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IHTRODUCCIOB 

1. GENERALIDADl:i:S 

La intoxicación por plomo, considerada en una 6pc1ca 

como una en'fermedar..t laboral exclusiva de los trabajadores de 

la indust.rla manufacturera de acumuladores y de los que 

utilizan esmalt.es y pintu!'•as, constit.uye ahora un problema 

serio de salud pública sobre todo pal'il las áreas urbanas y 

altament.e industrializadas (Goyer, 1971¡ David et al. 1 1972¡ 

Ord.oiSez et al., 19'76¡ Hilburn, 1979¡ Chisolm, Jr., 1984¡ 

Gallacher et al., 1984¡ Jones y Gamble, 1984), aunque las 

poblaciones ru1'ales tampoco est.t.n exentas de la infición (Lin 

Fu, 1973). Cada <Ha es mAs notoria Ja frecuencia con que 

aparecen los reportes de altos ni veles de plomo detectados en 

el plasma de nHios que habitan en estas zonas ocasionándoles 

alteraciones graves en la conducta (S.llbergeld y. Gc..lldberg, 

1973; Needleman, 1983¡ Cory-Slechta, 1984). 

Log s:lnt.omas y signos de la tor.icidad se manifiestan a 

partir de concent1'aciones de plomo de 0.7 pg1•/ml de sangre. 

Cuando los ni veles sanguíneo:;: del metal se encuentran en 1 

µg1'/ml se l'rod uce irremed1al:•lemente la encefalopat1a en 

niiios y la polineuritis en adultos (Perlstein y At:t.ala. 

t966¡ BaRer et ~1:• 198'f¡ Piomelli et al., i984). cuando son 

in-feriares a los 0.11 ¡Jgr/ml es dif1c11 detectar sintomatologta 

que se correlacione con la intoxicaci6n¡ sin embargo, en los 
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t'iltimos aiios se ha reportado que en concentraciones menores . 
a los 0.25 µgr/ml, anteriormente consideradas como inocuas, 

ya se pueden . detecta1' trastornos metab611cos tales como 

anomalias en la s1ntesis de hemoglobina (Hb) (BenK et. al., 

1970¡ Alessio et. !!!:, 1976¡ Ch!solm Jr.. 197 8¡ Silbergeld y 

Lamon. 1980¡ Piomelli !tl al., 1982) dism1nuc16n de la 

vitamina D (Rosen et ª1,:, 1980¡ Mahaffey et. !L. 1982), 

alteración en la excrec16n del cortisol (Saenger . ~ fil.:, 

1984) y efectos neuroconductuales subcl1nJ.cos (Heedleman ~ 

!!:1 1979¡ Otto et ª'1:1 1981, i982) (Fig. 1). A los n!tios con 

apa1•.lenc1a normal que presentan una concentrac16n sanguinea 

de plomo m!i.s alta que la media poblacional y uno o va1•ios 

de estos trasto1•nos metabólicos, se les denomina "nifios 

as111tom:it.1cos con carga corporal de plomo aument.ada" y al 

s1nclrome1 ".lntoxicaci6n asint.omA.tica" (PiomelU et 

1984). 

En esta t. e sis no se tomarA en cuent.a la 

intoxicación sintomltica (saturnismo o plumbismo) causada por 

la ingestión aguda o crónica de concentraciones altas de 

plomo porque no representa un riesgo importante para la 

salud de la población (Smi th et. ~. 1965¡ Perlstein y 

Attala, 1965¡ Piome111 et al., 198'!). Esto obedee~ a que su 

alarmante s1ntomato1og1a y la fuente de 1ntoxicaci6n son de 

tan fAcil detecci6n, que conducen con rapidez a un 

diagn6sUco certero que permit.e . establecer con 

oportunidad medidas de control y preven ti vas, y hasta 
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J 
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Figura l. Diagrama de la intoxicación por plomo en el hombre. Los 
trastornos metab6licos compensados son aqu6llos que no son tan severos 
para presentar sintomatolog!~. La intoxicaci6n asintomática, se deta
lla en el punto 2 del texto. 
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dispostcioncs legales que obligan a reducir el contenido de 

plomo en algunos pr~ductos de cons·umo como · pinturas, 

gasolinas, etc. (Chisolm Jr., 1984¡ Piomelli et al., 198'!). 

Por el contrario, la exposici6n crónica a concentracio

nes bajas de plomo compromete de un modo grave a la salud 

p\'lblica (Lin Fu, 1973¡ Baker et al., 198'!), pues el dai\o 

orgAnico que causa es tan sutil que no expresa sl:ntomas que 

amerHen atenc16n m6dica urgente¡ por ejemplo, no hay anemia 

severa, ni dolor abdominal, ni sintomas neurológicos como en 

el saturnismo (Perlstein y Attala, 1966¡ de la Burde y 

Choate, 1972¡ Needleman et al., 1979¡ Otto et. al., 1982¡ 

Piomelli et al., 1984). Adem§.s, en el caso de la intoxicación 

crónica a dosis bajas, generalmente, se afecta un secto1' 

importante de la población que es el que est~ expuesto a la 

contaminación ambiental, producto de los desechos de 

industrias y de la combustión de los automotores en las 

grandes ciudad es (Hilburn, 1979¡ Angle et al., 198''>· Los 

in'fantes representan el grupo de alto riesgo por ser los m~s 

susceptibles a este tipo de intoxicación, (Chow y Earl, 

1970¡ Lin Fu, 1973¡ Needleman et ª1_:, 1974) y su sistema 

nervioso central (SHC) resulta ser el má.s perjudicado 

(Otto, 1981). Las secuelas neurológicas son más comunes y 

peligro.sas entre más pequeüo es el nifio y este h.echo tambi~n 

es vliHdo durante la vida -.fetal (Bardley y Baumgartner, 

1958¡ 

1972). 

Perlstein y A t tala, 1966¡ Palmisano, 1969¡ Scanlon, 

1, 
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2~ LA INTOXICACION ASINTOHATICA 

Los sindromes que se presentan en llumanos y han sido 

atribuidos a la expos1c16n ·constante a dosis bajas de plomo 

desde el nacimiento, son : hiperactividad, de-ficiencias en el 

aprendizaje, i;rri tabilidad y agresividad (Chisolm, 1971¡ 

David et al., 1972; Lin Fu, 1973¡ ?Ieedleman et: al., 1979, 

1983). 

En 1972 David, Clark. y Voeller presentaron evidencias 

epidemiol6gicas que correlacionaban la hiper a cu vi dad con la 

exposici6n al plomo en niños que habitaban en vecindades 

donde las paredes hablan sido pintadas con esmaltes que 

contentan dicho metal. Esto es congruente con el hecho de que 

la ingestión de plomo de las pinturas, usualmente ocurre en 

nii\os menores de 3 af1os, puesto que 6stos tienen la · 

tendencia a comer 

paredes 

al plomo 

(sindrome 

las super-ficies escarapeladas de las 

de pica). La evidencia de la exposición 

del metal 

en estos niiios, se 

en la orina después 

demostr6 por la presencia 

de la administraci6n de un 

agente quelante (la d-pen!cilamina) y no por la determinación 

directa del plomo en sangre. Se planteó entonces que et 

plomo deberla estar almacenado posiblemente en hueuos, 

dientes u otros 61"'ga.nos, 

cantidades detectables en 

et al., 1984). 

y por 6so 

la sangre 

no se 

(Da vid, 

encontraba en 

1972¡ Piomell1 
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La hipe1"acti vidad 
,.-' 

que se manif !esta en la intox1caci6n 

por plomo ha sido estudiada con detenimiento y se distingue 

por una acti v !dad motora elevada de car~cter compulsivo 

(Laufer y Denll.off, 1957¡ David et al., 1972). Wender (1971) 

describe la hiperactividad como "una disfunc16n en las 

actividades motoras y coordinadoras, en la atención y las 

funciones cognoscitivas, en el control del impulso, en las 

relaciones interpersonales y en la emotividad". 

A todas las formas de hiperactividad se les ha llamado 

"disíunc16n cerebral minima" (DCM). El t6rmino engloba un 

grupo heterogéneo de problemas motores que p1~esen tan los 

nifios, asociados con otras deficiencias mentales, fisicas y 

cond.uctuales (Conners, 1972¡ Eisenberg, 1972¡ Kalverboer, 

197 8). Por lo tanto, es . preciso aclarar a cuál tipo de 

hiperactividad corresponde la encontrada en niiios expuestos a 

ni veles bajos de plomo. 

La hiperactividad se ha clasificado en tres grupos en 

base a su respuesta a -f~rmacos y a sus s1ntomas asociados 

(Conners, 1971¡ PycK y Ba!nes, 1978¡ Weiss y Hechtman, 1979). 

