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lNTROOUCCION 

La •erotonlna •• un n•urotran•ml•or que pu•d• 4uncionar 

tambi•n cc>JK) neurohormon• •n di••renta• ••p•ci•• animal••• tanto 

en v•rtebrada• co.ao en invertebrado•· Fu• ai•lada por primera vez 

de •u•ra CS4l y posteriarm•nt• •• obtuvo d• la• c•lulA• 

cra•afin•• de la fttUCot1a inte•tlnal <21). El hecho qu• d•••ncad•n• 

un gr.,, n.U..ra de lnv .. tiQacionea •obre •ll• •• el haberla 

•ncontrado •n •1 sistema n•rvioso central <3, Sbl V la 

obser'vación de que un potente aQente alucinót¡leno (dietila•ida 

del te.ido li•*rQico, LSD> •• antaQonleta a antl .. tabollto de la 

•.,.otanln•• •in •ntb•rQo, actual..nt• la relación causal entre l•• 

alucinacion•• por LSD v 1• ••rotonina •• MUY dudosa, pera low 

usos terap4tuticoa d• •Qonistas y antaooni•t•• de la merotonina 

•on ya -..ch011. 

Se ••b• qu• la s•rotonina actua a diferente• niv•l••• •n el 

coraz6n, acelera la fracu•ncia y amplitud del latido1 en al 

glom.,..ulo renal, actua como una intportant• hormona 

regulaci 6n de la excreción urinaria.¡ •n •l 

•n la 

tracto 

gastroint••tinal, ••timula el peri•talti•ma y en •l •i•tema 

nerviosa central, actua como una n•urohormona (30). 

Dada la multiplicidad d• la• proce•o• 4i•iológico• en los 

cualau int•rviene la ••rotonina, la complejidad del •i•tema 

n•rvio•a de vertebrado• y d•bido al ••caao conocimtanto qua s• 

tiene de este agente en •l si•t•ma nervio•o central, sa decidió 

utilizar al •i•t•~a n•rvio•o de inv•rtebrado• ••p•clficam911t• 

los cru•t6c.o• d•c•podo• colRO NOd•lo animal para cuantificar la 



Fin•lment• •• pru•b• la aplicabilidad del ftNttcdo •n ••tudio• 

tal•• cont0 la det•rminación cuantitativa del 

carttenlda d• la ••rotanln• en la• dif•r•nt•• reglan•• anatd•lcas 

d•I talla ocular, ••f ca.a las variacion•• •n la concentración d• 

Sllrotanina en •l tran•cur•o del ciclo nicta..ral. 

A fin d• funda•1tntar •launa• d• las ~tedas qu• •• emplear~ 

9n •l pr•••nt• ••tudla, canvendr~ hacer una brev• r•laciOn de la• 

prapledad•• qul•iC•• de la s- hidraMitriptamina. 

U Bl!NEMLIDADES 

2.1 PROPIEDADES QUIMICAB. 

La ••ratonina esta claslftc•d• dentro d•l Qrupa d• las 

!.nclOl!.co 

y una cadttna lateral <alquila•lna), .,. untdn covalent• can •l 

carbona 3 d•l anilla. El 9rupa alquil••ina •• una a•ina en la que 

una a vario• 6ta~o• d• hidráQ•na han •ido reemplazado• por Qrupo• 

alquilo. El principal repr•••ntant• de ••t• grupo •• la 

smratonina. <+ig. 1). 

~ta. 1 Estructura qut•ica de 1• ••rotonina. 



L• ••rotontna <ClO H12 N2 O>, ti•n• un P••o mol•cul•r d• 

176.2 y•• uaualmwnt• pr•parada comO ••1 d• •ul~ato de creattnina 

<Cl4 H23 NS 07 8) 9 aunque ta•bt~ •• prepar•n ••l•• d• otro• 

•cido• 9 lo• ~•• conocido• •on 109 picratos, lo• hidrocloruro. v 

loa Cada ••1 tiene un punto d• 

c•racterf•~1ca. El punta de fuaton d• hidrocloruro• •• de 167 -

168oC9 lOll picratos d• 185 - 1940C y •l •ul••to de creatin&n• d• 

212 - 2160C. 

2.1.1 

La aolub,lidad d• l• serotonin• 9" a9ua •• r•lattv....-nte 

alta. v aua.nta •l •l•v•r la t-.p.rat\lra (100 -e en 1 MI de •ou• 

h•rvi9ndo 9 en tanto que a 270C, 20 •g ••disuelven en 1 •l>, •• 

""'Y aolubl• en Actdo ac•t,co glacial, Jt9er-a,..,,te •olubl• en 

metanol y un 9SX en •t•nol, ••insoluble •n acetona, piridina 9 

cloroforllt0 9 •ter etflico, acetato d• •tilo o benceno. Puesto que 

as esc•••mont• aoluble en lfpidoa tiene un coeftcifilte de 

p•rtición ac•ite/agua de 0.0003S. L•• con•t•nt•a d• disoci•ción 

uon1 pKl • 4.9 Ccra•tinina>. pK2 • 10.0 <orupo •mino tarmin•l> y 

pK3 • 11.l <grupo hidrDKilo del anillo>. 

2.1.2 

La ••tabilidad de 1• ~erotanine varia ••Q~n le• condicion•• 

•n 1•• qu• •• •ncuentre. A pH b•Ja la • .-atanina •• muy ••t•bl•. 

Por •J•miplo Er•p•nHtr (20>, deacrtb• la perd,da de wol•~•nt• •l 45 

X d•apu .. de hervir el eMtr•cto con HCl 0.1 N por un• hora. BaJa 

nitr69eno • pH • 1.s r•aiat• una temp...-•tura d• 970C por 6 har•• 

4 



sin perdida de actividad, en tanta que a pH • O.~ hirviendo por 4 

horas pierde un 40 X de actividad. En HCl O.l N 1•• soluciones 

<O.~ ug/ml> son ••tabl•• por varte• ••man•• a una t•~peratura d• 

~oe. Bu m6Ki•• ••tabtltdad •• r•oi•tra entre pH ~ - 6 1 •n esta• 

condiciones re•i•t• htrvi•ndo por varias hora• en pr••.,,cia d• 

oxl99na atn10•f6rico. 

dte•inuv•• •• dttctr, •• ••table por 6 horas • t .. peratura 

•19bi9"te v por S Min a tentperatura de ebullición. 

Por o~ra p•rt• • pH alcalino la s•rotontna •• eet.tll• • 

~Wmp9ratura de ebullición par- sal....,te uno• Minuta• C2 •in a pH 

9.6 y 1 min • pH • 11). Es fActlmente OMidada en pr•••ncta de 

aire, de•arrollando un color caf• violeta, particularmente a pH 

alcalina. 

2.1.3 

El h• 

•mipli• .. nt• estudi•do, en •olución •Justada • un pH • 3.5 hay un 

mA~i~o de absorción a 275 nm con un pico •ubaidiario • 29~ nm y 

un Mini•o a 250 nm. El cambio a pH alcalino CpH • 11.6> c•u•a una 

de•viación •n el pico subaidi•rio de 29~ 322 nm. El 5-

hidraMitrtptofano tien• un a•pectro de •bworctón muy aimtl•r• 

c•ractertzado por un m6wimo • 298 nm, un mfnimo a 278 n• y un 

pica suatdlarto a 291 nm, el cu•l a• trans4tero a 324 n• • pH 

11 <141. 
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El ••pectro d• fluar••c•nciA emitido por la •erotonina se h• 

•naltzado por t•cnica• ~luorometricas <S>. Por ••t• medio •• 

••b• qu• lo• indol•a activada• a 27~ n• f luore•cen a 360 n•• loa 

~-hidroxitndol•• activadoa a 29~ nm fluore•c•n a 330 nm y la 

aeratonlna <5-hldroMitripta•in•> activada • 280 n• pr•aenta un 

•~xi.a d• fluor••c•ncia 9"tr• 335 y 340 n•. En •1 intervalo d• pH 

de 2 a 11, -t• feno..na no .. v• •'*ec:tado. Sin -b•roo a un pH 

..,,ora 2 <obtenido con HCl ait>, loa 0-htdroxtindol•• •ctivadoa a 

295 n• -fluor•acen a tHIO n•• lan9itud d• ond• qu• di-fier• de la 

encontrad• en tndal•• na aubstituida• •" la posición o. 

2.2 BJOSJNTESIS 

La ruta biasint•ttca de la e1tratonina en lo• invertebrado• 

•• •i•llar a la encontrada en el •i•t••• nervioso de vertebrados. 

La a.,-otanina se sintetiza a partir del triptofano en das paaoa1 

1.- hidroxilación • ~-hidroMttriptafano par la acción de la 

enzima triptofano hidroxilawa1 2.- D••carboxtlaciOn a serotonina 

por acción d• la enzi•a Dopa/5-HTP d•scarboMila••• •nzima que ha 

•ido identificada en tnseCto• por Livingston• <4~> <ver la fig. 

2>. 

Lo ant•rior •• ha determin•da mltdi•nte la incub•ción de 

t•Jida con trtptofana marcada radio•ctivantent•, •1 cual .. 

raatreado a dif•r•nt•• intervalo• d• ti•~PO <eo>. Lo• r••ult4do• 

abt•nida• muestran qu• la r•dioacttvtdad ••t~ ••ociad• Dnicant9nt• 

con el tripto~ano, el ~-htdraMttriptof•no v 1• ••rotonina. Por •l 

contrario la au••ncia de radtoacttvtdad en otro• m•tabolitae de 

la ••ratonina como la triptamin•• el ~-hidroxttrtpto~al, la N-

6 



H -CH-NH2 e 2 
1 

f"r-< COOt< \.. . CH,-cr-·"· 
..._...,,,. ~ H~ COOI< Trlptofano H 

_/. ................ ~ 
~-CH .. -NHz H°'ct:J 

H 
• "ptomino 5-hidroiutri Al 

(SEROTONIN 

Fi9. 2 Biostntasi& n invertebrado~. de la serotonina e 
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r 

acetil serotonina y el •ctdo ~-hidroxiindol ac•tico, indica que 

la enzima monoaminoowidasa no esta presente en tejidos de 

asta la vfa catabólica más comó.n en vertebrados. <4Bl (fiQ• 3). 

2.3 METABOLISMO 

La ruta m•tab6lica de la ••rotonina en invertebrado• difiere 

da la ruta met•b6lica conocida para v•rtebradoaa na •• ha 

encontrado evidencia de la• 9nzimas monoaminooKida•• o catecol-o-

m•tiltransfRraea prae•nt•• en teJidaa d• vertebrados. Ewistan 

rutas anztm•ttca• para la inactivación da la aerotonina y atrae 

son la acetilación y la formación da compuaetoa conJUQadoa. 

2.3.l 

de aminas •n el tejido narvio•o da invertebrado•. En este proceso 

l• enzima N-•c•tiltranaferasa reemplaza al hidrOgeno •obr• •1 

Qrupo amino libre con un grupo acetilo <ver fig. 4). 

O::JCH8-CH1:-NH1: 

SEROTONtNA 

ACETILACION 

O::JCH1-CH1:- .. H- COOCHa 

N-ACETIL. SEROTOMINA 

FiQ. 4. Formación de la acetil aerotonina a partir de 
••ratonina por l• acción de la enzima N-acetiltr•n•far~sa. 

B 



. Fig. 3 Ruta metab6lica de la 5erotonina en vertebrados. 
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En el tejido n•rvioso d• Dr'o•ophil•, •• ha encontrado 

•i;nificativa •ctividad de N-ac•tiltran•f•ra•• h•Ci• dcpamin• y 

••rotantn• (12>. En mu••tra• de cer•bro d• la ab•J• <Apis 

mellif•r•>, 

triptaMtna y 

mtgratorta>, 

•• •ncuentran •nzima• 

la ••rctonina C23). 

la actividad de 

En la langost• (Lccu•t• 

N-•c•tiltransfar••• hacia 

octapa•tna, dopa~ina y •eratontna •• alta .n el •i•tema n9rvio•a 

v relativamente alta en otro• teJtda• de langawta ewcepto en el 

múacula •Moesquut•ttco dcnd• a• relattv•~•nt• baja (34>. 

2.~.2 ConJug•ctón. 

Rectent•m•nt• •• ha mostrado que 1• conjug.c:ión can sulfato 

v alanina, •• un importante paso en el ••taboli••o de la• amina• 

btog•ntc•• tanto en artrópodo• cCMtO en ~••iferae. La s.rotonina, 

octopamtna, ttramtna y dopamina contten.,, htdro•ilo• aro_.ttcos, 

lo• cual•• son lo• probable• punto• de unión con el·•ulfato. 

A•i~i••o se ha at•l•do y parctalm•nte purificado una enzima 

del tejido de lan;osta que cataltza la transfer911cta de un grupo 

sulfato del intermediario activo <PAPS> (3"-fosfoadencain 5"

fo•fo•ulfato> al anillo htdrawtlo de l•• ••inae. Lo anterior •• 

h• determin•do en tejido d• l•ngo•t• dur•nt• •u incubación con 3~ 

S04 y 3H-a~tna• C37>. 

Por otra part• •n el •i•t••• nttrvio•a de lanoo•ta, la •nztma 

alanilamtnastntet••• adiciona alanina al ;rupo amino da las 

••in•• o al grupo amino del sulfato conjugado de l•• aminas. Esta 

reacción requiere ATP con al•nina para co-.pletar •u actividad 

10 



(37>. La form•ción d• compuesto• conjugado• con •ulfa~o y alanina 

CONJUGACION 
o 

.B-ALANINA+ATI' ti 
~C:Ha-C:HcllHa \..... HO~CH1CH1-NHC:-c:H.-c:Hc•t<· 

..........._, ) "=::,.ÁN) 

SEROTOlllllA CONJUGADO DE ALANINA 

o 
11 

01IO'O:::f'c:Ha-C:H1-11H0 11 
o .. 

