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I INTRODUCCION

La serctonina es un neurotransmisor que puede +Ffuncionar
también como neurchormona en diferentes especies animales, tanto

on vertebrados como sn invertebrados. Fué aislada por primera vezx

de suera (94) y posteriormente se obtuvo de las células

cromafines de la mucosa intestinal (21). El hecho que desencadena

un gran numero de investigaciones sobre ella es el haberla
sncontrado en ] sistema nervioso central 3, S&4) y la
abservacidén de que un potente agente alucindgenc {(dietilamida
del Mido lisérgico, LED) es antagonista o antimatabolito de 1la
serotonina, sin embargo, actualesente la raelacién causal entras las
alucinaciones por LE8D y la serotonina es muy dudosa, pero los
usos terapeuticos de agonistas y antagonistas de la serotonina
son ya suchos.

Se sabe qQue la serotonina actua a diferentes niveles: en el

corazén, acelera la frecuencia y amplitud del latidoy

an @)
Qlomérulo renal, actua como una importante hormona en la
ragulacisén de la aercreci tn urinariay an -l tracto
gastrointestinal , altlmula ®]l gperistsltismo y en el sistema

nervioso central, actua como una nsurohormona (30).

Dada 1a multiplicidad de los procesos fisiolégicos en

los
cuales interviene la sercotonina, la complejidad del sistena
nervioso de vertebrados y debidc al escaso conocimiento qua se

tiena de este agente sn el sistema nervioso central, se decidis

utilizar al sistema nervioso de invertebrados especificamente a

los crustaocecs deca4podos como modelo animal para cuantificar la



Finalmente se prusba la aplicsbilidad del maétodo en estudioms
fisioldgicoms tales como la determinacidn cuantitativa del
contenido de 1a ssrotanina en las diferentes regiones anatomicas
del tallo ocular, asf como las variaciones ean la concentracion de

sarotonina en el transcureo del ciclo nictameral.

A fin de fundamentar algunos de los attodos que se emplearon
an w1 presente estudio, convendrd hacer una breve relacidn de las

propiedades quimicas de la 35- hidroxitriptamina.

11 GENERAL IDADES
2.1 PROPI1EDADES GQUIMICAS.

La serotonina esta clasificada dentro del grupoc de las
indolalquilaminas, comspuestos quae constan de un anillo indélico
y una caduna lateral (alquilamina}, en unidn covalents con el
carbona 3 del anillo. El grupo alquilamina es uns amina =n la que
una o varios Atomos de hidrogeno han sido ressplazados por grupos
alquilo. €l principal repressntante de este grupo es la

serotonina. (fig. 1).

HO ) CHzCHzNHz

H
fig. .1 Estructura quimica de 1a seroctonina.
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La wmerotonina (C10 HI2 N2 O), tiene un pesoc mplecular dJde
176.2 y @8 usualmente preparada como sal de sulfato de creatinina
(Cl4 H2I NS 07 8), aunque también se preparan sales de otros
dcidom, low més conocidows son las picratos, I;Ol hidrocloruros y
los salicilatos. Cada sal tiene un punto de fusion
caracterfstico. E1 punto de fusion de hidrocloruros es de 167 -
1489C, los picratos de 183 - 19¢°C y el sulfato de creatinina de

212 - 2140C.

2.1.1 Solubilidad.

La solubilidad de la serotonina en agua os relativamente
alta, y aumesnta al slever la temperatura (100 ag en &t ml de agua
hirviendo, en tanto que a 270C, 20 ag se disueslven on 1 =i), s
muy soluble en &cido acético glacial, ligeramente sOluble =n
metanol y un 93% en etanol, es inscluble en acetona, piridina,
cloroformo, @éter etilico, acetato de etilo o benceno. Puesto que
a8 eascasamente saeluble en lipidos tiens un coeficiente de
particidn aceite/agua de 0.00035., Las constantes de disociacidn
son: pKl = 4,9 (creatinina), pK2 = 10.0 (grupo amino terminal) y

pKS = t1.1 (grupo hidroxilo del anillo).

2.1.2 Estabilidag

La astabilidad de la serctonina varia seQun las condicionss
en ias que se encuentre. A pH btajo la searotonina es muy estable.
Por ejemplo Erspamar (20), describe la perdida de solamente el 43
% después de hervir el extracto con HC1 0.1 N por una hora. Bajo

nitrégenc a pH = 1.5 resiste una temperatura de 979C por 6 haoras



sin perdida de actividad, en tanto qQque a pH = 0.5 hirviendo por 4
horas pierde un 40 % de actividad. En HCl.o.l N las soluciaones
(0.3 wg/ml) son estables por varias senanas a una temperatura de
50C, Bu maxima estabilidad se registra entre pH 5 - 4, en estas
condiciones resiste hirviendo por varias horas sn presencia de
axigeno atmosférico. A pH neutro (6.8-7.8) su estadbilidad
disminuye, es decir, as estable por & horas a tesperatura

asbientes ¥y por 3 min a temperatura de ebullicion.

Por otra parte a pH -lcailno la mserotonina es estable a
temperatura de sbulliicion por solamente unos minutos (2 sin & pH
= 9.4y 1 min apH = 11). Es ficilmente oxidada en ﬁr--.ncia de
aire, desarrollando un color café violeta, particularmente a pH

alcalino.

2.1.3 Identificacian.

El espuctro de absorcidn de ia ssrotonina ha sido
ampliamente estudiado, an solucidn ajustada a un pH = I .5 hay un
macimo de absorcidn a 279 nm con un pico subsidiario a 29% nm vy
un minimo a 250 nm. El cambio a pH alcalino (pH = 11.&) causa una
desviaciédn en e] pico subsidiario de 295 a 322 am. El S~
hidroxitriptofano tiens un espectro de absorcién muy similar,
caracterizado por un maximo & 298 nm, un miniaoc a 278 nm y un
pico susidiario a 291 nm, el cual se transfiere a 324 nm a pH =

11 (1s).



El wmspectro de fluorescencia emitido por la serotonina se ha
analizado por tdcnicam Ffluorométricas (5). Por este medio se
sabe que los indoles activados & 275 nm fluorescen a 360 nm, los
S-hidroxiindoles activados a 295 nm flucrescen a 330 nm vy la
serotonina (S-hidroxitriptasina) activada a 280 nm presenta un
maximo de flucrasceancia entre 333 y 340 ne. En @l intervalo de pH
de 2 a 11, este fendmeno no se ve afectado. Bin embargo a un pH
menor a 2 (obtenido can HClI 3N, los S-htdroxiindoles activados a
295 na fluorescen a 530 nm, langitud de onda que difiers de la

encontrads en indoles no substituidos en la posicion 3.

2.2 BIOSINTESIS

La ruta biosintética de la seroctonina en los invertebrados
®s similar a la encontrada an el sistema nervioso de vertebrados.
La serotonina se sintetiza a partir del triptofano en dos pasosy
1.~ hidroxilacidn a S-hidroxitriptofeno por la accidon de la
enzima triptofano hidroxilasa; 2.~ Descarboxilacion a serotonina
por accion de la enzima Dopa/S-HTP descarboxilasa, enzima que ha
sido identificada en inawctos por Livingstone (43) (ver la fig.

2).

Lo anterior se ha determinado mediante la incubacl&n de
tejido con triptofang marcado radicactivamente, el cual es
rastreado a difarentas intervalos de tiempa (50). Los resultddos
abtenidas muestran que la radiocoactividad ests asociada Unicamente
con @] triptofano, @l S-hidroxitriptofano y la serotonina. Por el
cantrarico la ausencia de radioactivided ®n otros metabolitos de

1a serotonina como la triptamina, e) S-hidroxitriptefol, 1l1la N-

&
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Fig. 2 Biosintesis deo la serotonina en invertebrados.



acetil serotonina y el dcido S-hidroxiindol acetico, indica que
la enzima monoaminaoxidasa no esta presente en tejidos de
invertebrados (23,34,12), como Se pensaba anteriormente, por ser

esta la via catabdlica mds coman en vertebrados (48) (fig. 3).

2.3 METABOL ISMO

LLa ruta metabsélica de l1a serotonina en invertebrados difiere
de la ruta metsbdlica conocida para vertebrados: no se ha
encontrado evidencia de las enzimas monoaminooxidasa o catecol-o-
matiltransferasa pressntes an tejidos de vertebrados. Existen
rutas enzimidticas para la inactivacién de 1a serctonina vy otras
aminas on @l sistema nervioso de invertebrados. Tales mecaniamos

s0n la acetilacién y la formacidn de compusstos conjugados.

2.3.1 Acetilacian

La acetilacion es una ruta catabdlica para 1la {nactivaeién
de aminas en el tejido nervioso de invertebrados. En este proceso
la enzima N-~acetiltransferasa reemplaza al] hidrédgeno socbre el

grupo amino libre con un grupo acetilo (ver fig. 4.

ACETILACION
wcu,—cu,—rm, CHy—CH,— NH— COOGH,
— O
N
SEROTOMINA N—=ACETIL SEROTONINA
Fig. 8, Formacion de l1a acetil serotonina a partir de

serotonina por la accidn de la enzima N-acetiltransferasa,
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. Fig. 3 Ruta metabolica de la serotonina en vertebrados.



En el tejido nervioso de Drasophiia, se ha eancontrado
significativa actividad de N-acetiltransferasa hacia dopamina vy

serotonina {12). En muestras de cerebro de la abeja (Apis

mellifera), e encusntran enzimas capaces de acetilar la
triptamina y la serotonina (23) . En la langosta (Locumta
migratorial, la actividad de N-acetil transfarasa hacia

octopaaina, dopamina y serotonina es alta en el sistema nervioso
y relativamente alta en otros tejidos de langosta excepto en el

misculo exossquelético donde o8 relativamente baja (34).

2.3.2 Conjugacian.

Recientemente se ha mostrado que la conjugacion con sulfato
Yy alanina, es un importante paso en el astabolismo de las aminas
biogénicas tanto en artrépodos como an mamiferos. La ssrotonina,
actopamina, tiramina y dopamina coqtl.n.n hidroxilos aromdticos,

las cusles son los prabables puntos de union con el sul fato.

Asimismo se ha aislado y parcialmente purificado una snzima
del tejido de langosta que cataliza la transferencia de un grupo
sulfato del intermediarioc activo (PAPS) (3 —fosfoadenonin 5°-
fonfosulfato) al anillo hidroxilo de las aminas. Lo anterior se
ha determinado en tejido deo langosta durante su incubacidn con 35

804 y 3H—-aminas (3I7).

Por otra parta en el sistema nervioso de langosta, la enzima
alanilaminasintetasa adiciona alanina al grupo amino de las
aminas © al grupe amino del sulfato conjugado de las aminas. Esta

reaccion requiers ATFP con alanina para completar su actividad

10




({37). La formacion de compuestos conjugados con sulfato y alanina

se muestran en la fig. 5.

CONJUGACION
AB~ALANINASATP

]
]
“ﬂm/cu,—cu‘—uu. WO, CHgGHg=NHC — CHg~ CHy~Ftiy
-—:>’~———> E h g
N

SEROTONINA CONJUGADO DE ALANINA

PAPS
o
A—-ALAFATP |

e 0
| Il
°:‘|° CHg=CH~ NN, oz CHymCHy=NHC =CHg=CHym NN,

SULFATO OE SERCTOMINA CONJUGADO DE ALANINA

. Fig. 5. Formacisn de conjugados en wl sistesns nervioso de
la langosta.
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2.4 FUNCIONES

La serotanine interviens en militiples proceswos fisioldgicos,
En vertebrados puede funcionar caomo hormona, 1a cual influye vy
modifica 1a secreciétn de una gran variedad de otras hormonas
tales como la tirotropina y la prolactina (7, 3&), factores de
liberacion ] inhibicion hipotalamica, hormonas troficas
pituitarias y estercides adrenales. Ademés posee propiedades

vasoconstrictoras y de termorsgulacion corporal.

En invertebrados eapecificamente® en langostas se sabe que la
asrotonina se ehcuentra presente en el misculoc esqueldtico
facilitando la contracciéon del misculo -n preparacionas
nauromuscul ares de crusticeos (27). Brundfest y Reuben 31,
demuestran que la serotonina aumenta el tamafo del potencial de
unidn excitatorio produciendo potenciales de accion en fibras
muaculares y Dudel confirma que este aumento s de origen
presinaptico (13). Posteriormente se sabe que la serotonina actua
también en terminales nerviosas excitatorias e inhibitorias vy

sobre fibras musculares.

Animimmo Figcher y Florey confirman su accidn en 1la
modulacidn de la transmision sinaptica y en la excitacion-—
contraceidan del masculo aductor del cangrejo (27). Livingstonae y
colaboradores inyectaron serotonina dentro de la circulacidon de
cangrejos Yy langu-fag observando que eésta produce flexion
prolongada de las extremidades y el abdomen, los cuales no son
debidos a accionaes perifericas sino a patrones motores

coordinados (33), que envuelven la activacidn e inhibiciédn de

12



mil tiples motoneuronas excitatorias o inhibitorias que inervan

los misculos posturales de la langosta (43).

Por atra parte se sabe que la merotonina a una concantraciaén
de 10 - M en el crustéceo decapodo Panulirus interruptus
incrementa 1la frecuencia del ciclo pilorico alrrededor de un 50%
de su actividad normal y produce una combinacidn de efaectaos

sxcitatorios @ inhibitorios sobre las neuronas piloricas (28).