En primer lugar, hay una hiperactividad asociada a episodios 

epilépticos y otros estados convuls! vos como epilepsia 

psicomotora o <1el 16bulo temporal (U:mbica) (Mat"'Cerison et 

al., 1966¡ Glaser, 1967). Los anticonvulsionantes d.1-.fenu-

bidantoina y :fenobar:bital son prescritos con 'frecuencia para 
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convulsivos (Plaa y IUne, 

Pag. 7 

hiperactivos asociados a estados 

1960¡ Buchthal y Svensma1~1<, 1971), 

En el segundo grupo de la clasificación se encuentra la 

hiperactividad asociada a otras patologias que tienen' causa 

org~nica obvia. Por ejemplo, hipoxia fetal, daño cerebral en 

la primera infancia, problemas genéticos tales como el 

sindrome de Down y otras enfermedades que ocasionan retardo 

mental (David et al., 1972¡ Shaffer, 1978). con regularidad 

se observa un electroencefalograma (EEG) anormal y 

patognom6nico de estos casos (Satterfield et al., 1973). 

Por tíltimo, el tercer tipo de hiperactividad que 

presentan los ni:ños que no tienen dafto neurológico, ni 

enfermedad asociada o ca usa conocida, pero que tienen 

antecedentes de exposici6n cr6nica al plomo, se distingue por 

su respuesta parad6jica a las drogas que actúan sobre el 

SHC, como la d-anfetamina, metilfenidato y -,fenobarbital 

(Con·ners, 1971¡ Millichap, 1973). Se sabe que la d

anfetamina y el metil:fenidato producen hiperactividad y 

compulsi vidad en las personas y animales normales a los que 

se administran (Weiss y Laties, 1962; Rand1~up y Munl<.vad, 

1966; · :Knigl1ts y Hin ton, 1969¡ Thornburg y Moore, 1973¡ 

Sahal<.ian et al., 1975; CI'eese e !versen, 1975¡ Rapoport et 

al., 1978), 

contrario 

exposición 

Sin embargo, 

en los nifíos 

prolongada 

estos f~l"macos 

hiperacti vos a 

al plomo¡ 6sto 

originan un efecto 

consecuencia de la 

es, disminuyen su 
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biperacti v idac1 y compulsi vidad (Arnold. !!,! ª1.: 1 197 2¡ 

Hilllcllap, 1973; Si1l>ergeld. y Goldberg, 1975; SahaKian y 

Robbins, 1977). Por el contrario, el fenobarbital, que 

muchas veces seda a los ni6os normales (Blair, 1980), aumenta 

la hiperactividad de los nifios con problemas de intoxicación 

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

La d.isminuci6n en el aprendizaje es otro de los 

slndromes ocasionados por la exposici6n prolongada a dosis 

bajas de plomo desde edades tempranas del desarrollo. 

Heedleman (1980) encontr6 que los niAos que ten1an un alto 

contenido de plomo en la dentina, comparados con los que lo 

ten1an bajo, obtuvieron menor ca11f1caci6n en una serie de 

pruebas sicol6g1cas especiales para evaluar su aprendizaje y 

:x•c::tenci6n¡ y pudo establecer una gran correlación entre los 

:intervalos de calificaciones obtenidos por estas pruebas, con 

los niveles de plomo encontrados en sus dientes. Otros 

investigad.ores, tamb16n han reportado disminución en el 

coeficiente intelectual (IQ) y problemas al ejecutar tareas 

especificas en niftos intoxicados (Laufer y Denhof''f, 1957¡ De 

la Bul"de y Choate,. 1972). Sin embargo, en los paises del 

Tercer Muna.o, la correlaci6n entre las deficiencias del 

aprendizaje e 1ntoxicaci6n por plomo es mis dificil de 

establecer debido a la multiplicidad de las causas que 

ocasionan el slndrome (Sheffer et ª1:• 1981); por citar 

alguna, se mencionarl la desnutrici6n (Cravioto y DeLicardie, 

1973¡ HcKay, et ll• 197'~i L6pez et al., 1965), Ho obstante, 
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hay estudios en estos paises que pretenden establecer 

la rela.ci6n causa-efecto entl"•e la intor.icaci6n por el plomo 

y la ·deficiencia del aprendizaje (Silbergeld y Chisolm, 

.1976¡ David et al., 1972¡ Baker et al., 1985). En M6xico, 

Harmony ha estudiado el EEO de nifics que habitan en t\reas 

marginadas y sospechosas de contener niveles altos de 

plomo. Las alteraciones electroence:falogr§:f!ca·s que ha 

encontrado en nifios con rendimiento escolar de~!ciente y 

que no se presentan en los nH1os control (nií\os con 

aprenclizaje normal y residentes en :i.reas no contaminada:i de 

la misma población) se las atribuy6 a la presencia de 

niveles elevados d.el metal en sus 

pueden explicar por ninguna otra 

!U al., 1985). 

organismos, ya que no se 

alteración org~nica (nal~er 

3. BASES NEUROQUIMIC.AS DE LA INTOXICACIOH 

Se conoce muy poco d.e las a.lteraciones neuroqutmicas y 

neuro'f131ológ1cas que generan las manifestaciones ele la 

toxicidad crónica por plomo, pues el cerebro humano no es un 

teJido accesible para estudios experimentales, y los 

marcadores bioquímicos disponibles peri'f~ricamente reflejan 

muchos procesos me1.ab6licos, ademis de los c:1el snc (Winder y 

Kitchen, 1984¡ Shellenberge1', 1984). Por éso el esclareci

miento de los mecanismos moleculares de la toxicidad del 

plomo depende del uso de animales de experimentación. 

En un intento por correlacionar las alteraciones conductuales 
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y farmacol6gicas con las modificaciones en el metabolismo de 

neurot.ransmiSOl'es espec!fiCOS1 ya se han logrado l"epr•oducir 

en modelos animales la ~iperactividad, el tremor, la conducta 

estereotipada (Silbergel_d y Goldberg, 1973, 1974, 1975) y la 

respuesta parad6j1ca a la d-anf etamina (Silbergeld y 

Goldl>erg, 1973¡ Shih y Hanin, 1977¡ X:ostas et ll• 1978¡ Hemo 

et. !}:, 1980). Tres sistemas de neurotransmisores se han 

estudiado en detalle: col1n6rgico, catecolaminérgico y GABA-

6rgico, aunque recientemente se lla iniciado el estudio de· los 

sistemas serotonin6rgico (Dubas y Dina, )978; Dubas ~ al., 

1978¡ Lasley et !!,b1 1984) y peptid6rgico (Govoni e-t: al., 

1980¡ Winder !U- al., 198'!-). 

4. LA TRASMISIOll COLINERGICA EN LA UlTOXICACION 

El efecto del plomo sobre la neurotransm1s1611 

colinfrgica se ha estudiado debido a la neuropatia periférica 

que ocasiona dicho metal y que se expresa en ia persona 

adulta como una debilidad muscular de los extensores de los 

dedos y de la mu11eca (Catton et !]..!, 1970¡ BaKer et al., 

1984), similar a la par~lisis del nervio radial. En los 

ni:fios, la polineuritis tiende a ser m§.s generalizada (Seto y 

1975). Algunos investigadores han Freeman, 1964¡ Merrit, 

demostrado, utilizando la 

de rata y gato, que el 

liberaci6n de a.cetilcolina 

preparación del ganglio simpático 

plomo 

provocada 

vitro, disminuye 

por la estimulac16n 

la 

de 

la fibra preganglionar (Kostial y Voul<., 1957) y otros, usando 
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la prepa1'ación de la placa muscular· de la rana (Manalis y 

Cooper, 1973¡ Kobei' y Cooper, 1976¡ Cooper et al., 1984¡ 

Manalis et !!!:1 1984) o de la 

198'!·: P1cKett y Bornstein, 1984), 

rata (Atcb1son y Harahashi, 

tamb16n han observado una 

disminución en la liberación provocada de acetucolina del 

elemento presináptico. Estudios m&s finos referentes al 

e'fecto del plomo in vitro sobre la 11beraci6n espontflnea del 

neurotransmisor y la causada por estimulación nerviosa, 

fueron real!zados por Atchison y Ha1~abashi (198q.). Estos 

autores encontraron que cuando se exponia la preparación 

neuromuscular a 20 y 100 µM de Pb++ se <1epr1m!a la amplitud 

del potencial de placa terminal (EPP), sin que se afectara la 

amplitud de los potenciales miniatura· (MEPP). Este e·fecto 

era revertido cuando se a umental>a la concentración d.e calcio 

extracelular o cuando se removía el plomo de la preparacJ.ón. 

Adcm~s, encontraron que el contenido cu~ntico medio (m) "se 

red.ucia en 'forma significativa por el tratamiento con dicho 

metal sin que variara la probabilidad de la liberación del 

neurotransmisor (p) •. 

Los e"fcctos del plomo sobre la func16n col1n6rgica del 

SNC son inciertos y algunos, hasta contrarios. Esto· puede 

deberse a la multiplicidad de procesos (recaptura, 

liberación, síntesis, recaml>!o, etc.) que se han est ud.1ado, 

a la d.t. vers1d.ad de §.reas anatómicas del SHC en las que se 

han estudiado dichos par:imetros, y a la desigualdad <le 

esquemas de tratamiento y animales de experimentac16n usados 
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(Winder y J:itchen, 1984). 

