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I.INTRODUCCION

El talio es un metal téxico capaz de acumularse en el
organismo. Durante algtn tiempo el talio se empleo come agente
terapéutico en pacientes con sifilis., tuberculosis y disenteria.
Mds tarde se utilizd como cosmético depilatorio. provocando
sintomas de envenenamiento debido a que el talio se absorbe por
piel. En la actualidad se utiliza como raticida, insecticida y en
diversos productos industriales. Los origenes mds comunes del
envenenamiento son: accidental, exposicion ocupacicnal [}
ambiental, y con fines suicidas y criminales. Las manifestaciones
que se presentan son a nivel gastrointestinal y de sistema
nervioso central y periférico.

El talio produce efectos enzimdticos. coenzimdticos y sobre
proteinas estructurales, causando disturbios metabdlicos en
tejidos y Jrganos, provocando anormalidades neurcldégicas Yy
psiquidtricas en los pacientes. La accién de talio esta
relacionada con el transporte de potasio. debido al parecido
quimico que el talio tiene con ese ion. El talio penetra en los
organelos celulares, entre ellos la mitoncondria, Qque se ve
afectada por una hinchazdn de sus membranas, ademds de alteracidn
en la actividad de ias osncimas relacionadas con esta. La
monoamino oxidasa (MAQ) es un3 enzima que se encuentra en la
membrana externa de la mitocondria e interviene en la degradacioén
de las monocaminas. Las monoaminas son neurotrasmisores producidos
en el cerebro, cédlulas cromafines, nervios y ganglios simpdticos,
y han s¥ido involucradas en el ciclo sueffo-vigilia, sistema motor

y drea limbica.



Existe poca Informacién acerca del efecte de talio sobre el
sistema nervioso central, ademds de existir controversias sobre
las alteraciones provocadas por este elemento en los sistemas
monoaminérgicos centrales. Estudios previos informan de un
aumento en la actividad de MAO en higado de rata. En contra
posicién. se ha reportado que existe una disminucién de esta
enzima de hasta el 32% en el cerebro. Tales contradicciones nos
llevaron a evaluar la actividad de la MAO y el recambio de las
moncaminas que ella degrada como es el caso de dopamina (DR) y

serotonina (5-HT) en el tejido cerebral de rata.

4Par.: la determinacién del efecto de talio en las monoaminas se
propuso medir la actividad de MAO asi{ como el recambio de las
monoaminas. Se entendiende como recambio a la tasa global a la
cual toda la amina almacenada es reemplazada en un determinado
tejido. La tasa de recambioc se ha valorado a partir de varios
tratamientos, incluyendo la estimacidn de los niveles de DA y 5-—
HT y sus respectivos metabolitos; encontrando que el tratamiento
de probenecid es el mds adecuado para la evaluacién del recambio.
usando cromatografia de liquidos de alta resolucidén, tal como se
realizé en el presente trabajo.

Los resultados observados se correlacionan con los obtenidos
por Woods y Fowler, encontridndose incrementos significativos en
la actividad de la MAO en la corteza, el cuerpo estriado. el
puente y el mesencefalo., En cuantoe a el recambio de las
monocaminas las regiones afectadas fueron el puente y el
mesencefalo con incrementos en las concentraciones del dcide

5-hidroxiindolacetico, mientras que en el recambio de dopamina



s¢lo s8e observé un Incremento en el cuerpo estriadeo. Los
resultados sugieren que al ser afectada la mitocondria por la
penetracion del talio, esta pierde su estructura normal lo gque
promueve que la MAO quede expuesta y posiblemente genere un
Incremento en la actividad conforme la dosis de talio Iincrementa.
Al existir un incremento de la MAO podria propiciar un incremento

en el recambio de las monocaminas (serotonina y dopamina).



II. ANTECEDENTES
II.1. GENERALIDADES SOBRE TALICO.
Ir.1.1.uUsos

El talio es un metal que se descubrid espectroscopicamente por
Sir. William C.rookes en mayo de 1861, en Alemania. Crookes por 1la
linea espectral que presentaba el elemento, de color verde Ilamd
al nuevo metal talio del griego ' thallos" ralz Jjéven.

En 1862 Lamy, un frdnces, descubrié la misme linea espectral,
estudiando las propiedades fisicas y quimicas del talio. El nuevo
descubrimiento deé metal fue clasificadce por Crockes on la
familia sulfuro, pero Mendelejev lo integré en el grupo III de la
tabla periddica por sus propiedades fisicogquimicas. A finales del
affio de 1800, el sulfato de talio se usd como tratamiento para la
sifilis, gonorrea, disenteria y para la sudoracidén nocturna en
pacientes con tuberculosis (Prick.1979).

En 1920, el talio se usé como raticida e Insecticida,
reportdndose varios casos de intoxicacion en Estados Unidos, y no
fue sino hasta 1957 en que su uso se restringic en este pals. Sin
embargo, en algunos palses, entre ellos México, aun se
distribuyen los raticidas a base de talio, Yy se han utilizado
en intentos de suicidio y homicidio, como los 50 pacientes
reportados a lo largo de 9 affos, en la ciudad de Monterrsy, Nuevo
Ledn (Rangel et al,1990).

En 1979. un estudio realizado en Alemania por Brockhaus y
colaboradores, consideraron al talio como un agente contaminante
ambiental, debido a que este metal es emitido durante la

elaboracién de cemento. Se demostré que las poblaciones que
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habitan cerca de las dreas cementeras, presentan mayor
concentracion del metal en sangre que en aquellas que se
encuentran mds alejadas de la fuente (Brockhaws et al. 1980).

El talio ha tenido un uso aun mayor en la URSS, por ejemplo,
donde se extrae como subproducto de plantas metaldrgicas de
plomo, zinc y cobre entre otras, produciendo una grave
contaminacién laboral e industrial debida a este metal.

Entre otros usos se encuentran los que a continuacidén se
mencionan (Prick,1979:; Eyton,1982 y Douglas et al, 1990):

-Se utiliza como semiconductor y en la ingenieria eléctrica.

~-La aplicacion de cantidades pequeflas de talio permite disminuir
el consumo de materiales cogtosos como: selenio, cadmio, bismuto
y otros elementos en la manufactura de rectificadores.

-El talio metdlico en mezcla con otros materiales, se usa para la
produccion de fototriodos con gengibilidad en la regidn espectral
de Infrarojo.

-En Ingenieria nuclear los compuestos de talio encuentran
aplicacidon como activadores de cristales de luminiscencia en
varios modeios de coniadoirss dc contelleo,

.~En electronica, el talio metdlico se utiliza para Instrumentos
espectrales involucrados en el control de calidad de films y
negativos,asl como para la evaluacion de fotoimpresores de
rayos—X en diagnosis clinica.

-En dptica, para la fabricacién de prismas y lentes de
espectroscopia Infraroja, asi como en lentes para objetivos de
microscopia.

~El malonato de talio se aplica ampliamente en investigaciones

mineralégicas y andlisis geoldgicos.
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-El acetato, carbonato y sulfato de talio han sido usados como
raticidas. El mds comun es conocido como "Zelio", gue contiene un
2% de sulrfato de talio.

-El acetato de talio se aplica como agente depilatorio.

~Las sales de talio se usan como antidetonantes en la gasolina.
~En varias reacciones y procesos quimicos se han empleado sales
del metal.

-£!1 T1-201 es usado en medicina clinica para el estudio de
circulacion miocardiaca asi como para la visualizacidn de tumores
(Brismar et al, 1989).

II.1.2. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

£l talio es un elemento quimico que se ubica en el grupo III
de la tabla periodica y se considera wuno de los elementos mds
dispersos, que se encuentra en pequefias cantidades en varias
rocas, suelos, algunas especies de plantas. aguas de algunos
mares y en minerales. Las caracteristicas risicoquimicas del
talio son las siguientes (Prick,1979: Eyton,1982):

Incoloro

Insipido

Inoloro

Valencias s I y IIT

Numero atdmico : 81

Peso atoémico s 204.39

Punto de ebullicion: 1 463°C

Peso especifico ( 20°C) : 11.85

Radio jonico : 1.44 %



II.1.3.METABOLISMO

II.1.3.A.Metabolismo Celular

La capacidad del talio para mimetizar la accidén biolégica
del potasio, se atribuye a la incapacidad de las membranas
celulares para distinguir entre el talio y el potasio,
posiblemente por el parecido de sus cargas ionicas y el radio. El
potagio tienc un radio de 1.33 &, mientras que para el talio es
de 1.44 3; asl se supone gque el talio tiene la capacidad de
interferir completamente en las reacciones bioldégicas
dependientes del potasio.

Entre otras reacciones biologicas. el talio puede
resmplazar la fisiologia de K+ en la activacién de varias
enzimas dependientes de cationes monovalentes, por ejemplo:
piruvato cinasa (Kayne, 1971), la aldehido deshidrogenasa
(Bostian,1982) y (Na+/K+)ATPasa (Jensen and Norby. 1989} . El
talio también reemplaza al K+ en la estabilizacién de los
ribogsomas, asi come en funciones fisiologicas tales ccmo la
contraccién muscular (Douglas et al,1990) y en la actividad
cardiaca (Hughes et al, 1978).

El talio ademds activa la acetiltransferasa y la p
nitrofenilfosfatasa en microsomas del cerebro. La arfinidad del
talio es aproximadamente de 9 a 10 veces mds grande que la
afinidad del potasio por los sitios biolégicos. lo que sugiere
que el ion talio y el potasio tienen un sitio comun de activacion

de acetilfosfatasa y p-nitrofenilfosfatasa ( Insturrisi, 1969).



Los hallazgos del parecido del talio con el potasio. han
sugerido gque el talio penetra dentro de las células por las
mismas vias que lo hace el potasio, usando los mismos mecanismos.
lo que ayuda a explicar la acumulacién general del talio en todas
las células (Cavanagh et al.,1974).