Recientamente sw ha propuesto la participacidn de la
serotonina ¥ otras aminas como importantes modul adoraes

fisiolagicos da la conducta en crustaceas (40).

En suma, este agente tiene una gran importancia clinica vy
funcional vya que interviene en varios procesos fisioldgicom Qua
son esenciales para el organismp de vertebrados & invertebrados,
razon por la cual se le ha investigado continuamente desde sau

descubrimiento hasta nuestros dias.

2.5 LOCALIZACION DE LA SEROTONINA EN CRUSTACEDS

En la decada de log &60°'s 8@ realizaron los primeros estudios
guiados a dilucidar 1la localjzacidn de las monoaminas en el
sistema narvioso cantral de crustaceos. El método de
fluorescancia histogquimica realizado en esa entonces permitisd
daterminar a lam catecolaninas e indolaminas an estas
estructuras, gracias a que estas forman compuestos que fluorascen
intensamente al! ser tratados con vapor de {formaldehido (248),
Elofssan m-dl;nt. esta teécnica localizé neuronas an el sistema

nervioso central situadas en el protocerebro, la médula axterna =

13



interna as{ como 1la cadena Qanglicnar de la especie Astacus
astacus (1%5). Estas investigacicnes son ampliadas poco despuds al
comprobar la existencia de ewtas aminas en 10 especies de
crustacecs y 8 de insectos (1&6). 85in smbargo la serotonina se

determindg con precision anicamente en insectos.

ia fdentificacion y localizacidn de las presuntas neuronas
serotonindrqicas (S=-hidroxitriptaminérgicas) no [ 1] podia
matablecer con precisién debido a la intensa flucrescencia verde
de las catecolaminas, que enmascaraba la fluorescencia amerilla

de las indolalquilaminas,

Con al advenimiento de la inmunocitoquimica $ud posible
iniciar 1a localizacidn de substancias neuroactivas por sl usoc de
antisueros contra u enzima sintética. La deteccion
inmunocitoquimica direwcta de la serotonina es reslizada por
Elofsson en 17983 (1?). Dicha técnica pearmite localizar las
nauronas {inmunorreactives a serotonina, haciendo posible su

ubicacian en el sistema nervioso central.

LLam neuronas inmunorreactivas en el sistema nervioso del
acocil, e encusntran en los tres ganglios opticos a sabers
médula externa, interna y terminal del tallo ocular y las &Sreas
inaunorreactivas del cersbro comprenden el pusnte protocerebral,
@]l cusrpo central, los labulos paracentrales y los ldbulos

olfatorios. En las figs. 6 y 7 se muestra la anatomia del tallo

ocular,
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IFig- & Diagrama del tallo vaudar del acocil  Procambarus
clariziy.

-
4



Fiq, g Corte histeloqice Jlongitudinal del tallo ocular

completo de Prpcambarus clarki donde se muestran Ja retina v
los diferentes l1&bulos Gpticos o neuropilas que o conforman.

fh, fotoreceptores en la retinaj ph  ax, axones de los

fotoreceptoresy 1q. lawminz sanslinpacisi me., medulla exiecnas
mi. medulla Jinternai mt. medulla tercminalisy h©b, cuerpo

hemielipsoidali o-X, &rgano-X. Barra de calibraciédnt 150 um.
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Fingeraan Y col aboradores determinaron la cantidad da
serotonina en @] ganglio cerebroide y los tallos oculares del
sistema nervioso del cangrejo Uca pugilator (25), mostrando mis
tarde que aquella cantidad presentd variaciones durante el dia y

la noche (circadicas) (26&).

Posteriormente se utilizoe 1la cromatografia de liquidos de
alta resolucidn (CLAR) con deteccidn electroquimica (DE), para
identificar vy cuantificar a la serotonina en el sistema nervioso
{(ganglio cerebrojide y tallos oculares) del acocil Pacifastacus
lenitusculus (18). En 1984 Laxmyr detecta serctonina en & especies
diferentes de crustiaceos decapodos uétllzando los mi smos

procedimientos (42),

En el presente trabajo nos concretamos & la raegién més
axterna del sistesa nervioso central, ya que & pesar de saber que
1a serotonina se encuantra e«n &l tallo occular de insectos vy
crustéceas no ©we conoce el papel fisiolégico de los diversos
elementos serotonindrgicos en @1 peduanculo ocular de laws
crumtéceos y demés artrdpodos, en particular no se conoce cual es
su influencia scobre el procesamiento de la informacidn visual en

sstas especies.

2,3.1 La serotonina en el tallo ocular

Estudios inmunocitoquimicos realizados por Elofsson en 1983
(19), Mmuestran que @&l tallo ocular contien® cuatro nsurocpilas
épticas © regiones sindpticas. La mas distal de las neuropilas

dencminada 1&mina ganglionar no contiens neuronas

17



inmunerreactivas. La siguiente neuropila en direccidn proximal
llamada médul & axterna {medulla), . presenta fibras
inmunorreactivas que se distribuyen en tres capast una banda
ancha en ®1 margen distal, una segunda banda ancha en la mitad de
la naeurcpila y una delgada en el margen proximal. La
inmunorreactivided estd caracterizada por tener una apariencia
Qranular fina, que indica ramaificacionss de las nsuronas. La

f¥lucrescencia es més debil en lss dos neuropilas mas proximales.

La médula interna {(lédbula) es proximal a las dos Zonas antes
mencionsdas. En esta region las zonas inmunorreactivas se
ancusntran distribuidas en capss bién delimitadas que muestran
interconexiones inmunorreactivas extensivas. Tal es e} caso de la
capa prokimal que esta dividida en dos subcapas, sin embargo sus

ramificaciaones son mencres que en la médula externa.

La médula tersinal es la més larga y proximal da las
neuropilas del +tallo y continda al cerebro eawdiante el nervio
6ptico. E1 paqun£w de la superficie anterior de l1a neuropila
tienms una reaegidn dorsonadial qQue rodea al llamado cuerpo
henislipeocidal. Las neuronas inaunorreactivas s& encusntran
principalmente en tres sitios de acumulaciodn: uno anterior, el
segundo caudal al cuerpo hemielipsocidal y el tercero aituado

ventrolateralmente sobre la superficie anterior de la neuropila.

Una zona intansamente inmunorreactivae de la neuropila se
localiza inmediatamente abajo de lam neuronas situadas en
posicidn anterior al cuerpo hemiwlipscoidal., Esta concentracidn

inmunorreactiva continia a 1o largo del borde medial de la médula

ie



terminal y da lugar a sxones fusrtenente inmunorreactivos sn el
pedunculo ‘éptico, terminando en el wsitio anterior del

protocerebra,

Estudios inmunocitoquimictos realizados por Picones y Becerra
{32), auestran que 1la serotonina se encuentra a lo largo del
tallo ocular distribuido en la médula externa, interna y terminal
(var fi1g. B), 1o cual corrabora los resultados presentados por
Elofsson en 1983 (19). Asimiwumo se indica por primera vez a la
lamina ganglionar cono neuropila que contiene fibras
fneunorreactivas a serotonina cuando se realiza }la diseccidn vy
f1 jacién del tejide alrededor de la medianoche, tomandc en cusnta
que la serotonina se encuentra en mayor cantidad a esta hora del
dia segQun la caracterizacion del ciclo circédico de la serotonina
realizado en 1 cangrejo Uca pugilator por Fingerman y cols.

286y,

€1 hecho de encontrar marca inmunorreactiva a serotonina en
la l4mina ganglionar (nauropila mids proxima a los fotoresceptores)
parece indicar el efecto directo de déste agente scbre los

fotoreceptores del acocil.

Por otra parte se Observan tambidén fibras con depdsitos
inmunomarcados en el interior de fibras No asociadas con axones
di fotoreceptores. La aparicidn de estructuras inmunorreactivas

de 640 a 80 nm de diametro sugiere la identificacion de vesfculas

densas contenedoras de wserotonina, con una posible funcién
secretorsa al libmrar localmente su contenido sobre lom
fotoreceptores. De tal forma que su localizacidn en lam
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Estudio inmunoci toquimico en el tallo ocular
Frocambarus clarkii. s distingue una compleja
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estructuras del tallo ocular del acocil sugierae su muy probsble
participacién en @1 procesamiento de la informacidn wvisual e
incluse la regulacién de neurcnas secretoras que =sn &1 [ 1]

encuantran (organo X) (352).

8Si bién we han detectado y localizado 1los elsmentos
serotonindérgicos en a1l tallo ocular, no se ha cuantificado adin la
concentracion de weste agente en las diferentes ragiones
anatdmicas del mismo, por 1o tanto se pretende dasarrollar un
método cromatografico Que sea preciso, especifico, wsensible,
reproducible y linwal que nos permita detectar a la serotonina en
@]l tallo gcular, an las diferentes regiones anatémicas del miseo
Y lam variaciones de esta durante el ciclo nictaseral con un
minimo de material biolégico, un méximo rendimiento duranta las
®xtracciones y un bajo gasto de solventes, consscusentenante un
menor costo en el andlisis. Para ello es necesario consultar los
métodos que se han utilizado hasta el momento para au

determinacion.

2.6 METODOE DE DEYTECCION ¥ DETERMINACION

Los meétodos utilizados en la determinacidon de wseratonina
abarcan desde ®]l andlisis espectrofluocrométrico (60) hasta sl mds

nencillo y especifico método cromatografico (51).

El método espactrofluorométrico permitid determinar a 1a
serotonina en 7 aspecies de crustdceos, encontrando una
concentraciosn de serctonina entre 0.02 a 0.2 ug/Q de tejido, w=in

anbargo se presentan interferencias con substancias desconocidas



que fluorescen cerca de los 450 nm cuando son excitados a 30% neo
y algunas veces enmascaran el pico de la serotonina cuando 1os

niveles son muy bajos.

Después de la introduccidn de la técnica de Fluorescencia
histoquimica (24) mse clagifica a las indolalquilaminas como parte
de las monoaminas bicgénicas incluyendo a la sarotonina. Aunqua
si bidn el método se utilizd para determinar la pressncia de
moncaminas en el sistema nervioso central de 8 especies de
crustaceos declapodos y en insectos (16), éste presenta grandes
dusventajas: @s una técnica muy elaborada, ®1 tejido dificiiments
s@ puede precervar daspufis del tratamiento con vapores de
$armaldehido, la fluorescencia obtenida dessparsce rapidamonte
cuando se expone a luz ultravioleta y ademés 1a presencia de
serotonina (flucrescencia amarilla) es ennascarada por la
presencia de las catecolaminas (flucrescencia verds) cuando astas

ae presentan en las mismas regiones anatdmicam.

Sin embargo, en suU momento fud una técnica muy utilirada
para 1la localizacidn de moncaminas en el sistema nervioso central

de decdpodos crustaceos.

Con el advenimiento de la inmunocitoquimica os posible
detectar a las neuronas sercotonindrgicas por el uso de antisueros
contra su enzima biosinteética, triptofano hidrotilasa y 1la
descarboxilasa 1 aromatica acida. Mis recientemente se emplean
anticusrpos contra sercteonina permitiendo 1la idantificacion
directa de las neuronas que la contienen y superando las

limitacionas encontracas con el metodo de fluorescencia



histoquimica (8,19,52). Para la localizacion de terminales
nerviosas se ha utilizado tambien el andlisias radiosenzimatico

(4g).

Una wvez determinada la posible localizacidn de las neuronas
sarotonindrgicas, surge la necesidad de cuantificarla en el
sistema nervioso central. La cromatografia en sus diversas
facetas wme ha utilizado también como medio para cuantificarla en

diferentes regiones anatdmicam.

Los primeros métodos de cromatografia de gases emplearon el
detector de captura de electrones, el cual no es muy popular

debido a l1os problemas ascciados con la derivacidn de complejas

matrices bioldgicas. En este procedimiento lam aminas son
tratadas con anhidridos halogenados obteniendo un derivado
volatil que posea axcelentes propiedades de captura de

electrones. Aunque =i bhién la sensibilidad absoluta de este
detector es alta, ésta disminuye debido a la seffal de fondo
producida por los reactivos de derivacidn, loe solventes y los
contaminantes de la matriz biologica. Martin y Ansel detectan no
menos de 10 ng de serotonina en muestras de alrrededor de 450 mg

t47) .

La cromatografia de gases amociada con un detector de
espectromé#tria de masas, conasiderado como un detector altamente
enpecializado para el cromatografo de gases, ofrece law
siguientes ventajast la muestra no tiene que estar altamente
purificada cuando solamente ciertos fones son de intereés, lom

compuestos de raeferencia deuterados se comportan como los

3]
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Andl ogos ne deuterados, considerédndose entonces de alta
precisison. Con anhidridos halogenados como 1os reactivos de
derivacidn, se obtienen excelentes patrones de fragmentacidn con
fones moleculares prominentes, sin embargo existen problemas
asociados con el costo de la instrumentacidn as{ como de la mano

de obra para su desempesffc.

i.a cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase
ravarsa ofrece otro m&todo para evitar los problemas asoclados
con los métodos anteriormente descritos. Esta técnica os
idealmente adecuada para la determinacidn de moléculas bioldgicas
tarmolabiles proporcithando una alta resclucion, emtabilidad de
la columna, e@ficiencia y rapidez en el analimin, y la posibilidad
de separar una amplia gama de compuestos a través del uso de un
aquilibrio secundaric (6). Sin embargo esta puede extenderse a la
invaestigacién de aminas después de la introduccidn de detmctores
altamante sensibles tales como el dotector de fluorescencia

(51,59,39) y el detector electroquimico {(18,42).