5. EL SISTEMA GABAERGICO EN LA lllTOXICACION 

El sistema GABAérgico es otro sistema neuronai que 

puede ser afectado por el plomo. Se ha demostrado por 

estudios in vivo, que la recaptu1~a de alta a:finidad del GABA 

y su liberación estimulada por despolarizaciones inducidas 

por potasio se encuentran inhibidas en sinaptosomas de todas 

las á.reas del SHC estudiadas, excepto en cerebelo (Gerber et 

al., 1978). Sin embargo, las actividades enzimáticas de la 

GABA descarboxilasa (GAD) y de la GABA transaminasa (GAT) no 

se encuentran afectadas, salvo en el núcleo caudado donde la 

actividad de la GAD está aumentada , y en la cor·teza 

cerebral donde la actividad de la GAT está dismin uf da 

(Silbergeld et al, 

Silbergeld y Lamon, 

1979¡ 

1980). 

Silbergeld y HrusKa, 1980¡ 

Por otra parte, tampoco los 

niveles endógenos de GABA se han encontrado alterados en 

el SNC (Golter y Michaelson, 1975¡ Piepho et al., 1976). 

Es d.ificil explicar las consecuencias de estos cambios, 

ya que el GABA es el neurotransmisor inhibidor m{is abundante 

del SNC y su interacción con otros sistemas neuronales es 

compleja (Nistri y Constanti, 1979). Sin embargo, una 

posible interpretaci6n seria que, debido a la inhibición de 

la transmisi6n GABA6rgica ocasionada por el plomo 

(Winder y Kitchen, 1984), se p1"esentara un aumento en la 
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excitabilidad. d.el SHC. Ot.ra opc16n la propor'c.lona la 

alteración d.e la b1osint.es1s del grupo Hcm que ocasiona un 

aumento en el l.cido d-am1nole:buU:n1co (ALA) (Hoore y 

Meredi th, 1976¡ Roels . et al., 1976¡ Ch1Solm Jr:, 197 Bi 

P1ome1111 1980¡ Piome111 ~ !_b, 1982). se sabe que el ALA es 

un desplazador c16b11 de la unión del GABA a receptores de 

membrana (Gerl>er ~ !!:1 1976) y que taml>i~n · inhibe la 

lil>eración de GABA de sinaptosomas (Brennan y Cant1"1l.1, 

1979). Por Eso, Sill>ergeld y Lamon (1980) han sugerid.o que la 

neurotoxicidad del plomo pueda deberse, en parte, a la 

interacción del ALA sobre los receptores GABA6rgJ.cos y a la. 

disminución en la lil>eración del GABA. 

6. EL SISTEMA CATECOLAMIHERGICO EH LA IUTOXICACIOH 

El estudio del metabolismo y la t.ransm1s16n del sistema 

catecolam1n6rgico en animales intoxicados en forma crónica ha 

sido motivado por el af~n de correlacionar la hiperacUvidad, 

la conducta estereot.ipada y la respuesta paradójica a la d

aníetamina y al met.ilfenidato que aparecen en este caso, con 

cambios en el metal>ol1sn10 de las catecolaminas (Arnold !tl

al:i 1972; Silbergeld y Goldberg, 1973¡ Sauerhoff y 

Micbaelson, 1973¡ Gol ter y Michaelson, 1975) muy 

e~pecialmente con el metabolismo del 

del n'llcleo caudado y del accumbens 

Jason y Kellogg, 1961¡ Memo et !!.!:, 

1964, 1985; Hinnema et fUi, 1966)1 pues 

sistema dopamin!rgico 

(Govoni et ~. 1980; 

1981¡ Lasley tl al., 

la concentrac16n m§.s 
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alta de plomo en el cerebro se encuentra. en los ganglios 

basales y en la substancia gris (Tasl\. group, 1973). 

Ya se explic6 en que consistían la respuesta paradójica 

y la hiperactividad¡ .ahora es necesar'io deí1nir la conducta 

estereotipada 

distingue en 

que presenta la 

que el animal est~ 

rata. Esta 

en continuo 

conducta se 

acicalamiento, 

tiene movimientos repetidos de la cabeza y miembros 

anteriores, olfatea incesantemente, mordisquea y roe en una 

:forma compulsiva (SahalUan et al., 1975¡ Sahal<.ian y Robbins, 

1977¡ Ljungberg y Ungersted t, 1985), Se ha conside1"ado que el 

aumento del metabolismo del sistema dopaminérgico 

n!groestr!atal sea el origen de la conducta estereotlpac..1.a. 

Es·le concepto está fundamentado por el hecho de que la 

aplicación de dopamina en el estriado, o la administración de 

apomorfina, agonista dopaminérgico (Ljungberg y Ungerstedt, 

1978), o de d-anfetamina, fármaco que aumenta la transmisión 

dopaminérgica en el neostriado (Fog et al., 1967¡ Creese e 

Iversen, 1974), producen la conducta estereotipada. Y por el 

·contrario, la destrucción de las vías dopaminérgicas 

nigroestriatales por 

Olley, 1972¡ Fibigcr 

6-hidroxidopamina 

et al., 1973)¡ o la 

(6-HODA) (Haylor y 

administrac16n de 

antagonistas dopaminérgicos t!p.icos como el 11aloperidol 

(LJungberg y 

estereotipada 

Ungerstedt, 1985), bloquean 

inducida por la d-anfetamina. 

la conducta 

Además se ha 

postulado que el neocst.riado tambi.én est§. involucrado en el 

control de los movimientos (Star et al., 1983). 

. .. 
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Es ya conocido que la lesión unilateral de la 

substancia nigra de la rata produce un desequilibrio en la 

transmisión dopaminérgica en el estriado¡ de tal 'forma que 

cuando se estimula la trasmisión farmacológicamente o con 

maniobras que producen tensi6n en los animales se presenta 

la cond u eta de giro. Hay que recordar que la tensión y la 

administración de d-anfetamina producen giro hacia el lado 

lesionado, y la apomorifna ocasiona giro contralateral a la 

lesión (Ungerstedt, 1971¡ PycocK, 1980¡ GershaniK et al., 

1982¡ Jacl<son y Kelly,, 1983). Es preciso se1'\alar que este 

disets.o experimental se implementó como un modelo para 

estudial"' la enfermedad de Parkinson que es debida a una 

d.ef !ciencia en el metabolismo d.el sistema dopaminérgico 

nigroestriatal (Hornyl{ievricz, 1966¡ Bernheimer et al., 1973¡ 

Forno y Alvord, 1974¡ Yamaguchi et al., 1983). 

Hay también fuertes evidencias que apoyan la 

participación del núcleo accumJ:iens en la conducta motora. La 

posibilidad de que este sistema dopamin~rgico mesoUmbico 

medie la actividad motora inducida por d-anfetamina, es 

reforzada por el 11echo de que la microinyección l>ilatei•al d.e 

dopamina en los núcleos accumbens (Pijnenburg y Van Rossum, 

1973¡ Jacl,.son et ª-b 1975) "l la adm.i.nistraci6n sist6mica de 

apomor:fina, (LJungberg y Ungersted.t, 1978), causan 

hipermovilidad en los animales. Por el contrario, la 

destrucción del sistema dopamin6rgico mesolímbico con 6-HODA 
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dopamin61,gicos Upicos en 

1975) inlliben el a u mento 
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y la aplicaci6n de antagonistas 

el accumbens (Pijnenburg et al., 

de locomoción J..nducido por la d-

anfetamina¡ asimismo, la administración sistémica de 

antidopaminérg1cos del tipo de sulpiride, clozapina y 

tioridazina bloquean la hiperactividad que causa la inyección 

de dopamina en accumbens (Costal! y Naylor, 19'16). 

En el modelo de intoxicación crónica por plomo, 

puede decirse que se han estudiado todos los elementos del 

metabolismo del sistema dopaminérgico, desde el contenido 

endógeno de dopamina y sus catabolitos, hasta sus estadios 

m~s diná.micos como sin tesis, recambio y liberación 

(Sllellenberger, 1984¡ Winder y Kitcllen, 1984). Aunque los 

resultados obtenidos en relación con los aspectos citados no 

han sido concluyentes por su discrepancia (Winder y Kitchen, 

1984), y a pesar• de que el mecanismo por el cual el plomo 

afecta al funcionamiento . dopaminc5rgico permanece en 

especulación (Sllellenberger, 1984), los hallazgos mAs 

recientes señalan que el metabolismo dopaminérgico se 

encuentra incrementado por el e-fecto del plomo. Minnema et. 

fil.:, (1986) encontraron que la administración de plomo (3 y 

10 µH) in vitro, aumentaba la liberación basal de dopamina 

de sinaptosomas del estriado, en una 'forma dosis

dependiente. Este efecto se ve ampli:ficado cuando se remueve 

el calcio del medio de per-fusión. Adem~s, el plomo disminuyó 

la liberaci6n de dopamina pl'ovocada por. estimulación con 
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altas concentraciones de potasio (61 mH). En estudios in 

vivo, tambiEn se ha encontrado que el plomo administrado en 

'forma constante desde el nacimiento, aumenta la si:ntesis de 

dopamina en el núcleo accumbens y en el estriado. Este hecho 

solo se manifiesta cuando se estimula la actividad 

dopaminérgica con la administración de d-anfetamina (Lasley 

et al., 1985). 

7. LAS BIOPTERIHAS EN LA INTOXICACION 

A 1lltimas fechas se ha iniciado el estudio de otros 

elementos del sistema dopaminérgico en relaci6n a la 

intoxicación crónica por plomo: las biopterinas. 

