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I. INTRODUCCION

La deSnutrici@n_cbnstituye una patologia altamente prevélente
en los paises en desarrollo. D1ferenteé estadisticas indican que
dos a cinco parciento de la poblacion menor de S affos sufren
déficit nutricional severo . Ciertamente @5 la causa mas .frecuente

de enfermedad y muerte de niflos de corta edad en €l mundo y una de

las Aprimeras causas de oacupacién de camas pedidtricas en los

hospitales infantiles del tercer mundo (1-64).

La desnutricion es un estado patologico inespecifico,
sistémico vy potencialmenté revarsible gue se  origina como
resultado de la toma inadecuada de alimento o camo resultado de la
incapacidad para 1la utiliéacién de 1los nutrimentos. por el
organismo, egpecificamente par la célula (3, 7-10)., Muchos
cient{ficos han tratadn de atribuir lag alteraciones de. la
desnutvicidn sdlo a la falta .de alimento y otros al medio
amb:ente. Sin embargo la 1nteraca10ﬁ entre el medio ambiente vy

nutricién es compleja y dificil de separar (8, 11-17).

La etinpatngénia'de estas alteraciones ha sido largamente

gisctutida y hasta el momento no se ha llegado a un modelo que
cuente con la aceptacién general, en todo caso existe consenso en
que &1 desarrollo y crecimiento del desnutrido grave se afecta por

factores derivados tanto de la privacidédn nutricional como de las

condiciones de pobreza en que habitualmente se presenta la.
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enfermedad (8, 11~18).

La desnutricidn infantil grave incluye en primer lugar el

marasmo, que es la forma s@vera de la desnutricion

prote{nica-caldrica que se obhserva de preferencia en el lactante

menor; en segundo  lugar 1 Kwashiorkor, forma severa de la
desnutricion praoteinica-caldrica que aparece en el lactante mayor
y en el preescolar y por dltimo la desnutricidn grave mixta que
tiene elementos de ambos sindromes (8, 19-23).

La prevalencia de estos cuadros es~diferenke en las distintas
Areas geograficas, la cual dependev de las diferentes pautas
culturalés, de‘la disponibilidad de alimentos y de otros factores
phapius de cada reéién. 8in embargo cualquiera de ellos afecta
severa y globalmente al nifio que la padece (19-23).

La magnitud del cuadro clinico de la desnutricion hace que el
enfoque terapéutico del nifflo grave debe de partir generalmente de
la base de una hospitalizacidén, que muchas veces es bastante
prolongada y en la cual los mayores esfuerzos van encaminados.a
una recuperacidén biolégica del niﬁa. Con frecuencia s& posterga o
no se dé suficiente iﬁpurtancia a 3u rehébilitaclén psicoldgica.la
relevancia del problema es méyor AUN s1 se conkidera que aﬁuailos
nifos que sobreviven a una deénutricién grave preséntan secuelas
en el plano psicoiégico. siendo la mas documentada el bajo
ren&imienfn intelecfual, con evidentes repevcusiuneé humanas
sociales y econémicas (11-13, 14, 24-31).

A partir de estudios en animales de experimentacién, se ha
pastulado que en la condicién de desnutricidn grave se praduce un
aislamiento funcional del animal con respecto de su ambiente, por

téntn, este no percibe toda la informacidn disponible o no la
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puede utilizar completamente, afectandose ast{ el desarrello. Esta
hipstesis es extrapolable al  ser humano, puesto que 1z
alteraciones de conducta tales como apatia y la pasividad, dejaran
también al nitio en dasventaja en cuanto a percibir v procesar los

estimulos ambientales (1113, 2439,

Se sabe gue para el desarrollc y crecimiento prenatal normal
del organismo =1 regquiere la interaccién de factores
feto-maternos, tales comoc la integridad de las mehbranas
fetoﬁplacentarias, la transferencia de nutrimentos, la excrecidn
de. catabolitos a través de la placenta, ademés.de los mecanismas
de difusién y area p}aﬁentaria de intercambio e inueraccién
inmunwlégida v sanguinaa del feto y la madre, que permiten una
adacuada multiplicacidén y crecimiento celular (32-38). | |