Otras reacciones en las que el talio interviene son las de
antagonizar el efecto de calcio en corazén, provocando efectos
cardiacos de hipocalemia.

Un Importante fenodmeno en pacientes que sufren por
envonisrianientio por talio es la presencia de porfirinas en orina.
Estos productos de oxidacion de precursores hemo aparecen en la
orina debido a que el metabolismo hemo de algun modo llega a ser
afectade. El grupo hemo es el grupo prostético de varias

sustancias bioldégicas activas, tales como la hemoglobina,
mioglobulina y lios citocromos. La sintesis del grupc hemo gque
toma lugar en células de los compuestos elementales de succinato
Yy glicina (Prick.1979).

El talio como otros metales pesados tienen arfinidad por los
grupos sgulfhidrilos (SH). interfiriende eon lac cnzimas que Jos
contienen., especialmente de los enlaces de la cadena respiratoria
mitocondrial y la sintesis de protelnas, particularmente en la
J'ncérporacjon de cisteina, que es inhibida por este ion (Saddique
y Peterson, 1983).

El talio monovalente rforma un fuerte enlace con grupos SH, lo
que hace gque, los grupos SH sean capaces de formar enlaces
disulfuro (5-5) existiendo desordenes de los pasos metabdolicos en

la presencia de los iones talio (Prick,1979).
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II.1.3.8B. Absorcion y Excresion

El talio se absorbe a trdves de la piel y por el tubo
gastrointestinal. desde donde se distribuye rdpida y
unirformemente a todas las partes del cuerpo, y de los
compartimentos intracelulares. La eliminacién ocurre  muy
lentamente a traveés del tubo gastrointestinal y los rifiones (
Fig. 1). ZEstudios realizados en pacientes intoxicados con dosis
elevadas de talio, demuestran que la eliminacion del metal es
mayor por 13 oripa guc por las heces, debido a la paralizacion
del ileon (Hologgitas et al,1980). Barclay encontré que la
eliminacién en humanos es mayor en la orina en contraste con la
rata en donde la mayor eliminacién es en las heces fecales

(Chamberlain et al,1958).
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FIGURA 1. Modelo de absorcidn de talio en tres compartizcntos:
sangre, Intestino y tejido y dos rutas de eliminacion: heces y
orina (Ref. Hologgitas et al, 1980) . El talio en la sangre se
distribuye hacia los tejidos de donde se elimina via orina a
partir del cuarto dia. El1 material fecal toma varios dias para
que el talio pueda eliminarse debido a la paralizacion del

fleon.to = primer dia. ty~= cuarto dia ty= dia catorce.
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La distribucidén de talio en Srganos tales como cerebro.
rifion, higado. pulmén., corazon y musculo muestran que la mayor
concentracidn de talio estd en el rifion mientras que la
concentracién menor se encuentra en el cerebro tanto en humanos
como en animales experimentales (Hologgitas,1980:; Rios,1989;
Rauws 1974 y Ziskoven,h1983). Sin embargo, en el cerebro de la
rata existe una acumulacidn rdpida y diferencial del metal en las
siguientes regiones : corteza cerebral, cerebelo, estriado.
puente. tdlamo. hipocampe, mssenceéralo e hipotdlamo.Se ha
encontrado que a una dosis de 32 mgrskg. en un tiempo de 24 horas.
el contenido de talio es mayor en el hipotdlamo mientras que en

la corteza se encontrdé una menor concentracién (Rios, 1989).

II.1.4. TOXICOLOGIA

Los compuestos de talio monovalente son mds tdéxicos _ que
otros iones de este elemento (Prick,1979).

La diagnoris de cohvinsihswiento por talio resulta dificil
debido a la natura!l ez& tan compleja de la toxicidad involucrada
en multiples orgdnos y su sintomatologia poco especifica. Sin
embargo. los sintomas iniciales provocados por la intoxicacion
de talio. en el hombre inciuyen: riebre, problemas
gastrointestinales, delirio, temblor,parestesias en extremidades
inferiores, somnolencia, convulsiones, ataxia, encefalopatia.
taguicardia, erupciones en la piel. estomatitis. coma, llneas de
Mees en uflas, ademds de cambios degenerativos de! corazon, higado

y riffion (Smith y Doherty. 1964). Existe tambieén desarrollo de
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comportamiento psicotico como alucinaciones y demencia. Sin
embargo, el signo mds caracteristico por esta Intoxicacién es la

alopecia (Domitru and Kalantri. 1980).

II.1.4.A. Efectos gastrointegtinales

Inicialmente el paciente presenta nauseas y vdmito., y al
término de la primera semana se presentan delores abdominales ne
especificos, los cuales son generalmente severos (Saddique et al,

1983 y Chamberlain et al, 1958).

II.1.4.B. Cambios dermatoldégicos

La alopecia es el sintoma mis caracteristico por intoxicacion
de talio y aparece alrededor de la segunda semana posterior al
envenenamiento. La cistelna contiene un grupo SH, que es un
constituyente del ca‘beuo. el cual es bloqueado por el talio
provocando un eritema alrededor de los foliculos del cabello lo
gque provoca a la tercera semana, perdida total del mismo. En el
examen microscopice, 1as ralces del cabello tienen una apariencia
negruzca. Despueds de tres semanas comienzan a crecer estrias
blancas a travéds de las ufias, denominadas lineas de Mees. Su
desarrollo es paralelo al crecimiento de las uffas (Prick. 1979).

El sistema glandular es afectade drdsticamente produciéndose
dafioc en las gladulas sudoriparas. que Inducen una apariencia

escamosa en la piel.
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II.1.4.C. Efectos sobre el rifion

.En un caso fatal de taliotoxicosis, el rifion muestra cambios
de necrosis aguda tubular (Hologgitas et al,1980). Existe
hinchazon de las celulas epiteliiales gilomerulares, presencia de
algunas vacuolas en el tubo proximal renal e incremento en el
numero de cuerpos densos observados en la mitocondria; conforme
pasa el tiempo, la perdida de crestas en la mitocondria es

significativa (Herman y Bensh, 1967).
II.1.4.D. Efectos sobre la sanqre

En una fase inicial parece existir un decremento ligero de
linfocitos, probablemente por la inhibicidn toxica de talio,
seguida por una normalizacién en el curso de la convalescencia.
En casos s5everos 58 ha observade una marcada anemia
(Moeschlin, 1960:; Luckit et al, 1990).

II.1.4.D. Efectos sobre el higado

Estudios realizados en higado de rata demostraron que se
producen alteraciones en ios organeivs celulares poi” intoxicacidn
con talio ademds de alteraciones bioquimicos de algunas enzimas
como se muestra en el cuadro I.A. Existe una rglacidn entre ol
deterioro bioldgico de los procesos de ciertos metales y el
rompimz'ento. de las membranas de los organeios subcelulares. Los
estudios morfométricos indican un incremento en el volumen de los
organelos. entre ellos la mitocondria, que estdn asociades con
alteraciones en la actividad de las enzimas presentes en sus
membranas, como es el caso de la monocamino oxidasa(Woods and

Fowler. 1989) Cuadro II.A.

15



{I.1.4.F. Efectos en el sistema nervioso central

Por exdamen del sistema nerviocso central mediante microscopia
de luz, se presenta una alteracién en las células ganglionares de
la corteza cerebral, cambios de las neuronas del tallo cerebral y
estructuras subcorticales asociadas. Existen también lesiones en
la materia blanca, cuya caracteristica mas importante es la
presencia de edema, el cual algunas veces cambia espontaneamente,
¥ esto podria reflejar una condicién clinica en el paciente, por
ejemplo: c¢oma, seguida por signos de disturbio mental. Sin
embargo, el edema pude difundirse hacia los ganglios basales
produciendo temblor, corea y otros disturbios motores
extrapiramidales y de rigidez (Eyton,1982).

Se ha mostrado una variedad de cambios morfolégicos de la
mitocondria en los oérganos anteriores. En la intoxicacién por
talio 1a membrana mitocondrial tiene un Incremento aparente de
crestas y alargamiento de los grdnulos mitocondriales (Herman y
Bensch, 1967).

La administracion de acetato de talio (Smgrkg) por una
semana en ratas produce una caida de los niveles de dopamina en
hipotdlamo. dreas limbicas Yy cuerpo estriado. Ademds de un
incremento de S-HT. en cuerpo estriado. tallo cerebral y
cerebelo. mientras que en noradrenalina no hay ningun cambio

significativo (Hasan et al,1878).



CUADRO I.A. Actividad de las enzimas
del higado de rata (nmoles)

Enzimas Control 50mg/kg 100mg/kg
MAO 68.90 67.41 9573 «
Ferroquelasa 1.35 187 « 189 -
ALA sintetasa 0.64 0.51 » 0.32 »

CUADRO 1.B.Relacion entre el volumen mitocondrial
y la actividad de MAO

DOSIS DE TALIO
CONTROL 50mg/kg 100mg/kg

Volumen
mitocondria 0.1900 0.2433+ 0.2467+
Actividad
MAQO (nmoles) 68.90 67.41 83.73+

Cuadro I y II.- Relacidén que existe entre el aumento del volumen
de los organelos y el aumento en la actividad de la MAO dosis-

dependiente en higado de rata (Wood y Fowler 1989).