SULFATO OE tEllOTOlllllA 

Fig. S. 
1 a lan~o•ta. 

CONJUGADO DE ALAMINA 
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2.4 FUNCIONES 

La ••rotonina intervien• en m~ltiples procewo• fi•iolOgicos. 

En vert•brado• puad• funcionar como hormona, la cu•l influya y 

modific~ l• •ecr•ci6n da una gran variedad de otr•• hormona• 

tal•• como la tirotropina y la prol•ctina <7, 36), factor•• d• 

lib•racibn • inhibicton hipotal6mica, hormona• trófica• 

pituitaria• y esteroid•• adrenal••· Adenl6• posG• propiedad .. 

vasoconatrictaras y de termoreQulación corporal. 

••rotonina •• encuentra pr•••nte 

facilitando la contr•cclOn del 

•n el müaculo 

m~sculo en preparacionee 

Reuben <31), erundfeat y 

demuestran que l• ••rotonina au~ant• el t•mafto del potencial de 

unión excttatorio produciendo potencial•• d• acción en fibras 

mu9cularas y Oudal confirm• qu• ••t• aum•nto R• d• orig.n 

presin•ptico (13). Po•t•rior~ent• ••sabe qu• la 5erotonin• actua 

tambi6n terminales nerviosas •Mcitatoria& e inhibitoriam y 

aobre fibra• musculares. 

Finchar y Flor•y confirman acción •n la 

modulación da la transmisión 9ináptica y en la RHcitaci6n

contr•cción del múaculo aductor d•l cangrejo <27). Livingston• y 

colaboradore& inyectaron serotonln• dentro du la circulación de 

cangraJo• 

prolongada de lan extremidades y •l abdomen, 

debido• a acetona• p•rif6ric•• •ino 

loa cualaa no son 

patronea 

coordinado• <33>, qu• envuelv•n la activación• inhibición de 

12 



m~ltiples moton•uronac eMcitatoriao a inhibitoria• qua in•rvan 

los m~•culo• poatur•la• de la langosta (43>. 

Por otra part• •• •ab• qu• la •arotonina a una conc•ntración 
-5 

d• 10 

incr•manta la fr•cuenci• d•l ciclo pilórico alrr•dedor d• un 50X 

d• su •ctividad normal V produc• una combin•ción d• afecto• 

•Kcitatorio• e inhibitorio• sobre las n•uronaa pilórica• (20>. 

Reci•nt•m•nt• •• ha propuesto la participación d• la 

••rotonina V otras aminas como iraportante• moduladora• 

En suma, e•t• agente tiene una gran importancia clfnica y 

funcional va qua intervien• en varios procesos fieiológicos qua 

•on eaencial•• para •l orQani•mo da vertebrados • invert•brados, 

razón por la cual se le ha investigado continuamente dasd• au 

2.5 LOCALIZACION DE LA SEROTONINA EN CRUSTACEOS 

En la decada de loa 60'• se r•alizaron los primeros estudios 

guiados dilucidar la localización de las monoamin•• •n al 

ai•tema nervioao central d• crust~caoa. de 

fluorescencia histoqufmica realizado en e•• entonces permitió 

determinar indolaminaa en estas 

••tructuras, gracia• • qu• esta• forman compuesto• que fluoraacan 

inten••mente al ••r tratados con vapor de formaldahido (24>. 

Elofssan m•diant• esta t•cnica localizó neurona• en el •i•t•M• 

n•rvia•a c•ntrAl situad•• an el protocerebro, la ~dula awturna • 



int•rna as( como la cad•n• ganglionar d• la espaci• A•tacua 

aatacus (1~>. Estas inY••tigacton•s •on ampliadas poco d•apu•• al 

coaprobar la •Ki•t•ncia d• ••ta• amina• en 10 ••p•ci•• de 

crust•c•o• v e d• insectos <16>. Sin •mbargo la ••rotonina s• 

deterMinO can precisión o.ntca•ente en in•ectaa. 

La iden~ificactón y localización d• la• presunta• neurona• 

no •• padia 

••tablec•r con precisión debido a la intensa fluoresc•ncia verde 

d• 1•• cat•colaminas, que enMascaraba la fluorescencia a,...rilla 

de las indolalquilamina•. 

Con al advenimi•nto de la in.unocitoquimica 4u• pc•ibl• 

iniciar la localizaciOn de •ubatancia• neuroactiva• por el uso de 

anti•ueras contra su enzima sint•ttca. La d•tección 

tn•unocitoqufMica dir.cta d• la s.,.otonina e• r•alizada por 

Elofs•on en 1983 <19>. Dicha t•cnica parmit• localizar las 

nauronae inmunorreactivas a serotonina, haciendo posibl• •u 

ubicaciOn en el eistema nervioso central. 

acoctl, •• encuentran en lo• tr•• ganglio•. Opticoe 

"'6dula externa, interna y ter~inal del tallo ocular y lG• ~rea• 

inMJnorr•activa• del c...-.t>ro co.-prenden •l pu•nta protoc•rebral, 

•l cu•rpc centr•l, le• lóbulos paracentral•• y lo• lóbulo• 

olfatorias. /En· l•• ~i~•· b y 7 •• ~U••tra l• anatomla d•l tallo 

OCUlAr. 
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1.::ig- 6 Di agrama d1.:.1l t..:.d l u IJCtd di"' deol .::tcoci 1 ProcambarLts 
cJ c<l~kil. 

1~ 



Fiq. 7. Corl~ htstoJOqico lonqitudin~l del tallo ocular 

completo de ~ca~ambacus ~1aLkí. donde se muestran la retina y 

los di•erentes lObulos Opticos o neuroptlas Que lo conforman. 

Ph, fotoreceptores en la retina¡ ph ax, axones de Jo& 

fotoreceptoresl lq. i~mina gan9iiana.c..isl me, medu1la ex~ecn&i 

mt. meduiia in~ecna; mt. medul.la ~ecmínali5; tib. cuerpo 

hemi•lipsotdall o-X. Orqano-X. Barra de calibracton: 150 um. 
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y 

••rotonina •n •1 Q•nQlio c•r•broid• y lo• tallo• ocular•• del 

•i•t•~• nervtoao del c•nQr•Jo Uca pugilator (25), MO•trando "'6• 

tarde qu• aqu•lla cantidad pr••antó vartaciona• durant• •1 dfa y 

la noch• Cctrc•dtca•) (26>. 

de 

Po•t.,..ior•ant• •• utilizó la cromatograffa de liquido• d• 

alta r•eoluctón CCLAR> con detecci6n electroqul•ica <DE>, para 

identificar y cuantificar a la •erotonin• en •l •i•t••• nervia.a 

<v•nQlio cmrebrotde y tallo• oculares> del acocil Pacifa•tacua 

lentusculuw C1B>. En 1984 L&MMyr detecta aerotontna an b •llP•ci .. 

procedtmter'lto• <42>. 

En •1 pres.nt• trabajo nos concretamos a la región ,,... 

eMt•rna del •i•t .. a n•rvtoao central, ya qu• a P•••r d• ••b•r que 

la ••rotontna •• encuentra en el tallo ocular d• tn .. cto• y 

cru•t•c•o• no e• conoc• •1 P•P•l fisialOQico d• lo• div•r•o• 

sarotonin9rgicos •1 ped~nculo ocular da 

cru•t•c•o• y demAs •rtrópodos, en p•rticular no •• conoc• cual •• 

•u in4lu9"cia •obre el prac••••tento d• la información vi•ual ttn 

••ta• ••p•ci••· 

2.~.a La ••rotonina •n el tallo ocular 

Eetudioe tnmunocitoquf~ico• r•alizado• por Elofsson •n 1983 

<19), mue•tran que. •l tallo ocul•r canti•n• cuatro n•uroptl•• 

6P~ic•• o reQion•• •ln6pticas. La m•• distal d• la• n•uroptla• 

denominada ganglionar no conti•n• 
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inmunorreactiva9. La siguiente n•uropila dirección prowimal 

llamad• m6dula ewterna. (medulla), presenta .fibraa 

inmunorreactiv•• que •a distribuyan •n tre• capaaa una banda 

ancha en •1 mar~en di•tal, una •eounda banda ancha •n la mitad d• 

la naurcptla y una delgada en el marQan proKimal. La 

inmuncrreacttvid•d eatA caracterizada por tener un• apariencia 

granular fina. que indica ra•ificactone• d• la• nauron••· La 

fluoreacencia •• m•• debil •n 1•• do• neuropila• m•• proMimal••· 

La m6dula interna <16bula> •• proKimal • laa dos zonas ante• 

~M'\cton•d••· En ••ta recatón l•• zonas in1MJ.norr•ac~1vaa •• 

encu•ntran distribuid•• en capa• bi.,-. deli•it•d•• que muestran 

intttrcanewiones in•unorreactivas eMtenaivaa. Tal •• el c•ao de la 

capa prowi•al que esta dividid• en dos subcapaa, •in emb•roo &u• 

ramificaciones son menores qu• •n l• .. dula •wterna. 

La trMtdula ter~inal •• la .._. laroa y proKiMal d• la• 

neuropila• del tallo y continóa al cerebro .. dianta el n•rvio 

óptico. El paquete de la superficie anterior de la neuropila 

ti•n• una raQi6n doraom•dial qu• rodea al llamado cuerpo 

htlff'li•lip•aidal. La• n•uron&a in,....norr•acttvas •o •ncu•ntran 

principalmente en traw sitio• de acu~lacióna uno anterior, el 

segundo caudal al cuerpo h•mielipsoidal y el tercero situAdo 

vantralateralm•nte mobre la aupar4ici• anterior de la neuropila. 

una zona intena•"'9nt• in~unarr••ctiva d• la n•uropila •• 

localiza in~ediatamant• abajo d• l•• n•urona• situad•• en 

paaición anterio~ al cu•rpo heMielip•aidal. E•t• conc•ntra~ión 

inmunorreactiva contin~a a la larQo d•l borde ~•dial d• la mttdul• 
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t•rmtnal y da lugar • axones fuertemente tnmunorreacttvos •n •l 

pedúnculo 6pttc::o, terminando en •l •itio ant•rtor del 

protoc•r•bro. 

E•tudio• tn-..anocitoqu1~ico• r•altzadoa por Ptcon•• y Becerra 

<S2>, muestran qu• la ••ratantn• •• encu•ntra a lo laroo del 

tallo ocular di•trtbuido en la flMtdula •Mt•rna, tnt•rna v ter•tnal 

<ver fiQ. B>, lo cual corrobora la• r•aultadoa preattntadoa por 

Elof••on •n 1983 <19>. Aaimtamo •• tndic• por primera v•z • la 

lA•tna ganoltonar COfnO n•uropila que contiene 

tn.unarreacttva• a aeratantna cuando •• r•alt•• la dtaecctón v 

ftJactdn del t•Jido alrededor d• la mudt•noche, tomando en cuant• 

que l• ••rotontna •• •ncuentra en mayor cantidad a ••ta hora del 

dfa a•gún la caract•rizactón del ciclo ctrc•dtco d• la ••rotonina 

r•alizado •n el c•ngreJo Uca pugtlator por Ftngerman y cola. 

(261. 

El h•cho de encontrar marca inmunorr•acttva a aerotonina en 

la lAtnina ganglionar <n•uropila m~• prOMima a lo• fotcr•cuptoraa) 

paree• indicar al •f•cto directo da ••t• •gante aobr• lo• 

fotorecaptorea del acocil. 

Por otra p•rta •• oba•rvan tambi•n fibras con depósitos 

in..unomarcado• en el interior de fibr•• no ••ociad•• con aKon .. 

de fotorecaptores. L• Aparición de estructuras inmunorreactiv•• 

d• 60 a SO nm da dt•,,..tra auotere l• tdenttfic•ctón d• v••f cul•• 

densa• contenedor•• de aarotonina, con una po•ibl• función 

••cret:.ora liberar localll'Rnta su contttntdo SobP"'e los 

fotoraceptores. De 
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Fig. 8 Estudio inrnunocitoqLlln1ico en el tallo ocular del 
.:.Kdcil Prc1cC1mb.;=1.rL.ts c:larL:i i.. En E~l se distingLte una compleja marca 
i•11nuno1-r-1~¿~ctjv.-.~ E·n el ne1-vio optic:o, médul.;.t term1nid, médula 
Lt1l:r..•rna, médul'°' p;:t1-2rnc.1, 111é<:JuJ ~~ j nlerncl, y s1-2 atJ!:".i~rv;_t por 
pr 11nora ve~ fibr~$ inrnunorr~uctivas en la lámin~ gangliunar (ver 
Pi•:aneG, A.M., 1988) 



estructura• del tallo ocular del acoctl sugier• wu muy probobla 

participación el procesamiento d• la información visual 

incluao 1• r•Qulación d• neuronas ••cratoras qu• en el •• 

encuentran COrgano X> CS2>. 