El t!rmino "biopterina" engloba un conjunto de 

compuestos que tienen en común la estructura 2-amino-4-

hidroxipteridina y que pueden existir en sus formas 

tetra hidro, d.ihidro o completamente oxidadas. Las 

l:>iopterinas, la molibdopterina y la pterina son conocidas 

como pteridinas no conjugadas en· tanto que el folato se 

conoce como pteridina con.jugada¡ ~sto se debe a la uni6n del 

p-aminobenzilgl utamato a la pteridina (Nichol et al., 1985). 

(Fig. 2). 

La tetrahidrobiopterina (Bfü~) es el cof'actor esencial 

de una :familia de hidroxilasas de amino§.cidos arom§. ticos 

d.·ependientes de pterina (Kauiman, 1963).. De las tres 
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hJ.d roxila sas pt erina-dependientes (fcnilalaninahidroxilasa 

(FAH), tiro:'linahidroxilasa ('l'H) y ·triptoiano-5-hidroxilasa 

' (T5H)),las dos tiltimas enzimas catalizan el paso Hmitante de 

la biosS:ntesis de las catecolaminas (dopamina, no1~adrenalina 

y adrenalina) e indolaminas (serotonina y mela tonina), 

respectivamente (Hosoda y Glick, 1966¡ Uagatsu et al., 1972¡ 

Hagatsu, 1981). (Fig. 3). La reacc16n general que ca taliza 

cualquiera de las hidroxilasas como la fenilalanina hidroxi-

lasa, es la siguiente: 

Donde RH corresponde a fenilalanina, a 

tetrahidrobiopterina, ROH a tirosina y QBH2 al quinonoide 

dihidrobiopterina. 

El QBH2 puede sufrir una tautomerizaci6n espont~nea y 

transformarse a dihidrobiopterina (BH2)1 la que se considera 

un catabolito (:Kaufman, 1964), o por medio de Ja quinonoide 

· dihidrobiopterin reductasa (QPR) dependiente de NADPH, puede 

reducirse a BHq.. La reacción que cataliza la QPR, es la 

siguiente: 