Basado en evaluacicones de sensibilidad, reproducibilidad,
estabilidad, selectividad y simplicidad en 21 manejo del sistema
se concluye que el detector de fluorescencia ws superior al

detector electroquimico. Las razones se exponen a continuacion.

La detecciaon electroquimica de indolas implica la N-
oxidaciaon y oxidacién de los grupos fenoles de los coapuestos S5-—
hidoxilados. La S-hidroxitriptamina (serotonina)l, -1l
hidrokitriptofano y e@ Acido S-hidroxitindolacetico muestran una

corrisnte estable a 0.4 v y un incremento en la carriante por



aumento del potencial. l.os compuestos sin el grupo fenol tales
como el triptofanoc y la triptamina no dan un limite de corriante
a potenciales de 1,10 v, por lpo tanto los altos potenciales traen
come consecuencia una elevada seflal de ruido. E1 1limite dea la
corriente para la oxidacién de indoles puade no estar comprendida
on -l intervalo de voltaje del electrodo de carbdn,
consecuentemente l1a respuesta del detector ssta en funcion del

control del potencial utilizado (55).

Un problema constante con la deteccion slesctraquimica es la
baja estabilidad v las fuentes no identificables de ruido a altas
sensibilidades. En consecusncia es dificil sstablecer el limite
de deteccién absoluto en el enzayo. A niveles de S0 ng s& obtiene
una precision relativa supesrior al 1%, pero con cantidades
menores de 1 ng a alta sensibilidad, 1a reproducibilidad no es

satisfactoria para el andlisis cuantitativo.

La deteccion por medio de fluorescencia fué¢ posible debido a
que las indolaminas exhibesn una fluorescencia nativa cuandoc «e
axcitan a una longitud de onda de 280 nm teniendo un mdxiec de
emisidon sntre 335340 nm para la serotonina y a 350 nm para la
triptamina. En estas condiciones 1a maxima wsensibilidad se
determina entre 0,03-0.2 ng. Al cambiar la longitud de onda de
emisiodn de 340 a 3135 nm hay una fusrte supresion del pico de la
ssraotonina Yy la sensibilidad oel analisis disainuyas. La
linearidad s® encuentra entre 0.1-0.5 ng a alta sensibilidad

(53) .



Pﬁadu aunentarse la sensibilidad del analimis, hacliendo més
fluoresconte & la molécula, ampleando reactivos de derivacion
coma la fludrescamina, el cloruro de dansilo, el ortoftaldehido
Y la etilendiamina. Las reacciones se pueden llevar a cabo por

difarentes caminoss

a) Derivacion precolumna. La reaccion se lleva a cabo antes de la

cromatografia o an un reactor sspecifico entre el inyector y 1la

columna.

b) Derivacién postcolumna. La reaccién ze lleva & cabo ®n
$racciones recolectadas despuds de la cromatografia o en un
reactor designado wespecificanente para e®llo, situado entre la

salida de la columna y &l detector.
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IXI OBJETIVOS

Objetivo general:

Desarrollar un método cromatografico que parmita detectar y
determinar pequefas cantidades de serotonina en el sistema
nervioso del acocil Protambarus clarkii por medio de
cromatografia de liquidos de altes resolucidn con deteccidn de

flucrescencia.

Objetivos particularess

a) Establecer las condiciones optimas del andlisis

cromatografico (fase movil y velocidad de flujod.

b Determinar la precisian, exactitud, reproducibilidad,
lingaridad del sistema, linearidad de! método y limites de

deteccion del sistesa cromatografico encontrado.

c) Determinar la concentracion de serctonina en el tallo ocular

del acocil Procambarus clarkiti.

d) Caracterizar las variaciches en la concentracion de

searotonina a 10 largo del ciclo de 24 horas.

o) Determinar la cantidad de serotonina en el tallo ocular

coampleto, asf como an sus diferantes regionas anatomicas.
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v DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Condiciones de trabajo.
#4.1.1 Espectro de fluorescencia de la seratonina.

Para aestablecer las condiciones oéptimas de trabajo se
realizd prissrament® un supettro de excitacidn-amisidn de 1a
serotonina 4 una concentracién de 2.05 x 10 - g/mL en un
.-p-ct;o‘laroa-tro Aminco Bowman en las siguisntes condiciones de
operacidn: sensibilidad de ceroy el porcentaje totsl de la escala

en 100 y el monocromador en 0.%9.

De la solucién anteriormente preparada se introducen 2 ol en
una celda de cuarzo, se fija la longitud de onda de excitacién a
310 nm y se realiza un barrido de la longitud de onda de 310 a
430 nm obteni#ndose @l méximo de emision a 340 nm (ver {fig. ).
Posteriormente as® fija la longitud de onda de esisidn en 340 nm
Yy =8 realiza un barrido de la longitud de onda de 220 a 370 nm

ancontréndose el maxinmo de excitacién a 320 nm (ver fig. 9.

Lo anterior se lleva a cabo con @&l fin de fijar la Jlongitud
de onda a la cual se presenta =1 maximo de fluorescencia, en
eustas condicionas obtendremos un méxkimo de sensibilidad con una
minima cantidad de serotonina. Low filtros disponibles en el
laboratoric son de 254, 338 y 450 nm por 1o que se decidid
colocar el filtro de 254 nm como la longitud de onda do
excitacion y @l filtro de 338 nm como la longitud de onda de
ani-iaﬂ( basando ésta eleccion en los rosul tados obtanidos en

4nte trabajo y en los encontrados por Svendsen y Greibrokk (%5),
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en los cuales sc obtiene una sensibilidad de 0,03 a 0.2 nm de
serotonina con una longitud de onda de excitacion de 280 nm y una
longitud de onda de emisidn de 340 nm. Los datos se nuestran an
la tabla 1 ¥ 2, v la gré4fica en la fig. 9.

e

7

-

4.1.2 Fases moviles encontradas.

Fase mévil 1. La fase mdvil es una mezcla de 150 ml de 2 -
propannol, 370 mg de (-octan sulfonato de sodioc y 8350 ml de
acetato de amonio 0.01 M a pH = 4.9 (785 mg de acetato de amonio

y 5.7 m] de 4cido aceético glacial por litro de solucidn).

Fase movil 2. La fase méovil esta constituida de 800 ml de
‘agua, 100 ml de acetato de amonio O.1 M a pH = 4.5, 100 ml de

acetonitrilo y 370 mg de | octan sul fonato de sodio.

Preparacion de la fase moévil.

Para preparar la fase movil se mide @] agua tridestilada,
des—ionizada, filtrada a traves de un filtro con un tamafto de
poro de 0.45 um y desgasificada a vacio por 15 miny en otro
contenedor se mide @l amortiguador de acetatos, el 2-~ propanol
y/0 acetontitrilo y 1 octan sul fonato de sodio, loa cuales se
adicionan al primer contenedor agitando por 1 min a vacio para
desgasificarla, finalmante use introduce el nitrdgeno para
conservar uha atmGsfera insrte. Todas lan separaciones se llevan
a cabo {socraticamente a una velocidad de flujo de O.55 ml/min
(fase movil 1 4 & 0.8 ml/min (fasa mdvil 2) a temperatura

ambiente, ' -
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4.1.3 Enpecificidad del meétodo.

Para sncantrar 1a especificidad del método cromatografico se
inyectaron 10 ul de diferentes solventes a saber: mnetanol, 2-
propanel, butanol, n-heptano y acetonitrilo, asf{ como 10 ul de 1-
arterenct, dopamina, 3,4 dihidrorkibencilamina, 1 dopa, dl-—
octopamina, % ul de los precurscoras dl- triptofano y l-tirosina
a una concentracion de 20.9 pesnl/3ul y 3 ul de -
hidroximelatonina a una concentracion de 26.27 +/-~ 7.38 pmol /3 ul
sin encantrar plrturba;ion de la linea base sn ninguna de las dos
fases méoviles utilizadaws. La serotonina, mel atonina, S5~
hidroxitriptofano, BS-hidroxitriptofol y 1la N-acetilseratonina
prasentan seffal cromatografica en ambas fases, @n la primera sin
tener resolucién entre ellas, no asi para la segunda fase movil
donde presantan una buana resolucidn. Los resultados se muestran

an la tabla 3.

Las solucionas madra se preparan tosando 20 mg de cada
estiandar en 100 ml de metancl con 500 ul de 2-mercaptoetanol vy
S00 ul de Acido perclérico aforandolo en frfo. La concentracidn

-3

es de 2.05 x 10 g/ml almacenandose & una temperatura de -4 C.

4.2 Validacion

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas se
procedid a validar el metodo, para ello se realizaron las

siguientes detersinacionest

#.2.1 Precision y exactitud. Se llevaron a cabo 20

determinaciones de serotonina a4 una concentracion de 28.9 pmol /S
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ul, 1a cual se considerd como el 100%. Los resultades se muestran

en la tabla 4.

4.2.2 Reproducibilidad. Se realizaron 30 determinaciones de
serotonina a una concentraciadn de 28.9 pmol/S  ul para
caracterizar el wfecto del dia y el efecto del an-ll-t; en 1la
cuantificacion (2 dias v 2 analistas). lLos datos se muestran en

las tablas 8 y &.

4.2.3 Linesaridad del sistema. En este punto se elaboraron
curvas de calibracidn para caracterizar la altura en funcion de
la concentracion de la serotonina. Dichas curvas abarcan de 3.465
a 70.0 pmol/S ul. Cada una de estas scluciones se inyectd por
cuadruplicado para determinar el limite de deteccioén (Xd), =l
limite de decisién (Yd) y la linrarid-d del wistema. En l1a tabla
7 %@ nuestra la altura promedio de 4 determinaciones de cada una
de las concentracionss utilizadas. La grafica se muastra an la

fig. 10.

4.2.4 Linearidad del método. Se realizd un homogenado de 48
tallos oculares con & ml de acido perclérico 0.2 N con heparina
sodica, el cual se fracciond en alicuotas de 500 ul obtenidndose
un total de 12 muestras que se agrupan &n 4 lotes de 3 muestras
cada uno. El primer lote s el de las muestras testigo y & los 3
lotes restantes se les adiciona 22.2 pmel/S ul, 29.464 pmal/S ul y
4%.29 pmol/Sul de serotonina estandar continuando el proceso de
axtraccidn anteriormente descrito (ver inciso 4.3.2). Log
resultados se muestran en la tabla 8 v la griafica se musstra en

la fig. 11.
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4.3 Tratamiento de las muestras biolagicas

4.3.1 Dimeccidn del tejido.

Después de validar el sistema se procedid a tratar nauestras
bicldégicas para determinar la aplicabilidad del métedo en 1la
cuantificacidn de serotonina en el tallo ocular del acocil
Procambarus clarkii. La preparacion de las muestras se describe a

centinuacian.

€1 teiido nervicsn e obtiens ds acociles Procambarus
clarkii (Girard, Crustacea, Decapoda) de 8 a ? cm de longitud vy
da 20 a 30 g an edad adulta, sin dl:ttncien de sexos y solo
agquellos que Nno se encusntren en periodo de muda, traidos desde
au habitat natural en el estado de Chithuahua. Los animales
permanecian al menos una semana adaptandase a las condiciones del
laboratorio en bandejas de plastico con agua y un ciclo alternado

de luz—obwcuridad 12:12.

La solucién utilizada para lasc digecciones fué la solucidn
fimildgica para crustaceos dulceacuicolas de Van Harreveld con la
sjiguiente composicidn idnica en mmol/lt ¢ NaCl 203, KCl 3, CaC1l

14, MgCl 3, Hepes Na 23 ®1 pH se ajusto a 7.4.
2

Para raalizar la diseccidn del tallo ocular se corta primero
®]1 rostrum y despues s2 sxtirpa 1 tallo ocular, que se racibe en
una caja d'u petri con solucidn Van Harreveld y con ayuda de un
microscopio se procede a cortar el exoesqueleto (llevando a cabo
cuatro incisiones en forma radial), asi como los misculos
oculomotores para posteriormsente sacar el talle acul ar

auxiliandose con pinzas de relojerc, por ultimo se extirpa el
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tejido conectivo que 1o rodea.

4.3.2 Método de extraccion.

El método de extraccion es una técnica modificada rn;lizad.
a partir de las observaciones realizadas por Elofsson, Palmerini
y Wakabayashi (16,42,51,58,59), en el cual el tallo ocular
aislado wue congela en hielo meco, se pesa @ inmediatamente se
homogeniza en un micropotter de vidrie con 500 ul de heparina
sddica en Acido perclérico (10 mg de heparina sddica disuelta en
10 ml de dcido perclérico 0.2 N), despuds se centrifuga a 17000
rpm durante 20 min a 20C en una centrifuga refrigerante, el
sobrenadanta se transfiere a otro tubo para su posterior
filtracidn a través de filtros de Nylon &6 con un tamafio de poro
de 0.2 um. E1 volumen total cbtenido de la muestra es inyectado
dentro del sistema cromatografico. El diagrama del proceso de

extraccion se muestra en la fig. 12

METODO DE EXTRACCION

Homogenizacidn del tejido en &cido
perclérico 0.2 N con heparina sdadica.