Si bi*1 se h&n d•t•ct•do y loc&lizado los •l•mento• 

serotonin•rgtco• en el tallo ocul&r, no•• ha cuantificado aón 1• 

concentraci6n de ••t• agente en 1•• diferente• r•Qion•• 

anatO.i e•• del tni •"'º• .par 1 o tanto •• pretende d••arrol lar un 

m6todo cromatoQr•ftco qua ••• praci•o, esp.ctfico, •.n•ibl• 1 

reproducible y lineal que nos peralta d•t•ctar a la eerotonina en 

•1 tallo ocular, •n la• diferentes recaione• anató•ica• del mi•.a 

y las vari&cione• da ••t• durant• •1 ciclo nictam.ral can un 

minimo de material biológico, un ~•Mimo rendimi•nto dur&nt• la• 

•Mtr•ccion•• y un bajo gasto d• solventes, consecuant•~•nt• un 

menor co•to en el an&lists. Para ello •• neceeario con•ultar los 

método• que su 

2.6 METODOS DE DETECCION V DETERMINACION 

Los m•todo• utilizados en la determinación de ••rotonina 

abarcan de•d• •1 anAli•i• espactrofluoro~trico CbO> hasta el m~• 

••ncillo v espect4tco método cramato9rAfico (~l>. 

El m•todo e•pactrcfluoro,...trico permitió det•rminar a ta 

encontrando una 

concentr•ción d• s1trotonina antr• 0.02 • 0.2 uo/9 d• t•Jtdo, •in 

eMb•rQD •• preeantan interf•r•nci•• con sub•tanci•• desconocida• 
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qua fluorescen cerca de los 450 nm cuando son eMcitado• • 30~ na 

y algunas veces enmascaran el pico da la serotonina cuando lo• 

niv•l•• son muy bajos. 

Oespu•• da la introducción de la t~cnic• de fluor••c•ncia 

histoquimica <2~> •• clasifica • la• indolalqutla•inas co•o parto 

de las monoa~inas bioQénica• incluyendo a la serotonina. Aunqua 

et bt4'n •1 m•todo •• utilizó para deter~in•r la pr•••ncta d• 

monoa~inas en •l •l•t•ma nervioeo c•ntral d• e ••p.ci•• de 

cruatAceos decApodos y •n. inaectos <16>, ••t• pres9"ta grande• 

desventajas• •• una t.tcnica MUY elaborada, •1 t•Jido diftctl,..nt• 

•• pu•d• pr•e9rvar despu•• d•l trata~t•nto con vapores d• 

4ormaldehido, la fluor••c•ncta obt.nida d••apar•c• raptdamt1nte 

cuando ue •~pone • luz ultravioleta y ad•m6s la pr•••ncia de 

•erotonina <fluor•scencta amarilla> •• enmascarada par 

presencia de las catacolaminas (fluorescencia verd•) cuando ••tas 

se presentan en l•• Mi~ma• regiones anatOMicas. 

Sin embarQo, an su mom•nto fu• un• t•cnica muy utiliz~da 

~ara la localiz•ciOn da monoamina• en al •i•teaaa n•rvio•o c•ntral 

de d•c•podoG crustAceos. 

Con el advanimianta d• la inMunacitoqul•ica as po•ibla 

d•t9Ctar a la• neurona• ••rotonio•rgicaa par •l U•o d• antisueros 

contra •U anzi•a biostnt6tica, triptofano hidroxilasa y la 

descarboMila•& 1 arotn•tic• &cida. M•• r•ci9fltement• •• •19Pl•an 

anticuerpos contra serotanina permitiendo la id•ntificaciOn 

dtreé:ta d• las n•uronas que la conti•n.., y superando la• 

li•itacione• •ncantrada• con •1 "'*toda d• fluorescencia 
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histoqu!mica <B,19,~2>. Para la localización da terminales 

nerviosa• ha utilizado tambien el an~lisi• radioenzim4tico 

(44). 

Un• vaz det•rminada la posible localización de las neuronas 

serotonin..-gicas, surge la necesidad de cuantificarla el 

•i•t•ma n•rvio•o c•ntral. L• cromatograffa an aus diversa• 

fac•tas se ha utilizado tambi•n como m•dio par• cuantificarla en 

dif•rant•• r•giones anatómicas. 

Lo& primeros métodos de cromatografía de g~ses amplearon el 

d•t•ctor d• captura de elactron••• •l cual no ea muy popular 

debidc • los problema• a•ociado• con la derivación d• compl•Ja• 

matrice• biológicas. En este procedimiento la• aminas Qon 

tratad•• con anhtdridos h~loQenados obteniendo un derivado 

volatil qu• pose• aMcel•nt•• propiedades d• captura de 

electron••· Aunque si bién l• sensibilidad absoluta d• ••t• 

detector es alta, ésta di•minuy• debido a la ae~al d• ~onde 

producida por los reactivos da derivación, los solventas y los 

contaminante• da la matriz bioló9ic•. Nartin y Ans9l d•t•ct•n 

menos de 10 ng de sarotonina en muostraa de alrrededor de 450 mg 

(47). 

L• cr0111atografia de ga••• asociada con un detector d• 

aspectrometri• de m••••• 

••p•ci•liz•do par• el 

considerado como un d•tector altamente 

cromatogra~o da ga•••, ofrece 

•i~uient•• vent•J••• la muestr& no tiene qua •atar altamente 

purificada cuando •ol•m•nt• ci•rto• fon•• won de int•r••• loa 

compu•stoa da r•~erencia deuteradow se comport•n como los 
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.an.il egos no d•utar.ados, 

pr•ci•i6n. Con anh1dridoa h•logenados co•o lo& ra•ctivoa da 

deriv•ción, •• obtiwnen •wc•lant•• p•tronas d• ~raom•nt•ción con 

Jon•• molecul•r•• prominent•s, sin embargo exiaten problem•• 

a•ociadoa con •l co•to d• la tnstrum•ntación ••f como d• l• m•no 

da obra para au d••amp.tfo. 

La cromatograffa d• lfqutdoa de alta r•aolución •n f-•• 
r•v•r•a ofr.•c• otro m6todo para evitar loa probl•m•• aaoci•doa .. 
id•almantR ad•cuada para la d•t•rminación d• mollk:ulaa bioldgtcaa 

ter~ol~bil•• proporcionando una alta ra•oluciOn, ~•t•bilidad da 

la columna, e~iciencia y rapidez en el •n~li•ia, y la poaibilidad 

de separar una amplia gama da compuestos a trav•• d•l uao da un 

equilibrio sacundario <6>. Sin embargo •ata puad• •xtend•r•• al• 

inveatigactOn de aminas daapu•• de la introducción da d•tector•• 

alta•ant• ••naibl•• tal•• como el detector da fluoraacancia 

<~1,~9,~9) y el detector electroqufmico <1B,42J. 

Basado en evaluaciones de sen•ibilidad, reproducibilid~d, 

estabilidad, selectividad y aimplicidad en al manejo del •i•temA 

se concluye qu• el detector de ~luoreacencia •uperior al 

detector electroqufmico. Las razones se exponen • continuación. 

La detección alectroqufmica de indolaa implica la N

oHid•ción y DHid•ción d• loa grupos fenol•• da lo• co•puestoa 5-

L~ 5-hidroxitript•min• Caerotonin•>, :!-

hidroMttrtptof•no y al Acido ~-htdroHitndol•c•ttcc Mu•atran una 

corrient• ••t•bl• • 0.6 v y un incr•mento •n la carriunt• por 
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aumento dal pot•nci&l. Lo• compueato• •in el orupo f•nol tal .. 

como el triptofano y la triptamina no dan un lfmite da corriente 

a potencial•• d• 1.10 v, por lo tanto los altos potencial•• traen 

como cons•cuencia una elevada •.t'lal de ruido. El lfmite de la 

corri•nt• para la OMidación d• indol•• puad• no ••t•r coimpr•ndid• 

•n •l int•rvalo de voltaJ• d•l electrodo d• c~rbón, 

can••cuente...,,te la respue•ta d•l det•ctor ••t• en función d•l 

control d•l potencial utilizado <Se>. 

Un problema con•tant• con la detección •l•ctroqufmica •• la 

baja ••t•bilidad y las fuentes no ident1Ticabl•• d• ruido a alta• 

••naibilid•d••· En con••cu•ncia ••dificil ••tablecer •l lfmit• 

d• dat•cción absoluto en al ensayo. A nival•• de SO n9 •• obtiene 

una preciaiOn relativa aup•rior •1 lY., P•ro con cantidades 

menor•• d• 1 no a alta ••n•ibilidad, la reproducibilidad no •• 

•atiafactoria para el anAliaia cuantitativo. 

La detección por medio de fluor•scencia +u• poaibl• debido a 

qu• la• indolamina• eMhiben una iluoreacencia nativa cuando •e 

&Kcitan a una longitud de onda d• 280 nm teniendo un m•Kiea d• 

•mi•ión •ntr• 33~-340 n• para la e.rotonina y • 3~0 n• para la 

triptamina. En ••tas condicione• la maKima •an•ibilidad •• 

d•t•rmina entr• o.o3-0.2 no. Al c••btar la lon9itud d• onda d• 

emisión d• 340 a 31S nm hay una fu•rta supresión del pico d• la 

w•rotonin• y 1• ••n•ibtlid•d d•l an•li•i• dia•inuv•· La 

lin•aridad •• encuentrA entra 0.1-0.~ ng a alta sensibilidad 

<SS>. 



empleando reactivos d• derivación 

coiao1 l• fluore•ca•ina, el cloruro d• dansilo, el ortoftaldahida 

y la etilvndlamtna. Las reacciones ••pueden llevar a cabo por 

dlf•r•nte• caMinos1 

a> D•rivación precolumna. La reacción•• lleva a cabo ant•• de la 

cromatavrafla o en un reactor especifico entre •1 inyector v la 

ca~umna. 

b• D•rivaciOn postcolumna. La reacción se lleva a cabo en 

fracciones recolectad•• d••pu•• d• la cra.atooraf!a o •n un 

reactor de•iQnado ••P•Clficaeente para •llo 9 •ituado entre la 

salida de la columna y al detector. 
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I Il OBJETIVOS 

Objetiva Q•nera11 

D•••rrollar un m•todo cromatoQr&fico que P•rmita d•tectar y 

determinar p•qu•fta• cantidad•• d• serotonina •n el •i•t•m• 

n.rviaeo acaci 1 por d• 

cromatoara4fa de liquide• d• alta r••olución con det•cctón d• 

f l ucn··••c•nc ta. 

ObJ•ttva• particular••• 

•> Ewtabl•c•r l•• candicton- del anAl i•i• 

cromatoor&fico <f••• móvil y velocidad d• ~luJo>. 

b > D•t•rmi nar 

linearidad d•l 

la prect•l6n. •Mactttud, reproductbilidad, 

•i•t•m•, linearidad del m•toda y llmit•• d• 

e> Determinar la concentración de sarotonina •n el tallo ocular 

del acacil Procambarua clarktt. 

di Caracterizar l•• variacian•• ttn la conc•ntración 

••rotonina a lo l•roo del ciclo d• 24 horas. 

•> Det•rMinar la cantidad de seratonina .n •l talla acular 

campl•ta 9 ••f como •n su• dif•r•nt•• regiones anatómic••· 
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IV DESARROLLO EXPERIMENTAL 

4.1.1 E•p•ctro de fluor•scancia de l• ••rotontna. 

reallaó primera .. nt• un ••pactro d• •Mcitactón-oml•ión de la 
-4 

SIN'"Otonina • una concentración de 2.os M 10 g/ml •n un 

esp11etroflorOm•tro AMinco BDto1Man en laa •i9ui•nte• condicton .. d• 

operaci6na ••n•ibilidad da cero 9 •1 parcentaj• total d• la ••Cala 

en lOO y el ntonocramador en O.S. 

una calda de cuarzo, se fiJ• la longitud de onda d• eMcitacidn a 

310 na y •• r•aliza un barrido de la longitud da onda d• 310 a 

~30 nm obtant•ndo•• el mAMimo da emisión a 34~ nm <v•r fiQ• 9). 

Pasterior.-nta •• fija la lonottud da onda da •~i•ión en 340 nm 

y •• realiza un barrido de la longitud da onda de 220 a 370 n~ 

ancantrAndo•• el mAKimo da •Kcitación a 320 nm <v•r ftg. 9). 

Lo antarior •• lleva a cabo con el fin d• TiJar la longitud 

••t•• condiciones obtendremo• un m•Kimo da sensibilidad con una 

mini.. cantidad d• ••rotonina. Los filtros disponibles •n el 

laboratorio son de 254, 338 y 450 nm por lo qu• &• decidió 

colocar •1 filtro da 254 n• como la longitud da onda da 

•xcitación y •1 filtro de 338 nm como la longitud de ond• de 

••t• trabajo y •n loa encontrado• por svendsen y Greibrokk <5~>, 
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an los cual•• so obtt•n• una ••nsibtlidad de 0.03 a 0.2 nm de 

serotonina con una longitud dQ onda de e~eitación da 280 nm y unA 

longitud d• onda d• emi•ión de 340 nm. Lo• datoa •• mueatr•n _, 

l• t•bl• 1 y 2, y la gr&fica an la fig. 9. 

/ 
4.1.2 Fa••• móvil•a encontr•d~•-

F••• .Ovil J. La f••• móvil ••una m•zcla d• 1~0 mi de 2 -

propano!, 370 mg d• 1-octan sulfonato d• sodio v B~O •1 de 

•c•t•to d• a.onio O.Ot M a pH • 4.~ <7B6 mg d• acetato de amonio 

F••• n.Dvil 2. L• fa•• móvil ••t• constituida d• 800 mi de 

agua, 100 ml d• ac•tato de amonio 0.1 M a pH • 4.~, 100 ml de 

acetonitrilo y 370 mg de 1 oct•n sulfonato de aodio. 