Cuando_ no se aicanza la interaccidn teto-materna de 1los
diferentes factores éeﬁaladus anteriormente se origina un retraso
del desarrollo intrauterino, cuyo grado oe severidad esta en
~relacién al inicio de la desnutvicién durante la vida
intrauterina. Si comienza en la etapa temprana de la gestacién el
trastorno es la falta de divaisién celular, si1 se presenta en la
tltima etapa del desarrollo fetal, el crecimiento celular es ei
afectado (32, 33, 38). |

En diyersos estudios en animales en los‘que se ha producido
experihentalmente desnutricién pre y bastnatal s@ ha comprovada un
bajo centenido de 'Acidu desoitirribonucléico (ONA) v ogel acido
ribonucléico (RNA) en el cerebro, nhigado y rifiony disminucidn de
la sintesis de mlelma y ©inapsis cerebrales (32, 33, 3I9-472;
reduécién del peso y alferacxones en la gstructura; composicidn y

funcion  intestinal (48, 4%); tambi2n se na ~comprobadc  una

4




disminucildn del peso de las gonadas y drganos accesorios de la
reproducion S0, Ademds se ha gemostrado gue la restriccion

severa de nutrimentos en lo:= perliodos vulnerables del desarrollo

del si1stera nervioso central (SNC), que para la especie humana van

desde el t@rcer tromnestre de la gesztacidn hasta 21 segundo afio oe
vida postnatal, praduace un dafio irreveﬁsib;e en su eétructura Y
compoEloldn biojuimlca (39-a7).

8in embargo es diflcil establecer relaciones precisas entre
la morfologlia y la anc1én, mas aun en periodos en que e}l SNC
posee- gran plasticidad y estd sujeto a la influuncia. de gran
cantidad de variables estimulativas ambientales. For esta razdén la
hipﬁﬁesis planteadé hace algan tiémpa acarca de la
irﬁeversibilidad del daffo praducido gpor la desnuth1cién debe de
ser revaluada.
La desnutricién es por tanto un trastorno de orden géneral
que hare dificil su relacidn con alteracionas funciohnales sobre
todo en el sistema nervioso central. La busqueda de estaé cambios
es 2] punto de partida para la mejor comprensién de sus efectos
sobre Ia funcién neuronal. Estos cambios en uh sistema neuronal
'especifiﬁu pueden ser las bases de trasfornus posteriofes de la
conducta en individuos con antecedentes de desnutricion severa.
Existe evidencia e#perimental que un sistema _de neuronas con
fun;ién espetifica s éltera en el cerebro de ratas con
desnutricidén temprana durante el desarrollo , es el sistema

saeratondrgico (S51-59) .,
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I.1. SISTEMA SEROTONERGICO

FIGURA 1

VIAS SEROTONINERGICAS

C.Cerebral - _pyinocampo

Vias3-HT Cerebelo

El sistema serotondrgico en la rata se localirza en el talilo
cerebral, esta compuesto de nueva grupos de - neurcnas, las cuales
se denaominan con la letra B vy son enumerados del uno al nueve

(60U-44). El grupe B 1 se -localiza dentro del nucleo del rafé

pallidus, alrededor de la superficie medial y wventral del haz

piramidal; B 2 estd en el rafe ohscurus; E 3 es mas anterior que B
1 y tambieén ésta rodeado dei haz piramidal. E1 grUpo B 4 es
pequefio y esta localizado abajo del cuarto ventrlcﬁlo y en la
parte dorsal del nucleo vestibular y del niacleo del nervio
hbducena. lLos grupos 9 y & estan localizados dentro del nuc 1o
pontié. En el cerebro medio los grupos B 7y B S tambhi®£n ocupan la
posic1én media del nucleo dorsal y rafé medio. El grupn B 9 es=zth

localizado ventral v lateralmente alrededor de) Lémnlscug madial.