Esta reacci6n ~ze conoce como "v1a de salvamento o 

recuperaci6n" (Nielsen et al.,1969¡Scrimgeour & Cheema, 1971¡ 
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NAD(P)t ~AD(P)H+H+· 

~~~ 
L.:~ Reductaso ~ 

~ HzO 

_ Toutomg6izocion _ íi3'H;"'1 
Enzimática ~ 

Fcnil Alanino 
F0· 
-?- Tirosina 

Cotecolomirios 

Tirosina 
TH - DOPA __:_ Dopamina _,.. Nórodrenalina -?o- Adrenalina 

Triptofano 
5-TH 
~ 5-hidroxitriptofano --> Serotonina ~ .... Mela tonina 

. L.__ . 

Indoloniinos 

Figura 3; Metabolismo de las biopterinas y su utilizaci6n com~ cofacto~ 
res en la biosíntesis de las aminas biogénicas y la tirosina (BH2=dihi-
drobiopterina, FAH=fenilalanina hidroxilasa, TH=tirosina hidroxilasa y 
5-TH=tirosina hidroxilasa), 
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Craine et al., 19'72). 

' La biosi'.ntesis de BHq. que se ha propuesto en el tejido 

nervioso, se resume en la fig. 4 (Kapatos et al., 1982). 

El precursor es el guanosin-5~-trifosf'ato (GTP) q'ue se 

convierte a 7 18-dihidroneopterina tri-fosfato (UPTH2-P3) por 

la acción de las GTP cicloli.idrolasas I y II (Gál et al., 

197 8¡ G :il, 1982). La NPTH2P3 se convierte a 6-(1,2-

.dioxopropil)-7 18-dihidropterina {DODP) por la enzima Az, 

dependiente de Hg++ (Eto et al., 1976¡ Tanaka et al., 1981). 

Este compuesto es reducido por HADPH y una enzima designada 

At (Tanaka et a·i., 1981) para producir la 6-lactil-7,8-

dihidropterina (sepiapterina). La sepiapterina es reducida 

por la sepiapterinreductasa dependiente de NADPH para 

transformarse en la 7,6-dihidrol:>iopterina (BH2) {Kapatos et 

al., 1981¡ I:apatos et al., j .·., Finalmente, la BH2 de esta 

vi:a biosint6tica, se trans:í.orma. a BH4 por acción de la folato 

red uctasa (Gal, 1982). 

Leeming et al. (1981) han encontrado alteraciones en 

los niveles plasmá.ticos de las biopterinas en personas 

intoxicadas con plomo . En pacientes intoxicados con altas 

. dosis, observó una .disminución en la concentración plasin~tica 

de las biopterinas (Lceming y Blair, 1980)¡ por el contrario, 

en personas intoxicadas con cantidades bajas del metal, los 

ni veles de biopterina eran altos (Purdy et al., 1981). 
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' Guanosin trifosfato 

J GTP CH 

7, 8··dihidroneopterina trifos fato 

.. Mg++ A
2 

6- (1,2-dioxopropil)-7, B dihidropterina, E Nl•DPH2 

. t;>· NADP 
...¡ 

6,lactil-7,8-~ihidropterina 
J.sepiapterina) 

~NADPH2 

SR 

~-t.'- NADP 

V 
7,8-dihidrobiopterina 

l FR 

5,6,7,8-tetrahidiobiopterina 

F ig. 4. Biosfotcsis de la tetrahidrobiopterina (J3H 4 ) en 

el tejido nervioso. G'I'P CH (GTP ci.clohidrolasa) 

SH (Sepi.aptcrin rcductasa); F'R {Folat:o reductasa). 

La descripción se detalla en el texto. 

..... 
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Para explicar estas alteraciones y basándose en los 

hallazgos que explican otros padecimientos del sistema de las 

biopterinas (como la de:ficiencia cong~nita de la GTP-CH que 

provoca una disminución de los niveles plasm§.ticos de 

biopte1'inas y la deficiencia de la QPR que produce un 

aumento de BH2 en orina), Leeming et al. (1981) postularon 

que en una intoxicaci6n crónica con niveles de plomo 

elevados, el metal puede inhibir la vla de sintesis de la 

BH.q.¡ Esto traeria como co11secuencia una disminución de todos 

los metaboli tos intermediarios de las biopterinas lo que se 

r-e:flejaria en la disminución de los niveles plasmáticos de 

·BH2 (ver fig. 5). Por el contrario,· en el caso de la 

intoxicación con bajas dosis de plomo,· puede ocurrir una 

1nllibici6n de la QPR por el metal. Esto acarrearia una· 

incapacidad para recuperar QBH2 que pasar1a inmediatamente a 

su forma oxidada estable (BHz) y que, al e11m1llal'se · del 

tejido nervioso en concentraciones mayores, incrementaria los 

niveles plasm~:ticos de biopterinas (ver :fig. 6). 

Hay que tener en cuenta que las hipótesis de Leeming et 

al. (1981), han sido :fundamentadas por cambios en los ni veles 

plasm:í.ticos y urinarios de las biopterinas observados en 

11.umanos, lo que limita la aplicación de disefios 
• 

experimentales dirigidos a aclarar los mecanismos 

moleculares. Por lo tanto, mientras no se tenga acceso a 

estudiar directamente el efecto de la intoxicaci6n sobre los 

tejidos afectados, principalmente el nervioso, pueden 



ESTRU.\DO 

Pre 

/ 
~:::=:::::::=:.=-=.:::::.--

IBH2-!LCR-I SANGRE-IORINA 

,f Post 
r.'/ 1 !'.¡ 

1 r~ 

\\' 
i' 

. i;~ 

\ 

Figura 5. Esquema de una sin~psis dopamin~rgica del es
triado en el que se ilustra la acci6n del 
plomo a dósis altas, segt1n la hipótesis de 
Leerning et al. ( 19 81). En este caso, l?Ostula 
que el plomo inhibiría la síntesis de la BH4 ; 
€sto resultaría en una disminución de 
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todos los metabolitos de la BH4 • Por lo tan
to, la ~H 2 se eliminaría en menores cantidades 
del tejido nervioso a LCR, sangre y orina. 
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• 
. ESTRIADO 

fEH2- ILCR--ISANGRE-IOHINt'.1, 

Figura 6. E~quema de una sin~psis dopaminérgica del es
triado en el que se ilustra 1 a acci6n del 
plomo a dósis bajas, según la hipótesis de ++ 
Leeming et al. (1981). El postula que el Pb 
inhibiría a la QPR, entonces el 0BH 2 se trans
formaría en mayor cantidad a su forma esta
ble, BH 2 que, al eliminarse del tejido nervio
so aumentaría sus niveles en liquido cefalo
raquídeo, sangre y orina. 
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considerarse muchas explicaciones alternativas. Para ilustrar 

este hecho, se mencionarán las siguientes teorías, 

diferentes 

hallazgos: 

a las 

,. 
de Leeming 

el 

y que explican 

incremento de la 

los mismos 

concentI'acion 

plasm~tica 

por ejemplo, 

de la BH2 en el caso de la intoxicaci6n leve que 

61 explica por una inhibición en la QP.R (fig. 6), no 

excluye la posibilidad de una estimulación en la actividad 

de la QPR acompallada de una mayor utilización del 

cofactor por la TH (fig. 7). Asimismo, el eíecto de 

la intoxicación crónica m~s severa sobre los niveles 

plasm~ticos de las biopterinas 

inhibición de la TH sin que 

podria explicarse poI' 

estuviera aiectada la 

una 

v!a 

sint~tica de las biopterinas como Leeming 

si no se uti''liza el cofactor no 

propone, ya que 

habr!a catabolito, 

BH21 ni ·en 11quido ce:falorraquideo (LCR),ni en plasma, ni en 

orina (ver 'fig. 8). Como se puede observar, -faltan 

estudios en modelos animales que permitan aclarar los 

mecanismos moleculares de la acción del plomo, muy 

especialmente en el metabolismo de las biopterinas. 
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,. 

ESTRIADO 

Pre 

L-TIR 

. Post 

Figura 7. Esquema de una sin&psis dopaminfrgica del nGcleo caudado donde. 
se ilustra otra posible acción del plomo en la intoxicación crónica a dósis 
bajas, alternativa a la propuesta por Leeming et al. (1981). En este caso, 
el plomo es ta ría estimulando la ac ti vid ad de la QPR. El consecuente incre
mento en la concentración de la BH4, a su vez, estimularía la actividad de 
la TH; esto implica una mayor utilización del cofactor que necesariamente 
va a repercutir en un·aumento en los niveles de su catabolito, Bllz, en LCR, 
plasma y orina. 



'ESTRIADO 

L-TIR 

Post 

~Bli2 ·- LCR·-SANGRE-ORINA 

Figura 8. Esquema de una sinápsis dopaminérgica del núcleo caudado 
donde se ilustra otra posible acci6n del plomo en la intoxicaci6n 
cr5nica m5s severa, alternativa a la propuesta por Leeming et al. 
(1981). En este caso, la inhibición de la TH puede explicar los 
niveles bajos de biopterinas encontrados tanto ·en humanos como en 
animales de experimentación, sin que se encuentre dañada la síntesis 
de la BH4. Al no ser utilizado el cofactor habría una disminución 
de su catabolito en LCR, plasma y orina. 
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r 
.HIPOTESIS DE TRABAJO 

El prop6sito de esta tesis es investigar si la intox1-

cación cr6n1ca a dosis bajas de plomo afect.a de alguna 

manera al paso enzimático limitante de la sintesis de la 

tetrahidrol>iopterina, ca talizado por la GTP-C1cloh1drolasa, 

pal"·a lo cual se plantearon los siguientes objetivos. 

OBJETIVOS 

10.- Montar la metodolog1a ~is adecuada para medir la 

actividad. de la GTP-CH. 

20.- Utilizar dicha. metodologi:a para medir la actividad 

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

3o.- Determinar el efecto de la intoxicaci6n sobre los 

niveles <le biopterinas cerebrales (n'(ícleo caudado), 

plasm§.ticas y \lrinarias. 

. . 
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HETODOLOGIA 

1. IRTOXICACION DE LOS ANIMALES. 

El plomo se adm1n1str6 en el agua de beber en -forma de 

aceta to de plomo a una concentración de 2000 ppm (base 

libre). La 1ntoxicaci6n se inici6 dando la sol uci6n del metal 

a un lote de ratas hembra durante dos meses antes de la 

prefiez, 

Despu6s 

macho 

y se continuó durante la gestación y la 

del destete, 

hasta que 

se prosiguió intoxicando a 

alcanzaron los 250-300 grs. 

lactancia .. 

las erras 

de peso, 

aproximadamente a los 3 meses de edad. Al cumplir esta edad 

los animales -fueron sacrificados. 

2. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO. 

Las ratas se sacrificaron por decapitac16n a una tempe

ratura de 2.-4 ºc. Las cabezas se introdujeron 3 segundos en 

nitrógeno l!quido para inactivar el sistema enzimlitico. Se 

disecaron los n\lcleos caudados haciendo un corte coronal a 

nivel del borde anterior del quiasma 6ptico. El tejido se 

conservó en hielo. Despul5s de pesarlo se hómogenizó en la 

solución amortiguadora tris HCl 0.1 M, conteniendo 1 mH de 

EDTA y 0.3 H de KCl (solución amortiguadora de incubación) 