Prep•r•ción de la fase móvil. 

Para pr•parar la f••• móvil •• mid• •1 •gua trid•wtil•d•, 

'daw-ionizada, filtrada a trav•• de un filtro con un taM.tro de 

contonedor •e mida ul amorti9uador da •cetatoa, •1 2- propanol 

y/o ac•tonttrilo y al octan wulfonato d• •odio, loa cuales 

adicionan al prim•r conten9dor agitando por 1 min a vacto para 

finalmmnt• •• introduc• al nitró9eno para 

conservar una ~tmóef•ra in•rte. Todas tas ••paracion•• •• ll•van 

Cfa•• móvil t> ó • o.a ml/min C4asv móvil 2> 

ambten~e. 
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4.1.3 Ewpecfficidad del m•todo. 

Para encontrar la e•p•cfficidad del método cromatoQrAfico ea 

propancl, butanol, n-heptano y acctonitrilo, a•f como 10 ul de 1-

arter•nol, dopa•ina, 3,4 dihidroKibencilaMina, dopa, dl-

octopamina. S ul de lo• pr•cursoro• dl- triptofano y 1-tiroaina 

• una .concwntracton de 29.9 P•Dl/:ktl y 5 ul d• 6-

hidroKimelatonina • una concentración de 26.27 +/- 7.~B pmol/5 ul 

•in encontrar perturbación d• la linea base en ninouna d• laa da• 

fa••• móvil•• utilizad••· La serotonina, melatonina, 5-

htdraMitriptofano, ~-hidroMitriptofol y la N-acetil••rotonin• 

tener resolución entre •11••, no asf para la eeounda fas• móvil 

•n la tabla 3. 

La• solucione• ~•dr• •• preparan tomando 20 mQ de cada 

••t~ndar en 100 •l de metanol con 500 ul d• 2-mercaptoetanol y 

~00 ut de •cido perclórico afor&ndolo en frto. La concentración 
-4 

ee de 2.05 M 10 g/ml alm•c•n&ndose a una t•mperatura de -4 c. 

4.2 V•lidación 

Una vez establecida• la• condicton•• cromatoor&fic•• •• 

real'i zaron la• 

4.2.l Pr•ci•ión y e>eactitud. S• llevaron a cabo 20 

d•t•rminacion•• d• ••rotonina a una concentración de 28.9 pmol/S 
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ul, la. cual •• consid•r6 como el lOOX. Los resultado• s• muestran 

en la. tabla 4. 

4.2.2 R_.producibilid•d. Se realizaron 30 det•rminacion•• d• 

serotonina una concentración de 28.9 pmol/5 ul para 

caracteri2ar •1 •facto del dfa y •l •facto del analista •n la 

cuantificación (2 dfae y 2 analistas>. Lo• da.toe•• mu••tran en 

la• tabla• S y 6. 

4.2.3 Lln•aridad d•l •i•t .. a. En ••t• punta •• elaboraron 

curvas de calibración para caracterizar la altura en función d• 

la concentración d• la ••rotontna. Dicha• curva• abarcan d• 5.6S 

a 70.0 pmol/S ul. Cada una d• ••ta• solucion•• •• inyectó por 

cuadruplicado para determinar el limitad• d•t•cción (Xd>, •l 

limite d• deci•ión (Vd) y la lin•aridad del •i•t•ma. En la t•bla 

7 •e mue•tra la altura pro .. dio d• 4 det•r•inacion•• de cada una 

d• la• conc.ntracianes utilizada•. La Qr•ftca ••muestra Rn la 

fig. 10. 

4.2.4 Linearidad del m6todo. S• realizó un ho~OQ•nado da 48 

tallo• ocular•• con 6 ml de 6cido perclórico 0.2 N con heparina 

•odica, el cual •• fracctonO en elicuotas d• ~00 ul obtent•ndo•• 

total de 12 mu••tras que •• aQrupan •n 4 lote• de 3 mu••tra• 

cada uno. El primer lote •• el de la• mue•tra• t•atiQO y a lo• 3 

lotea r••tante• •• l•• •dicion• 22.2 pmol/~ ul, 29.64 pmol/5 ul y 

49.29 pmol/!5ul de ••rotonina ••tandar continuando •l proceso da 

awtr.acctón anteriormente descrito <ver inci•o 4.3.2>. LOll 

r••ultadae •• mu••t~An en l• tabla B y la gr•ftca •• mu•atra .., 

la fig. 11. 

31 



4.3 Tratami•nto de l~• muaatraa biclóQicau 

4.3.1 Di••cción del t•Jido. 

D•apu•• d• v•lidar el •i•tema •• procedió a tratar mue•traG 

biológicas para determinar la aplicabilidad del método en l& 

cuantificación de •arotonina •n •1 tallo ocular d•l acocil 

Procambarus clarkti. La pr•paración d• la• .ue•tra• •• da•criba • 

continuación. 

El t•Jido nervio•o •• obtiene de acocil•• Procambaru• 

clarkti <Btrard, Crustacea, O.capada) de e a 9 cm d• lonQitud y 
• de 20 a 30 o en •dad adul~a 9 •in di•ttnctdn d• ••MD• y wolo 

aqu•llo• qu• no •• •ncuentren en periodo d• muda 9 traido• d••d• 
su habit&t natural en el ••t•do de Chihuahua. Los animales 

laboratorio en band•jas de pl4stico can AQU• y un ciclo alternado 

d• luz-obscuridad 12112. 

La saluct6n utilizad• para laa disecciones fu• la solución 

4isi16gtca para cruet4ceos dulceacufcola• de Van Harr•v•ld con la 

•touient• composición ióntca en mmol/lt t NaCl 205, KCl 5, CaCl 
2 

14• t1QC1 3, H•p•• Na 21 •1 pH •• ajusto a 7.4. 
2 

Para r•altzar la disecéión del t•llo ocul•r se cort• primero 

•l rostrum y de•pu•• se •Mtirpa el t•llo ocular, que ne ractb• en 

una c•J• de petri con aoluciOn Van Harrev•ld y con •Yuda de un 

mtcrascopio •• procede • cortar •l GMo••qu•leto <llevando a cabo 

cuatro inci•ione• •n forma radial) 9 ••f como lo• m~scul09 

oculot1totor•• para post•rior••nte ••car el tallo ocular 

auMiliando•• con pinzas d• relojero, por ~ltimo •• •Mtirpa el 
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taJido conactivo qu• lo rode•. 

El m•todo de RMtracción •• una técnic• modificad• realizad• 

a partir d• la• obs•rvacion•• r•alizadas por Elofsson, Palm•rini 

ai•lada •• can;ela ttn hi•lo •.co, •• P••• • in..adiat .. ent• .. 

homoQ•niza •n un ~icrcpottttr d• vidrio con 500 ul de haparina 

sódica en •ctdo p•rclór"ico (10 m9 d• haparina •ódica di•u•lta •n 

10 •1 d• •ctdo perclórico 0.2 N>, d••pu•• •• c1mtrifuga a 17000 

•• transfiere a otro tubo para •u po•tttrior 

filtr•ción a trav•• d• filtros d• Nylon 66 con un tama~o d• poro 

d• 0.2 um. El volumen total abt9nido d• la ...u••tra •• iny•ctada 

ewtraccidn •• mu•stra •n la f 19. 12 

METODO DE EXTRACCION 

Hom09ttnización d•l tejido •n •ctda 
percl6rica 0.2 N con hmparina •ódica. 

Centrifugación a 17 000 rp•. por 20 •in a 2 c. 

Filtración del sobr•nadant•. 

AnAli•i• cromatoar•fico. 

Flg. 12 Proc••o de •Ktracción para 1•• -.aeatr•• biológicas. 
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4.3.3 Porcentaje de recup•ración en la awtracción. 

S. inyectan 3 ul de aerotonina ••t•ndar a una concentración 

d• 2B.9 pmol/~ ul V 10 ul d• mal•tonina a una conc•ntración de 

43.267 pmol/10 ul para calibrar el •i•t•ma cro~ato9rAfico. En l• 

tabla 9 y en la fig. 14 aa indica al tiempo de retanción, l• 

altura y la concentración correspcndient• de ••toe ••t&ndar••· 

Por otra parte la ~i•m• mezcla d• eetandar•• •• proce•a co..a 

•• deacrib• •n •l inciao 4.3.2 y aa inyecta al cromatogr•fo para 

cuantificar •l porcentaJ• de recuper•ciOn d• la aerotonina 

durant• •1 proc••a d• •Mtracción. La• re•ultada• •• 1M.1eetran en 

la tabla 10. 

4.4 An•ltsis cromatogr6fico. 

Al iniciar el anéli•i•, con lG v41vula an posición de carga 

<fiQ. 13 A•, se inyectan 2 •1 de aoua d1mtro de la pr•columna a 

trav.. de una aguja por uttliz•ción de una j.,-inQ• da ~ ml 

adaptada • un filtro Mill•M-08 con un tam&tfo d• poro d• 0.22 um. 

En ••t• mom•nto, la muestra, usualmente de 0.1 a 0.5 ml •e 

inyecta y final..,,t• la maniJa d• l• v•lvula •• rota a la 

paaición d• inyección <fig. 13 B> para iniciar la f••• d• elución 

de la bomba a la terminal opuasta d• 1• precalumna y d•terminando 

la ~u•stra arra•trada d•ntra de la columna analftica. 
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ENTRADA AL. INYECTOR 

COLUMNA 
A 

ENTRADA AL INYECTOR 

COLUMNA 
8 

Fig.. 1::S El esquema muastr-a el anll.li6ia cromatogrAfico de 
la serotonina. Con la válvula en posición de carga (A), la 
muestra se inyecta dentro de la precolumna reteniendose en esta 
el co~puesto de inte~éG. Los compuestoa que no se retienen en la 
precoluana son eliminados por medio d& un l•vado d• aoua y 
final~ente los compuestos ad•orbidos son impulsados de la 
precolumna a la columna analitica cuando la válvula ~e coloca 
posición de inyección. 



4.3 Cuanti~ic•ción de la •erotonina en el tallo ocular 

Se tom•n 3 muestras de cuatro tallos oculares cada una, lAu 

cuales aon tr•tad•• con el mismo proca•o de RNtracción cv.,

inciso 4.3.2), sin •mb•roo en la muestr• 1 sa proce•a el tejido 

•erotonin• watándar a un• concentración de 28.90 pmo1~5 ul y fi\ 

la ~ltima ...uoatra •• adicionan 10 ul d• melatonina a una 

concentración de 43.267 pmol/ 10 uJ. Loa datos•• mue•tran en l• 

tabla 11 y lo• cromatogr•m•• en la ftg. 1~ A, 1~ 9, 1~ c. 

4.6 Identificación d• l• serotontna. 

4.6.1 Modificación d• la• variable• cromat09r•ftc••· 

Es probable que en l•• condicion•• d• ?lujo y faae móvil 

utilizadas eNiata otro compuesto que pre•ent• al mi•mo ti•mpo de 

retención que la serotonina, por ello •• modifican 

condiciones cromatogrAficaa utilizad•• h•gt• al momento, TQGR 

móvil 1 a una velocidad de o.~3 ml/min, por la ~aae móvil 2 •un• 

velocidad da flujo de o.a ml/~tn. 

Para calibrar el sistema cromatogr4fico •• iny•ctan 5 ul de 

una mezcla de oatándarea que conti•ne 28.67 pmol/~ul d• 0-

hidroxitriptamina Cserotonina) <~-HT>, 24.15 pmol/5 ul de 5-

hidroxitripto~ano C~-HTP> Cprecur•or de la 

pmol/5 ul de S- h1droxitr1ptofol C5-HTPH>, 

•erotonina>, 27.47 

23.02 pmol/~ ul d• N-

•cetilserotonina <N-•cetil 5-HT> y 57.31 pmol/5 ul de melatonina 

CMEL) <Los ~ltimoa 3 son metabolitos de la nerotonina>. Los 

resultados •• muestran en Ja tabla 12 y en la fig. 16 se muaatra 

al cromatog~ama de lo• migmos. 
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4.6.2 Cuantificación de la serotonina en el tallo ocular. 

P•r• l• identific•ción del pico de la serotonina se toman 3 

muestras de 4 tallos ocular~• cada un~ y •• procuaan como ya •• 

ha de•crito, y el •n•lieis cromatogr4fico •e llava •cabo con la 

~••• móvil 2 • una valocidad d• flujo de o.a ml/min. En l• fig. 

17 •• mu•atr•n lo• r••ultadoa y un cromatograma ilustrativo d• 

laa mi••••· 

Fingttr••n y FinQ•rman de•crib•n •l ciclo circ~dico d• la 

sarotonin• •n el cangrejo Uca puqilator, •in embaroo no •• sab• 

si en el acocil Procambaru• clarkii •Mista t•l ritmicidad 

circ•dic•, por lo tanto se procede a determinar la• variacionqs 

d• la eerotontna •n el transcurao del ciclo nict•~ttr"al. Para ello 

•a tomaron tres muestra• d• cuatro tallo• aculare• a laa 6100, 

12100, 18100 y 24100 horas del dfa considerando l• iluminación de 

acuerdo al ciclo circAdico, •• d•cir, durante lea 12 hora• de luz 

la dia•cción •• r•aliz• con luz bl•nca y el laa 12 horas de 

obscuridad •• lleva a cabo con luz roja tenue. 