B T W
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Las prolongaciones axdnicas de estos grupos de neuronas se dirigen
a diferentes ireas del SNCj los grupos de neuronas serotonérgicas
B 1,B 2y B3 inervan a la médula espinal en el cuerno ventral ¥
la columna laterai simpatica., EIl cérebeln recibe inervacion
principalmente de los grupos B 7 y B B,‘pérn también del B S y B
&. Los grupos B 7 y B 8 inervan la mayor.parte 2. todas las areas
del ;erebrn anterinr, Entonces las lesiones de estos dos grupos de
neuronas causan ‘disminucion de la concentracion del
ncurotrahsmisor en esta rlgiéh (645). Por métodos histoquimicos ha
sido pos;ble describir las fibras nerviosas que inervan el cerabko
anterior, desde el nGcleo del cersbro medio, el haz medial del
. cerebro anterior asciende hacia el fornix, septum y otras ireas
del cerebro. Una vta'ascendente medial inerva al hipotalamc y al

Area predptica, esta via se origina de los grupos nsuranales B 5,

B &, BE 7 y B 8. La via ascendente lateral inerva aAreas corticales

que se origina de los nuclens B 7,B 8 y B 9 . Existe un haz
lateral que inerva principalmente el sistema motor extrapiramidal,
que'también se deriva de 165 grupos B 7, B B8 vy B_?. Las nucleos
del rafé del cerebro medio ademads inervan la linea de células
ependimarias del ventriculo (64).

Estas' neuronas se diferencian tempranamenta e inician. su
funcién en el periodo fgtal como los demuestran los hallazgos de
‘Takahashi (66), Olson y Seiger (&7, &8) quienes ﬁescribierun 54U
existencia y distribucidén en el tallo cerebﬁal por técnicas de
inmunoh;stnquimica, usando anticuerpos antiserotonina, en fYetos de
rata y humanos en estos dltimos desde las 1S a 27 semanas de edad
gestacinnal (b6—6%7). Este sistema cerebral se regula a travées de

un neurotransmisor especifico,la serotonina (S-hidroxitriptamina,
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9-HT), gue tambign actla como rneuromodulador Yy que ez sintetirado
en las neurdnas serotoninérgicas de los nucleos del rafe (70:.

For evidencla expsrimenial se na :oncld1cc que  la  5--T
carebﬁal Jdlena todos los requisitos para ser considerado un
reuratrarsmicor (71-73), S5u maguinarla plosintetica se localiza en
las tetrminales nerviosas de las celulas serotonergicas §sl como
las enzimas catabolicas, ausemas de haberse i1gentiTicado un sistema
de receptores especlficos a la &SHT en neuronas blanco de
diferentes reqionas del cerebro adulto y en desarrallo (74~-78).

Este'neurnfranﬁmisor participa en diversas funciones del SNC,

durante 1la embriagénesis y etapas posteriores de maduracion
cerebral, tiene un papel importante en el crecimientoc vy
diferenciacién neuronal (79-82). Ademis se ha Ealacionado a otras
funciones cerebrales como: la regulacién de los ciclos de.sueﬁo y
vigilia (93; 84), de los impulsos nociceptivos (85-88), de la
_ﬁérmorregulacién (89,' 90), del comportamiento alimentario (91,
92); y sexual (93), de la conducta efectiva y emocional (93-97),
de la liberacién de hormonas hipofisarias (98), se ha relacionado
también a conductas de control temparal (99). A nivel celular esta
1nvo1ucrado en la regu;acién de la actividad de la Na+-l<+ ATFasa
(53, 54, 100-103).

El L*triptofano_plasmAtico (L-Trp), precursor de la sintesis
de S—HT, es un amineoacido no sintetizado en el organismﬁ; Par lo
tanto se ohtiené de las proteinas deAla dieta. Se encuentra en el
blasmé sanguineo en dos fracciones, una de ellas unida a albumina
y la otra libre (104). La primera se utiliza en su mayor parte en
las vias metabodlicas de los Aacidos cinurénico y nicotinico asi

como en la sintesis de proteinas (105). La segunda fraczitn tiene
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la funcidn especial de servir como precursor de la sintesis de
9-HT cerebral (1048~111). La relacidn que guardan las fracciones
ligada a albumina y la libre aetermina la disponibilidad de esta
Gltima para su paso en mayar o menor concentracidn a través de la
barrera hematoencefilica (BHE), por un mecanismo de transporte
activo (112, 113), gue esta mediado por un sistema de acarreador
membﬁanal y es captado por las neuronas serotonérgicas en el
cerebro para la sintesis del neurotransmisor.