I Cantrifugacidn a 17 000 rpa. por 20 min a 2 C. l
1

l Filtracion del sobrenadante. l
1

l Andlisis cromatografico. J

Fig. 12 Proceso de extraccidn para las muestras biolédgicas.
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4.3.3 Parcentaje de recuperacién sn la aextraccidn.

Se inyectan S ul de serotonina osstaAndar a una concentracidn
da 28,9 pmol/S ul y 10 ul de melatonina a una concentracidn de
43.247 pmol/10 ul para calibrar el sistema cromatografico. En la
tabla % vy en la fig. 14 gs& indica el tiempo de retencidén, la

altura y la concentracion correspondiente de astos estandares.

Por otra parte la misma mezcla de estindares 2@ procesa como
me describe sn el incisoc 4.%3.2 y sa inyscta al cromatografo para
cuantificar el porcentaje de recuperacion de la ssrotonina
durante el proceso de extraccion. Loas resul tados se suestran en

la tabla 10.

4.4 Analisis cromatografico.

Al iniciar el anAlisis, con la vdlvula en posicién de carga
(fig. 13 A)y se inyectan 2 ml de agua dentro de la precolumna a
través de una aguja por utilizacidn de una Jjeringa de 5 ml
adaptada a un filtro Millex—G8 con un tamafio de poro de 0.22 um.
En este momsnto, la muostra, usualmente de 0.1 a 0.5 ml e
inyscta y finalmante l1a manija de la vidlvula se rota a la
posicion de inyeccidn (fig. 13 B) para iniciar la fase de elucidn
de la bomba a la terminal ocpuesta de la precolumna y determninando

la muestra arrastrada dentro de la columna analitica.
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ENTRADA At INYECTOR ENTRADA AL INYECTOR

SALIDA SALIDA

BOMBA
'
PRECOLUMNA PRECOLUMNA
COLUMNA COLUMNA
A B8
Fig. 13

El esquema muestra el anadlisis cromatografico de
la serotonina. Con la vaAlvula en posicidn de carga A la
muestra se inyecta dentro de la pracolumna rateniendose en esta
el compuesto de interés. Los compuestos que no se retienen en la
precolusana son  eliminados por medio de un lavado de agua vy
finalmente los compuestas adsorbidos son  impulsados de la

precolumna a la columna analitica cuando 1a vilvula se coloca en
posicidn de inyeccidn.
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4.5 Cuantificacidn de la serotonina en el tallo ocular

Sa toman 3 muestras de cuatro tellos oculares cada una, las
cuales son tratadas con sl mismo proceso de extraccion (ver
fnciso 4.3.2), sin embargo en la muestra ! s& procesa el tejido
nervioso unicassnte, en la mnuestra 2 se adicionan 5 ul de
serotonina estdndar a una concentracidn de 28.90 pmol/S ul y an
la dltima wmucstra se adicionan 10 ul de melatonina a una
concentracion he 43.267 pmol/ 10 ul, Los datos se muestran en la

tabla 1t y los cromatogramas en la fig. 13 A, 13 B, 1S5 C,

4.6 Identificacién de la serotonina.

4.46.1 Mpdificacidn de las variables cromatograficas.

Es probable que en las condiciones de flujo y fase mévil
utilizadas exinta otro compueste que pressnte al mismo tiempo de
retencion que la serotonina, pcr ella se mnodifican las
cendiciones cromatograficas utilizadas hasta el momento, fase
mévil 1 a una velocidad de 0.35 ml/min, por la fase movil 2 a una

velacidad de flujo de 0.8 ml/ain.

Para calibrar el sistoma cromatografico se inyectan S ul de
una mezcla de estdndares que contiene 28.47 pmol/Sul de %
hidroxitriptamina (serotanina)l (5~HT), 23.15 pmol/S ul de S-
hidrox{itriptofano (S5-HTP} (precursor de la serotonina), 27.47
pmol/S ul de S— hidroxitriptefol (S5-HTPH), 23.02 pmol/S ul des N-
acetilserotonina (N-acetil S5—-HT) y 57.31 pmol/S ul de melatonina
tMEL) (Log Gltimes I son metabolitos de la serotoninal. Los
resultados se muestran en la tabla 12 y en la fig. 16 se muestra

#]l cromatograma de los mismos.
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4.6.2 Cuantificacidn de la serotonina en el talleo ocular.

Para la fdentificacidn del pico de la serotonina se toman I
muestras de 4 tallos occulares cada una y se procesan como ya se
ha descritoy, Yy el andlisis cromatografico se lleva a cabo con la
fase mévil 2 a una valocidad de flujo de 0.8 ml/min. En la fig.
17 se nuestran los resultados y un cromatograma j{lustrativo de

las mismas.

4.7 Experimentos fisioldgicow
4.7.1 Determinacion del ciclo circédico de la serotonina.

Fingerman y Fingerman describen el ciclo circadico de la
serotonina en el cangrejo Uca pugllator, win embargo N0 se sabe
i en e1 acocil Procambarus clarkii exista tal ritmicidad
circddica, por lo tanto se procede a determinar las varifaciones
de la serotonina en @1 transcurso del ciclo nictameral. Para ello
me tomaron tres muestras de cuatro tallos coculares a las 6:00,
12:00, 18300 y 24100 horaw del dia considerando la fluminacidn de
acuerde al ciclo circédico, ®s decir, durante las 12 horas de 1uz
la diseccién se realirza con luz blanca vy el las 12 horas de

cbscuridad se lleva a cabo con luz reja tenue.

Los reasultados se muestran an la tabla 13 y en 1a fig. 18

%@ encuentra la grafica que indica las variaciones en la

concentracidn de serotonina, S-hidroxitriptofano, S—
hidroxitriptofol y N-acetilserctonina durante un ciclo
nictameral, los cusles se reportan considerandn la méxima

concentracidn de cada una como el 100%
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4.7.2 Distribucidn de la serotonina en el tallo ocular,.

Postericrmenta se cuantifica la concentracidn de la
serotonina en las diferentes regiongs anatdmicas, para ello se
realizaron las disecciones alrrededor de la medianoche de 1ae
wiguientes fracciones a saber: retina-lamina ganglionar (R-LB),
médula externa (ME), meédula interna (MI), medula terminal-nervio

dptico (MT-NOQ) y glandula sinusal (GS).

Con ayuda de un microscopio y en condiciones de 1luminacidn
muy tenues (luz roja), con el objeto de no modificar el ciclo
circadico de la serotonina, se cbtiensn 20 fracciones de cada unha
da astas zonas, las cuales son procasadas y analizadas come se
indica anteriormente (ver inciso 4.3.2 y 4.4), Los datos =se
muestran en la tabla 14 y en la fig. 19 se indica la distribucion
de la wserotonina, gu  precursor Yy sus metabolitos en las

diferentes regiones anatomicas del tallo ocular.
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V REBULTADOS

5.1 Condiciones de trabajo.

La determinacidn de saerotonina se llevd a cabo con dos fases
mdviles a una velocidad de flujo de 0.33 ml/min y 0.8 mledin
utilizando una longitud de onda de excitacidn de 254 nm y una
longitud de onda de emnisidn de 338 nm. Lo anterior me determind
al realizar ] espectro de fluorescencia vy obtener que el miximo
de enision sw encusntra a los 330 nm Yy el maximo de excitacidn

a los 320 nm (var tabla 1,2 y fig. 9.

Los parametros de integracion para todos los rogistros soni

‘velocidad de la carta, v m O.33 cm/min; ancho del pico, weé = 17;

nivel de ruido, nr* = 7%4 ; =] 4irea del pico, A% = 20. En estas
condiciohes &1 método cromatografico resultd ser espacifico para
la determinacidn de serotonina y melatonina (fame movil 1), vy
para la serotonina, melatonina, S-hidroxitriptofol, S~

hidroxitriptofano y N-acetilserotonina (fase movil 2).(ver tabla

.

5.2 Validacidn.

Para validar &l sistema cramatografico me rasalizaron 94
daterminactones, 20 para precisién y exactitud, 30 para

raproducibilidad, 32 para linearidad del sistema y 12 para

linearidad dwl método. Los resultados se muestran a continuacidn:z

* Unidades del aparato.



al) En las determinacionea de precisidn y exactitud (ver la tabla
4) el valor de la media es de 99.81 con una desviacion estandar
de 0.423 y un coeficiente de variacién del 0.424 %, El intervalo

de confianza abarca desde 97.5187 hasta 100.1012.

b)) De lac 30 determinacicnes de reproducibilidad, 15 determinan
@l efecto del dia y 15 #]1 efecto del analista. Al evaluar el
efecto del dia (tabla 5), se ochserva que la deaviacidn estandar
mas pequela corresponde al dia I (Y= 0.38) y la més grande al
dia 2 (Y= 0,48), sin embargo podemos afirmar que los valoroas
obtenidos no sufren una desnviacidén significativa al ner
analizados en diferentes dias. Al evaluar el efscto del analistas
observamos que la desviacidn varia de 0.47 a 0.65, pressntando
una media entre 99.36 y 79.94, de tal forma que podemos dacir que
la determinacién de serotonina se puede realizar por difesrentes
analistas sin encontrar un cambie wsignificative an la

concentracidn de la misma.

c) Para la linearidad de el sistema = raalizaron 32
determinaciones (4 para cada una de las concentraciones
trabajadas), es decir se cuantificd la respuesta del aparato
(altura) en funcion de la concentracion de serctonina (tabla 7 vy
fiQ. 10). Al graficar el valar promedin de cada cancentracion se
observa dispersidon a las concentraciones de 22.%88, 268.90, 46.89
y 70.03 pmol/3 ul, sin embargo la linea recta se trazd siguiendo

l1a tendencia general de los puntos obtenidos.
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LLa recta de ragresidn estimada por medio de minimos cuadrados

fud
Y = 0.4327 X + (- 0.1862)
r o= 0.9979
2
r = 0.9958
Al trazar las bandas de confianza calculadas por medio de la
dosviacién estdndar por punto, se determina el 1imite de

deteccien ¢ Xd = 7.5 pmol/% ul vy limite de decision , Yd = 15000

unidades del aparato.

d? La linearidad del mé#todo se evalua con 12 determipaciones (3
muestras para cada concentraciéon vy 3T muestras testigo). Los
resultados en la tabla 8 muestran que @l astodo cromatografico es
lineal & concentraciones de 22.2 pmol/S ul, 29.64 pmol/S ul vy

49.29 pmol/3 ul. La recta de regresion calculada por minimos

cuadrados fués

Y = 1,0938 X + (- 1B.16)

4
]

0.9999

r o= 0.9999

La validacion del sistema no& permitio caracterizar
parametros muy importantes para la evaluacian dal sistema
éramntoqufica, de tal manara que sabemos que el método
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desarrollado es exacto, preciso, reproducible, lineal a las
concantracicnes de 5.485 &4 70.0 pgmol/S ul, el limite de detecclidn
es de 7.5 pmol /35 ul y el limite de decisicdn es de 135000 unidades
del aparato. Sin embargo es importante demostrar la aplicabilided
del método en la determinacion de sarotonina en muastras
bioldgicas, para ello se realizaron una serie de determinaciones
en el tallo ocular del acocil Procambarus clarkii, las cuales se

muestran a continuacidn.

TABLA 1

Espectro de emisidon = 310 nm

N 1.F

310 (]

320 ?

330 41

340 53.8
350 43.0
360 29.0
370 17.0
380 2.0
390 4.0
400 2.0
410 1.0
420 c.0
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TABLA 2

Espectro de excitacion = J40C nm

>\ 1.F.
220 0.0
230 0.5
240 2.0
230 5.0
260 8.5
270 10.0
280 t3.0
290 21.0
300 31.0
310 50.0
320 S54.0
330 30.0
340 5.0
350 1.5
360 0.5
370 0.0

1.6. = Intensidad de fluorescencia
N = Longitud de onda
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INTENSIDAD DE FLUQRESCENGIA

<
40}
203 /°
: \
. /L o/ ) c\°\o N
Y200 280 360 20

LONGITUD DE ONDA A {nm)

Espectro de excitacidn— cmision de la serotonina a

Fig. 4
espectroflucrométro

una cancentracidn de 2.05 x 10 -4 g/ml en un
Amirico-Bowman.
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T A B L A 3
Especificidad
Introduccidn de solventes Sefial cromatografica

1. Metanol - &
2. Propanol -
3. Butanol

4. n—-heptano
S. Acetonitrilo -

Introduccidn de aminas

1. Arterenol

2. Dopamina

3. 3,4-dihidroxibencilamina
4. l1-dopa

S. dl-pctopamina

4. Berotonina

[}
LR

+110

Introducci dn de precursoras

1. di-=triptofano -
2. l-tirosina
3. S-hidroxi- 1- triptofano

+

Introducci én de metabolitos

1. N-acetilserotonina

2., 6~hidroximelatonina
3. Melatonina

4, S—-hidroxitriptofol

-
o

$+ 14

& 10 ul de cada solvante.