Loa reaultadoa •• mu•atr•n •n la tabla 13 y •n la ~ig. 18 

wa encuentra la grAfic• qu• indica las v•riacione• en la 

concentración d• s&rotonin•, 5-htdroHitriptof ano, 

hidraHitriptofol y duran ta un c:icla 

concentración d• c•da una como el lOOX 
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4.7.2 Distribución de la ••rotonin• en el t•llo ocular. 

Post•riorm•nte •• cu•ntifica l• concentración d• l• 

aerotonina en l•• dif•r•nt•• regione• anat6-icas, para olla 

re•lizaron l•• diseccion•• alrredador de l• m.dianoche de la~ 

•igui•nt•• 4raCcion•• • ••ber1 r•tina-la~ina ganglionar CR-LS>, 

mttdula aHt•rn• <ME>, médula interna <MI>, ~•dul• t•rMin•l-narvio 

óptico <MT-NO> y gl~ndula ainu•al CBS>. 

Con •vuda de un microacopia y •n condicione• d• iluminación 

muy tenue• <luz roJ•>• con •l objeto d• no modi41car el ciclo 

circ•dico d• la aerotonina, •• obti•nen 20 4racciones de cada una 

d• ••t•• zonas, la• cual•• •on procg••d•• y analizad•• como •• 

indica •ntariormante (ver incigo 4.3.2 y 4.4). Loa dato• ae 

mu••tran en la tabla 14 y en la ftg. 19 •e indica l• di•tribución 

d• la ••rotonina, ~u precurnor y su• metabolitos W1 l•• 

diferantea regiones •nmtómicaa del tallo ocular. 
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V REBUl.TADOS 

~.1 Condicione• dw trabajo. 

La d•tar~in•ción d• ••rotanina •• llevo a cabo con do• fases 

móvil e• una valocidad d• flujo de 0.53 ml/min y o.a ml~A'l!a 

utilizando una lonQitud de onda de eKcitacióo de 254 n• y un• 

lonoitud de onda de •misión d• 338 n•. Lo ant•rior •• determinó 

al realizar •1 ••pectro de fluoreacenci• y obtener que el •ANilK> 

de emisión •• encuentra a lo• 340 nm y el m.t.ximo de eMcitaciOn 

a loa 320 nm <ver tabla 1,2 y fig. 9>. 

Los pAr~m•tras d• integración para todos loa rGQiatraa aon1 

velocidad de la carta, v - 0.33 cm/min1 ancho del pico, w• • 17s 

nivel de ruido, nr• • 754 ~ el área del pico, A• • 20. En esta• 

condiciones el método cromatogrAfico re•ultO ser especifico para 

la determinación de aerotonina y melatonina <f••• móvil l>, y 

para la sarotonina, mel•tonina, 5-hidroKitriptofol, S

hidro~itripto~ano y N-acetilserotonina Cfaea movil 2).(ver tabla 

3). 

5.2 VAlidación. 

Para validar el 

determinacionew, 20 

raproducibilidad, 32 

•i•tema cromatogr4fico •• r••lizaron 94 

para preci•ión y •Kactitud, 30 para 

para linearidad del wiwt•~• y 12 para 

linearidad d•l m•todo. Los r•sultado• •• muestran a conttnuaci6n1 

~J • Unidad•• d•l aparato. 
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a) En las d•t•rmtnaciones de precisión y exactitud <v•r l• tabla 

4) al valer de 1• media es de 99.81 con una desviación aetándar 

de 0.623 y un coeficiente de variación del 0.624 X. El inturvalo 

de con~ianza abarca desde 99.SlB? haate 100.1012. 

b) De lae 30 determinaciona• de reproducibilidad, 1S determinan 

•1 ef•cto d•l dl• y lS •1 •facto d•l an&li•ta. Al ev•luar el 

efecto d•l dfa <t•bla 5>, se observa qua la dvmviación ••t~nd•r 

m•s peque~• corre•ponde al dla 3 (q""• 0.39) y la m•• or•nd• al 

di• 2 <'T• o.~B>, sin embargo podamo• •fir~•r que los valora• 

abt•nido• no •ufren una deaviación •ionificativa al aer 

analizado• en diferentes dlas. Al evaluar el ef.cto del analista 

observamos que la desviación varia de 0.47 a 0.6~, presentando 

una media entre 99.36 y 99.94, de tal far•• que podemoa decir quQ 

la determinación de ••rotonina a• puede realizar por diferentes 

sin encontrar un cambio wignificativo l• 

concentración de la miema. 

e> Para la linearidad de el sistema •a realizaron 32 

determinaciones (4 p•ra cada una de laa concentr&ciona• 

trabajadas>. •• decir s• cuantificó la respuesta del •parata 

(altura) en función de la conc•ntración de sarotonin• <tabla 7 y 

fiQ. 10). Al or•ftcar el valor prcm•dio de cada concemtración ae 

cbserv• disp•r•ián a la• concentraciones d• 22.58, 29.90, 46.89 

y 70.0S p190l/~ ul, sin _..bar90 la lfnea rectas• trazó •iQUi•ndo 

la tend•ncia Qeneral de lo• punto• obtenidos. 
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La recta d• regreeión autimada por medio dw mtnimo• cuadrado& 

fué1 

V 0.4327 X+ <- 0.1862> 

,.. 0.9979 
2 

,.. 0.9958 

Al trazar la• bandas de ccnfi•nza calculad•• por medio de 1• 

de&viaci6n estándar por punto, &e det•rmina •1 limite de 

detección , Xd • 7.5 pmol/~ ul y lf~ite de deci•iOn , Yd • 15000 

unidades d•l aparato. 

d> La linearidad del metodo •e evalua con 12 d•terminacione• (3 

resultados en la t•bla 8 mutntran que el .-todo cromatogra4tco 

lineal a concentraciones de 22.2 pmol/5 ul, 29.64 pmol/5 ul y 

49.29 pmol/5 ul. La recta de regresión calculada por mtnimo• 

cuadra.dos fué1 

Y 1.0938 X+ <-IS.lb) 

r 0.9999 
2 

r 0.9999 

La validaciOn del •i•t•ma no• permitió caracteriz•r 

parbmetroe muy import•nte• p•r• la evaluación d•l •l•t•ma 

crcmatogr•4tco, de tal manera que •abemo• qua el método 
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desarrollado •s ~Macto, pr•ciao, reproducibl•, lineal a la• 

conc.ntracion•• da 5.6~ • 70.0 pmol/5 ul, el lfmit• d• d•t•cci6n 

as d• 7.5 pmol /~ ul y al limite d~ decisión •• da 13000 unidad•s 

del •parata. Sin embargo a• importante demoatr•r la aplicabilid~d 

d•l método en la determinación de sarotonina an mu••trau 

biológicas, para ello ae realizaron una aari• de det•rminacion•• 

en el tallo ocular del acocil Procamb•rus cl•rkii, las cual•••• 

mu .. tran a continuación. 

T A B L A 

E•pectro de emisión a 310 nm 

>-. I.F 

310 o 
320 9 
330 41 
340 53.5 
350 43.0 
360 29.0 
370 17.0 
380 9.0 
390 4.0 
400 2.0 
410 1.0 
420 o.o 
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d• •Mcitación 

220 
230 
240 
2:10 
260 
270 
280 
290 
300 
310 
320 
330 
340 
:sso 
360 
370 

• 340 mn 

I.F. 

o.o 
o.e 
2.0 
!5.0 
e.s 

10.0 
1:s.o 
21.0 
:SI.O 
so.o 
S4.0 
:so.o 
5.0 
1. !5 
o.s 
o.o 

Jnt•n•idad d• 41uor••c.nc1• 
LonQitud de onda 
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Fig. 9 Espectro de eKcitación- emisión dv la serotonina a 
una concentración de 2.05 K 10 -4 g/ml en un espectrofluorométro 
Aminco-Bowman. 
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TABLA :S 

E•p•c:l-ficidad 

Introducción de aolvent•• 

l. Metanol 
2. Propanol 
3. Butanol 
4. n-heptana 
l:S. Ac•tonitrilo 

Introducción da amin•• 

1. Arterenol 
2. Dopa•ina 
3. 3,4-dihidroKibencilamina 
4. 1-dopa 
s. dl-octopamtna 
6. Berotonin• 

Introducción da precursoras 

1. dl-triptofano 
2. 1-tiroaina 
3. 5-hidroKi- 1- triptofano 

Introducción da metabolitoe 

1. N-acetilaerotonina 
2. b-hidroKimelatonina 
3. Melatonina 
4. ~-hidroKitriptofol 

~ 10 ul de cada eolvanta. 

- " 

+ • 

+ " 

+ o 

+ • 
+ o 

10 ul de cada amina y precursor a una concentración 
de 29.9 pmol/~ ul. 
5 ul de cada metabolito a una concentración du 
26.27 +/- 7.~B p~ol/l5 ul. 
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PracisiOn y Exactitud 

T A B L A 4 

Porciento de recuperación 
(100% = 28 .. 9 pmol/~ ul> 

100.59 
100.00 
100.09 
100.47 
99.S2 
99.9S 
99.07 
98.96 
98.92 

100.01 
100.72 
100.19 

98.158 
100.43 
99.83 

100.20 
99.99 
99 .. 11 

100.20 
99.31 

Concentr•ción teoric• 29.9 pmol/~ ul 

Da acuerdo al anexo II fórmula• 1,4,6.B. 

X • 99.Bl (Promadio de racuper~cion> 
'f - 0.623 

cv ... 0 .. 624 ~ 

Intervalo d• confi•nzaa 

99. 5187 ~ ¡¡ .; 100. 1012 

Con 9~ X d• confianza, 19 gl• t • 2.09 

CRITERI01 

Precisión 

46 

CV ~ 2X 

X • 9BX - 102X 

cv ~ :sx 



Reproducibilidad 

a>.- Ef•cto del dfa. 

TABLA l5 

Porci•nto de r•cuperación 

100.00 
100.09 
99.lSl 
99.'14 
'18.9(> 

X• 99.70 

¿'!°: 4~B~~ 

2 

99.23 
'18.•t. 
98.92 

100.00 
99.72 

q9.37 
o.4e 

49&.83 

D• acu•rdo al •n•Mo lll 

Ha .Ul • AJ2 AJ:S 
Hl JJ1 i' .02 J' AJ3 

Fo 1.9468 
937. 

F 3.89 
(12,2)gl 

C:R1TER10t 

o< 'X 
Fo.:{. F 

Cn>gl 
... 'X 

Fo > F 
Cnli;il 

o<.')(/2 
Fo .,J +1- F 

Cnli;¡l 
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100.19 
99.31 
9'1.82 

100. 28 
99.99 

99.92 
0.38 

499.:S'l 

S• acepta Ho 

Se rechaza l-40 



b>.- Ef•cto •n•lt•ta 

T A B L A 6 

Porcienta de r.cup•r•ción 

99,96 
99,9:5 
99.98 

100.71> 
99.07 

2 

99.2:5 
98.9:5 
99.14 

100. :50 
98.97 

100.00 
100.09 
99.:51 
99.94 
98.96 

De acu•rdo •1 aneMo IJ fórmula• 1 92 96. 

~ = 99.<J4 

2:: =4~:;~ 99.36 
o.6s 

496.81 

De •cuerda al añewa 111 

Ho .A.Jl • AJ2 • AJ3 
Hl ~l f ~2 ~ ~3 

Fo t.2839 

9:5X 
F • 3.89 

(12,2>gl 

CRITERI01 
<><-X 

Fa ~ F 
<n>gl 

o<'Y. 
Fo > F 

ln>gl 

D(' X./2 
Fa f <F 

Cn>gl 

(n) <n• - m, r)gl 
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99.70 
0.47 

49B.:50 

6• acepta Ho 

Ba r•chaz• Ho 

Stt rechaza Ho 



Lin•aridad 

TABLA 7 

Altura del pico •n función dw la 
concentración d• werotonina. 

Concentración 
<pmol /5 ul > 

:5.64'15 
11. 290 
16.930 
22.:590 
29.900 
3:5.240 
46.890 
70.0:50 

D• acuerdo al aneMo 11 

Altura 

28290 
48943 
7267'15 
89877 

121397 
1'151923 
1WB70 
309073 

b - 0.1962 Cord..-.ada al ori9en) 
m 0.4327 Cpendiante>. 

V 0.4327 X+<- 0.18621 

E•ti~ación d• la ordenada al oriQen (b) 9 d• 
acuerdo al an•MD 11 fór-ula• 9 9 11,12 y 17. 

Ho 
Hl 

bo 
bl 

te o. 7127 

9:5X 
t 2.4!5 

(6191 

CRlTERI01 
')¡ 

te ~ t 
(n)Ql 

lt. 
te > t 

<n>gl 

lt./2 
te "'"!: t 

o 
o 

<n>gl 

Cnl <n• - 2191 
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Se t"'echaza Ho 



.. 
1 

5! .. 

&O 

40 

Xd 20 

Y= Q.4327X +< 0.18&2 l 

r• = 0.9958 

40 &O 

CONCENTRACION ( pmot /5 pi) 

80 

Fig. 10 Altura del pico en función de la concentración d 1e 
serotonina. Las bandas de con~ianza se construyeron con un nivel 
de confi~n:a del 95% y con 6 gl. El limite de detecci6n, <Xd> y 
el 1 imite de dcci 9ión, <Vd). 
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E•ti•ación del co•~iciente d• corralación <r>, 
d• acu•rda al &n•MD 11 4órmula lb. 

2 ... 0.9979 y ... o.995e 

bl Llnearldad d•l m•tado. 