17



II.1.5. TERAPIA

En 1956, Lund encuentra que la administracion de sales de
potasio protegen parcialmente de la intoxicacién por talio. EI
potasio parece incrementar la excrecidn urinaria de talio. sin
embargo se ha demostrado que la dosis letal cincuenta (LD50) en
ratas se incrementa cuando se ingiere una cantidad mayor de
potasio. Este Incremento puede deberse a gque el potasio inhibe
la reabsorcion del talio en el tubulo renal o porgque e] potasio
puede desplazar al talio intracelular y por lo tanto causa un
incremento en la concentracién del talio en la sangre, y
posiblemente una redistribucién del metal hacia el sistema
nervioso central (Thompson, 1981). Posteriormente se considero a
la ditizona como un agente quelante muy efectivo (Lehman y
Favari, 1985), que podria proteger hasta un 100% a las ratas que
se les administrd una dosis de talio de 30 mg/kg (Chamberlain et
al 1958). Sin embargo., en humanos los resultados indican lo
contrario, reportdndose incrementos en la severidad de los
sintomas después de la administracion de ditizona (Thompson.
1981). En 1963, el dietilditiocarbamato fue usado por Bas en el
tratamiento de la intoxicacidn por talio. La accidén de este
agente quelante provocé una aumento en su excrecién por orina,
Sin embargo existen efectos colaterales en experimentos con
ratas. debido a que el dietilditiocarbamato quela al talio
extracelular disminuyendo la cantidad del metal en sangre. pero
se redistribuye hacia los demds organos como son: higado, rifién,
intestino. musculo y cerebro (Cavanagh et al, 1974 y Kamerbeek et

al. 1979).
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Existen evidencias de que el dietilditiocarbamato gquela al
talio formando un complejo lipofilico, que puede cruzar Ila
barrera hematoencefdlica, rompiéndose dicho complejo. lo cual
permite el paso libre de los iones talio hacia las células
nerviosas (Wainwright et al, 1988). El nivel del talio en la
sangre (ionico y quelado), aumenta, lo cual explica la excrecioén
urinaria del talio: el quelato circula a traves del cuerpo y se
difunde dentro de las células, descomponiéndose.en ion talio y
metabolitos de dietilditiocarbamato. El ion talio libre
extracelular se transporta de nuevo dentro de las células, y la
concentracion de dithiocarbamato en el fluido extracelular
declina. El1 patron de distribucion del talio depende de las
propiedades de vascularizacion de los diferentes tipos de
tejidos (Kamerbeek et al. 1971a).

E] tratamiento con hemodidlisis resulta efectivo para la
extraccidn de talio en combinacidén con la hemoperfusion. Sin
embargo, la cantidad de talio extraida por este método es
proporcional a las concentracicnes en suero, y por esta razon no
rosulia un wSiodo eicclive. 50i¢ én casc de  Gus exisia  una
intoxicacién grave por talio o por insuficiencia renal en el
paciente, es recomendable este tipo de terapia (De Backer et al,
1982;: Wainwright, 1988).

En Heéxico se ha empleado a la D-psnicilamina en pacientes
intoxicados con talio. La D- penicilamina contiene Atomos
donadores de electrones del azufre y del nitrégeno. el primero
tiene afinidad por talio, por el cual podria formar un gquelato
estable, que hipotéticamente se eliminaria por la orina,

produciendo disminucién de la concentracién de talio sanguineo
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(Montoya et al. 1979). Por el contrario, estudios recientes
indican que Jla administracién de D-penicilamina en ratas,
potencia los efectos letales de talio, Induciendo una
redistribucion perjudicial del metal de los ¢érganos al cerebro
(Rios y Monroy.1992).

Al azul de prusia (potasio férrico hexacianoferrato II), se
le considera como la terapia mds apropiada para el tratamiento de
pacientes Intoxicados con talio (Thompson, 1981). La
administracién de azul de prusia por via oral resulta efectiva
solo en el caso de gque se ingiera una cantidad grande de talio
(Hologgitas et al, 1980). El1 tratamiento con azul de prusia en
animales experimentales provoca una excrecién urinaria de talio
reducida, de aproximadamente una tercera parte, mientras que la
excrecion fecal se incrementa al doble (Judrez, et al, 1988). Las
concentraciones cerebrales de talio también se ven reducidas en
una tercera parte (Raws, 1974). El mecanismo de accion del azul

de Prusia parece ser el cambio de los iones potasio por los iones

o+

alio, formands un comiplejo que se excreta dentro del intestino,
incrementando la excrecién fecal de talio; debido a que el
complejo no es reabsorbido y por lo tanto los efectos colaterales
son minimos (Kamerbeek et al, 1971b).

Ls administracién de D—-penicilamina en combipacion con azul
de prusia protege significativamente a los animales de la accidn
letal del talio, por medio de un aumento en la excrecion del
metal y disminucion en los niveles de talio corporal libre (Rios

y Monroy, 1992).
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II.2. GENERALIDADES SOBRE MONOAMINAS

E] cerebro se ha caracterizado por la organizacién tan
compleja de sus partes y la especializacién de sus células. Las
células nerviosas o neuronas, transmiten las sefiales y se
encuentran relacionadas funcionalmente con células de tipo
sensorial, satélites o neuroglia, musculares y glandulares, La
funcion de los d¢rganos depende de estas interacciones celulares
que se dan & partir de conexiones denominadas sinapsis (Gordon et
al, 1976). La funcion de las neuronas como transmisores de los
impulsos nerviosos estd relacionada con el mantenimiento de Ilos
gradientes idnicos dependientes de energia y esto a su vez estd
asociado con la capacidad de las neuronas para elaborar y liberar
aen forma especifica a los mensajeros quimicos conocidos como
neurotransmisores. En lags sinapsis existe una estrecha proximidad
entre la terminal de una membrana neuronal y la superficie de la
otra neurona. La 1llegada de un impulsc eléctrico causa la
liberacién de moléculas de los transmisores de la terminal. Las
moléculas transmisoras liberadas se difunden al espacio que
existe entre las dos células, llamado ecpacic sindpticc, y acida
sobre sitiog especificos receptores de la neurona vecina
(Fig.2). &Se conocen diferentes sustancias gque podrian actuar
como neurotransmmisores cerebrales y producir un efecto inhibidor
o excitador sobre las neurconas. Un transmisor sc pusds definir
como una sustancia que s~ libera de una sinapsis a partir de una
neurona y que afecta a otra celula (neurona u drgano efector) de
una manera especifica. Existen criterios para poder determinar

qué sustancia se debe de considerar como transmisor : 1) Se debe
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de sintetizar en una neurona, 2) Se encuentra presente en la
terminal y es liberada en cantidades surficientes para ejercer su
accion sobre la neurona postsindptica u érgano efector, 3) Cuando
se aplica exogenamente (como una droga) en concentraciones
razonables, mimetiza exactamente la accién del transmisor
liberado endogenamente, 4) Debe existir un mecanismo especifico
para removerlo de su sitio de accién (el espacio sindptico)
(Kandel et al 1991). Los transmisoras CE encucntran
distribuidos en el cerebro en dreas especificas de las neuronas.
Existen técnicas apropiadas que proveen de informacidn acerca
de la distribucion anatémica de neurotransmisores en cilrcuitos
neuronales especificos del cerebro. Ello ha revelado que los
neurotransmisores por lo general se localizan en vesiculas aungue
pueden encontrarse en el citoplasma en donde pueden ser
degradadas. Por ejemplo la monoaminc oxidasa que degrada a las
monoaminas biogénicas (Schwatrz, 1991). El proceso vesicular de
captura tiene amplia especificidad por el sustrato y puede
transportar una gran variedad de aminas biogénicas. incluyendo
triptamina y tiramina. Estas aminas compiten con catecolaminas
endogenas por sitios de almacenamiento vesicular. Las veslculas
Juegan un doble papel: mantienen el suplemento de catecolaminas
en la terminal disponible a I.i.be.rarse Yy regulan el proceso de
liberacion. Cuando el potencial de accidn se alcanza en la
terminal nerviosa, los canales de calcio se abren, permitiendo el
influjo del catién al interior de la terminal, Incrementado el
caleio intracelular y promoviendo la fusion de las vesiculas con

la membrana neuronal. Las vesiculas entonces descargan su
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contenido soluble por exocitosis, incluyendo al neurotransmisor
en el espacio extraneuronal ( Weiner and Molinoff,1989; MQler et
al, 1977; Schwartz.J.M, 1991). No todas las sustancias que son
liberadas por las neuronas son Iliberadas por mecanismos de
exocitosis. Tal es el caso de metabolitos de las prostanglandinas
y lipoxigenasas, que son permeables y pueden atravesar la bicapa
lipldica por difusién. Otras sustancias pueden ser transportadas
por acarreadores. Despuds de la liberacioén de los transmisores,
pueden estar sujetos a uno de los siguientes mecanismos:
difusidén, degradacién enzimdtica o recaptura. La difusién remueve
una fraccién del mensajero quimico. La degradacion enzimdtica del
transmisor s8e realiza en el interior de la neurona o fuera de
ella. FEstas enzimas son Importantes en el control de las
concentraciones de los transmisores. Algunas de estas vias son
Importantes clinicamente. Por ejemplo los inhibidores de la MAO,
los cuales bloquean la degradacidn de las aminas dentro de la
ceélula, se usan para el control de la presion sanguinea alta y
tratamiento de la depresion (Schwartz, 1991).

El mejor mapec g irotranemisores  og
agqual de las monoaminas: norepinefrina, dopamina y serotonina

(Iversen, 1979 y Kandel et al, 1991). Las catecolaminas como son

dopamina (DA). norepinefrina (NE) y epimefrina (E) son

enzimas involucradas en la biosintesis de catecolaminas han sido
purificadas, permitiendo un andlisis detallado de su cinética,
egpecificidad del sustrato, los requerimientos de un cofactor y
el desarrolle de los inhibid:_:res (Weiner y Molinoff, 1989)

(FIG.3). Las caracteristicas anatémicas de los sistemas centrales
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catecolaminérgicos pesentan cuerpos celulares localizados en el
tallo cerebral dentro de las dreas consideradas como parte de la
formacion reticular. Lag neuronas catecolaminérgicas presentan
axones extremadamente delgados (<0.5um). ademds de no presentar
mielina. Sus caracteristicas fisioldgicas se deben a que sus
axones son finos y desmielinizados, su velocidad de conduccidn
parece sear extremadamente baja. Se ha estimado que los impulsos
viajan a una velocidad de alrededor de 0.5m/seg dentro de los
axones catecolaminérgicos., en contraste con 100m/seg o mas en
neuronas motoras grandes. Ademds, las proyecciones
catecolaminérgicas tienen una tasa de disparo baja de un rango de
1-15 hz en comparaci¢n con la tasa de neuronas motoras que pueden

alcanzar hasta 100 hz (Stricker and Zigmond, 1984).