# 10 ul de cada amina y precursor a una concentracidn
de 28.9 pmol/% ul.

o 5 ul de cada metabolito a una concentracién de
26,27 +/- 7.98 pmol/T ul.
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Precision y Exactitud
TABLA 34

Porciento de recuperacion
(1004 = 28.9 pmel /S ul)

100.59
100.00
100.0%
100.47
99,582
99,95
99.07
9B.96
9B.92
100.01
100.72
100.19
$8.58
100.43
99.83
100.28
99.99
LIS
100.20
99.31

Concentracidn téorica 28.9 pmol/S ul

De acuerdo al anexo II formulas 1,4,6,8.
X = 99,81 (Promedic de recuperacicén)
T = 0.623

CV = .0.424 7
Intervale de confianzas
99.5187 ¢ R £ 100.1012

Con 95 X de confianza, 19 glj) t = 2.09

CRITERID:

Pracision Ccv £ 2%

Pracimsién y Exactitjud X = 98% - 102%
CV § J%

a6 . . :




Reproducibilidad

a).~ Efacto del dia.

TABLA B

Porciento de recuperacidn

1 2
100.00 99.23
100,09 98.%6
99.351 98.92
99.94 100.00
98.96 99.72

Da acuerdo al anexo II

X = 99,70 99.37
T = 0.47 0. 48
Zx = av8.3 496.83

De acuerdo al anexo II1

Ho & {1 = U2 = U3
HE o 1 2 ¥ N3

CRITERIO

o %
Fa £ F

tnigl

o %
Fo > F

n = (n* - m, rigl

47

3
100.19
99.31
99.82
100. 28
99.99
$oraulan 1,2,6,
99.92

0.38
499.39

Se acepta Ho
S rechaza Ho

Se rechaza Ho



b).—- Efecto analista

TABLA 6

Porciento de recuperacidn

1 2
99.98 99.23
P9.95 98.93
?9.98 99.14
100.74 100. 30
99.07 98.97

3

100.00
100.0%
99.531
99.94
90.94

De acuerdo al anexo Il +foraulas 1,2,4,

R = 99.9a 99.36
T = o.40 0.43
S« =499.72 496,81

De acuerdo al ahexo 111

Ho ¢ U1l = U2 = 43
HL 1 Al a2z § s

Fo = 1.2838

9s%

F = 3.89

12, 2)g1

CRITERIO:

o %

Fo £ F
<(n)gl

®%

Fo

tn)gl
x %/2

Fo o LF
{n)gl

ny = (n® - m, r)gl
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Se acepta Ho

S8 rechaza Ho

Se rechaza Ho



Lineartdad
a) Linearidad del sistema.
TABLA 7

Altura del pico en funcidén de la
concentracion de serotonina.

Concentracidn Altura
(pmal /S ul)

S.443 28270
11.290 48943
16.930 72673
22.5680 \aya’?7
28.900 121397
35.240 1351923
44,890 190870
70.050 309073

De acuerdo al anexo II fdrmulas 13,14 y 15,

B = = 0.1842 (ordenada al origen)
m = 0.4327 {(pendiente).

La recta de regresiodn:
Y = 0.4327 X + (- 0.16862)

Estimacién de 1a ordenada a}l origen (b)), de
acuerdo al snexo II formulas 9,11,12 y 17,

Ho &t bo = O
H1I 3 bl ¥ o

tc = 0.7127

5%

t = 2.4%

(6)gl

CRITERIOM

tc & ¢ tBe acepta Ho
{(n)gl
%

te > ¢ Se rechaza Ho
{in)gl
*/2

te o+ ¢ Se rechaza Ho
(n)gl

n) = (nw — 2791
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ALTURA (U) 1074

60

40

204

Yd

0.4327X +( 0.1862)

= 0.9958
Xd 20 40 60 80
CONCENTRACION (pmol/5 pl)
Fig, 10 Altura del pico en funcidn de la concentracidn dg
serotonina. Las bandas de confianza se construyeron con un nivel

de confianta del 954 y con & gi. El limite de deteccién, (Xd) y
el limite de deciaidn, (Yd).



Estimacion de)l coeficiente de correlacién (r),
de acuerdo al anexo II formula 16.

2
r = 0.9979 v r = 0.99358

b) Linearidad del método.

TABLA 8
% Adiciaonado % Recuperado
Tomando 27.64 pmol/% ul como el 100%

74.89 70.42
" 65,43
" 84.06
R o= &3.30
= 8.38

100.00 92.43
" 92,05

" 90.77

% e 91.73

T = 0.86

166.13 170.32
" 154,65
" 143.29

R o= 163.42
= 46.83

Da acuerdo al anexo I férmulas 13, 14 y 135,
b = -18.146 (ordenada al origen)

m = 1.0938 (pendiente)

La recta de regresidns

Y = 31.0938 X <+ (-10.16)
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Estinacién de los parimetros de regrasién,

Ordenada al origen (b) (De acuerdo a! anexo 1
formulam 9,11,12 y 17).

Ho ¢t bo = ©
HI « bl ¥ o

te = =2.59

%
= 12.71
(88X} 1

CRITERIO:
%

te £ t B¢ acspta Ho
{n)gl
o %

te > ¢t Se rechaza Ho
tn)gl

Loy 74

tc +* t Se rechaza Ho
(tnygl

{n) = (ne - 2)gl

Pendiente (m) (De acuardo al anexo II
formulas 9,11 y 18). .

He = mo = |
H1 & m1 » 1

te = ?.46968
98%

- 12.73
{1)g1
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RECUPERADO

%/o

20071
4
1201
1 Y 21.094X +(-18.46)
re0.9999 .
209999
aot
/ 40 - 120 ) 200
9/c ADICIONADO

Fig. 11 7% Recuperado en funcidn del % ONdicionado de
serotonina. .os puntos graficados son el promedio -de 3
determinaciones.
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CRITERIO:

- %
tce ¢ ¢ Se acepta Ho
{n-2)gl
=< R
te > t S8e rechaza Ho
{n—-2)gl
o L/2
te + t Se rechaza Ho
{(n=-2)gl

Coeficiente de correlecitn (r), de acusrdo al anexc
11 $4rmula 16.

2
r = 0.99996 Y - = 0.99992

5.3 Cuantificacidén de la serctonina esn el tallo ocular.

En la calibracidn del sistema con la mezcla de estadndares
de serotonina y melatonina (ver +ig. 14), we cbhserva que la
resoluci 6n entre ellos es de 2.52 (ver el anexo II, formula 20) y
por lo tanto en caso de que la melatonina se encuentre en el
tallo ocular, é4sta aparecerd en el cromatograma con un tiempo de

retencidén de 11.02

En la tabla 10 se puede observar que el porcentaje de
recuperacién de la serotonina durante el proceso de extraccién es

de}l B85.70 % al 91,86 % teniwndo un valor promedio del B88.73 %.

En el cromatograma de la fig. 15 A encontramos drnicamente el
pico identificado come la serotonina con un tiempo de retencidn
de 8.84, sin encontrar en éaste ninguna ;vxd-n:ic de la presencia
dw melatonina endagena en el tejido nervioso. La concentracidn de

asrotonina encontrada en el tallo ocular conpleto es de 0.1146 ug
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/ 9 tejido humedo (valor promedio de 3 detarminaciones).

Una forma inmediata de identificar el pico de la serotonina
@s inyectando cierta cantidad de estandar, de tal forma qua el
pica debido a serotonina incremente su saltura en funcidn de la

concentracion de estandar adicionado.

En @]l cromatograma de la ¢#iQ. 15 B se observa la muestra de
tallo ocular con 28.90 pmol/% 'ul de estédndar de serotonina
adicionado. La anica saifal que incremsnta su altura presenta un
tiempo de retencidn de 8.86 confirmando asf{ la identificacian del

pico de la serotonina,

En las dos musstras anteriores (15 A y 15 B} no -; cbsearva
ninguna seffal con un tiempo de retencién de 11.902 por 1o que
pusde suponerse Gque la agslatonina no se encuentra en el tejido
nervioso o qQue la concentracion en la que se encuentra es auy
psquafia de tal forma que no se detecta con sl material biolégico
utilizado para las determinacionws de la smerotonina (4 tallos

oculares).

En @l cromatograma de la fig. 15 C se muestra la presencia
de melatonina con un tiempo de retencitn de 10.96 ya que #uta se
ha inyaectado previamente a la muestra biologica y no por gque se
encuentre en forma endogena en el tallo ocular. Finalmente
pud-no; decir que la aelatonina no se encuentra en el tello
acular del acocil Procambarus clarkii ¢ que se encusntra en bajas

ctoncentraciones no detectables por sste meétodo.
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TABLA 9

Calibracion con estandares

Estandar t.r Concentracion Altura
SBerotonina 8.92 28.90 pmol/S ul 1046669
Melatonina 11.02 A43.267pmol /S ul 14665086
34
-l
po
|
P
'F
=%l F
N

T

. pert
fig. 14 Cromatograma de la mezcla de estindares sn la fase
»Ovil 1 & una velcocidad de 0.55 ml/min a tempsratura ambiente.

Los picos son debidos a serotonina, tr = 8.92 y melatonina, tr =
11,02, -

NJECT

TAP LA 110

Porcentaje de recuperacion

Esténdar t.r Altura

Serotaonina 8.350 74619
Serotonina a.5%0 71389
Sarotonina 8.48 97989
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Figa 15 A Cromatograma de la muestra de tallo ocular. £l
pico identificade como la serotonipa (S-HT), tr = 8.84, es

equivalente a 0.1094 ug/g de tejido hummdo y representa a 1la
serotonina endagena en el tejido nervioso.

Fig. iS B El pico identificado como la serotonina (5-HT?,
tr = 8.86, incrementa su sefMal cuando se adicionan 28.90 pmol/Sul
de serotonina estandar.

Fig. 1S C Adicion de estandar de melatopina (MEL), a una
concentracién de 57.31 pmol/iOul. Los picos son -debidos a
serotonina endégena, tr = B.84 y a melatonina exogena, tr =
10.96.
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TABL A 11

Cuantificacidn en tallo ocular

Muestra Substancia ter Altura Concentraci on
1 Serotonina 0.064 81613 0.1098 ug/g
2 Berotonina 8.86 82742 0.1109 ug/g
3 Serotonina 8.84 2493 0.1237 ug/g
Melatanina 20.96 1646506 -

S.4 Identificacidn de la seraotonina.

Por otra parte s probable que en las condiciones de flujo y
fase movil utilizadas (0.33 ml/min, fase movil 1) wxista otro
compussto que prasente ol mismoc tismpo de retenciéon que la
werotonina, por lo tanto es necesario cambiar las condiciones
experinental es (fase mAvil 2 a una velocidad de flujo de 0.8

ml/s7min) y verificar posteriormente la identidad de la serotonina.

TABL A 12

fPrecursores y metabolitoa da la serotonina

Estandar taer Concentracion Altura
F=-HTP 4.867 24.15 pmol/3 ul 125706
[-HTPH 3.73 27.47 - F0717
N-acetil ~SHT &.77 23,02 " 85346
S-HT 7.47 28.67 " 77410
Melatonina 13.30 57.31 pmol /10 ul 43918

1=




.67
5.9

INJECT

Fig. 164 Cromatograma de la mercla de esténdares en la fase
mavil 2 a una velocidad de flujo de 0.8 ml/min a temperatura
anbiente. Los picos son debidos a BS-hidroxitriptofeno (S-HTP), tr
- A4.47 S-hidroxitriptofol (S=HTPH) , tr = 5.7%; N-acetil
asrotonina (N-acetil S5-HT), ¢tr = &.773 serotonina (G—-HT), tr =
7.673 melatonina (MEL), tr = 135.30,
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.a identificacion de la serotonina en una segunda fase
alternativa se muesstra en ®l cromatograma de la fig. 17, en el se
cbserva a la serptonins con un tiempo de retencidn de B.44 que
canparado con =l estandar presenta una alteracion con respecto al
tismpo de retencién de 7.47 a 8.44, 10 anterior pusde debarse al
efecto de 1la matriz bLioldédgica Jdnicamente. La concentracion
determsinada para la serotonina en estas condicionss ®s de 0,083
+/— 0.0184 ug/g de tejido humedo, presentando una altura de 61439
+/— 10829. Con 10 anterior se corrobora la identificacion del
pica da la serotonina y la aplicabilidad del métoda queda

comprobada.

8.5 Ciclo circadico de la serotonina.

En la tabla 13 podemos observar que el méxima en la
concentracidn de serotonina, 5S-HTPH y 5-HTP se sncusntra a las
24300 horas del dia y el minimo mse sncuentra & las 6100 horas,
las concantraciéones intermedias a las 18:00 y 12:00 horas, siendo

mayor a Las 18:00 horas para la 5-HT y el S-HTPH (ver fig. (8).

La N-acetijilserotonina presenta el miaximo de concentracién a
las 12100 horas y el minimo a las 24:00 horas del dfa,
permanaciendo constante hasta las 6:00 horas del dia asiguiante.

(ver fig. 19).

5.6 Distribucidn de la serctonina en el tallo ocular,
l.os datos en la tabla 14 muestran que la serotonina se
encusntra en mayor cantidad en la médula externa y posteriarmente

@an la médula terminal-nervio dptice, médula interna, retina-
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lamina ganglionar vy finalmente en la glandula sinusal. Aunque
esta daltima no es estadisticamente confiable, ya que dsta
presenta una altura de 71235 4, que es menor al limite establecido
para el sistema. La concentracion de la serotonina aen el tallo
ocular completo realizado a la medianoche es de 0.22 ug/g de
tejido humedo y la sumatoria de las regiones es de 0.1075 ug/g de
tejido humedo, 10 cual pusde deberse a perdidas durante 1la

diseccidn en las diferantes regiones anatdmicas.