T A B L A B 

" Adicionada " Recuperado 
To•ando 29.64 p.al/S ul co.o •l 100" 

74.09 70.42 
b!l.43 
154.0l> 

¡¡ - 63.30 
T• 8.36 

100.00 92.43 
" 92.0!I 

90.77 

R - 91.ns 
z- 0.8l> 

lbb.13 170.32 
l!lb.b!I 
lb3.29 

;¡ ~ lb3.42 
T~ b.93 

Da acuerdo al an•Mo 11 fórmul•• 13, 1~ y 1~. 

b • -1B.16 <ordenada al oriQ•n> 
m • 1.093B <pendi•nte> 

Y 1.0939 X + t-1B.1bl 
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Esti~ación d• los parA~•tro• d• r..;re•tón. 

Ord•nada al orlQ.n (b) <D• acuerdo al •nexo II 
4órmulaa 9,11 1 12 y 17). 

Ha bo • O 
Hl bl f O 

t:.c • -2.~9 
9:5X 

t - 12. 71 
CllQl 

CRlTERI01 

""-" te ~ t 
Cn>ol 
-x 

te > t 
Cn>Ql 

<n> • <n• - 2>ol 

Be ac•pt• Ho 

B• r•chaza Ha 

Se r•chaza Ho 

P•ndi•nt• (~) <D• acuerda •l •neKo II 
-fórmula• 9,11 y 10). 

Ho mo 
Hl ml f 

te 9.6960 

9!5X 
t - 12. 71 

Cl l Ql 
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Fig. 11 7. R~cuperado en ~unciOn del X ndlclonado dr. 
serotonina. Los puntas 9~aflcado~ son el promedio de 3 
determinaciones. 
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CRITERIO• 

-'l. 
te: " t Be acepta Ha 

<n-2) gl 
<><.X 

te: > t Be rechazil Ha 
<n-2)91 

te: f~ 
-.x12 
t s. rech<ilZ& Ha 
<n-2)gl 

Coe+ictent• d• corr•l•ción <r>, de acuerdo al anewo 
11 -fórmula 16. 

2 
r o.9999b y - 0.99992 

5.3 Cuantioftcación de la ••rotonina en el tallo ocular. 

da ••rotontna y melatontna <ver fiQ. 14>, se observa que 1~ 

resolución entre ellos ea de 2.52 (ver el anexo ti, ~Ormula 20> y 

por lo tanto en ca90 de que la melatonina se encuentre •l 

tallo ocular, ésta aparecerá en el cromatograma con un tiempo de 

retención de 11.02 

En la tabla 10 •• puede observar que el porcentaje da 

recuperación de la serotonina durante •l proce•o de extracción 

del 85.70 X al 91.06 X teniendo un valor promedio del 88.73 X. 

En el cromatograma de la fig. 15 A ancontra~o• ~nicamant• al 

pico identi~icado como la serotonina con un ti••po de retención 

d• 9.84 1 sin encontrar éste ninQuna avid•nci• d• la pr•••nci& 

d• m•latonina endó9•n• en •l tejido nervio•o. La conc•ntración d• 

•ttrotonina encontrada •n al tallo ocular compl•to •• d• 0.1146 uv 
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/ Q tejido humedo Cvalor prom•dio de 3 determinacion•a>. 

Una far.a intn9diata d• id.nti4icar •l pico d• la ••ratonina 

•• iny•ctando ci•rta cantidad d• eatandar, da tal 4orma que •l 

pica d•bida a seratonina incrtHt•ntw •u altura en 4unción de la 

concentración d• ••t•ndar adicionada. 

En el cra.aatogra•• d• la •to. IS B •• observa la ~u••tra d• 

tallo ocul.,.. con 28.90 pM01/5ºul de ••t•ndar de aerotonina 

adicionado. La ~nica •ef'lal qu• incr•~•nta su altura pres.nta un 

tieMpa de retención de B.96 conftr .. nda ••' la id9"tificación d•l 

pico d• la serotonina. 

En 1•• da• mueatraa anterior•• ClS A y 15 B> no •• observa 

ningun• •etf•l con un tiempo de retención de 11.02 por lo que 

pu•d• suponer.. que la .. iatanina no se encuentra en el tejida 

nervioao o qu• la concentración en la que •• encutrntra •• .._.y 

p9queha de tal 4ar•a que na •• detecta con el material bioláQica 

utilizada para las determinacion•• de la aerotonina (4 tallos 

ocular••>· 

En el cronatogra•a d• la 4iQ. IS e •• 11M.1estra la praaencia 

de ~•latonina con un tiempo d• retención de 10.96 ya que ••ta •• 

ha inyectado previamente a la ~ueatra biolOQica V no por qu• •• 

•ncu•ntr• •n 4orma endó~an• en •1 tallo ocul•r. Fin•l"'9nte 

pod••o• decir que la melatonina •• encu•ntra en •l tallo 

ocular d•l acocil Proc•mbarua cl•rkii ó qu• •• •ncu•ntra 

concentraciones no d•t•ctabl•• par esta mtttado. 

SS 
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T A B L A 9 

E et.andar t.r Conc•ntractón Altura 

S.rotonina 
Hel•tonina 

B.92 
ll.02 

t;T 
"' .., 
:z: 

28.90 pmoll:S ul 
43.2b7pmol/:S ul 

10bbb9 
l~Ob 

4iQ. t4 cromat.~ra•• d• la m•zcl• da ••t•ndar•• •n la f•se 
.Ovil l •una V•lDcid•d de 0.5~ ml/min a temperatura •mbi•nte. 
LQ9 picos son dttbido• a ••rotonina, t.r • B.92 y melatonina, tr • 
11.02. 

Ewt.•ndar 

Serotonina 
Serot.onina 
B•rot.onina 

t.r 

T A B L A 10 

8.:so 
8.:SO 
8.b:S 

5b 

Altura 

94b19 
91389 
97989 

'"/. R•cup•rado 

88.70 
85.t.7 
91.8b 
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Fig. 15 A Cromatograma de la. muestra de tallo ocular. El 
pico identi~icado como la serotonin• <5-HT>, tr 8.84, es 
equivalente a 0.1094 ug/g de tejido hum•do y represent• la 
serotonina endógena en el tejido nervioso. 

Fig. 15 B El pico identificado como la serotonina (5-HT>, 
tr • a.ab, incrementa su ae~al cuando sa adicion•n 28.90 pmol/Sul 
de serotonina e~tándar. 

Fig. 15 C Adicton de e•tAndar de melatonina <MEL>, a una 
concentraci6n de 57.31 pmol/10ul. Lo• pico• son debidos 
serotonina end6gena, tr ~ B.04 y a melatonina eKogena, tr 
10.96. 
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T A B LA 11 

Cuantificación •n tallo ocular 

Mu••tra Substancia ~ ... Altura Conc9"traci ón 

l Serotonina B.B4 91613 0.1094 UQ/Q 
2 S•ratonine B.86 82742 0.1109 u9/g 
3 Berotonina 8.B4 92495 0.1237 UQ/g 

Plelatonina 10.96 166~6 

Par o~ra parte •• probabl• que en l•• condicione• de flujo v 

4••• Móvil utilizadas <O.SS •l/Min, f••• ~óvil l) eMiata otro 

••rotonin•• por lo tanta •• nec .. ario cari>iar la• condiciones 

ewp•rim•nt•l•• <4ase móvil 2 • una velocidad de 41uJa d• o.e 

ml/min) y v•rificar po•t•riorm•nt• la identidad de la ••rotonina. 

T A B L A 12 

Precur•or•• y metabolito• da la ••rotonina 

Est.i.ndar t.~ Concentr.ilción 

:5-HTP 4.67 24.US pmo~/~ ul 
:5-HTPH :5.7:5 27.47 
N-ac•til-~HT 6.77 23.02 
:5-HT 7.67 28.67 
M•latonina 1:5.30 !57.31 pmol /10 ul 
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Altura. 

12:5706 
90917 
85346 
77410 
63918 
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Fig. 16 Crom•tograma d• la m•zcl~ d• ••t•ndar•• en l• f••• 
móvil 2 • un• v•loctdad d• fluja d• O.B ml/mtn • t•rapmratura 
ambiente. La• pico• •en d•bido• a ~-hidroMitriptofano (~-HTP>. tr 

4.671 ~-hidrowttrtptofol C~-HTPH>, tr 5.7~i N-acettl 
••rotontna <N-acetil 5-HT>, tr • 6.771 aerotonina C~-HT>. tr • 
7.671 malatontna <MEL>, tr • 15.30. 
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La id•ntificación d• la ••rotanina en una ••ound• fa .. 

alt•rnativa •• mu••tra en •l crom•toor•ma d• la fig. 17, •n el •• 

oba•rva a l• serotonin• con un tiempo de r•t•nci6n de B.44 qu• 

campar•da con el ••tAndar pra•onta una •ltaraciOn con r••p.cto al 

ti•a.po d• r•t•nción d• 7.67 a 8.44, la anterior pu•d• deber•• al 

efecto d• 1• matriz biológica ~nicamente. La concentr•ción 

deter•inada para la serotonina ttn ••t•• condiciona• •• de 0.093 

•1- 0.014 uQ/Q de tejido humedo, presentando una Altura da 6143q 

+/- 10829. Con lo anterior •• corrobora la identificación del 

pico d• la serotonina y la aplicabilidad del ~todo qu•da 

co.prabilda. 

5.S Cicla circAdica de lil serotonina. 

En la tabla 13 podemos ob•ervilr que el mAKimo en la 

concentración de ••rotonina, S-HTPH y ~-HTP •• encu•ntra a la• 

24100 hora• del dia y el mtni•o •• •ncuentra a la• b100 horas, 

la• concentraciOn•• intermedia• a la• tS100 y 12100 horaa, •i•ndo 

mayor a las 19100 horas para la 5-HT y el ~-HTPH <ver fig. 18). 

La N-acetil•erotonina presenta al máKimo de concentración a 

la• 12100 hora• y al mfnimo las 24100 hor~• dol dt•• 

permaneciendo constante hasta las 6:00 horas del dia siguienteª 

<var fiQ. 19). 

5.6 Di•tribuci6n de la eerotonina en el t•llo ocular. 

Los date• en la tabla 14 mue9tran que la aarotonina se 

encu•ntra en mayor cantidad •n la m•dula •Kterna y posterlor~entu 

•n la medula terminal-nervio óptico, médula interna. retina-
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l&mina ganglionar y finalmente en la gl4ndula •inueal. Aunque 

esta última no ea est~disticamente confiable, ya.. que ésta 

preaent• un• altura de 9123 , qu• es menor al limita e&tablecida 

para el sistema. La concentración de la serotonina an el t•llo 

.ocular completo realizado a la media.noche 11a de 0.22 uglg de 

tejido h~medo y la sumatori• d• l•• regiones as d• 0.107~ ug/g d• 

tejido hómedo, lo cu•l pu•d• d•berse • perdid•• durante la 

disección en las diferente• r•gion•• anatómica.•· 

Por otra parte el pr•curaor de la •&rotonina 

hidroKitripto~ano>, 

lA~ina ganQlionar 

•• •ncuttntr• en mayor cantidad •n la r•tina

y en menor c•ntidad en la "'*dul• t•rminal-

nervio 0ptico 9 m6dula interna, m•dula eMterna y QlAndula einu&a.l 

indicandonoa qua la btosint•ais de la ••rotontna puede ll•v•r•• a 

cabo •n ••t• r•giOn. 

El S-htdrDMitrtptofol un metabolito d• la sarotonin• en 

vertebrado• <ver ftg.3>, as detectado por primera vez en 

crust~ceo& preaentandc l~ 5iguiante distribución• Retin•-lAmina 

Q•ngl ion•r, médul• terminal-nervie óptico, 

glAndul• atnusal y m6dula tnt•rna, detectandoav la mayor 

concentración en la r•Qi6n de la rettn•-l~mina ganglionar <ver 

fiQ. 19). 