conservando una relación de peso/volúmen de 1:3.5. El pH de 
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la soluc16n amortiguadora de incubación se var16 de acuerdo 

con los requerimientos del ensayo. La bomogenización · se hizo 

en minihomogenizadores de cristal cuando los volúmenes eran 

muy pequeños, o en Polytron (Br-ynl<mann) cuando los volúmenes 

excecU.an los 5 mls. 

El homogenizado se centrifugó en una ultracentrííuga 

Airfuge (Becl<mann) a 30 psi, - durante 5 min. El sobrenadante 

se desaló en columnas de Sephadex G-25, con un lecl'".a.o de 1.5 

ml .de resina, mediante una centrHugaci6n a 800 x g, durante 

3 min, de acuerdo al m6todo descrito por Real (1973). La 

desalación se efectu6 para remove1• todos los productos 

endógenos relacionados con la s1ntesis de biopterinas y así 

evitar· que alguno de ellos modificara la actividad de la 

GTP-CH. Al llomogentzado desalado se le llama extracto 

enzim A. tic o. 

3. ENSAYO ENZIMATlCO. 

3.1. Actividad de la GTP-CH. 

La act.i v idad de la enzima se midió en base a la 

cantidad de neopterina sintetizada in vitro a partir de su 

precursor, el GTP según el M~todo de Kapatos et al., 1983. 

Para 6sto, se preincubaron aU:cuotas de 200 µl del 
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extracto enzim~Uco durante 30 min, a 37 oc. Al t6rmino de 

la prei~ubación se inició la reacción enzim.:itica 
l' 

agregar a cada muestra 50 µl de GTP 10 mM (concentración 

final 2 mM), resuspendido en la solución amortiguadora de 

incubación. Las muestras se incubaron en la oscuridad, a 

'37 °c, durante un tiempo donde la cinética es lineal para 

determinar la actividad específica o, a diferentes tiempos 

para determinar la cinética de la enzima. Al término de la 

incubación, se añadieron 75 µl de HCl 1 H a cada muestra, 

para tel"minar la reacción enzimitica. 

El producto enzim~tico resultante es la 7-8-

d1h1droneopterina tr!fosfato (HPTH2-P3). Esta se cuant.i:fic6 

en la forma de neopterina que es su estado oxidado y 

desfosfa ta do. 

3.2. Oxidaci6n de la HPTH2-P3. 

La HPTH2-P3, recién sintetizada, se oxidó a neopter !na 

3-fosfato agregando 25 µl de solución iodada (iY. I, 2:1. Kl) y 

dejando las muestras a temperatur~ ambiente por 1 . 1101•a. 

Se detuvo la oxidación añadiendo 75 µl de la solución 

amortiguad.ora Tris HCl 2 M pH 8.0. 

3.3. Desfosfatación de la neopterina 3 fosfa·lo. 

Las muestras oxidadas se incubaron con 0.5 mg de 
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fosfatasa alcalina previamente disuelta en 50 µl de la 

solución amortiguadora de incubación por tubo. La reacción 

de desfosfataci6n se llev6 a cabo en la oscuridad a 37 ºc1 

por 60 min y se detuvo aiiadiendo 4 ml de HCl 0.1 H a cada 

.muestra1 a las que se agregaron en seguida 250 µl de TCA 100X 

y 150 µl de estándar interno (0.1 µM). Las muestras se 

centrifugaron en centr!fuga Sorval, rotor SH 24 a 61000 rpm 

por 15 min. El sobrenadante s~ sometió a cromatografía 

preparativa de intercambio iónico y despu6s se procesó por 

cromatografra analitica, usando HPLC1 de fase reversa con 

detección fluorom6trica. 

4. CUAHTIFICACION PE PTERIDINAS. 

4-.1. Determinación de pteric1inas en di'ferentes. tejidos 

siguiendo el Método de Kapatos tl al., 1982. 

a) Tejido cerebral: 

El tejido (niicleo caudad'o) se homogeniza en HCl o.rn en 

una proporción peso:vol'Úmen de 1:10. Se le agregan 14- ng del 

estándar interno (neopterina) para valorar el porcentaje de 

recuperación después de la cromatograf!a preparativa y 

Uof 1lizaci6n. Luego, 2 ml del homogenizado se oxidan a 

temperatura ambiente con 0.12 ml de solución yodada ácida 

disueltos en HCl o.rn:, durante 1 hora a 

temperatura ambiente. La i~eacci6n se detiene al reducir el 



exceso de yodo por la adición de 0.12 ml de ~cido 

asc6rbico al ti.. Las muestras se centrifugan a 151000 x g por 
y 

30 m!n en una centrtfuga Sorval, rotor SM-24. El 

sobrenadante se somete a las cromatografías preparativa y 

.anaHt!ca. 

b) Plasma: 

La sangre que se extrae de la rata decapitada, se 

recibe en tubos c6nicos de centrHuga que contienen EDTA en 

una proporción 1:10 (volúmen:voH'imen) y 30 ng de estándar. 

interno (neopter ina). Se añaden 0.25 ml de TCA 2N por ml de 

sang1•e. A co11tinua·ción se oxidan en medio ácido con 0.25 ml 

de solución yodada (1:.t. 12, 2X KI, diluidos 1:1 con TCA 0.4 

H.) durante 1 hora a temperatu1'a ambiente. La reacción se 

detiene por la reducción del exceso del oxidante adicionando 

0.125 ml de ~cido ascórbico 1:t.. Las muestras se centrifugan 

a 15,000 x g por 30 min en centrt'fuga Sorval, rotor SM-2Lf.. 

El sobrenadante se somete, igualmente, a las cromatograíías 

preparativa y anal1tica. 

e) Orina: · 

La orina se recolecta en jaulas metab6licas durante 12 

horas. A 250 µl de orina se le aftade 1 µg de estándar 

interno (neopterina) y 26 µl de TCA 2H. Las muestras se 

oxidan incubándolas con 2.5 ml de .sol uc16n yodada §.cid.a (1X 
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121 2!1, J:I, diluidos 1:1 con TCA O.'! H.) d urant.e i ho1"a a 

temperatura ambiente. La reacci6n se detiene por la· reducción ,. 
del exceso del oxidante al afiadir 1.25 ml de ácido 

asc6rbico 1Y.. Las muestras se centrifugan a 15,000 x g por 10 

min en centrHuga Sorval, rotor SH-24. El sobrenadante se 

somete, igualmente, a las cromatograiías pr.eparati va y 

anaUtica. 

4.2. Cromatogra-f1a preparativa de intercambio i6nico 

(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 lecbo,previamente equilibradas con H2o. 

En seguida se lavan con agua desio.nizada y se eluyen con lO 

b) CPII para concentrar las muestras. 

El eluado alcalino obtenido como !';!n el inciso a, se 

procesa en columnas Dowex AG 1 X 6 (forma acetato), de lec110 

0.7 x 1 cm., previamente equilibradas con H20. Despué!l se 

lava con agua y se eluye con 3 ml de ácido acético rn. El 

eluado se recibe en viales que se congelan con h.ielo seco y 

se liofilizan para continuar su procesamiento por HPLC. 
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'!.3, Cromatogra·.Ua anaU.tica (HPLC): 

Las muestras Hofilizadas se resuspenden en · 600 µl de 

HCl 0.005 H y se pasan por filtros de celulosa Rainin de 0.2 

µm, para 1 uego procesarse por HPLC de fase reversa con 

detección· fluorométrica. 

La fase móvil, metanol al 5X filtrado y desgasificado, 

se pasó a un flujo de 1 ml/min. Las longitudes de onda de 

excitación/emisión del espectrofl uorómetro, fueron 330-380/ 

460-600 nm. Las sei'iales cromatográ.ficas de las muestras lle 

miden en cenHmetros y se comparan con la altura de los 

picos de los estándares reales. 

5. CUANTIFICACIOU DE PROTEINAS. 

Se cuantificaron las proteínas del sobrenadante del 

homogenizado y del desalado por el método de ·Lowry et al. 

(1951) utilizando albúmina bovina (BSA) como estándar. 

6. PROCESAMIENTO DE DATOS 

Los datos se procesaron de acuerdo con la siguiente 

ecuación: 

A.U : ! . (pg nccplei·lnalsl real • t __ 

s r.g prol l rmci6n (hr). o.m pg/pnol 
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donde: 

A.E.E. : Actividad enzim§.tica especHica (pmol/lu•/mg prot). 

H : Heoptel"ina de la muestra/Biopterina de la muestra (cm). 

S : Neopterina del estándar real/Biopterina del estándar real 

(cm). 

mg prot = mg de proteina de la aUcuota que se· va a incubar. 

t reacción (hr) = tiempo de reacci6n enzirná. tic a. 



-RESULTADOS. 
!I 

1. Condiciones espectro·.Eotom~tricas para cuantificar 

proteinas por el M6todo Lowry. 
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Se le determin6 el espectro de absorbancia a una 

aU:cuota de una soluc16n de albúmina bovina (40 µgr/ml) 

· disuelta en Tris HCl 0.1 N, pH 8.0, procesada por el Método 

de Lowry. En la figura 9 se muestra su espectro en el rango 

visible. Se puede observar que la longitud de onda bptima. 

para medir proteinas procesadas según este método en las 

condiciones de la solución amortiguadora del extracto 

enzimi Uco desalado, fue de 750 nm. Todas las medidas 

espectrofotométricas se hicieron en esta ·longitud de onda. 

2. Eficiencia de la cromatogra-f1a de exclusi6n para 

desalar. 

Para determinar la eficiencia de las columnas de 

Sephadex G-25 se midi6 la concentrac16n de proteína en el 

sobrenadante del llomogenizado de los núcleos caudados antes, 

y después de someterse a cromatografia de exclusión, como se 

1ndic6 en la metodologia. 

En la tabla 1 puede apreciarse que la recuperación de 

proteina de las columnas fue de un 93 X. 
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Figura 9. Espectro de absorbancia ~ara una alicuota de 
BSA resuspendida en Tris HCl 0.1 N pH 8.0 
proce~ada por el método de Lowry. 
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---- - --- ------ --- ·Tabla t. Eficiencia de las columnas de Sephadex <325 -· 

que se utilizaron para desalar. 

mg prot/ml 

Sobrenadan te Desalado Recuperaci6n 

9.8 !.0.7 9.t ! 0.4 93 !3 

Los valores respresentan el promedio ! la desviación 
,,.· 

estand.ar de 36 ensayos, cada uno por triplicado. 

. ,,. 
3. Selecci6n del es:tandar interno para HPLC. 

Con el prop6si to d.e conocer el tiempo de retenc16n de 

la neopterina (producto de la reacc16n enziml.tica) y del 

6MPH2 (estandar interno), se proces6 por HPLC una muestra 

que contenia las dos substancias y, como se observa en la 

figura 10-a, sus respectivas seflales aparecen a los 4- y 19 

minutos. 

En la figu1"a 10-1> se puede apreciar, que cuando se 

incu:ba el extracto enzim~tico de los mlcleos caudados con 

G'l'P, solo se sintetiza la neopterina (4 min) y no aparecen 

los otros metaboli tos intermedios de la BH.¡.. ObsErvese que no 

hay seiial de la biopterina, cuyo tiempo de retenci6n es de 8 

min, como se puede comprobar en la figura tt-a. Po.r esta 