Por otra parte el precursor de la serotanina {5~
hidroxitriptofano), se encusntra en mayor cantidad en la retina-
lamina ganglionar y en menor cantidad en la wmédula terminal-
nervio optico, médula interna, médula externa y glandula sinusal
indicandonos que la biosintesis de 1a serotonina puede llevarase a

cabo an esta regian,

El S-hidroxitriptofol un metabolito de la serotonina en
vartebrados {ver €1q9.3), e detectado por primera vez an
crustaceos presentando la sigulente distribucidns Retina-lamina
Qanglionar, méduls terminal-nervio Optico, medula externa,
Qlandula sinusal. y médula interna, detectandose 1a mayor
concentraciédn en la region de la retina~-lamina ganglionar (ver

fig. 1.

La N-acetilserotonina es un metabolito de la serotonina gue
ss encuantra en mayor cantidad en la retina—lamina ganglionar vy
posteriormente aen la médula externa, médula interna y glandula

sinusal (ver fig 19).
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5.86

4,30

2.18
33

INJECT

Fig. 17 Cromatograma de la muestra de tallo ocular an el
cual se muestra al S-hidronitriptofanc (5-HTP), 'tr = 4,30; &-
hidroxitriptofol {SHTPHYy  tr = 5.84t N-acetil seorotonina (N—
acetil S-HT), &¢ = 7.33; gerctonina (5-KHT)y tr = 8.44. La
.fantidad de serotonina es equivalente a O.083 +/-— 0.014 ug/’/q de
tejido humedo con una altura de &143% +/— 10829.
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TABLA

13

Ciclo circadicao

Hora Submstancia tar
(mind
&3 Q0 B-HTP 4.%0
B5-HTPH S.84
N—-A-SHT 7.36
S-HT 8.4t
12300 B-HTP .61
G-HTPH 5.92
N-A-SHT 719
S-RT a.38
18: 00 S-HTP 4,59
S-HTPH -, 9%
N-~A-TSHT 7.33
S-HT 8.47
24100 S~HTP A %4
S~HTPH 5,97
N-A~SHT 7.39
S-HT 8.47

Al tura
(35} ]

169354
&£85091
307
$0817

I27292
1334864
26044
84253

260870
1548773
19406
10268582

581 463X

1552643
8493
139191

Cancentracidn
(ug /7 g)

©.2744
1.3845
0.0228
0.0844

0.51%0
2.8385
0.0%78
Q.1289%

0.4302
3.0%80
0.0313
0.1584

0. %481
3.2153
0.02t%
Q. 2166



5-HT (pg/g)
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1
1001
2
4
100}'
3
1007
4
—t— + + .
12:00 18:00 24:00 6:00 Horas
Fig. 18 Cicleo circadico de la serotonina {11, 5-
hidroxitriptofano 2, N-acetil serotonina ) ' 5-
hidroxitriptofol (4), reportando su médxima concentracidn como el
100%
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TABL A 14

Fraceciones del tallo ocul ar

Region Substancia ter Altura Concentracién
{min) (45} { ng/Q)
G.8 S-HTP 4.44 52830 0.0217
S-HTPH %, 97 269419 0.1410
N-A-S—HT 7.02 8526 0.0050
S-HY 8.30 2123 0, 0050
R-LG S-HTP 4.684 1392742 1.7444
S-HTPH S. 29 813697 2.8815
N-A-SHT 7.11 25129 0.0100
5-HT B8.38 16508 0.0070
M.E S-HTP 4,30 83921 0.0320
S5~-HTPH S.80 3584408 0.17286
N=-A=SHT 7.16& 15413 0.0080
S-HT a.198 &&408 0.0330
M. I S-HTP 4,47 117088 0.04&20
5-HTPH &.06 1868824 0. 1266
N-A-SHT 7.16 8057 0. 0040
S-HT 8.38 58454 0.0308
™. T-N.O S-HTP 4, 64 144153 0, 0749
S-HTPH S5.97 347028 0. 2284

N=A=-5HT - - -
S-HT 8.44 61761 0. 0321
T-0 S-HTP &. 64 11449 1.9887
{completo) S5-HTPH &.00 1617073 3.5500
N-A-SHT 7.25% 22011 0. 0448
S-HT 8.33 10146869 0.2179
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5-HT (pg/q)

4 r S5-HTP

3]

24

[ s-HTPH

(I N-Acetit 5-HT
- Serotonina

I
Lol

Fig. 19 Concentracién de S-hidroxitriptofano (S-HTP), S-
hidroxitriptofol (5-HTPH), N-acetil serotonina (N-~acetil 5-HT) y
sarotenina (S-HT) en las diferentes regiones anatédmicas del tallo
ocular. Las fracciones fusrons TO = tallo ocular cospleto, G8 =
glandula sinusal, ME = maédula externa, Ml = médula interna, MT—NO
- médula terminal- nervio optico y R-LG - retina<-ldmaina
Qanglionar.
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VI DISCUSION

El método cromatografico desarrollado on la presente tesis
es especifico para la determinacidn de compuestos S-hidroxilados,
talas como el S-hidroxitriptofano, S-hidroxitriptofol, S=
hidroxitriptamina, N-acetilserotonina y melatonina, ya que astos
compuestos presentan fluorescencia a 340 nm cuando son activados

a 254 nm.

Bowman y cols. (5), afirman que los S-hidroxiindoles
fluorescen a 330 nm cuando son activados a 295 nm a un pH entre
2 vy 11, Svendsen y Greibrokk 55) , determinan 1la maxima
sansibilidad de indoles cuando son activados a una longitud de
onda de 280 nm teniendo una longitud de onda de emision de 340
nm, sin embargo ellos confirmat 1a supresidn de dicha
fluorescencia cuando se modifica la longitud de onda de 340 a 3135

nm.

La precisiéan y exactitud #e evaluyardn por medio del
comficiente de varjacidn (desviacidn estandar relativa) y el
error estandar que de acuerdo a4 los criterios tomados como
parimetros de comparacidn, se considera que ol sistema es preciso
y exacto y ya qua ambos valores son manores a los especificados

(var resultados en la tabla 4).

La reproducibilidad se define como: YEl grado de variacian
entre los resultades individuales cobtenidos con el mismo métado e
idéntico material de andlisis pero bajo diferentes condiciones

(diferante operador, difersnte aparato, diferente lahoratorio y/o
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diferents tiempo) ™. Los datos mostrados an la tabla 35 (efecto del
dfa), s analizaron por medio del diseffo sxpurimental
completansnte al azar (ANOVA), vy compardndolos con los criterios
estableacidos podemos afirmar con un 95% de confianza y (2,12) 91
que la determinacién de wmercotonina se pusde realizar n
diferentes dias por un analista, sin esperar que haya cambio en

la cuantificacion de dicha amina.

Los datos en al tabla & rnos muestran los valoras obtenidos
al evaluar el esfecto del analista en la determinacion de la
serotonina. Los resultados s& analizaron sstadisticasente por
madio de un disefilo experimental completamente al azar (ANQVAY y
al compararlos con los criterios establecidos, podemos afirmar
con un 95 % de confianza y (2,12)9l que no hay diferesncia
significativa en la determinacidn de serotonina realizada en un

dia por diferentes analistas.

Por tanto afirmamos que el sistema desarreollado oS
reproducible cuando la determinacidn se realiza en diferentes

dias y/o por diferentes analistas.

Se realizé una curva de calibracidn para evaluar 1la
linearidad del sistema (ver fig 10). Los datos se someten & un
andlisis de regresion por mninimos cuadrados. La recta de

ragresidan fud:

Y = 0.4327 X + (- 0.1862)
La pandiente C.4327
La ordenada al origen s - 0.1862
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La ordenada al origen se somete a prueba de hipotesls para
al interceptoy, @n la cual tc = 0.7127 que es menor al valor
obtenido de tablas con un 95% de confianza y 6gl t = 2.4%. Lo
anterior nos permite confirmar que el interceptc no as
significativanente diferente de cero y que el signo negative es
debido UYnjcamente a la distribucidn de los puntos y na al

comportamiento quimico de la serotonina.

El 1imite de deteccion para la determinacién de serotonina
se® estimod en la curva de calibracion (fig. 10)y &l trazar las
bandas de conﬂlanz. esstimadas con un ?5 % de confianza vy &6 ql
por medio de 1la desviacién esténdar por punto (ver anexo 11
férmula 19) El limite de deteccidn calculado para éste sistema e
de 7.% pmol/%S ul equivalentes a 1.3 x 10 h ug /S5 ul de
serotonina estdndar y el limite de decisidn es de 15000 unidades

del aparato.

la lipearidad del métode se estimd por anadlisis de una
serie de muestras que cubren el intervalo de concentraclidnes de
22.2 a 46.89 pmol/S ul, La linea recta estimada por medio del

método de minimos cuadrados fuéd 1

Y = 1.0938 X + (- 18.1&)
La pendisnte : 1.0938

L.a ordenada al origen 1 - 18.16

-Al  realizar la prueba de hipdtesis para intercepto se
obtiene un valor de tc = -2.59 que es menor & t =12.71 con 1 gl y
73 ¥ de confianza, lo cual es concluyente de que la ordenada al

arigen no es significativamente diferente de cero segdan el
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criterio de sceptacidn o rechazo sstablacido para ests pruaba.

Al reaalizar 1a prueba de hipdtesis para 1la pendiente se
encuentra un valor de tc = 9,67 que #s senor a t = 12,731
sncontrado en tablas con 1 gl ¥ un nivel de confianza del 954 lo

que significa que la pendiente no as significativamente diferente

de uno.

El cosficiente de correlacidn obtenido para 1a linea recta
ajustada por minimos cuadrados es de 0.99996, el cual nos indica
que el 99.99 % de los resultados se deben a la relacidn entre las

variables analizadas y que el 0.01% es debido a errores al azar.

El porcentaje de racuperacion de la serotonina en ia muestra
bioldgica vario del B4.52 % al 98.43 %, y tuvo un valor promadio
de 91.54 % (considerado al reportar la cantidad de serotonina en
la muestra bioldgica), el 8.46 % de seroctonina no recuperada pudo
deberse a que me unid a proteinas o a que se degradd durante _el
Proceso de extraccidn. Sin embargo Cabe aclarar que todas las
determinacionds realizodacs s@ llevaron a cabo gin la presencia de
ningan inhibjidor enzimatico, por lo que es posible gQue la
cantidad de serotonina determinada sea menor a la que realmssnte

hay en el tallo ocular.

El desarrollo del método de extraccion fud realizado basado

en la evidencia mostrada por otros autores (168,42,5%,58,59). £1
rendimiento de la extraccion es del 88,73 %4 cuando 1a precolumna
. w® encuentra insertada en el inyecter formando parte del sistema

cromatografico.
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Los resultados confirman la presencia da la serotonina en el
tallo ocular del acocil Procambarus clarkii, encontrando que hay

alrededor de 0.09 & 0.1382 ug/g da serotonina.

Welsh y Moorhead (60), cuantificaron este agente en peguefos
crustdceos concluyendo que hay alrededor de 0.1 ug/q de
serotonina., Fingerman y Fingerman (25), detectan de 7.4 a 7.6
ug/g9 de serotonina en o] acocil Pacifastacus leniusculus vy
Elofeson y cols. (18), determinan 0.1 a 0.15 ug/g de serotonina
para la nisma especiw.

tos resul tados obtenidos en ia cuantificacion son
comparables a los encontradas por otros autores, por lo tanto se
connidera que @l métondo desarrollado wes aplicable a la

determinaciédn de la serotonina en muestras bioldgicas.

Encontramos ademas que la concentracidn de serotonina esta
regida por un ciclo circadico, prasentando U maxima
concentracidn a las 24:00 horas vy la minima a las 6100 horas del

dia.

Fingerman y Fingerman (2&), cuantifican la variacidn de este
agente e@n el cangrejo Uca pugilator durante =l transcurso del
dia, etoncluyendo qgue la madxima concentracion e encuentra a las

24300 horas y la mfnima a las :18:00 horas del dfa.

Con los resultados obtenidos se corraobora la existencia del
cicle ecircadico para la serctonina en crustacecs ya que este se
presenta tanto en el cangrejo Uca pugilator como en el acocil

Procambarus clarkii.
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Auimismo con el mdtode aquf desarrollado  fud posible
cuantificar a la serotonina en las diferentes reglionas anatdmicas
del tallio ocular, mostrindose que @sta se sncuentra on mayor
cantidad en l1a mddula externa, médula terminal-nervio optico,
médula interna, retina-lamina ganglionar vy finzlments en 1a
gléndulia sinusal. Los resultados obtenidos coinciden con lasp

zonas inmunorreactivas descritas por diversos autoraes (19,52).

Como ya hemos sencionado, o1 método permitid detectar otros

S-hidroriindoles encontrando lo siguientes

2) El1 3S-hidroxitriptofano (precursor de 1a serctonina), se
encuentra ean mayor cantidad en la retina—-lamina ganglionar
indicdndonoes 1la posible biosintesis de la werotonina en eésta
region, donde e8 necesaria para su posible intervencion en el
procesa viaual y en menor cantidad en la médula tersinal-nervic

optico, médula intarna, médula externa y glaindula sinusal.