La N-acettla•rotcnin• es un m•tabolito d• l• aerotonin& que 

•• •ncuantra en mayor cantidad •n 1• retin•-l•min• 9anglionar y 

posteriorment• en la médula eMterna, médul• intern• y gl4ndula 

sinu••l <ver fig 19>. 
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Fig. 17 Cromatograma de l• muest~a de tallo ocular en el 
~ual se muestra al 5-hidro~ttripto~anc (5-HlP>, tr = 4.30J 5-
hidraxitriptofol <5HTPH>, tr = 5.96f N-acetil sarotonina <N
acetil S-Hi>, tr = 7.33J serotonina <5-HT>, tr B.44. La 
cantidad de serotonin~ es equtv~lente a 0.093 +/- 0.014 ug/g da 
tejido humedo con un~ altura de 61439 +/- 10929. 
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TA 8 1.. A 13 

Ciclo circ.tdic:o 

Hor-a Sub•t.•ncia t.r Alt.ur• Conc:•ntr•cion 
<cnin) <UI ( AJQ / 91 

6100 11-HTP 4.110 1<>9354 0.2744 
11-HTPH 5.6b b65091 1.3646 
N-A-5HT 7.3b 9307 0.0229 
l5-HT 8.'41 l50617 0.0844 

12100 l5-HTP 4.61 327292 o.5190 
5-HTPH 11.92 1334864 2.839!5 
N-A-!IHT 7.19 26044 0.01178 
5-HT B.38 84253 0.1265 

16100 5-HTP 4.119 260870 0.4302 
5-HTPH 11.911 11145773 3.0990 
N-A-5HT 7.31 19406 0.03111 
5-HT 6.47 102852 0.1564 

24100 3-HTP 4.llb 1181633 0.9461 
5-HTPH 5.97 ll5112b43 3.2153 
N-A-5HT 7.39 8493 0.0219 
5-HT 8.47 139191 0.216b 

b:S 
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Fig. 18 Cic:lo circadi.co d& le. serotonina (11, 5-
hidroxitriptofano <2>, N-acetil serotonina <3> y 5-
hldroMltriptofol <4>, reportando su mAMima concentración como al 
100'7. 
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TABLA 14 

Fraccion•• d•l tal la ocular-

R•11l.ón Sub•t¡inci• t.r Altura Concantrac:iOn 
<•in> (Ul ( ,ug/g) 

G.9 5-HTP 4.44 525:SO 0.0217 
5-HTPH 5.97 269419 0.1410 
N-A-5--HT 7.02 8526 0.00150 
5-HT 0.:so 912:S 0.00150 

R-LG 5-HTP 4.64 1392742 1. 7444 
5-HTPH 5.29 813697 2.8815 
N-A-5HT 7.11 25129 0.0100 
5-HT B.38 16505 0.0070 

11.E 5-HTP 4.30 83921 0.0320 
5-HTPH 15.80 3158468 0.1726 
N-A-15HT 7.16 15413 0.0080 
5-HT e.10 66409 o.0330 

11. I 5-HTP 4.47 117088 0.0620 
5-HTPH 6.06 188824 0.1266 
N-A-5HT 7.16 80157 0.0060 
5-HT B.38 58454 o.o:soe 

11.T-N.O 5-HTP 4.64 144153 0.0749 
5-HTPH 5.97 347029 0.2284 
N-A-5HT 
5-HT B.44 61761 0.0321 

T.O 15--HTP 4.64 911449 t .9887 
<completo) 5-HTPH 6.00 1617073 3.5500 

N-A-15HT 7.25 22011 0.0668 
5-HT e.33 101689 0.2179 
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Ftg. 19 Concentración d• S-hidroKitrtptofano <S-HTP>. s
hidraMitripto~ol <e-HTPH>, N-aceti1 ••rotonina (N-acetil S-HT) y 
•aratonina (~-HT> en 1•• dif•r•nt•• r•9ion•• anató•ica• del tallo 
acular. La• fraccian•• fu•ron1 TO • tallo ocular ca.apteto, as • 
Ql-ndula wtnueal, f1E • .. dula •Mterna, MI • •ttdula interna, "T-NO 
• mtftduta terminal- nervio Optica y R-LG r•tina-l••tna 
Qanglionar. 
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VI OISC::U9ION 

El m6todo cromatogr~fico desarrollado an l• praaent• t~si• 

e& especifico pare l~ determinación de compueatoa 5-hidroMil~doa, 

tAllH como •1 ~-hidroMitriptofano, 5-hidroMitriptofol, 

hidrcMitriptamina, N-acetileerotonina y m•latonina, ya qu• esto• 

compu••to• pr••antan fluorescencia a 340 nm cuando aon activado• 

• 2:54 nm. 

Bowman y col•. <S>, afirman qu• los ~-hidroMiindal•• 

fluor••cen a 330 nm cuando son •ctivadoa a 295 nm a un pH entra 

2 y 11. Svends•n y Greibrokk <5S>, d•t•rminan l• ~AMim• 

sensibilidad da indol•• cuando son activados •una longitud de 

ond• da 290 nm , teniendo una lon9itud de onda da em1s10n d• 340 

nm, sin ello• confirman l• supresión de dicha 

fluorescencia cuando ~e modifica la longitud da onda de 340 a 31S 

"'"· 
La pr•cisión y 9K•ctitud •• avalµar6n por medio del 

co•fici•nte d• variación <de•viaci6n estandar r•lativa) y al 

error estAndar qu• de acuerdo a lo• criterio• tomado• como 

parimetro• d• comparación, aa conaidera que al •i•tema •• preciao 

y exacto , ya qua ambos valorea son menor•• • lo• esp.cif icados 

Cv•r reaultado• en la tabla 4). 

La reproducibi l idad •a define como1 "El Qr•do da variación 

•ntra los rasultado• individual•• obtenido• con el miamo ~todo e 

id*1tico mat•rial d• •nálisis pero bajo diferentes condicione• 

Cdif•rante aperador, diferente aparato, diferent• laboratorio y/a 
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dif•r•nt• tie~pa>". Los dato• mo•tradoe en la tabla~ (efecto d•l 

dfa>, •• analizaron por madio del di9efto •XP•rimantal 

ca~pl•tam•nt• al azar <ANOVA) 1 y comparandoloa can loa crit•rioa 

••tabl•cido• podemo• afirmar con un 95% d• confianza y <2,12)91 

que la d•t•rminación d• ••rotonina •• pu•d• r•alizar •n 

dif•rentea di•• por un analista, •in eaparar que haya cambio en 

la cuantificación de dicha amina. 

Lo• dato• en al tabla b nos mu••tran lo• valor•• obtenido• 

•l evaluar el efecto del analiata •n la determinación d• la 

•erotontna. Lo• resultado• •• analizaron ••tadi•tica••nte por 

•eclto de un diaefto eKp•riN•ntal completamente al azar <ANOVA> v 

al co•pararlas con los criterios eatablecidos, podemo• afirmar 

con un 9~ ~ de confianzA y <2 1 12>Ql que no hay dif•r•ncia 

significativa en la determinación d& sarotonina r••lizada en un 

dla por diferentaa analistas. 

Por .. 
reproducible cuando la determinación se realiza en diferente• 

di•• y/o por diferente& anali•taa. 

S. realizó una curva de calibración para evaluar la 

line•rid•d del •i•tama <ver fi9 10>. Loa datos se someten• un 

an•li•i• de reQresiOn por mfnimoe cu•dr•doe. 

r•Qr••ión fu61 

Y 0.4327 X + (- 0.1862> 

0.4327 

La rect• de 

L• ordenada al orig•n 1 - 0.1862 
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La ordenada al ori9an s• somat• a prueba de hipót•~is par-a 

el intarc•pto, en la cual te • o.7127 que ee menor al valor 

obtenido d• tablas con un 95% d• confianza y bgl t 2.45. Lo 

anterior- nos permite confirmar que el intercepto no .. 
aigni4icativ•~•nte dif•r•nte de c•ro y qua •l signo negativo e• 

la diatribución de lo• puntea y no al 

comporta~iwnto qufMico d• la serotonina. 

banda• de conf
1
ianza ••timada• con un 9~ 'l.. de confianza y 6 gl 

por medio de la d••vi•ci6n est•ndar por punto <ver aneMo 11 

f6rmula 19) El limite de det•cci6n c•lcL1lado para éete sistema e• 
-3 

da 7.5 pmol/~ ul equivalentes a 1.3 x 10 ug /5 ul de 

serotonina estándar y al lfmtta da deci9ión as de 15000 unidadeG 

del aparato. 

La linearidad del método se estimo por análi-i• de una 

serie de muestras que cubren el intervalo de concentraciónes de 

22.2 a 46.89 pmol/5 ul. La linea recta estimada por medio del 

método da mfnimos cuadrados fue ' 

V 1.0938 X+ <- 18.ló) 

La pendianta 1.0930 

La ordenada •l origan lB.16 

·Al reali%ar 1~ prueba da hipóte•i• p•r• intercepto •• 

obtiene un valor d• te• -2.59 qu• ••menor • t •12.71 con 1 gl y 

9~ ~ de con~ianza, lo cu•l •• concluyente d• qu• la ord•n•d• al 

orig•n no •• signl~icativa~ent• dlfer•nte de caro ••gGn al 
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criterio de acaptaciOn o rech•ZO ••tablacido para a•ta prumba. 

Al realizar la prueba d• hipóta•i• para la pendiQnte se 

encuentra un valor de te • q.ó9 qu• •• ••nor t 12.71 

•ncontr-do en tablaa con 1 Ql y un nivel de con~ianz~ del 9SX1 lo 

qu• •i9nif tca que la pandi•nt• no •• •iQniftcativament• dif•r•nte 

de uno. 

El coeficiente de correlación obtenido para l• linea r•cta 

aJuatada por mtnt~oa cuadrados•• d• 0.99996, •l cual noa indica 

que el 99.99 ~ d• lo• re•ultado• se deben a la relación entre la• 

vartabl•• analizadas y qua •l o.OlX e• dwbido a error•• al azar. 

El porcentaje de recuperación do la serotonina •n la mu•atra 

biolót¡¡ica varió d•l 94.52 7. al 99.63 Y., y tuvo un valor promedio 

da 91.54 ~ <con•id•rado al reportar la cantidad de aerotonina en 

la muest~a biol6Qica>, el B.4b;. de serotonina no recuperad~ pudo 

deberae a quw •• unió a proteínaa o a qu• •• daQrad6 durante al 

proceao de e>:traccton. Sin embargo cabe aclarar qu• toda• la& 

determinaciones realizada& •• llevaron a cabo sin la presancia de 

ningún inhibidor enzimAtico, por lo que ~s poeibls qu~ la 

cantidad de serotonina d•terminada ••• m&nor a la qua r•alM1tnte 

hay en el tallo ocular. 

El deaarrollo del m•todo da •Mtr•cción Tué realiz•do b•••do 

en la evidwncia mo•trada por otro• autorea (18,42,51,58,~9). El 

rwndimiento de la axtracci6n es del 88.73 ~cuando la precolumna 

se encuentra insertada en •l inyector Tor~ando parte d•l •i•t•m• 

cr0tnatoor•fico. 
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Lo• re•ultado& confirman la preoencia do la serotonin• en al 

t•llo ocular del acocil Proc~mbarus clarkii, encontrando que hay 

alrededor d• 0.09 a 0.1382 ~Q/Q de serotonin•. 

Welsh y Moorhead C60>, cuAntificaron esta agente en pequehcs 

crustAceo• concluyendo que h•y alrededor de 0.1 ug/g d• 

aarotonina. Fingennan y Fingerman <25>, detectan d• 7.4 a 7.6 

ug/g da ••rotonin• en el acocil Pacifastacu• leniu•culu• y 

Elof••on y col•. (18), d•tmrmin.an 0.1 • 0.15 ug/Q de serotonina 

para la mi•m• ••peciw. 

Loa r••ultado• obtwnido• wn l .o cuantificaciOn aon 

comparables a los encontrado• por otro• autor••, por lo tAnto •• 

conttid•ra que la 

d•termin•ción de la serotonina en mu•atra• biológica,. 

concentración a la• 24100 horas y l• mfnima a las 6100 hora• dwl 

d!a. 

Fingerman y Fingerman <26>, cuantifican la variación de eato 

agant• an el cangrejo Uc& pugilator durante el tran•cur•o d•l 

d!a, concluyendo que la máxima concentración encuentra a las 

24100 horas y la m!nima a las 18100 horas del dfa. 

Con los resultados obtenido& sa corrobora l• eKistenci• del 

ciclo circadtco para la serotonina en cruataceos y• qua ••t• 
presenta tanto en el cangrejo Uc~ pugilator como en el •Cocil 

Procambarue clarkii. 
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A•imi•mo con •l método aquf desarrollado ~u• po•ibla 

cuantificar a 1~ serotonina •n la• diferentes re~ione• anatómica• 

del tallo ocular, mo•tr6ndo•e que 9sta •• encuentra on m~yor 

~.Sula int•rna, retina-l~ina Qanglionar y fin~lm•nt• en la 

QlAlndula •inu•al. Loa r••ultado• obtenido• coincid•n con la& 

zona• inMunorreactiva• descritas por diverso• autorea (19,~2>. 

COfl\o ya h•mo• •encionado, el m•todo permitió detectar otro• 

~-hidraMiindol•• •ncontrando lo •iguiente1 

al El 5-hidraxitriptofana <precuraor de la ••rotonina>, •• 

encuentra en mayor cantidad en la retina-16mina Q•nOlionar 

indicándonos la powibl• biosf nteais de la serotonina an •eta 

región, donde es nece5aria para su posible intervención en el 

procesa visual y en menor cantidad en la médula tar•inal-nervio 

Optico 1 medula interna, médula aMterna y glAndula sinuaal. 

b) El 5-hi dro.Ki triptofol <metabol i to de la serotonina en 

vertebrado•) 

encontrándose 

«;¡angl ionar. 

•• en cruat•ceos 

mayor cantidad da asta en la ratina-1.t.mina. 

LO anterior nos indica qua probable1n9nte l• 

serotonina &e metaboliza rapidamente en ésta ragiOn o qua la 

•llff•l observada e•a un• •ehal compuesta da una o m~• subetAncias 

pr•aentea en eata zona. Para solucionar esta intarrcganto ea 

nec•••rio proponmr otro tn4ttodo de detección qu• nos p•rmit• 

id•ntificarla. amplia.manta y/o realiz•r experimentos con 

inhibidora• enzim•ticoa de la• enzimas que interv•nQ•n en l• ruta 

~•tabólica para ~u formación. 
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e> La N-~catil•erotonina se encontró •n al tallo ocular de la 

especie en estudio, 

da la ewiatencia 

lo qu• •• muy probabl•, ya qua h•y •videncia 

d• N-acetiltr•nwf•r••• en t•Jido• de 

d•bida • l• N-acetil••rotonina •• ·muy p•queNa 

plenamant• •• necawario validar •1 

• concentraciono• o 

y para 

wiatema 

la 

identificarla 

cr0111ataorAfico 

id•ntific•ción por otro •i•tem• d• detección y/o r••lizar 

•Mpartmantoa con inhibidor•• enzim~ticoa de la anzima N-

•c•tiltran•fara••· 

Aunque •i bt•n la melatonina •e d•tecta por eate m•todo, no 

encontró en forma endó~ana ninguna se~al que pudie•• 

identificarla •n el tallo ocular de la especie en eatudio. Sin 

embargo Adolph y Tu•n (1) detectan no 

melatonina en el ojo lat•ral de Limulu• al cuantificarlo por 

cramatogr•fta •n capa fina y dwrtvación con 

artoftaldehido. Para verificar la ausencia da malatonina an ••t~ 

•i•toma biológico podria utilizarse otro método anAlitico que 

tuviera mayor sensibilidad a melatonina qua al da•arrollado en 

••t• t••i•. 