SINAPSIS QUIMICA

TERMINAL PRESINAPTICA

SINTESIS TRANSPORTE

N

ALMACENAMIENTO

DEACTIVACION

CaM8I0 DEL
RECEPTOR POTENCIAL
DE MEMBRANA

\___/

FIGURA. 2._ Esquema de la funcion sindptica en el sistema
nervioso central.(Goxdon et al, 1976). Las neuronas tienen la
capacidad de elaborar o liberar neurotransmisores , los cuales se
difunden al espacio sindptico y actuda sobre sitios especificos

de los receptores de la neurona vecina.
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SINTESIS DE CATECOLAMINAS

TIROSINA
H 3MTA.

T DOPA c cnzcuz
HO Q. L -COOH u MAO
HO cuzcuz-uuz cuz-coou
HO LW HVA

HO H—cu.zunz \PO‘A CHz-COOH
HO NE
HO
LNMT ) 3,4-DOPAC
HO clu-cﬂii;u €
HO OH  CHy
FIGURA.3._ Esquema de la sintesis de las catecolaminas. TH:

Tirosina hidroxilasa.DDC: DOPA descarboxilasa. DBH:Dopamina B-
hidroxilasa. PNMI: Feniletanolmetionina N-metiltransferasa. NE:
noreepinefrina DA :dopamina. HVA dcido homovnillico. MAO -
monoamino~-oxidasa. COMT:catecol-O-metiltransferasa. 3., 4~DOPAC:

3,4~dihidroxi-L—fenilalanina. (Weiner and Molinof,1989).
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La biosintesis de las monoaminas se I)eva acabo a partir de
la tirosina hidroxilasa (TH). que es una oxidasa que utiliza al
oxigeno molecular. a la tirosina como sustrato y Ia biopterina
como cofactor. La TH oxida a la tirosina la cual se convierte a
L-pDOPA. La TH es una enzima soluble localizada en el citosol en
los procesos neuronales que contienen catecolaminas. La dopa
descarboxilasa (DDC) es la enzima que cataliza el trasiado del
grupo carboxilo de DOPA a DA. también esta enzima descarboxila el
S-hidroxitriptofano. el precursor de la serotonina (5-HT). asi
como a otros aminodcidos aromdticos ( Weiner and Molinoff,1989 y
Schwartz,1991). La sintesis y la degradacién de la DA cerebral
ocurre en el s.istemﬁ nigroestriatal, mesolimbico y
tuberoinfundibular. La via nigroestriatal esta invelucrada en la
funcidn extrapiramidal motora. la tuberoinfundibular (intrinseca
al hipotdlamo) se relaciona con la regulacidn neuroendocrina y ia
via mesollmbica con las funcliones de motivacion (Willner et al,
1991; Salamone, J.D. 1991). Otras fibras dopaminérgicas gque se
han identificado en el cerebro. son las de la retina y la meédula
espinal (Siegel a~t 21,1922}, 15 via dopaminérgica mayor en el
cerebro se origina en la parté compacta de la sustancia negra. y
envia sus axones que proveen una densa Inervacion al nicleo
caudado y putamen del cuerpo estriado ( Weiner y Molinoff, 1989).
bn el caso de 1a 5-HT sc cacuenira en el sistema nervioso
central. gldndula pineal y células cromafines del tracto
gastrointestinal y plaquetas: la localizacion subcelular es
predominante en terminales nerviosas. Las catecolaminas
concentradas en vesiculas de almacenamiento estdn presentes en

alta densidad dentro de terminales nerviosas (WeZner and
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Molinorr, 1989 y Mdller et al 1977). Comunmente existen
concentraciones bajas de catecolaminas libres en el citosol.
donde pueden ser metabolizadas por enzimas como a la monocamino
oxidasa (MAQ) y la catecol-oximetiltransferasa (COMT). Asi. la
conversion de tirosina a L-DOPA y de L-DOPA a DA, ocurre en el
citosol. FEl! mecanismo que concentra a las catecolaminas en
vesiculas es un proceso dependiente de ATP ligado a una bomba de
protones. Las catecolaminas atraviesan Ia membrana de las
vesiculas por un gradiente de pH. manteniendo un pH de 5.5 dentro
de la vesicula en comparacién con el citoplasma gue as de 7. Eete
mecanismo de transporte en la membrana vesicular es por
hidrolisis de ATP ligado a protones. La entrada de protones hace
que el Interior de la vesilcula sea mds dcido que el citoplasma
(Weiner y Molinoff., 1989). El metabolismo de la 5-HI 1involucra
varios mecanismos: recaptura de triptofano por terminales,
hidroxilacion y descarboxillizacidén hasta 5-HI (Fig.4). Tal como
la tirosina hidroxilasa, la triptofano hidroxilasa requiere de
oxigeno, fierro y un cofactor biopterina. En el cerebro el
triptofano parece residir en las terminales nerviosas y su
distribucién es proporcional a la de 5-HT. El triptofano es un
aminodcido parcialmente enlazado a la albumina en el plasma, en
contraste a la tirosina, la cual esta libre. Una vez gque ol
triptofano ha penetrado al cerebro realiza la sintesis de 5-HT.
La degradacion de 5-HT es via MAO y el producto final de la
degradacion es el dcido S-hidroxiindolacético (5-HIAA). El
contenido de 5-HIAA es igual en el liguido cefaloraqufdeo. el

cerebro y la sangre (MOller et al, 1977 y Schwartz.1991).
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BIOSINTESIS DE 5—HT

TERMINAL NERVIOSA SHT
Tep

CAPTURA TRIPTOFANO
Trp~ HIDROXILASA

5-HTP

L~-AAAD

P -t~

'd 8

I A Y
“‘9 { oranuLo \
s-ut )

\Y

{RECEPTOR RECEPT
S-HT S-H

RECEPTORES POST—SINAPTICOS S-HT

FIGURA 4.. Esquema del metabolismo de scrotonina (5-HT). (Muller
et al, 1977). El1 metabolismo de serotonina implica varios
mecanismos: La captura de triptofano por la terminal nerviosa. El
triptofano se degrada por la enzima triptofano hidroxilasa para
dar origen a la sintesis de 5-HT. Este ultimo puede ser
almacenado en vesiculas., degradado por la MAQ o liberado de la

terminal nerviosa.
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Numerosas investigaciones han demostrado que las alteraciones
en la actividad de varios neurotransmisores en el sistema
nervioso central. especialmente DA, NE y 5-HT provocan
alteraciones en varias funciones como el aprendizaje, la memoria.
el suefio., la motivacion y la actividad motora. Algunas de estas
funciones estdn moduladas por el sistema Hipotdlamo-pituitaria.
Estas alteraciones también estan relacionadas con la edad,
mostrando una disminucion en la actividad de las monocaminas en el
cerebro y otros tejidos conforme aumenta la edad. Por lo
anterior se ha podido concluir que lIla disminucién de las
catecolaminas y el aumento en la actividad de la MAO en ciertas
dreas cerebrales podrian ser las responsables de la depresidn
asociada con la edad (Pradhan,1980). La actividad de serotonina
también se relaciona con el ingsomnio como lo reportan los
estudios realizados por Depoortere,1988; en donde la disminucidn
de la actividad de 5-HT produce 1insomnio. mientras que un
incremento en la actividad de esta monoamina llega a producir un
incremento en el suefio. La destruccion de neuronas
serotoninérgicas modifican las siguientes actividades: en 1la
actividad locomotriz, modulaciéon del dolor, movilidad intestinal,
regulacién de la presion sangulnea, agresion, comportamiento
sexual, aprendizaje, ansiedad y depresion (Rogawski and Barker.
1985) ; asi como una Importante influencia sobre la
termorregulacion(Sanders—-Bosh. 1988).

La dopamina interfiere en el comportamiento de acciones
especificas en algunas especies. El bloqueo de dopamina cousa
disminucién en la locomocidn. casos sSeveros de afagia )%

reduccién en la respiracién (Trendelenburg and Weiner. 1989) .
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II.2.2 RECAMBIO DE LAS MONOAMINAS

En estudios in vivo, el sistema nervioso central se considera

como un sistema abierto. Este significa que, un precursor entra
al sistema y los metabolitos salen de él. La localizacién de una
sustancia no necesariamente es uniforme dentro del sistema, y
por lo tanto. un sistema puede contener varios campos o
compartimentos. Un compartimento se define como la cantidad de
una sustancia que tiene cierta cinética distinguible y de
transformacion uniforme. Por eJjemplo, en la dopamina se
distinguen dos compartimentos en el sistema nigroestriatal, gque
consiste de dos tipos de células nerviosas o alternativamente
cada célula nerviosa contiene dos compartimentos. Esto a menudo
supone gque un sistema o compartimento pueden estar en su estado
basal. Este término indica que la tasa de traslado de una
sustancia es igual a su estado de entrada dentro del
compartimento o sistema. la entrada de esta sustancia al sistema
se da por conversion quimica (sintesis) o por traslocacién

transporte), La tasa de traslado de

n gictoma ac dotorminadns
...... s ) grolem2

tanto por un proceso enzimdtico (degradacién de la sustancia) o
por traslocacion ( transporte active o de dirfusion). Bajo
condiciones de estado basal. la tasa de entrada o de traslado de
un compartimento es Igual a la tasa de recambic. La tase de
recambio puede ser denotada mediante aspectos cuantitativos
mientras que la palabra recambio indica en el sentide cualitativo
los procesos de transferencia o transformacién de una determinada

sustancia entre los compartimentos. Por lo tanto la tasa de

recambio 1implica la sintesis. el transporte y la degradacién de

31



una sustancia (Korf, 1985).