[ 3] €l S—hidro}icriptnfol (metabolito de la serotonina en

vertebrados? [ 2] dilucida por primera vez an crustéceas
encontrdndose mayor cantidad de esta en 1la retina=lamina
Qganglionar. Lo anterior nos indica gque probablemente la

serotonina we metabolize rapidamente en ésta ragion o que la
saftal cbsarvada sea una msefal compuesta de una 0 mds substancias
Presentes en @¢sta zona. Para solucionar esta interrogante es
NECEsSaric proponer otro mktodo de deteccidn que nos permita
identificarla ampliamente y/o realizar oxparinentos con
inhibidores enzimaticos de las enzimas gque intervengan en la ruta

metabolica para su formacion.
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c) La N-acetilserotonina sa encontrd en e! tallo ocular de la
especis en estudio, lo que es muy probable, ya que hay evidencia
de la existencia de N-acetiltransferasa en tejidos de

invertebrados (12,22,34). 8in embargo la wefal cromatogréfica

debida a la N~acetilserotonina es ' muy pequsffa Y para
identificarla plenamente s necasario validar .l sistena
cromatografico a bajas concentraciones o realizar la
identi ficacion por otro sistema de detecciédn vy/o realizar

exparimantos con inhibidores enzimaticos de la enzinma N-

acetiltransferasa.

Aunque si bidén la melatonina se detecta por este método, no
== encontré en forma enddgena ninguna sefal que pudiess
identificarla en e} tallo ccular de la especie en estudio. 8in
embargo Adolph y Tuan (1) detectan no menos de 1 ug/Q de
melatonina en el ojo lataral de Limulus al cuantificarlo por
medio de cromatograff{a en capa fina ' derivacion con
artoftal dehida, Para verificar la ausencia de melatonina en este
sistema biocldgico podria utilizarse otro método andlitico qQue
tuviera mayor sensibilidad a melatonina que 21 desarrollado en

esta tesis.

El presente estudio nos permitid determinar a varigas ¥%-
fhidroxiindoles en 1 tallo ocular del acocil Procambarus clarkii,
cuantificar su ritmicidad circédica y conocar su distribucidn en
las  diferentes regiones anatédmicas del mismo. Lo anterior fue
posible gracias a que &)1 método cromatografico desarrollado ew
altamente sensible, reproducible, exacto, precisoc y linwal en el

intervalc de concentraciones de interds.
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VII CONCLUSIONES

En el prasante trabajo se desarrolla y valida un método para
cuantificar & la serotonina en el tallo ocular del acocil
Procambarus clarkii por medio de cromatografia de liquidos de

alta resolucién (CLAR) con deteccidn de fluorescencia (DF).
Los resultados obtenidos nos permiten concluir lo siguientes

1. El método cromatografico es preciso y exacto en el intervalo

de concentracicnes utilizadas.

2. L.a reproducibilidad del método es estadisticamente confiable
cuando la cuantificacion se realiza en diferentes dias y/o por

diferentes analistas.
3. El sistema es lineal de 5.45 a 70.0 pmol/S ul.

4. El limite de deteccidn calculado para este sistema s de 7.5
pmol/S ul equivalentes a 1.3 x 10 ug/S ul de serotonina
astandar vy el limtte de decisién es de 15000 unidades dal

aparato.

5. El método es lineal en un intervalo de concentracionss de 22.2

a 49.24 pmol/ 5 ul.

&, El porcentaje de recuperacion de l1a serotonina en la muestra
bioldgica al realizar ol proceso de extraccion fuée del ?1.54 %,
cbservandose un incremento de ésta cuando aumenta la cantidad de
serotonina adicionada a la muestra biolegica. Podemos decir
entonces qQue el resto de serotonina no recuparada »e este

' degradando o este unida a proteinas.
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7. B

sistema cromatografico desarroliado es aplicable para 1la

cuantificacidn de serctoenina an el tallo ccular completo, 2N Sus

diferentes regiones anatémicas y para detectar las variaciones de

este agente durante el transcurso de un ciclo nictameral.

8. La técnica desarrollada permite detectar ademds de 1a

serotonina, el S—hidroxitriptofano, S-hidraoxitriptefol, la

melatonina y la N-acetilsaerotonina con una buena resolucidn entre
®llous, aungue no se validd la cuantificacidn de estos.

7. La melatonina, un metabolito de la serotonina en vertebrados,

a@s detsctada cromatograficamente por esta técnica, sin embarge

los experimentos realizados nos indican que no hay melatonina

endégena en el tallo ccular © esta se encuentra en bajas

concentraciones no detectables por este método.

10. El S-hidroxitriptofano {precursor de 1la seroctoninal, se

encuentra en mayor cantidad en la retina-lamina ganglionar

indicandonos que la biosintesis de la serotonina se puede llevar

a cabo en esta region, donde puede ser liberada localmente para

ser utilizada en el procesamiento de la informacidn visual.

11. La concentracidon de sargtonina en la retina-lamina ganglionar

es muy baja en esta zona, lo cual es una avidencia mis de la

posible liberacion local de ¢ste agente a centros de informacion

visual.

12. Es importante enfatizar que el S-hidroxitriptofol, metabolito

de la serotonina en vertebrados, as detactado por primera vez en

taejidos de invertebrados por al mét.odo cromatogratico
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dasarrollado en la presgnte tesis indicando la pomible existencia
de otra via matabdlica en invertebrados desconocida bhasta el
momento, sin embargo la verificacion de la existencia de este
metabolito y Cconsecuentemente de la via matabdlica pueda
analizarse por medio de otra método analitico o por la
utilizaeidn de inhibidores enzimaticos implicitos en la ruta

metabdlica para su formacién.

Agimismo la mayer concentracidn de este metabolito se haya
an esta region indicandonos que 1a serotonina se puedea
biosintetizar, liberar localmente on los sitios de utilizacidn y

metabolizarse rapidamente en el wsitio de accion.

13. La N-~acetilserotonina, metabolito de 1a serotonina, se
encuentra en mayor cantidad en l1a m&dula ‘intarna, axtarna vy
retina—lamina ganglionar. Lo anterior confirma la existencia de
la N-acetilserotonina en tejidos del acocil Procambarus clarkii

asi como en otros tejidos de invertebrados.

14. La serotonina pregenta variaciones circadicas a lo largo del
cicle nictameral observandaose un mdximo a las 24:00 horas y un
minimo a las 12:00 horas del dia. Lo anterior corrobora 1los

resul tados obtenidos por Fingerman y Fingerman en 1977,

15, Los ciclos diurnos de el B-hidroxitriptofano, 5-
hidroxitriptamina y S~hidroxitriptofol estan en fadge mientras gue

la N-acetilserotonina esta defasada.

746



10

11

12

13

BIBLIOGRAFIA

Adolph, A.R. and Tuan, F.J. Serctonin and Inhibition 1in
Limulus Lateral Eye, The Journal of General Physiology.
1972y &01 679 ~ &97.

Ahmad, G, and Zamenhof, 8, Serotonin as a Grawth Factor for
Chick Embryo Brain. Life Sci. (1978) 221 963 - 970,

Amin, A.H.,y Crawford, T.P.P. and QGaddum, J.H. The
Distribution of Substance P and S-hydroxytriptamine in the
Cantral Nervous System of the Dog. J.FPhysiol. Lond. (19%4)
126 896 - &18.

Aramant, R. Biogenie Amines in Crustaceans: a
Microspectrofluorometric Analysis. Comp. Btochem. Physiol.
{1980 &44C 29 — 36,

Bowman , R.L., Caul field, P.A, and Undenériend, S.
Spectrophotoflucrometric Ansay in the Visible and
Ultraviolet. Bcecience. (1953) 122 32 - I3,

Brown, F.R. and Krstulovic, A.M. Practical Aspescts aof
Reversed Phase Liquid Chromatography Applied to Biochemical
and Biomedical Rassarch. Analyt. Biochem. (1979 99:1 ~ 22t,

Clemens, J.A., Roush, M.E. and Fuller, R.W, Evidence that
Serotonin Stimulate Secretion of Prolactin Relaasing
Factor. Life Sci. (1978) 22:¢ 2209 - 2214,

Consolazione, A., Milstein, C., Wright, B. and Cuello, A.C.
Immunoocytochemical Detection of Serotontin with Monoclonal
Antibodies. J. Histochem. Cytichem. (1981) 291 1425 — 1430,

Cottrell, B.A. and Laverack, M.8. Invertebrate
Pharmacology. A. Rav. Pharmac. (1968) 81 273 - 298.

Currie, A. L. Limits Ffor Gualitative Detection and
Quantitative Dotermination. Analyt. Chem. (1968) 40r 586 —
593, .

Curtius, H.Ch., Wolfensberger, M., Bteinmann, B., Redweik,
V. and Siegfried, J. Maws Fragmentography of Dopamine and
&6—-hydroxydopamine . Aplication to the Determination of
Dopamine in Human Brain Biopsims from the Caudate Nucleus.
J. of Chromatography. (1974) 99 B29 - 540,

Dewhurst, 6.A.y Croker, G.5., Ikeda, K. and McCaman, R.E.
Metaboliam of Biogenic Amines in Drosophila Nervous Tissue.
Comp. Biochem. Physiol. (1972) 43 bBax 975 - 98%.

Dudel, J. Facilitatory Effects of S—-hydroxytryptamine on
the Crayfish Neuromuscular Junction. Naunyn-Schmied. Arch.

77



13

146,

17

18

19

20
21

22

23

24

25

Exp. Phatol. Pharmacol. (1945) 2493 515 — 528,

Ek., A. and Witkop, B. Synthesis and Biochemistry of S —
and 7 ~ Hydroxytryptophan and Derivatives. J. Am. Chem.
Boc. (19853) 751 500 - S01.

Elofssony, R., Kauri, T., Nielsen, 5.D. and Stromberg, J.0.
Localization of Monoaminergic Neurons in the Central
Nervous System of Agtacus astacus linné (crustacea) 2.
Zellforsch (1946) 74: 4649 — 373,

Elofsson, R, Moncamine Containing Neureons in the Optic
Ganglia of Crustaceans and Insects. 2. Zaellforsch (1972)
1331 475 - 49%.

Elofsson, R., Nassol , D. wnd Myhrherg, H. A
Catecholaminergic Neuron Connecting the First Two Optic
Neuropiles (lamina ganglionaris and medulla externa) of the
Crayfish Pacifastacus leniusculus, Cell. Tiss. Res. (1977)
182: 287 - 297.

Elofsson, R., t_Laxmnyr, L., Rosengren, E. and Hansson, C.
Identification and Quantitative Measurements of Biogenic
Amines and Dopa in the Central Nervous System and

Haemol ymph of the Crayfish Pacifastacus leniusculus
(crustacea). Comp. Biochem. Physiol. (1982 71 C: 195 -
20t.

Elofsson, R. S~HT— like Imsunoreactivity i{n the Central
Nervous System of the Crayfiwh, Pacifastacus leniusculus
Call. Tims. Res. (1983) 2323 221 - 236,

Erspamer, V. Experientia (1544) 2 369.

Erspamer, Ve and Asero, B. Identification of Enteramine,
the Especific Hormone of the Entercchromaffin cell System
as S—~hydroxytryptamine. Nature, Lond. {(19352) 1691800 -~ 801.

Evans, P.D. Biogenic Amines in the Isect Nervous System
Adv. Insect. Physiol. (1980) 1% 317 - 473,

Evans, P.H. and Fox, M. P. Enzymztic N-acetylation of
Indolealkylamines by Brain Homogenates of the Honey bee,
Apie mellifera. J. Insect. Physiol. (1975) 213 343 - 353.

Falek, B., Hillarp, N.A., Thieme, BG. and Torp, A,
Fluorescence of Catecholamines and related Compounds with
Formaldehyde. J. Histochem. Cytochem., (1962) 10: 348 - 3I%4,

Fingerman, M., Julian, W.E., Spirtes, M.A. and Kostrzewa,
ReM. The Presence of S—-hydroxytryptamine in the eyestalks
and Brain of the Fiddler Crab Uca pugilator, its
quantitative modification by pharmacological agents, and
possible role as a Neurotransmitter in Controlling the

76



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

ESTA frer
Sli nfrfgff W2 pepg

A .

I8LigTECy
Relesse of Red Pigment Dispersing Hormane. Comp. /i)
Pharmac. (1974) 1: 341 - 348.

Fingerman, 8.W. and Fingerman, M. Circadian Variations of
the Levels o0f Red Pigment-dispersing Hormone and 5-
hydroxytryptamine in the eyestalks of the Fiddler Crab. Uca
pugilator. Comp. Blochem. Phisiol. 556 C: 5 - 8.