El prasunt• estudio noa permitió determinar vario• ~-

hidroKiindol•• •n el t•llo acul•r d•l acocil Procambaru• clarkii, 

cu&ntificar au ritmicid&d circ6dica y conocer mu distribución en 

l•• dt•erente• regiones anatómicas dol mismo. Lo anterior ~u6 

pa•ibl• gracia• • qua el mtttodo cromatogr~fico d•••rrall•do •• 

alta~ente ••n•ible, r•producible, exacto, preci•o y lin••l •n el 

int9rvalo d• concentracion•• d• interds. 
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VII CONCLUSIONES 

En el presant• trabajo aa d••arrolla y valida un método para 

cuantificar •. l& aerotonina &n el tallo ocular del •cocil 

Procambarus clarkii por medio da cromatografia de 11quidoa de 

alta ra•oluci6n <CLAR> con detección de Tluore9cencia <DF>. 

Lo• r••ult•das obtenido• no• permiten concluir lo •igui•nte1 

l. El m6todo cromatoor•fico •• preciso y •Macto an •l intervalo 

de concentraciones utilizadas. 

2. La reproducibilidad del m•todo •• estadfsticam•nte confiable 

cuando l& cuantificación •• realiza en diferentes di•• y/o por 

diferant•• an~livt••· 

3. El sistema es lineal da 5.6~ a 70.0 pmol/~ ul. 

4. El limite de d•tecci6n calculado para este •i•t•m• •• d• 7.S 
-:s 

pmol/3 ul equlvalant•• a t.3 K 10 ug/5 ul de ••rotonina 

astAndar y el lfmite de decisión de 15000 unid•de• dal 

ap.a.rato. 

~. El metodo ee lin••l en un intervalo d• concentr•cion•e de 22.2 

a 49.24 pmol/ 5 ul. 

6. El porcentaje d• racuper•ci6n d• la aerotonina en la muestra 

observando•• un incremento d• ••ta cuando aumenta la cantidad de 

aerotonina adicionada a la muestra biolOgica. Podemos dlH:ir 

entone•• que el resto de ••rotonina no recuperada se ••t• 
degrad•nda o aate unida a protefnas. 
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7. El si~tema crcmatográfico desarrollado es ~plicable para la 

cuantificación de aerotoninM an el tallo ocular completo, en aus 

di~erente• regione~ anatómica• y para detectar l~a variacionee de 

Qste agente dur~nte el tranecurso de un ciclo nictamerMl. 

S. La tecnica deaarrollada permite detectar ademAa de la 

serotonina, el 5-hidroxitriptofano, 5-hidroxitripto~ol, la 

melatonina y 1• N-acetilaarotonina con una bu•na resolución •ntra 

ellos, aunqua no ea validó la cuantificación de ••tos • . 
q. La melatonina, un metabolito da la serotonina en vertebrado&, 

•• dat•ctada cromatogr•ficam•nt• por ••ta ~•cnica, sin embargo 

lo• eNperimento• realizado& no• indican qu• no hay melatonina 

endógan~ en el tallo ocular O eata encuentra en baja" 

concentraciones no detectable• por este método. 

10. El 5-hidroxitriptofano <precursor de la serotonina), •• 

encuentra en mayor cantidad 

indicándonos que la biosintesis de la serotonina se puede llevar 

cabo en aeta región• donde puede ser liberada localmente para 

ser utili:ada en el procesamiento de l• información visual. 

11. La concentración de serotonina en la retina-lAmina ganglionar 

muy baja en esta zona, lo cual ea una evidencia más de la 

posible liberación local de é•te agente a centros de in~ormaciOn 

visual. 

12~ E9 importante enTatizar que el 5-hidroxitriptofol, metabolito 

de la sarotonina an v•rtsbrados, es detectado por primera vez en 

tejidos de invertebrado• por método 
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daaarroll•do en la pressnta tewi• indicando l• poaibla aKist•ncia 

de otra via metabólica an invertebrado& desconocid• hast• el 

momento, sin embargo la verificación da la eKi•tencia da asta 

metabolito y consecuentemente da la vfa metabólica puede 

an•lizar•• por m•dio d• otro mQtodo analítico o por la 

utilización de inhibidora• enzimático• implfcito• an la ruta 

metabólica para •u formación. 

Asimi•mo l• mayor concentración de ••t• metabolito •• haya 

en esta región indicAndono• qua la serotonin• •• pueda 

biosintetizar, lib•rar localm•nte en lo• sitio• d• utiliz•ción y 

metaboltzarse rapidamente en el •itio da acción. 

13. La N-acetilserotonina, metabolito de la aerotonina. so 

encuentr• en mayor cantidad en la médul• interna, aKtarna y 

retina-lAmina ganglionar. Lo anterior confirma la existencia de 

la N-acetilserotonina en tejidos del acocil Procambarua clarkii 

asf como en otroe tejido• da invertebr~dos. 

14. La serotonina presenta variaciones circAdica• a lo largo del 

ciclo nictameral observandose un máMimo a las 24t00 horas y un 

mlnimo las 12r00 horas dal día. Lo ant•rior corrobora los 

resultados obtenidos por Fingerman y Fingerman en 1977. 

13. Les ciclos diurnos de el 5-hidroxitriptofano, 3-

hidroxitriptamina y S-hidroxitriptofol cstan en f~~e miontra9 qu~ 

la N-acetilaerotonina esta defa9ada. 
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ANEXO . 1 

M A T E R I A L y E CI U I P O 

1. El aietema d• cromatoor•Tfa de lfquidos de alta re•olución •• 
un equipo modular da cromatograffa Waters Millipore <Milford, 
Mase.>, el cual asta constituido de los siguiente• modulos1 

Bomba 

Selector de solvente• 

Inyector 

Columna 

Detector 

Water& Modelo ~90 

Waters SSV <VAlvula •electora 
d• solventea>. 

Water• Uól<, .,, el cual el ••• 
de la muestra ea reemplazada 
por una precolumna de 30 
3.9.m d.i. empacada con 
~oraail C1S con un tamaho de 
particula de 37 - 50 micrones. 

U Bondapak ClB de 300 x 3.9 mm 
d.t., con un ta~aho de 
parttcula de 10 micras de 
~orma irregular y poro nominal 
de 125 A. 

Detector d& 
Modelo 420-AC. 

Fluoreacencia 

Filtros E~citaciOn • 254 nm 
E•isidn • 338 nm 

Integrador de datos Water• ~odulo da datoa M-730 

2. Centrffuga refrigerante Sorval Instrumenta Modalo RC-S. 

3. Espectrofluorómetro Aminco Bowman Modelo 14 8960 - E 

5. Potanciometro 

6. Filtros 

Filtros 

Agua 
Organices 
Mil le>< 
Naylon 

HAWP04700 
FHUP04700 
HSP77663 

10245 

Mao MiK <GCA I Preci•idn 
cientifica) 

Cole Parmer 5982-50 

Tipo Poro Proveedor 

HA 0.45 um Millipor• 
FH 0.5 

0.22 
0.2 

7. Material d• •mpaqu• para pr•columnas U-Bond•pak C18/Cor••il de 
37 a 50 microna•. 



R E A C T I V O 9 

Los reactivos citados a continuaciOn •• obtian•n d• Sigma 
<St. Louia. He. u.s.A.>1 

H•parina d• •odio, S-hidroMitriptamina <••rotonina> (5-HT>, 
3,4-dihidroMib•ncilamina (3,4-DHBA>, 3-hidroMitiramina 
(dapa•ina>, 1-art•r•nol <noradr•nal in•> <NA>, dl-p-
hidroMif•niletanolamina (dl- octopamina), 1- tiroeina, 1-
triptofano S-hidroMi-1-triptofano <5-HTP>, N-•c•til••rotonina <N 
acutil SHT>, 6-hidroMimelatonia, melatonina, 1-dopa y ~

hidroMitriptafol <S-HTPH>• 

Lo• •olvent•• utilizado• son para cromatografla d• lfqutdo• 
Lichrosolv •• obti.n•n d• E. Merck, Darm•tadt, y son lo• 
siQUienteat 2-propanol, metanol, acetonitrilo, acetona. 

El ~cido perclórico Suprapur. acetato de amonio,. •cido 
ac•tlco gl•ci•l para an•lt•i• y •l 2- marcaptootanol p•r• 
•fnt••i• tambt•n •• obtienen d• E. M•~ck, Dar~etadt. 

El 1-octan su14onato de sodio aa obtiene de Beckman/Altex 
<Berkeley, CA, U.S.A.>. 
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ANEXO II 

FORMULAS EMPLEADAS 

X +X + X + ••• + X (1) 

x 1 2 3 n 
n 

2= Xi = X + X + X + ••• + X (2) 

1.=1 1 2 3 n 

z Yi y +y + y + ••• + y (3) 
1 2 3 n 

y + y + y + •.• + y 
y 1 2 3 (4) 

n 

,IJ X :!: t V- (S) ---.. , 
n 

=I~ 
2 

(Xi X) 
sx (6) 

n - 1 

s (7) 
Sm vn-

s 
X 100 (8) cv = ) 

X 



=~ 2 -[ 2= XiU J 2 12= 2 
Sxy Yi Xi ((9) 

i=l i=l i=l 

:t 2 
Xi 

Sa • Sxy i=l (10) 

n~ 2 
Xi 

Sb = 
Sxy 

(11) 

(?; 2 
xi 

:t 2 

~ 
2 -~=l x~2 

xi Xi 

i=l i=l n 

~y/ = Zi 2 [t1 
yr 

Yi n (12) 
= 

tl 
Xi 

tl 
Yi 

2= xiyi = 2= XiYi 

i=l i=1 n 

b 

~x/ 2= Yi - 2.: Xi 
i=l 1=1 

2= XiYi (13) 
i=l 

• n 2 2 -[ 2=Xi] Xi 

:L•l. :L•l. 85 



n2= XiYi ~Xi 2= Yi 

m • 1~1 1~1 i=1 (141 

2=xi
2 -

[ ~1 Xi] 

2 

ia1 

y - mx + B (15) 

! XiYi. -~~1 Xi 2= Yi 

r ial 1-1 (16) 

¡:/- ~[¡1xj ¡:12~[~YJ 

te bo po I Sbo (17) 

te m pl I Sb (1B) 
1 1 

.vl 
1 2 

I ¿/ Sy Sxy + -+ (Xo - X) (19) n 
2 ( tr - tr ) 

Rs a b I wa + wb (20) 
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ANEXO :n:r 

Fuente de 

var1.ac15n. 

Entre tr~ 

tam.J.en tos. 

Error exP!. 

riman tal. 

Tota1 

TASIA DE ANOVA PARA UN DISEGO EXPERIMENTAL COMPLETAMENTE ALEATORIO 

sea 

T 

Suma de 

cuadrados .. 

-~ 
j=l 

T 2 

j 

-~41 
-!~ 

j•l i•l. 
X 

X 
ij 

2 
ij 

2 
T 

N 

-2=~ 
i=l. n 

2 
T 

N 

Grados de Cuadrados 

1ibertad. medios. 

t 1 set / t - l 

N - t sc
8 

/ N - t 

RAZON DE VARJ:ANZA 

N - l " F • 

set / t - l. 
F • 

sea / N - t 

.... 
"' 



ANEXO rv 

ABREVIATURAS USADAS 

TRP Triptofano 

5-HTP 5-hidroxitriptofano 

5-HT 5-hidroxitriptamina. 

N-Ac-5-HT N-acetilserotonina. 

MEL Mela tonina. 

6-0H-MEL 6-hidroxime1atonina. 

5-IUAC 5-hidroxiaceta1dehido. 

5-HTPH 5-h idr oxitriptofo1. 

5-Hl:AA Scido 5-hidroxiindo1ac6tico. 

TH 

DCAA 

N-AC 

Hl:OMT 

MAO 

AR 

AD 

u1 

pmo1 

run 

Triptofano hidroxilasa. 

Descarboxilasa 1 aromática amino4cida. 

N-acetilasa. 

Hidrox11.ndo1-0-metiltransferasa. 

Monoaminooxidasa. 

Aldehido.reductasa. 

Aldehído deshidrogenasa. 

Microlitros. 

Picomol.es. 

Nanometros. 

Velocidad de la carta. 

Ancho del pico. 

Nivel de ruido .. 

Area del pico. 
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tr Tiempo de retencidn. 

Rs Resoluci6n. 

U Un1.dades de1 aparato. 

rpm Revo1uciones por minuto. 

I.F. Xntensidad de fluorescencia. 

Xd 

Yd 

n* 

CV 

LOnqitud de onda. 

Llmite de cleciaidn. 

Llmite de detecci~n. 

NGmero de maestras. 

Coeficiente de variacidno desviaci6n 

eat&ndar relativa. 
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