tres enzimas

" reductasas que intervienen ‘en la sIntesis cerebral de la BHy,

porque si el plomo afectara a estas enzimas de la misma forma

como afecta a 1la QPR, tambié&n é&sto podria explicar el aumento

del cofactor.
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