Los estudios realizados sobre los neurotransmisores
cerebrales, indican que su conversidén es a menudo lineal. Esto
significa que existe una secuencia simple de eventos : del
precursor a la sustancia y de la sustancia a los metabolitos. EI
precursor puede ser un derivado de la sangre o de un
compartimento intracelular relacionado al sitio de sintesis, y

log metadolites con formados

partir de la sustancia Yy

£

eventualmente salen del sistema nervioso central. Este esquema es
aplicable & las aminas biogénicas, tales como noradrenalina.
dopamina. adrenalina Yy serotonina, pero no a otros
neurotransmisores, entre ellos los aminodcidos y la acetilcolina
(Korf,1985). £l recambio de las catecolaminas en el cerebro puede
ser ajustado por los factores ambientales, de la rfisiologia y del
comportamiento, tales como son temperatura. sonido, luz,
privacion de comida o agua. locomocidn y vida social. Se ha
encontrade que el metabolismo de la dopamina y norepinefrina se
incrementan como resultade de los factores anteriormente
mencionados. (Seiden and Heffner, 1984) Fig.$5.

Para el andlisis de la tasa de recambio sSe han empleado
drogas que causan un bloqueo de las conversiones de una sustancia
de sus precursores o sus productos. La droga ideal deberia de
producir un bloqueo especifico de uno de los procesos
involucrados., sin interferir con alguna otra conversion de la
sustancia, su precursor o sus metabolitos o con olros procesos
regulatorios inveolucrados en la tasa metabolica de la sustancia

tkorft. 1985).
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SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

COMP SISTEMA NERVIOSO
u ORTAMIENT O MOTOR CENTRAL
TRANSMISORE S

SISTEMAS

INGESTIVO
N INTERORECEPTIVO
EXTERORECEPTIVO /
MEDIO
DROGAS
OXIGENO SR.
AGUA
ALIMENTO s'“
TEMPERATURA
SoCIaL
auiMicos
1 | ——
FIGURA.5.~ Esquema que muestra las relaciones entre sistema

nervioeso central y el medio ambiente.(Seiden and Heffner,
1984).Los factores que 1influyen en el recambio de las
catecolaminas cerebrales son tanto de tipo Interno como externo

con relacion al sistema.
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Actualmente, la evaluacién del recambio de moncaminas como
dopamina y serotonina se ha realizado por cromatografia de
liquidos en las regiones cerebrales de la rata. Los tratamientos
para evaluar el recambio Incluyen la estimacion en los cambios de
los niveles de la dopamina y sus metabolitos en homogenados de
cerebro, en donde se ha empleado para obtener una evaluacidén en
la tasa de recambio de dopamina, por ejemplo, en el tratamiento
con apomorfina, lz cual preduce una disminucién de los niveles de
sus metabolitos, el dcido dihidroxifenilacetico (DOPAC) y el
dcido homovanillico (HVA), mientras que el haloperidol incrementa
los niveles de dichos metabolitos sin causar cambios en las
concentraciones de dopamina.

Por el contrario, la d-anfetamina incrementa los niveles de
dopamina y sgus metabolitos (Cheng and Wooten, 1982). Otros
trabajos que se han realizado para el estudio de la tasa de
recambio de serotonina (5-hidroxitriptamina,5-HT) y su metabolito
el dcido S5-Hidroxiindolacetico (5-HIAA), es administrar

pargilina, que es un iphibidor de la MAQ., obteniendoc &3

X9

7]

incremento en 5-HT y una disminucién de S5-HIAA. Esto permite
evaluar el recambio c¢n diferentes nucleos cerebrales (Jhonson y
Crowley. 1982). También ge ha valorado el recambio de ambas
monoaminas (5-HT y DA) y sus respectivos metabolitos, después de
la administracién de probenecid (Werdinius,1967; Tamarkin et al,

1970; Korf y Praag, 1971; Diggory y Buckett, 1984).

El1 probenecid es un derivado del dcido benzoico, cristalino
e incoloro: altamente liposoluble. Su estructura se muestra en la

Figura 6. La accidn farmacoldégica del probenecid estd confinada
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grandemente a la inhibicién del transporte de dcidos orgdnicos a
través de barreras epiteliales. EI probenecid es absorbido
después de la concentracion mdxima que se alcanza entre las dos y
cuatro horas (Goodman and Gilman's, 1985)

La evaluacidon de la tasa de recambio de monoaminas, dopamina
¥ serotonina, en el sistema nerviosos central. a partir del uso
de probenecid esta basado en las siguientes evidencias:

a) El probenecid inhibe el transporte renal de varios dcidos
organicos, incluyendo 5-HIAA y el HVA.

b) El 5-HIAA Y el HVA son removidos del gistema nervioso central
hacia la sangre, por mecanismos de transporte activo.

c¢) La inhibicién de este transporte por administracién de
probenecid causa incrementos Iineales de 5-HIAA y HVA en el

cerebro, fluido ventricular y cisternal (Korf y Praag. 1971).

CHsCH2CH2
(" )—cooH
\v4

CHsCH2CHZ”~

FIGURA.6. Formula quimica del probenecid.
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Ir.2.3.A. CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA DE DEGRADACION DE LAS

MONQAMINAS : LA MONOAMINO OXIDASA (MAQ).

La MAQO es una enzima que se localiza en la membrana externa
de la mitocondria (Schnaitman et al,1967). Su mayor actividad se
ha observado en el higado, el cerebro y las gldndulas salivales
de cerdo, la rata y el hombre. También se encuentra en las
gonadas, el musculo liso, el corazdn. la glandula adrenal, el
pulmén, el pdncreas, la placenta, la gldndula tiroides y el
dtero. En el caso del cerebro. la mayor actividad de la MAO estd
en el hipotalamo y los ganglios basales, mientras gque la
actividad menor se encuentra en la corteza y el cuerpo calloso.
La actividad de la MAO también se ha observado en las plaquetas
sanguineas de una gran variedad de especies, incluyendo al hombre
(Youdim and Holzbaver, 1976 y Hall and Urefia, 1983).

La MAO es una enzima que desamina a las catecolaminas para
formar su correspondiente aldheido. Por su localizacién
intracelular, la MARO es Importante en la Inactivacién de las
moncaminas que estdn libres dentro de las terminales nerviosas.

La 1inhibicidén selectiva de la MARO por clorgilina y deprenit
indica que existen dos tipos farmacoldégicamente distintos de MAO,
la HAO A y la MAO B. Mientras que la MAO A es sensible a
clorgilina, la MAO B lo es al dep{'enz'l. Las diferencias de estos
dos tipos de MAO han sido verificadas por su secuencia de
aminoacidos, el microambiente lipidico y las modificaciones
postrasduccionales en la enzima. (Weyler et al. 1990 y White y

Stine, 1982}
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Varios estudios han demostrado que la MAO A se localiza en
las regiones de las neuronas noradrenérgicas y la MAO B en las
neuronas serotoninédrgicas del cerebro de monos y ratas. En el
cerebro de humano la MAO A se correlaciona con la distribucidén de
las neuronas noradrenérgicas y las adrenérgicas en las partes
dorsales y bilateral del cuarto ventriculo, mientras que una gran

proporcién se encuentra en el nucleo del locus coeruleus. En el

mesencéfalo predominan las neuronas dopaminérgicas por lo que en
egta region existe una menor cantidad de MAO A.

La localizacidon de la MAO B es generalmente en las neuronas
serotoninérgicas. como aquellas del tallo cerebral, el nicleo de
raré y en la parte posterior del! hipotdlamo. La MAO B se
encuentra en las dreas sensoriales de la medula en una menor
concentracién que en dreas motoras, mientras que la actividad de
MAO A es mas Importante en las dreas sensoriales (Westlund et
al,1988). Algunas de las caracteristicas implicadas en las
diferencias de los dos tipos de monocamino oxidasa se muestran en
la tabla II (Yang and Neff,1974}.

La actividad de MAO durante el desarrollo de los
vertebrados. aparece en la vida embrionaria. Fn el nacimiento, lIa
actividad de MAO aumenta en varios tejidos y algunas veces excede
los niveles .encontrados en los animales adultos, mostrando que no
hay un patron consistente con el desarroillo en las diferentes
especies. Por ejemplo en el pollo. rata y conejo hay disminucion
de la actividad de MAO du:-ante el periodo perinatal. Los rfactores
de desarrollo de la MAO son desconocidos. mostrando que varias
hormonas podrian estar involucradas en este proceso. En el humano

y otras especies de mamiferos, entre ellos la rata y el raton,
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la actividad de la MAO ha sido examinada en organos y tejidos.
fetos, neonatos y adultos: encontrando en tejidos fetales. con
excepcion del higado., un valor pequefio de la actividad de la MAO,
pero en el nacimiento algunos tejidos contienen una cantidad
similar a la de los adultos. En el cerebro aparece antes la MAO-A
que la MAO-B: por lo tanto, el desarrollo de la actividad de MAO
esta relacionado aparentemente con el desarrollec rfuncional del
tejido. FEstos estudios apoyan el concepto de que la MAO-B es
necesaria en la vida terrestre (Hall and Urefia, 1983). El gran
incremento de MAO-B en el cerebro después del nacimiento. es
atribuido & la preliferacion de astrocitos en el cerebro, debido
a que la mayor concentracion de la MAO-B se localiza en este tipo

de células (Weyler, 1990).