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TIEMPO (Minutos) 

Figura 10. Cromatogramas en los que se observan los tiemnos 
de retenci6n de los estándares de Neopterina (4 
min.) y de 6MPH 2 (líl min.), (a)¡ y de Neopterina 
sintetizada por el extracto enzimático a partir 
de GTP, utilizando 6Mrtt 2 como estándar interno, 
(b). . 



.Pag. ll2 

raz6n, se dec1c116 usar a la bioplerina como est.ándar 111te1·110 

en lugar del · 6MPH21 y. asi: reducir -1a durac16n de la corrida --
rr 

c:rom a toer ~ í ica. 

4. Caracterizaci6n del ensayo enzim§. tico. 

4.S. Demost.raci6n de que los elementos que intervienen 

en la reacci6n enzimá.tica no intet"iieren en la determinación 

de la neopterina (producto de la reacci6n). 

Se proces6 por HPLC una aUcuota del extracto 

enzimAtico desalado para observar su patr6n crouiatogr!:fico. 

Como se puede vet" en la figura 11-a no aparece ninguna seüal 

que se interponga con la de la neopterina. Solo aparece la 

,,. ' ])iopte1"ina, estandar interno (tiempo de · retención, 8 min.). 

De este mismo modo, se proces6 una alicuota de una 

soluci6n de GTP 2 mH después de que se incubó en las 

condiciones en las· que se neva a cabo la reacción enzimática 

pero en ausencia de las prote:tnas del extracto estriatal. El 

cromatograma de esta condición se puede observar en la íigu1~a 

11-b. No aparece ninguna señal cromatogr~:fica adem§.s del 

estándar interno, lo que indica que el GTP tampoco interfie1·e 

para la cuanU-ficaci6n de las biopterinas. 

La -.figura U-e muestra la sefial de neopterina (4 min.) 

recilin sintetizada por · la GTP-CH del extracto estriatal a 
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Figura 11. Cromatogramas de la neopterina (N) y la biopterina (B). 
(a) Cromatograma de una alícuota de GTP 2 mM incubado sin ~x
tracto enzimático; est~ndar interno (biopterina), 8 min (bl. 
Cromatograma del extracto enzimático incubado sin GTP; están
dar interno (biopterina), 8 min. (c) Cromatograma del produc
to de la reacci6n enzimática del extracto estriatal y el GTP 
2 mM; producto de la reacci6n enzimática (neopterina, Nl, 4 
min y estándar interno (biopterina D), 8 min. (d) Cromatograma 
de neopterina y biopterina, utilizados como estándares reales 
(4.y 8 rnin, respectivamente) para cuantificar la neopterina 

·sintetizada y el estándar interno. 
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partir de · GTP, en las condiciones de 1ncubaci6n descritas· en 

la metod.olog!a. Adem§.s aparece la seftal del estándar 

interno, biopter!na (8 min.). 

La figura 11-d corresponde a un cromatograma de 

estándares de neopterina y biopterina (4 y 6 m1n., 

respectivamente). 

4-.2. CinEtica de la GTP-CH. 

En la f !gura 12 se aprecia la · c1n6tica de la reacción 

enzim~tica catalizada por la GTP-CH. Obs6rvese que la 

producc16n de neopterina a partir de GTP es lineal hasta las 

3 horas de incubaci6n. La actividad espect:fica de la GTP-CH, 

fue de 16.3 ! 1.4 pmol/mg de proteina/hr. Los ensayos 

enzim§.ticos posteriores se realizaron en el tiempo donde la 

reacci6n enzimfi tica es lineal. 

4-.3. Inhibic16n de la actividad enzim§.t.1ca por ATP. 

En 1976, Y im y Brown reportaron que uno de los mejores 

inllibidores de la actividad de la GTP-CH es el ATP. 

Para probar que la actividad enzimá:tica que se está 

midiendo corresponde a la de la GTP-CH, se incubaron 200 µl 

del desalado con GTP (0.75 mH) en presencia de 
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Figura 12. Cinética de la ~TP-CH. ~n las ordenadas se graf ica 
lá cantidad de neopterina sintetizada contra el tiem
po de incubaci6n, en las abscisas. Se incubaron 200 
ul del extracto enzimático con GTP (2 mM) a. 37ºC a 
diferentes tiempos. 

·'· 

.. 
! 
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concentraciones crecientes de ATP ( 10, 50 y 100 mH), 

conocido 1nl1.ib1dor de·· la enzima. --·La - actividad - de la 

ciclohidrolasa control íue de 5.5 ! 0.27 pmol/hr /mg de 

proteina y como se puede apreciar en la figura 13, el A'!'P 

inhibe la producci611 de neopter ina en una forma dosis-

dependiente,' A una concenti~ación de 10 mH la inhibió un 73 ! 

3.llY. ¡ a 50 mM un 87 .3 ! 1.1X y a 100 mM el 93.14 ± 0.221.. 

5. Actividad de la GTP-CH en los ani.males intoxicados 

crónicamente con plomo y en los controles. 

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

de los núcleos caudados de las ratas intoxicadas cr6nicamente 

con plomo y la de los controles. 

Tabla 2. Actividad de la GTP-CH del núcleo est1•iado 

tu1Rata control 15.57 ! 0.69 pmol/mg prot./hr 

•Rata intoxicada 15.'!9 ! 1.16 pmol/mg prot./llr 

Los valores representan el · promedio ± la desviación 

estanclar de 10 (1111) y 8 (.:) ensayos realizado cada uno por 

cuadruplicado. 

Es evidente que la diferencia entre las actividades 

espec1iicas de la GTP··CH de los dos grupos no fue 

significativa. 
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Figura 13. Inhibición de la actividad de la CH por ATP. 
Se incubaron 200 ul de extracto enzimático 
con GTP 2 mM en presencia de concentraciones 
crecientes de ATP (1, 2.5, 5, 10, 20 y 50 mM) 
a 37 ºC durante el tiempo donde la cinfitica 
de la enzima es lineal. 
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6. Concentraci6rt de biopterinas en diferentes tejidos. 

i" 
Se midieron por HPLC los ni veles endógenos· de 

biopt.erinas en diferentes tejidos (plasma, mícleo caudado y 

orina) d.e ratas control e intoxicadas, y los resultados se 

expresan con el promedio ! la desviación esU.ndar. 

6.t. Plasma: Se determinó la concentración de 

biopterina plasmitica por animal. Las ratas control tuvieron 

. una concentraci6n de 12.1~2 ! t.96 ng/ml y las intoxicadas de 

16.75 t 4.3 ng/ml. Esto representa un incremento' del 35~ en 

los animales intoxicados, tomá.ndo como 100X la concentración 

de. los animales control. El incremento observado iue 

estad1sticamente significativo con una p<0.01 anali:z;ado por· 

la prueba T de Student. 

6.2. H'ticleo ca u dado: Se midió la concentración de 

biopterina de los 2 núcleos caudados de cada animal. Los 

niveles de biopterinas fueron de t.6 t 0.23 ng/mg de proteína 

en los animales control y de 2.5 ! 0.34 ng/mg de protetna en 

los intoxicados. Si se considera la concentraci6n de los 

controles como el tOOX, se puede obsel"V ar que la 

concentraci6n se J.ncrement6 un 56X en los animales 

Esta diferencia 'fue estadisticamente intoxicados. 

significativa 

Stuclent. 

con una p<0.02 ·determinada por la prueba T de 
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- - - .. ·- ·-- · -- ---6.3. ·· Orina: Tambi6n se determinaron los niveles de--

t•' 
biopterinas individualmente, encontr~ndose una concentración 

de 6.5 ! 1.3 µg/ml de orina en los controles y de 5.7 ! 1.8 

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

diferencias significativas. 
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DISCUSIOR 

y.-

Existen factores que modifican la sensibilidad ·del 

MEtodo de Lowry, entre ellos el Tris y las sales (KCl y EDTA) 

(Bradforc.1.1 1976) por lo que se opt6 por determinar las 

condiciones m~s ventajosas del método para medir proteinas 

en las condiciones de nuestro ensayo. Como se observa en la 

f igur•a 9, la longitud de onda 6ptima es de 750 nm y en esta 

longitud. de onda se determinaron proteinas en todos los 

ensayos. Adem§s, la l,3SA se resuspendió en la misma 

'solución. 

Se han reportado datos que indican que la CH es la 

enzima limitante en la síntesis de la BHq., o sea, el punto 

donde se regula la producción del cofactor por dHerentes 

mecanismos como la inhibición por producto (Fukushima et 

ª11 1977¡ Gál et al., 1978¡ Nichol et al. 1 1985). Para 

evitar que las substancias endógenas (biopterina, dopa.mina, 

etc.) modificaran la actividad de la CH, se desaló el 

homogenizado utilizando cromatografia de exclusión rá.pida 

con Sephadex G-25. Como se puede observa1' en la tabla 1, la 

eficiencia de las columnas fue del 93 ± 3:t. determinada por 

la recuperación de proteina y del 100:1. calculada por la 

eliminaci611 de las biopterinas (:figuras 10-b y 11-b). Hótese 

que en la figura 10-b no aparece la biopterina endógena ni 

ningún otl'o metabolito inte1"medio de la síntesis de la BHi!• a 

pesa.r de que se utiliz6 la sensibilidad m§.s alta del detector 
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fluorom6t.rico. También puede observarse, en la figura 11-b, 

que no aparece neopte:rina endógena en el extracto enzim!ttico. 

1>' 

La eficiencia calculada por el porcentaje de recuperación de 

proteina al igual que por el porcentaje de eliminación de las 

sales, coincide con la repor•tada por Neal (19'13). Esto 

demuestra que la cromatogra·f1a de exclusión utilizada para 

desalar es m!s eficiente para la eliminación de las sales que 

para la recuperación de proteina. 

Para cuantHicar las pteridinas que se purificaron por 

cromatograHa prepara ti va de intercamb.io iónico y se 

concentraron por liofilización, se requirió usar una 

substancia similiar a ellas como esUindar interno para 

corregir la pérdida ocasionada por el proceso. i:apatos et 

(1983), cuya metodologia se utilizó· en este trabajo, 

usaron la guanosina marcada con c1q.c] como estándar interno. 

Ante la imposibilidad de utilizarla en nuestro trabajo por lo 

elevado de su costo, se probó la 6MPH2, producto sint6t1oo, 

cuyo tiempo de retención fue de 18 min. Puesto que se 

comprobó que en el medio de reacción no hay biopter1na 

endógena (ya que se eliminó por desalaci·6n), ni sintetizada 

(pue~ no .se agregaron lo.::: cofactc.wes, HADH + H+ n1 HADPH del 

resto de las enzimas de la via hiosint6tica) (ver figura 10-