Fischer, La and Florey, €. Modulation of Synaptic
Transmission and Excitation-Contraction Coupling in the
Opener Muscle of the Crayfish, Astacus leptodactylus, by 5-
hydroxytryptamine and Octopamine. J. Exp. Biol. (1983) 102:
187 - 1%6,

Flamm, R.E. and Harris-Warrick, R.M. Aminergic Modulation
in Lobwster Btomatogastic Ganglion. 1. Effects on Motor
Pathern and Activity of Neurons within the Pyloric circuit.
Jd. Neurophysiol. 198&6a. 551 847 - 845,

Florey, E. and Rathmayer, M. The Effects of Octopamine and
other Amines on the heart and on neuromuscular transmision
in Dacapaod Crustacesns: Further Evidence for a role as
neurchormone. Comp.  Biochem. Physiol. (1978) &1 Cs 2220 —
237,

Garattini, S. and Valzelli, L. Serotonin Elsevier
Publishing Company, Amsterdam, London 1945,

Grundfest, H., and Reuben, J.P, Neuropuscular Synaptic
Actyvity 4in Lobster, Ini Nervous inhibition (E. Florey,
€d.). Pergamon Press, Oxford. pp. 92 — 104,

Harris-Warrick, R,M. and Kravitz, E.A. Cellular Mechanisms
$or Modulation of Posture by {ctopamine and Serotonin in
the Lobster. J. Neuroscience. (1984) 411976 — 1993.

Harris-warrick, R.M. and Flamm, E.R. Chemical Modulation of
a Small Central Pattern Genarator Circuit. TINS (1986} 5
432 — 4AF7.

Hayashi , 8., Murdock, L.L. and Florey, E. Octopamine
Metabolism in Invertebrates (Locusta, Astacus, Helix):
Evidence  for N-acetylation in Arthrogod Tissuess. Comp.
Biochem. Physiol. (1977) 58 Ci 163 - 191.

Hubaux, A. and Vows, G. Decision and Detection Limits for
Linear Calibration Curves. Anal. Chem. {(1967) 235: BA9 -
a53.

Jordan, D., Poncet, C., Mornex, R. and Ponsin, BG.
Participation of Serotonin in Thyrotropin Releane.
Endocrinology. (1978) 1031 414 - 319,

79



37

38

39

40

42

4%

44

35

a8

a7

48

Kennedy M,B, Products of Biogenic Amine Metaboliam  in
Lobsters: Sul fate Conjugates. J. Neurochem. (1978) 30: 315

- 320.

Kratuloviec, A.M. Invastigations of Catecholamins Metabolism
Using High-Performance Liquid Chromatography Jd. of
Chromatography. (1982) 2295 1 - 34.

Kravitz, E.A., Beltz, B., Glusman, S., Goy, M., Harris -
Warrick, R., Johnston, M., Livingstone, M., Schwarz, T. and
8iwicki, K. The well-Modulated Lobster. The roles of
Seraotonin, Octopamine, and Proctoline {n tha Lobstar
Nervous System. (Ed.) Plenum Publishing Corp. pp 339 - 3&60.

Kravitz, E.A, Hormonal Control of Behavior: Amines and the
Piasing of Behavioral! Dutput in Lobsters. Gcience (1988)
24131 1773 - 1761.

Labhsetwar, A.P. Role of Monoaminas in Ovulation: Evidence
for a Serotoninergic Pathway for Inhibition of Spoantaneus
Ovulation. J. Endocr. (1972) B4¢ 269 - 275,

3

Laxmyr L. Biogenic Amines and Dopa in the Central Nervous
System o©of Decapod Crustaceans. Comp . Biochem Physiol.
(1984) 77 C1 139 - 143.

Livingstone, M.S., Harris-Warrick, R.M. and Kravitz, E.A.
Serotonin and Octopamin produce Opposite Postures in
fLobsters. Science. (1980) 2081 76 = 79,

Livingstone, M.S., Schaeffer, F.8. and Kravitz E.A.
Biochemistry and Ultrastructure of Ssrotoninergic Nerve
Endings. J. Neurobiol. (1981) 121 27 - 54.

Livingstone, M.S. and Tempel , B.L. Genaetic Dimssction of
Monoamine Neurotransmitter Synthesis in Drosophila. Nature.
1983 3I0%r &7 - 70,

Mandel , Jd. and Linnig, F.J. Study of Accuracy in Chemical
Analysis Usinf Linear Calibration Curves. Analyt. Chame.
C19%7) 29 74T - 749.

Martin, LI and Ansell, G.B. A Sensi tive Gas
Chramataographic Procedure for the estimation of
Noradrenaline, Dopamine and S-hydroxytryptamine in Rat
Brain. Biochemical Pharmacology (1974) 22: 321 - 533.

Mefford, I.N. and Barchas, J.D. Determination of Tryptophan
and Motabelites in Rat Brain and Pineal Tissue by Reversed-—
Phase High-Performance Liquid Chromatography with
Elewctrochemical Detection. Ja Chromatography. (1980) 1813
187 - 193.

a0



49

50

S51

52

53

54

55

56

57

58

59

Vnulnar. 1. and Horvath, C. Catecholamines and Related

Compounds. Effect of Substituents on Retention in Reversed
Phase Chromatography. Je Chromatography (1978) 1453 371 -~
381. R

Oaborne, N.N. and Neuhoff, V. Farmation of Serotonin in
Insect {Periplaneta americana) Nervous Tissue., Brain
Research. (1974) 743 3866 — 369. .

Palmerini, C.A., Cantelmi, M.B., Minelli, A. and Fini, C.
Deatermination of Plasma Serotonin by High-Performance
liiquid Chromatography with pre-column sample enrichment and
Fluorimetric Detection. J. Chromatography. (1987) 417: 378
- 3684.

Picones, A.M. Modulacidn Serotoninérgica de la
Fotorecepci4on en el tallo ocular del Crustaceo. Tesis
doctoral (1988). Dpto. de Fisiologia del CINVESTAV, I.P.N.

Parsons, M.L.. The Definition of Detection Limitas. J. Chem.
Educ. (1969) 4431 290 - 292.

Rapport, M.M., Green, A.A. and Page, I.H. Serum
Vasoconstrictor (8erotonin): Isolation and
Characterization. J. Piol. Chem, (1548) 17&4&: 1243 - 1251.

Svendsen, H. and Greibrokk, T, High-Performance Liquid
Chromatographyc Determination of Biogenic Amines. 11
Comparison of Detection Methods. J. Chromatography. (1981)
2131 429 ~ 437.

Twarog, B.M. and Pagw, I[.H. Serotonin Content of sones
Mammalian Tissues and Urine and a Method Ffor its

Determination. Am. J, Physiol, (1953) 1753t 157 -~ 1é1.
Hallace, B.G. The Biosynthaesis of Octopamine—
Characterization of Lobster Tyramine ~hidroxyl ase. J.

Neurochem. (197&) 2&: 761 — 770.

Wakabayashi ,H., Shimada, K. and Aizawa, Y. Deteraination of
Serotonin and Melatonin {n Rat Pineal Gland by High-—
Performance Liquid Chromatography with Ultraviolst and
Fluorometric Dual Detection. Chem. FPharm. Bull. ((1985) 331
38785 - 3880,

Wakabayashi, H. and Shimada, K. Variation of Melataonin and
Serotonin Content in Rat Pineal Gland with Sex and Oestrous
Phame Difference Determinoed by High-Performance Liguid
Chromatography with Fluorometric Detection, d.
Chromataography. (1984) 381: 21 - 28,

81



&0

Welsh, J.H. and Moorhead, M. The Quantitative Distribution
of S-hydroxytryptamine {n the Invertebrates Especially in
their Nervous System. J. Neurocham. (1940) &3 146 -~ 14&9.

Zambotti, F., Blau, K., King, G6.S., Campbell, 8. and
Sandler, M. Monoamine Metabolites and Related Compounds in
Human Amniotic Filuid Assay by Gas Chromatography and Gas
Chromatography and Gas Chromatography-—-mass Spectrometry.
€Clinica Chimica Acta (1975) &1t 247 - 2354,

82



ANEXQ "1

MATERTIAL Y

EQUIPDOD

1. E1 sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucidn ams

un equipo modular de cromatografia Waters Millipore <(Milford,

Mags.), el cual esta constituido de los siguientes modul ose

Bomba Waters Modelo 3%0

Selector de solventes Waters S5V (Valvula selectora
ce solventew).

Inyector Waters UK, en =l cual el asa
de l1a muestra es reemplazada
por una precolumna de 30 x
3. Tam d.i. empacada con
LCorasil Cl18 con un tamaflo de
particula de 37 - %0 micrones.

Columna U Bondapak C18 de 300 x 3,9 mm
duday can un tamafio de
particula de 10 micras de
forma irregular y poro nominal
de 125 A.

Detector Detector de Fluorescencia
Modelo 420-AC.

Filtros Excitacion = 254 nm

Integrador de datos

5.

be

7.
37

Emision = 338 nm

Waterws Modulo de datos M-730

Centr{ftuga refrigerante Sorval Instruments Madela RC-8.

Espectrefluordmetro Aminco Bowman

Agitador magnético

Mag Mix

Modelo 14 89460 — E

(BCA / Pracisidn

cientifica)

Potenciometro Cole Parmer 5982-50
Filtros
Filtros Marca Tipo Foro Proveedor
Agua HAWPO4700 HA 0.45 um Millipore
Organicos FHLUFP04700 FH 0.5 " "
Millex HSP77&63 - Q.22 "
Naylon 10245 - 0.2 " "

Material de empaque para precolumnas U-Bondapak Cl8/Corasil de

a S50 micraonos.
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REACTIVOS

Los reactivos citados a continuacién se obtienen de Sigma
(8t. Louis. Mo. U.8.A.):

Heparina de sodio, US-hidroxitriptamina (serotonina) {(S-HT),
X,4-dihidroxibencilamina (3,84-DHBA) , I-hidroxitiramina
(dopaminal, l1-arteranol {noradrenalina) {(NA) , dl—p—
hidroxifeniletanolamina {dl— octopamina), I1- tirosina, 1-
triptofane S-hidroxi-l—-triptofanc (5-HTP), N-acetilsarotonina (N
acetil 3SHT), é-hidroximelatonia, melatonina, l=dopa y 55—
hidroxitriptofol (S-HTPH).

Los solventes utilizados son para cromatografia de liquidos
Lichrosolv se obtiensn de E. Marck, Darmstadt, y son los
miguientes: 2-propancl, metanol, acetonitrilo, acetona.

€l &cido percldérico Suprapur. acetata de amonio,. dcido
acetico glacial para andlisis y el 2- mercaptoetanol para
sintesis tambidn ae cbtienen de E. Marck, Darmstadt.

El 1-octan sulfonato de sodio sa obtiene de Beckman/Altex
(Perkelay, CA, U.B.A.).
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ANEXO II

b

Xi

Yi

Sx

Ccv

FORMULAS EMPLEADAS

X +X +X +,..+ X
1 2 3 n

n
X +X +X +,..+X
1 2 3

Y + Y + Y +,,.+ Y
2 3

X -~ t
n-4 n
2
Z (xi -~ )
I=1 n -3
8
v n
s x 100

(1)

(2)

(3)

4

(5)

)

n

(8)
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sxy

1=1
Sa = Sxy
’ n
i=
i=1

=

sb
i=1

s o BUET
=1 =1
Xiyi = Xivyi -
i=1

B SV Y [ R S

Xi ; Xiyd . (13)
i=1
Z
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I S

I=1 i=1 i=1 (24)
2 2
x4 - Xi
i=1 i=1
Y = mx + B (15)
1
Xivi. - Xi ¥Yi
r i=1 n =1 =1 (16)
2 4 4
%1 - L x 2t
- Yi‘<_| Y
n
iz i=1 1=1 1=1
tc = bo = po / Sbo a7
tc = m - B / Sb (18)
1 1 1
1 2 2
Sy = Sxy e =4 0o - 0"/ 2y (19)
n
2 ( tx - &tr )
Rs = a b / wa + wb (20}
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ANEXO IIIX

Fuente de

variacifn.

Entre tra

tamientos,

Error expe

rimantal.

Total

TABLA DE ANOVA PARA UN DISERO

Suma de
cuadrados.
T 2 TZ
3
sC, =
t
J=1 “j N

SC_ = : X _E
e ;-.\ =1 13 =1

L2

3=1

i=1

2 -
x”

EXPERIMENTAL = COMPLETAMENTE

Grados Qe

libertad.
t - 1
N - t
N -1

ALEATORIO

Cuadrados

medios.

SCt/t-l

sce/u—e

RAZON DE VARIANZA
"o
SC‘,_ /t-1

SC, /N -t
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ANEXO IV

TRP
S5-HTP
S-HT
N-Ac~5-HT
MEL
6-OH-MEL
S5~HIAC
S~HTPH
5~HIAA
TH

DCAA
N-AC

HIOMT

AD
ul

pmol

ur
we
nr*

A*

ABREVIATURAS USADAS

Triptofano
5-hidroxitriptofano
S5-hidroxitriptamina.
N-acetilserotonina.
Melatonina.
6~hidroximelatonina.
S-hidroxiacetaldehido.

5-h idr oxitriptofol.

&cido S-hidroxiindolacético.
Triptefano hidroxilasa.
Descarboxilasa 1 aromitica aminofcida,
N-acetilasa.
Hidroxiindol-0-metiltransferasa.
Moncaminooxidasa.

Aldehido. reductasa.

Aldehido deshidrogenasa.
Microlitros.

Picomoles.

Nanometros.

Velocidad de la carta.
Ancho del pico.

Nivel de ruido.

Area del pico.



tx

rpm
I.F.

Xa
Yd
n*

cv

Tiempo de retencién.

Resolucidn,

Unidades del aparato.

Revoluciones por minuto.

Intensidad de fluorescencia.
ILongitud de onda.

Limite de decisifn.

Limite de deteccidn.

Nimero de muestras.

Coeficiente de variacifno desviacién

estindar relativa.
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