Se ha Indicado hasta este momento sobre los efectos toxicos
del talio en el sistema nervioso central. Tales efectos estan
involucrados en la accién sobre los sistemas monoaminérgicos. Se
ha reportado un incremento en la actividad de la MAO en higado
de rata, por administracién de talio, promoviendeo asi hinchazdn
en la membrana mitocondrial (Wood and Fowler, 1986). como se
observa en la microfotografia. Sin embargo, estudios realizadosg
en cerebro indican gque la actividad de esta enzima, en cuerpo
estriado., se ve disminuida hasta en un 32% con respecto al
control en un tratamiento agudo de talio (Hasan et al, 19773 y

b).

38



oc>_umO ll. Caracteristicas de la MAO

Localizacion

Inhibidores

Sustratos

Sustratos en
comun

cerebral

MAOA

neuronas
noradrenérgicas

clorgilina
pargilina

Noradrenalina
nore:pinefrina

kinuramina
serotonina
triptamina

dopamina

MAO B

neuronas
serotoninérgica

deprenil
pargilina

benzilamina
feniletilamina
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MICROFOTOGRAFIA

hinchazon en la membrana de la mitocondria.
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III.A. HIPOTESIS

Con base a los antecedentes en donde se describe la
entrada de talio en las mitocondrias provocando una alteracidn en
Sus membranas y en las enzimas que estan relacionadas con estds,
proponemos que la administracion de talio provoca daffo celular y
alteracion en las mitocondrias promoviendo una hinchazén de sus
membranas, quedando expuesta la MAO y posiblemente alterar las

aminas que esta degrada (serotonina y dopamina).

III.B. OBJETIVOS

-Evaluar el efecto de la administracion aguda de acetato de talio
sobre la actividad de la enzima monoamino oxidasa en diferentes

regiones del cerebro.
—-Estimar la tasa de recambio de las monoaminas, serotonina y
dopamina y observar el posible efecto del talio sobre esta

actividad regional en el cerebro de la rata.

—-Relacionar la participacién de las monoaminas en la respuesta

téxica del cerebro de la rata a la accién del taljo.
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1.A. REACTIVOS

£l acetato de talio (CH COOTI!). dibromuro de Kinuramina.
3

4d~hidroxiquinolina, octilsulfato, dopamina-HCI . dcido
Homovanillico (HVA), dcido S5~hidroxiindolacético (5-HIIA), dacido
S-hidroxitriptamina (5-HT) y probenecid se adquirieron de Sigma.

Los reactivos potasio dihidrogenofosfato (KH FO ), dcido

tricloracetico, dcido perclérico e hidroxide de sodio se
obtivieron de Merck. El EDTA se obtuvé de productos quimicos
Moterrey y el metanol HPLC de Backer. El metabisulfito se obtuvo
de los laboratorios Aldrich.

Como disolvente para la preparacién de lo soluciones se
utilize agua desionizada en un purificador Milli R/Q de

Millipore.

I.V.1.B. MANEJO DE LOS ANIMALES.

Los experimentos se realizaron con ratas Wistar machos de
peso entre 250 y 300 g. Para el estudio de la actividad de la
MAO se Iinyectaron el primer dia con acetato de talio por via
Intraperitoneal (i.p.) a dos diferentes dosis. A un grupo se le
administre solucién salina siendo tomado como control. Un segundo
grupo se Inyectd con acetato de talio a una dosis de 32 mgrkg.
que es la dosis letal 50 (Rios et al, 1989). Un vltimo grupo se
traté con una dosis de 50 mg/kg de talio. Venticuatro horas
después de la administracion del talio, las ratas se sacrificaron
por de capitacidon y se extrajo el cerebro. PFosteriormente se
disecaron ct{atro regiones: corteza cerebral. mesencefalo. puente

y cuerpo estriadoe,



Para el estudio de recambio de dopamina y serotonina se usaron
también ratas macho Wistar del mismo peso. Las soluciones se
administraron intraperitonealmente. Para la evaluacidén de la tasa
de recambio de las moncaminas se inyectd a las ratas con las dos
dosis de talio anteriormente mencionadas. Después de veinticuatro
horas los animales recibieron la administracidn de probenecid a
una dosis de 280 mg/kg (Diggory y Bucket, 1984). Dos horas mds
tarde las ratas se sacrificaron por decapitacidn y se disecaron

las regiones ya mencionadas. Los tratatamientos se dividieron en

tres grupos:

1.- SALINA + PROBENECID
2.- TALIO 32 mgr/kg + PROBENECID
3.~ TALIO 50 mgs/kg + PROBENECID

El grupo numero l sirvié como grupo control para medir el
recambic de las aminas a partir de la evaluaciéon de las
concentraciones de sus respectivos metabolitos. Los grupos 2y 3
se utilizaron para evaluar el efecto del talio sobre el recambio

de las monoaminas.
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I.V.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA MAO POR
ESPECTROFLUOROMETRIA.

El andlisis de la actividad de MAQ se hizo de acuerdo con
la técnica de Krajl (1965). Una vez disecadas las regiones
estudiadas se pesaron por separado. El tejido se homogenizé en
3ml! de agua y se tomo 1 ml de la enzima a la que se agregé una
solucion que contenia 0.5 ml de kinuramina (100 micro gramos de
Kinuramina dibromuro), que funciond como sustrate; 0.5 ml de
buffer de fosfatos (0.5 M y pH=7.4) y 3ml de agua. Las muestras
se incubaron a una temperatura de 37°C por media hora en un baffo
con agitacion constante. Después de la Incubacion se agregaron
2ml] de dcido tricloroacético al 10%, para detener la reaccion.
Posteriormente se centrifugaron los tubos a 12 000 rpm por 10
minutos ., tomando 1lml del sobrenadante y agregando 2ml de NaOH
IN. Por wltimo, se midié la fluorescencia. estandarizando las
muestras con una curva de calibracion de concentraciones
conocidas de 4-hidroxiquinolina (4HOQ). que es el compuesto gque
se forma a partir de la degradacidn de kinuramina en presencia de
MAU (Figura 10). La actividad de la MAO se evaluo en micromoles

de 4HOR formado en 30 minutos de incubacién.

KINURAMINA ~ ———————————— 4~-HIDROXIQUINOLINA

FIGURA 7,— Formacién de 4-HOQ a partir de la degradacion de

kinuramina.
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El equipo que se utilizdéd para la evaluacidén de MAO fue un
espectofotometro de fluorescencia Perkin-Elmer modelo MPF-44A,
las condiciones del aparato fueron : una longitud de onda de
excitacidén de 325 nm y una longitud de emisién de 356 nm, la

sensibilidad fue de 3x6=18 unidades y anchura de banda de 10 nm.

IV.3. EVALUACION DE LA TASA DE RECAMBIQ DE LAS MONOAMINAS FPOR

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS CON DETECCION ELECTROQUIMICA (HPLC-ED).

Las regiones disecadas del cerebro de la rata se retiraron y
se depositaron en tubos de polipropilenc, se pesé el tejido y se
agregé d&cido perclérico en diferentes volumenes. Para el cuerpo
estriado y el puente se agrego medio mililitro de dcido, mientras
que para el meséncerfalo y la corteza fue un mililitro. Las
muestras se homogenizaron y se guardaron a una temperatura de -20
°C hasta su posterior andlisis.

Las muestras se analizaron en un cromatdgratfo Perkin—-Elmer

modelo 250, Las condicicones fuercn:
VOLTAJE DEL DETECTOR 0.80 V
CORRIENTE 10 nA
FLUJO DE LA FASE MOVIL 1.2 mi/min.
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Para la lectura, las muestras se filtraron con un filtro de
tamaffo de poro de 0.45 uM. Posteriormente se inyectaron 20 ul en
el cromatégrafo. El recambio a evaluar fue el de DA y J5-HT,
apartir de las concentraciones de sus respectivos metabolitos:

HVA y 5-HIAA.

ITratamiento de datos.

Los datos de las concentraciones de MAO y de recambio de las
monoaminas en las diferentes regiones cerebrales se analizaron
estadisticamente por andlisis de varianza seguida por la prueba
de Tukey (Bruning y Kintz, 1979), siendo los valores de p<0.05 y

p<0.01, los niveles de significancia.
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V. RESULTADOS

V.1. ACTIVIDAD DE LA MAQ

La actividad de la MAO en las diferentes regiones cerebrales
estudiadas, se muestra en la grdfica 1. Se observe que la
actividad de la enzima monoamino oxidasa presente un incremento
gignificativo en mesencérfale a una dosis de 32 mg/kg de acetato
de talio. del 30.95% con respecto al control. Mientras que a una
dosis de SO mgrkg de talio. la actividad de la enzima sufrié¢ un
incremento mayor en el mesencefalo del 36.90% y un incremento del
15.38% en la corteza, en el cuerpo esiriado del 36.36% y en el
puente de un 33.33% con respecto al control respectivo. E?
Incremento en la actividad de la MAOQO posiblemente se debido a una
exposicién de Ia enzima al penetrar el talio en la membrana

mitocondrial y alterar su estructura.

&
I
o
2
3
i
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[+
[+
[¥)
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etrotonina y dopamina se midieron a partir de
la administracién del probenecid cuya funcién es una inhibicion
del transporte de los &cidog orgdnicos a travds de barreras
epiteliales, causando incrementos en las concentraciones de los
metabolitos de las aminas como se observa en la grdfica 2
(eJjempio dél recambio de S5-HT).

Los resultados obtenides en el recambie de las monoaminas se
observan en las grarficis 3 y 4. El recambio de seroronina [fué
evaluado con respecto a su metabolito el 5-HIAA, presentando
incrementos significativos a una dosis de 32 mg/kg en el puente

con un porcentaje del S58.12% de aumento con respecto al control.
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A una dosis de 50 mg/kg se observé el aumento en el puente y el
mesénceralo de un 50% y 37.43 % respectivamente (Grdfica. 3
¥ cuadro III). Los resultados encontrados en el recambio de
aminas se correlacionan con los encontrados con la actividad de
la MAO existiendo un incremento en las concentraciones de 5-HIAA
en puente y mesenceralo.