b), se utiliz6 6sta como est§.ndar interno . El tiempo de 

retención d.e la b!opter ina fue de 8 minutos lo que acortó :na 

duración de la corrida cromatográiica a 10 minutos (ver 

figura 11). 
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Cabe comentar ·que el GTP, que es el sustrato de la GTP- · 
¡·.~· 

CH, tampoco interfiere en la identificaci6n de las 

pteridinas¡ éste no se retiene en las condiciones 

.cromatogr§ficas usadas como as! lo demuestra la figura 11-b. 

Aunque por los datos anteriores exist!a la seguridad de 

que se hablan eliminado todas las biopterinas y dem.fis 

substancias endógenas, fue necesario re-forzar la evidencia de 

que la neopterina que se identificó cromatogr~:ficamente era 

producto de la reacción enzim~ tica. Para 6sto se estudió la. 

cin6tica de la GTP-CH y su inhibición por ATP. 

La cinética de la GTP-CH fue lineal basta las 3 horas 

de incubación (ver figura 12) lo que coincidió con el reporte 

de Ka patos et al. (1983). Su actividad específica se 

dete~minó dentro de la linealidad de la cinética. 

Y!m y J3rown (1976) report.ai~on que el ATP, el d-GTP, y 

el guanosin-5'-tetra:fosfato inhiben de manera competente a la 

GTP-CH con valores de constantes de inhibición (Ki) de 0.25 

JJM, 0.2t1 ¡.iM y 0.13 µM, respecU vamen te. Para demostrar que la. 

neopterina en efecto es sintetizada a partir de su precursor, 

en nuestras condic.iones de ensayo, se exploró el efecto del 

ATP sobre la ac;ti ~11dad de la GTP-CH. Los resultados obtenidos 

se presentan en la figura 13. Como puede verse, el ATP tiene 

un efecto inhibitorio sob1•e la actividad. de la enzima en una 
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forma dosis-dependiente¡ desde una concentraci6n de 5 mH el 

-·- ATP inhibe la ·· s1ntesis de neopterina y a - 50 -- mM la reduce·· 
;.·:·· 

hasta un 80Y.. De este dato, aunado a que la producci6n de 

neopterina sigue una cinética definida, se puede concluir que 

la ncopterina que se está determinando es producto de una 

reacci6n enzim~ tic a. 

Los resultados ya comentados anteriormente demuestran 

que la metodolog!a implementada para medir la actividad de la 

GTP-CH es enteramente con-fiable porque no hay interíerencia 

de productos end6geno~ es espectíica porque solo se 

determina el producto enzim~tico¡ y es sensible pues · las 

medidas se efect '(ían en el rango de los picomoles. Con ésto se 

cumpl16 con el primer objetivo de la tesis que era. montar 

la metodolog!a mAs adecuada para medir la actividad de la 

GTP-CH, la cual se utilizar!a para estudiar los posibles 

efectos de la in tox1caci6n crónica por plomo sobre la enzima. 

Los niveles endógenos de biopterinas se encontraron 

alterados a consecuencia de la intoxicación por plomo. En el 

punto 6 de resultados, se puede observar que hubo un 

incremento significativo de las · biopterinas de un 56Y. en el 

mícleo caudado y de un 35Y. en el plasma de las ratas 

intoxicadas: 110 se encontraron diferencias en las 

concentraciones urinarias. Para valorar la repercusión que 

este hecho pudiera tener, es importante considerar el papel 

de las biopterinas en cada tejido, puesto que la tEcnica 
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cromatogr~fica solo mide biopter inas y no distingue 

directamente entre BH4 · y BH2¡ sin embargo, se ha probado que 

la biopterina que se encuentra en el núcleo caudado 

corresponde a la BHq., cofactor de la TH, mientras que la 

biopter1na medida en plasma representa a su producto de 

desecho ,la BH2. En orina, la biopterina puede venir de BH4 o 

BH2. Esta 'Última es el catabolito que se va a eliminar, pero 

la BHq., que también es producida por la flora bacteriana 

urinaria no tiene un origen bien definido (Fuitushima y 

Nixon, 1980¡ MarUnez-Fong, 1987). Luego entonces, el aumento 

de biopterina que presentan las ratas intoxicadas en el. 

nücleo caudado indicarI.a que el cofactor se encuentra 

aumentado en dicho núcleo, y el incremento de bioptel'ina en 

el . plasma, que el co:factor ha sido utilizado en mayor 

propo1'ción. Estos datos sugieren que la actividad de la TH 

del núcleo caudado también está aumentada. El hecho de que no 

hubiera diferencias entre la concentración de biopterina en 

la orina de los animales intoxicados y de los controles 

podria explicarse porque la flora :bacteriana del tracto 

urinario tambi.Sn contribuye a los niveles de biopterina 

(Fukushima y Nixon, 1980). Otros investigadores también han 

encontrado aumento de la biopte1"ina plasmática en animales 

intoxica.dos crónicamente con dosis bajas de plomo ( Hclntosh 

et al!, 1982¡ Leeming y Blair, 1980) y en pacientes humanos 

que presentan concentraciones sanguíneas del metal (Leeming, 

1981). 
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Para expUcar el aumento de biopterina plasm~tica 

encontrado tanto en ratas como en humanos intoxicados -con-

bajas dosis de plomo, Leeming et al.(1981) postulan que el 

metal ocasiona una inhibición en la enzima de la via de 

recµperaci6n de las biopterinas, la QPR. Sin embargo, esta 

propuesta es discutible por dos hechos: 1. nuestros 

resultados indican que la BH11 se encuentra aumentada en el 

núcleo caudado (ver tabla 3)¡ 6sto no ocurriria si la 

actividad de la QPR estuviera disminuida. 2. Se ha probado 

que la QPR presenta una mayor actividad en los animales 

intoxicados, dato que contradice la hipótesis de Leeming. 

cautic;rrez, 1987). ·· .. ~-

Otra alternativa, ademá.s del aumento de la actividad 

de la QPR, que también puede explicar los niveles elevados de 

BHq. en el caudado, sería que hubiera un aumento en la 

actividad enz.i.mát!ca de la via biosintética. Como la GTP-CH 

es la enzima lim1tante de esta v:J:a, se est udi6 dicha 

posibilidad. La tabla 2 muestra que la actividad de la GTP-CH 

no· se . encuentra alt.erada en los animales intoxicados 

cr6n1camente a dosis bajas de plomo. Sin embargo, este 

hallazgo no excluye la posibilidad de que otra enzima de la 

via sintética se encuentre alterada, puesto que si se observa 

la f1g. 4 que la ilustra, se puede notar que ll.ay tres. enzimas 

que son reductasas como la QPR y que tambiiSn podr!an estar 

afectadas como ella en la intoxicación por plomo. Estas 

enzimas son: la A1 dependiente de NADPH, que reduce al 6-
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(1,2-dioxopropil)-7,8-dihidropterina (DODP) para producir la 

sepiapterina (Tanal<.a et al., 1981)¡ la sepiapterinrcductasa · 
·,":· 

dependiente de NADPH, que reduce a la sepiapterina para 

transformarla en la 7,8-dihidrobiopterina (BH2) (Kapatos et 

al., 1981¡ Kapa tos et al., 1981!)¡ y para finalizar, la 

'folato reductasa que reduce a la BH2 de esta v1a biosintética 

para transf ormala a BHq.. Quedarla por estudiar esta 

posibilidad, puesto que no se ha analizado el efecto del 

plomo sobre estas enzimas. 

Otros hallazgos que contradicen la hip6tesis de· Leeming . 

. y que apoyan nuestros resultados son, que los humanos y los 

animales intoxicados cr6nicamente con plomo presentan 

hiperacti vid.ad (Da vid et al., 1972¡ Golter y Micllaelson, 

1975¡ Silbergeld y Goldberg, 1976¡ Needleman et al., 1979) y 

las ratas, adem~s, manHiestan 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 trasmisi6n dopaminérgica en 

el nl'.icleo caudado (Sta~r et fil.:1 1983) y en el accumbens 

(P1Jnenburg y Van Rossum, · 1973), El aumento del metabolismo 

dopamin~rgico implica una mayor utilización del coiactor por 

la TH, lo que explicaP!a el incremento de los ni veles 

sanguineos de su catabolito, BH2, que tanto nosotros como 

Leeming et al. (1981) y Hclntosh et al. (1982) encontramos en 

las ratas intoxicadas (ver tabla 3). 'También, el aumento del 

cofactor que encontramos en el núcleo caudado traer1a como 
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consecuencia una est.imulaci6n en la acti v ldad de la TH. Se ha 

probado que la actividad de esta enzima se estimula cuando 

se incrementan los niveles de biopterina (Kaufman, 196'1·; 

Hagatsu, 1981¡ Martínez-Fong, 1987). Po!' lo tanto, el hecho 

de que el cofactor y su cataboli to se encuentri=m 

incrementados sugiere una mayor actividad del metabolismo 

dopam1n6rgico¡ 6sto explicarla la hlperacti vid ad y la 

conducta estereotipada que produce la intoxicaci6n crónica 

por· plomo. 

' 
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COHCLUSIOHES 

1.- Se logró montar una metodología con·Iiable, 

especHica y sensible para determinar la actividad de la arrp

CH. 

2.

ocasiona 

La intoxicación cr6nica a dosis bajas de 

aumento en la concentración de biopterinas 

plomo 

del 

m'icleo caudado y plasmáticas. Esto sugie1"'e un incremento del· 

cofactor y su catabolito debido a que ya está. pr.:>bado que 

cualquier incremento de la biopterina en el núcleo caudado 

corresponde al aumento de BHq.i y que el incremento de la 

biopterina plasm!tica corresponde al de BH2 (Kapatos et al., 

1982). 

3.- La actividad de la· GTP-CH no se encontró aiectada 

por la intoxicación crónica. 

Por lo tanto, el aumento del cofactor se podria 

expl!car por la mayo1' actividad que la QPR presenta en los 

animales intoxicados, como lo demostraron au tiérrez et al. 

(1987) y el incremento plasm~tico de su catabolito por la 

mayor utilización del cofactor por la TH. 

Quedar.ta por con:Urmar la posibilidad de que la 
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1ntoxicaci6n cr6nica pudiera afectar las tres enzimas 

----------- red.uctasas- que intervienen ·en la s!ntesis cerebral de la BH 4, 

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

como afecta a la QPR, también Esto podr1a explicar el aumento 

del coíactor. 
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