Con respecto al recambio de DA sdélo se observaron
altoracicones én el cuerpo eslriado de un 43,87% con respecto al
control a una dosis de 50 mg/kg. (grdafica.4 y cuadro IV).

En el cuadro V se muestra la concentracion la 5-HT
Observandose una disminucién en la concentracion de 5-HI a una
dosis de 32mg/kg en corteza con un decremento del 69.48%. Por el
contrario, se encon;rd un Incremento en la concentracion de 5-HT
en el puente y el meséncefalo a una dosis de 50 mgskg en un
69.75% y 30.68% respectivamente. EI cuadro VI muestra la
concentracién de DA. no existiendo cambios significativos con

respecto al control.
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ACTIVIDAD DE MAO

D':'- actividad ds MAO va control

140} *
120 *
100
80

80

40

20

)

i

E P
REGIONES ESTUDIADAS

B Doele 32 mg/kg NN Dosis 50 mg/kg

n=4-5

GRAFICA.!l.—- ACTIVIDAD DE MAO. Regiones Estudiadas: corteza (Cx).
cuerpo estriado (E). Puente (P) y Mesencefalo (Me). Grupo control
100% y gripos tratades con dosis de talio i.p. de 32 ¥ 50 mg/kg.
Resultados expresados como promedio y error estandard n=4-¢
experimento independientes. Analizados por ANOVA seguido de la

prueba de Tukey. * p< 0.035.




EVALUACION DEL RECAMBIO
DE 5-HT

conc. §-HIAA(ug/g tejido himedo)
1800

1600
1400
1200
1000+
800
600
400
200

[
REGIONES ESTUDIADAS

MM soiucion salina N Probenecid 280mg/kg

n=5-8

GRAFICA. 2. EVALUACION DEL RECAMBIO DE MONOAMINAS. La evaluacidn
de! recambio de serotonina se analizdé por la administracion de
probenecid a una dosis de 280 mg/kg después de 2 horas que
promueve una acumulacidn de 5-HIAA. Los resultados son expresados
como promedio y error estandar de n=5-8 experimentas
Independientes. Analizados por ANQVA sequidos de la prueba de

Tukey ** p < 0.01.



RECAMBIO DE 5-HT

% de camblo de §-HIAA va control
180 koo

160 *kk
140
120
100
30
60
40
20
o

REGIONES ESTUDIADAS

B T-P 32 mg/kg T-P 60 mg/ig

n=5-8

GRAFICA.3. RECAMBIO DE SEROTONINA (5-HT). Recambio medidno como
los niveles de 5-HIAA con respecto al control (100%). T7TP:
Tratados con talio y probenecid. Dosis de talio 32 y 50 mgrkg:
dosis de .probenecid 280 mgrskg. Resultados expresados como
promedio y error estandar de n~=6-8 experimentos independientes.
Analizados por ANQOVA seguidos de la Pruba de Tukey *p<0.085,
**pC0,.01. ***p<0.001.
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CUADRO il

Concentracién de 5-HIAA {ug/g peso himedo)

X SEM
CORTEZA
SpP 687.50 23.50
TP 32mg/kg 550.19 62.33
TP 50mg/kg 653.23 60.03
ESTRIADO
spP 663.42 §7.83
TP 32mg/kg 583.88 52.60
TP 50mg/kg 669.18 35.70
PUENTE
SP 948.10 96.96
TP 32mg/kg 1499.,22 121.40
TP 50mg/kg 142217 69.10
MESENCEFALO
se 1333.68 128.90
TP 32ma/kg 1143.28 97.60

CUADRO III. Concentracion de 5-HIAA ( A(g/g‘). Resultados
correspondientes a la grafica 2. SP: administraciéon 1.p. de
solucién salina y probenecid. TP: administracion de talio ( 32 y
50 mg/kg) y probenecid (280 mg/kg). Los resultados se expresan
como promedio del error estandar de n=5-8 experimentos
independientes. Analizados por ANOVA seguidos de la prueba de

Tukey.
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RECAMBIO DE DA

% de camblo de HVA vs control

200
*

160
100
80

0

cx E P Mo
REGIONES ESTUDIADAS
B T-pazmgkg N 1-P 60 morkg
n=5-8

GRAFICA.4. RECAMBIO DE DOPAMINA(DA). Resultados medidos como los
niveles de i-ii'ﬁ con respociv a &l conticcl (100%)., Administracidn
i.p. de talio (32 y 50 mg/kg) y probenecid (280 mg/kg) en
diferentes regiones cerebrales: Corteza (Cx). Cuerpo Estriado
(E), Puente (P) y Mesencdfalo (Me). Los resultados se expresan
. como promedio Y error estandar de n~5-8 experimentos
independientes. Analizados por ANOVA seguidos de la prueba de

Tukey *p<0.05
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CUADRO 1V
Concentracion de HVA (ua/g peso himedo)

X SEM

CORTEZA

8P 18042 21.69

TP 32mg/kg 112.98 16.33

TP 60mg/kg 192,40 32.656

ESTRIACC

8P 687.20 43.18

TP 32mg/kg 42449 22.94

TP 50mg/kg 844.83 €3.69

PUENTE

8P 126.97 16.44

TP 32mg/kg 91.66 10.29

TP 60mg/kg 132,24 14.06

MESENCEFALO

8P . 134.80 22.46

TP 32mg/kg 112.36 2480

TP 50mg/kg " 12943 8.66
CUADRO Iv. Concentracién de HVA wRg/g’. Resultados

correspondientes a la grafica 3. SP: administracién 1i.p. de
solucién salina y probenecid. TP: administracién de talio y
probenecid.X: promedio. SEM: error estandar. Los resultados son
expresados como promedio del errrcr estandar de n=5-8
experimentos independientes. Analizados por ANOVA seguidos de la

prueba de Tukey.
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CUADRO V

Concentracion de 5-HT (qq/g peso himedo)
DOSIS DE TALIO

32mg/kg 50mg/kg

REGIONES X SEM X SEM
CORTEZA
Sp 9165 478 661.2 48.%
TP 6365.9-» 33.3 §25.3 90.4
ESTRIADO

sp 8825 365 6612 28.3
™ 6319 55.1 628.3 68.8
PUENTE

SP 10245 154.1 452.5 31.0
™ 5736 924 768.1» 65.0
MESENCEFALO

8p 1270.6 320.5 £888.2 81.8

TP 1360.7 65.9 1161.6+ 253

CUADRO V.-’ Concentracién de serotonina (K979’ . SP: administracion
de solucién salina y probenecid. TP: administracion de talio y
probenecid. X: promedio. SEM : error estandar. Los resultados se
expresan como promedio del error estandar de n=4-7 experimentos
independientes. Antlizados por ANOVA seguidos por la prueba de

Tukey *p <€ Q.05 y **p< 0.01.
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CUADRO Vi

Concentracion de DA (ijg/g peso htmedo)
DOSIS DE TALIO

32mg/kg §50mg/kg
REQIONES X SEM X SEM
CORTEZA
SP §72.0 97.7 589.6 74.8
TP 7639 333 5§00.9 £8.0
ESTRIADO
SP 4054.7 4309 6287.7 170.1
TP 50211 83814 ©069.6 2523
PUENTE
8P 1509 61.2 120.4 12.1
T 82.0 13.2 170.0 10.7
MESEMCEFALO
8P 292.6 24.6 300.1 15.6
TP 235.2 194 283.9 13.8

CUADRO VI, Concentracion de dopamina (}(\g/g}. SP: ratas tratadas
con solucién salina y probenecid. TP: administracion de talio y
probenecid. X: promedio. SEM : error estandar. Lo= recsultados son
expresados como promedio y error estandar de n=5-6 experimentos
independientes.Analizados por ANOVA seguide por la prueba de

Tukey **p<0.01.
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VI.DISCUSION

El talio es un metal téxico que mimetiza la accidén biclégica
del potasio, penetrando en las células. por la misma via que lo
hace este ion ( Prick,1979: Bostian y Betts, 1982; Jensen y
Norby, 1989.), produciendo hinchazén en la mitocondria y
alteraciones en las enzimas que se relacionan con sus membranas
(Woods and Fowler, 1986). El posible mecanismo que se propone
como iniciador de la toxicidad de talio es la peroxidacidén de
lipidos (Hasan et al, 1981). ElI mecanismo de peroxidacién
consiste en la descomposicién de los dcides grasos poli-
insaturados de las membranas celulares por efecto de radicales
libres generados durante la respiracién mitocondrial y algunos
otros procesos celulares.

Las alteraciones producidas por el talio a nivel enzimatico
estdn relacionadas con la actividad de las enzimas, como e=s el
caso de la MAO, que se encarga de la degradaciéon de las
monoaminas ¥y se encuentra en la membrana externa de 1a
mitocondria (Schnaiman et al, 1967). Existen controversias con

respecto a la accidin do tal

1q,

o anhre los sistemas monoaminérgicos,
reportandose disminucion en la actividad de MAO hasta de un 32%
en cuerpo estriado (Hasan et al, 1977a) y ningin cambio en
cerebro (Hasan et al,1977b). Sin embargo otro vreporte de la
literatura indica que la actividad de la MAO aumenta por efecto
del talio en higado de ta. El aumento fue dependiente de la
dosis (Woods and Fowler,b 1986). Estos ultimos resultados
coinciden con los obtenidos en el presente trabajo, en el que se

encontraron Incrementos en la actividad de la HMAO en el
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mesenceralo y el puente. Estos incrementos también fueron
dependientes de la dosis de talio. El aumento de la actividad de
la enzima de degradacion de las monoaminas, podria debersc a la
exposicién de la MAO al ser dafada la membrana mitocondrial,
promoviendo asi un incremento en su actividad.

Al existir un incremento en la actividad de MAO. resulto
importante medir de qué manera la tasa de recambio se ve
alterada, por lo que la medicién de la tasa do racambic dec 1as
monoaminas se hizo a partir de la administracién de probenecid
(Diggory, G.L. and Buckett, W.R. 1984), debido a que permite su
evaluacion sin afectar la sintesis, degradacidén u otro paso
metabolico de 5-HT y DA (Korf,1971).

Los resultados obtenidoes iIndican que al igual que en 1Ia
actividad de MAO, el puente y el mesencéfalo Iincrementaron la
tasa de recambio de serotonina a una dosis de 50 mgr/kg. mientras
que a la dosis de 3? mg/kg sélo se observd un incremento en @l
puente. La tasa de recambio de la dopamina, por otra parte, sdlo
oo vio aiieraaa en el cuerpo estriado. Estos resultados iIndican
que la administracién de talio provoca una alteracion dosis-
dependiente Yy diferencial en los sistemas monoamwinérgicos
cerebrales principalmente en la tasa de recambio de serotonina
por la administracién del talio. En comparacion con las
alteraciones sobre las concentraciones de 5-HI sdlo existen
cambios en la corteza ., observandose una disminucion en corteza a
una dosis de 32 mg/kg. sin embargo a una dosis de 50 mgrkg existe
un Iincremento en el caso del puente y meséncefalo. Estos

resultados son contrarios a los reportados por Hasan Yy
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colaboradores en 1978 quienes evaluan la actividad de DA y 5-HT
después de la administracion crénica de talio, encontrando una
disminucioén en el cuerpo estriado para ambas aminas. Mientras que
en este trabajo, en el cuerpo estriado no se observé ningun

cambic en la concentracién de dichas aminas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo las
regiones cerebrales mis arfectadas son el puente y el mesencéfalo
en la actividad de la MAO y la tasa de recambio de 5-HT. Estos
rozultados sugleren que al penetrar el talio en la mitocondria,
esta pierde su estructura normal lo que promueve que la MAO gquede
expuesta y genere un incremento en su actividad conforme la dosis
de talio se incrementa. La MAO. al actuar sobre sus sustratos

enddégenos (DA y 5-HT). produce perdéxido de hidrdgeno( H O ), el
22

cual ademds puede generar a su vez radicales 1ibres ya que por sSi
mismo produce peroxidacion de lipidos (Lebel C.P. and Bondy §.C.
1991). Por lo tanto, al existir mayor concentracién de la enzima
de degradacion de las monoaminas posiblemente sSe propicie una
mayci- dogradacién de 5-HT y esto lleve consigo a un incremento en
la tasa ds recambio, produciendo un mayor contenide de 5-HIAA.

La escasa informacién en relacion al papel que el talio
degempefia  sobre los sistemas monoaminérgices, requiere de una
mayoy . investigacion para poder seflalar las posibles rutas
metabdlicas del talio y proponer una terapia apropiada en las

personas intoxicadas no: este elemento.
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VII. CONCLUSIONES

— La administracién de acetato de talio i.p. en rata
provoca un Iincremento en la actividad de MAO en

el puente y el meséncerfalo.

—El1 Jincremento en la actividad de la MAO puede ser
dosis—dependiente en las regiones alteradas en el

cerebro.

— La tasa de recambio de serotonina posterior a la

administracion de talio provoca una alteracidén dosis-
dependiente y diferencial en los sistemas
monoaminérgicos cerebrales. Provocando incrementos en
en recamiu‘o de 5-HT en el puente y el meséncerfalo

¥y en el recambio de DA en el cuerpo estriado.

- El incremento en la actividad de la enzima de
degradacion de moncaminas, posiblemente sea lo
que propicia una alteracién en ed recambio de 5—HT y

DA.
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IX. GENERALIDADES DE LAS TECNICAS

IX.1. FLUOROMETRIA

La luminiscencia resulta de la absorcién de la luz, y
subsecuentemente la emisién de esa luz de por una molécula. La
luz emitida es de mds baja energla que la luz de absorcidn por la
cantidad correspondiente a la perdida por relajacién vibracional.
El procese de luminiscencia depende de la energla dentro de la
molécula en una cierta longitud de onda de absorcién y una

longitud de onda da emisién (Perkin—-Elmer.1976).

La espectroscopia de fluorescencia tiene como objetivo el
andlisis, particularmente en la determinacion de los
contaminantes traza en el ambiente y el andlisis de compuestos
fluorescentes de alta sensibilidad y gran especificidad. La alta
sensibilidad resulta de la diferencia de las longitudes de onda
de excitacion y de emisién. Los compuestos pueden tener como
caracteristica similar, una misma longitud de onda de excitaciodn,
pero emiten a diferente longitud de onda: por lo que el fendmeno

ta sujctc a 1z zbsorcidn de la  estructura

de [iuovresvencia &sta
molecular de los compuestos
( Backer., et al, 1983).

Existen varios factores que intervienen en el andlisis por
flurometria, como es3 8l factor estructursl, Por eJemplo, los
gistemas policiclicos donde el numero de electrones es mds

grande que los del benceno, son mucho mds fluorescentes que el

mismo benceno y sus derivados.
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Los compuestos que contienen NH . OH, OCH -NHCH y N(CH ) . a
2 3 3 3 2

menudo realzan la fluorescencia porque tienden a incrementar la
posibilidad de transicion entre el estado singulete excitado mis
bajo y el estado basal. La intensidad de la fluorescencia y la
longitud de onda varia con el solvente., debido a que los
solventes son capaces de exhibir fuertes enlaces de Vander Walls
con las especies de estado excitado. Para la medicidon de
rluorescencia es necesario seleccionar solventeas no
fluorescentes, que no tengan bandas de absorcion o Impurezas en
la 1Intensidad de la longitud de excitacién. Otro fractor que
arfecta la fluorescencia es el pH del sistema.

La Iinstrumentacion de flurometria consiste de una fuente de
radiacion, un friltro primario o de excitacidén. una celda. un
riltro secundario o de emision, un rfotodetector y un dispositivo
de lectura (Fig.8). El filtro de excitacioén selecciona las bandas
especificas o longitudes de onda de radiacién de la fuente y las
dirige a tavés de la muestra que se encuentra en la celda. La
luminiscencia es aislada por un riltro de emisidn y dirigida al
fotodetector el cual mide la potenclia de la radiacion emitida.

La geometria de la celda depende del instrumento comercial y
puede tener un dngulo de 37°a 90°, el mds comun es de 90% por su
ericlencia.- En el andlisis de solidos. soluciones de alta
densidad optica y muestras de alta turbidez se necesita un dgulo

de 45 o menos para Ia de excitacion (Perkin-Eilmer., 1976]}.

Los factores primarios a considerar para una fuente selectiva
de radiacién es la intensidad de la ldmpara. la distribucion de

la longitud de onda de la radiacién emitida y la estabilidad. Por
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lo que las ldmparas de Xenon son 1las mds usadas. debido a que
emiten una radiacion intensa, continua y estable. ademds de ser
una fuente de bajo costo. También se han utilizado Ildmparas de
baja presién de vapor de mercurio: el resultade de esta IJdmpara
es que el arco de descarga es mids difuse y menos 1nltenso

(Willard., 1980).
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IX.2. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

La cromatograria se ha convertido en uno de los medios mas
erficaces por su relativa sencillez, para la separacion,
identificacidén y cuantirficacidén de sustancias. La cromatograrfia
liquida consta de una fase moévil (liquida) que se le denomina
solvente o eluyente; y una fase estaclionaria que se eoncuentra en
la columna, que es de diversa composicién quimica. Gracias a esto
ultimo, se realizan las separaciones, escogié¢ndose la fase de
acuerdo con la composicién quimica de la muestra a snalizar, Los
componentes de una mezcla quimica, disueltos en un disolvente
ligquido, pasan a través de la columna cromatogrifica a un Flujo
de alta presion. Cada componente que eluye de Ja columna se
detecta. ya sea por un detector universal o uno selectivo,
dependiendo de las propiedades de los componentes a medir.

La respuesta del detector en la presencia de cada componente
pasa a en un graficador. La sefial producida por el detector se
presenta en forma de picos que representa la concentracién de los

componentes eluidos (Fig.9).

Es evidente el crecimiento explosivo que ha ocurrido en
los uWltimos affos en ¢l andlisie por cromatogiraiia liquida ae
alta resolucisén (HPLC) para evaluar catecolaminas, Indolaminas y
aminas traza. Su alta sensibilidad es la razdn principal para su
amplia aceptacién. Eg también clara la preponderancia de los
métodos de HPLC en neurcguimics gue utilizan sistemas de
deteccion amperometrica o electroquimica., La utilizacidn de estos
sistemas de deteccién se han empleado en la determinacién de

noradrenalina, adrenalina. dopamina, serotonina y de numerosas



aminas traza, asi como sus correspondientes metabolitos; en el
cerebro, el liquido cefalorraquideo, la sangre y la orina.

La determinacion de catecolaminas en el cerebro por métodos
de HPLC dependen de la extensidn y el tipo de purificacioén de la
muestra empleada, el modo cromatogrdfico usado para la separacion
analitica y la cantidad final de deteccion. Los aspectos
adicionales de log métodos pueden discutirse en cuante &l numero
de especies gque han de determinarse. ya sea catecolaminas o

indolaminas simultaneamente. (Anderson. 1985).
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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

FASE MOVIL

I

SOMBA

|

FILTRO

MANOMETRO

INTRODUCCION
O¢ MUESTRA

|

COLUMNA .

REGISTRADOR

DETECTOR

PROCESADOR
bg DATOS

>

COLECTOR DX
FRACCIONES

FIGURA.9. ESQUEMA DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

(Manual de Perkin— Elmer).

78




	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Hipótesis   
	IV. Material y Métodos
	V. Resultados
	VI. Discusión
	VII. Conclusiones
	VIII. Referencias
	IX. Apéndice