Hay dos lineas de evidencia que apoyan la relacién entre'ia
de la nutricien, el L—Tﬁp y la sintesis de S5-HT cerebral. Foar un
lado los experimentos en ratas, las cuales se sometieron a
periodas de ayuno carto o a regimenes de nutricién
hipoprotefinica-hipocaldérica prnlnngados. durante la vida
intrauterina y postnatal, el L-Trp se encontrd elevado en favor de
la fraccidn libre y en el cerebro aumentd la cmncéntracién de
dicho aminoicido y 1la de S-HT (114-116). For otra parte en
animales normales a los que se adminis_tr*ar'cm cargas de 'L—~Tr-p a
dosis de S50 a 150 mg/ty de pesd, por via intraperitoneal, se
ohservé una elevacion de la fraccidén libre del L-Trp plasmaticq,
del L~Trp y 5-HT cerebral (54, 103, 117); For dltimo cuando se da
un suplemento de L-Trp, de 50 mg/Kg de pesa; a ratas durante la
gastacien, .aumenta la actividad de la | enzima
triptpfanc—s—hzdruxilasa en el cerebro fetal (34, 103), y en la
etapa postnatal la concentracidén del neurotransmisor y del Acido
S~-hidroxindolacético, la que indica una activacién importante dé
la via metabdlica serotonérgica similar a la observada en el
animal con desnutricidén intrauterina (54, 56-57, 1¢I).

Una vez que el L-Trp pasa la BHE, ingresa a las neuranas, en
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donde es hidroxilado mediante la enzima triptofano-S-hidroxiiasa
(L—triptnfanmnﬁwmnnooxiqénasa, EC 1.14.16.4, TS5-H) (118-120), para
formar el S-hidroxitriptofano (S5-HTF) (121, 122), que de inmediato
as deacarbaailaQo por la enzima descarboxilasa de los amlno&cidoé
aromaticbs,para praducir el neurotransmisor (123-123).

La T5-H es una enzima que se clasifica como una
oxidorreductasa, que mediante técnicas de inmunnhisthuimica con
anticuerpos policlonales especificos, 59 ha logrado conooncer su
cancentracidn tanto en el tejido cerebral como en las neuronas
serotunérgicas.. La apoenzima de la T-85H en el cerebro de rata
adulta tiene una concentracién aproximada de 11 nM con uﬁ_peso
molecular de 240,000 Da. Esta concentracién de la _apnenzima e
semejante a 1la concentracién que tiene en el tikllo c=rebral,
régién del SNC rica en neuronas serotonérgicas con una elevada
acﬁividad de la enzima (126-133). A nivel celular, la enzima se

localiza en el soma, dendritas proximales, varicosidades axédnicas

'y en las terminales nervionsas (129, 134-13%). Ademas tiene una

estrecha relacidén con estructuras cituplasmicas gemejantes -a
microtgbulos localizados en el soma neuronal (135?. e ha
demostrado que las dendritas de las neuronas serotonérgicas tienen
todos los elementos de la maquinaria biusintética para la sintesis
de S-HT, esﬁas dendritas realiian contacto siniptico con atras
dendritas de las mismas neuronas serotonérgicas de los ndcleos del
rafé. Es probable que la S-HT producida eh estas estructuras tenga
la funcion de autorregulacidén de la sintesis del neurotransmisnr
en la misma célula serotonérgica (140-1464).

Hay evidg;'nr:ia de que la enzima también se localiza en las

trayectos de las fibras nerviosas pracedentes de las neuronas del
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tallo cerebral, estos axones inervan gran parte de los vasos
sanguineos cerebrales, ademids se ha demostrado que tienen la
‘capacidad de sintetizar a la S-HT, cuya funcién es la de
intervenir en la regulacién del flujo sanguineo cerebral (136,
147-14%9).

La TS5~-H cataliza la ingsercidén de un 4atomo del uxigend
molecular en el sustrato orgénico, en tanto que el otro atomo de
oxigenac es reducido a agua, esté reaccién quimica requiere la
participacién de un cofactor que es la tetrahidrqbinpteﬁina
'(BH4J,qua‘ dona electrones para reducir el oxxgeha y farmar

oxhidrilos (118, 150). La ecuacién general de la reaccidn es:

L-Trp + BH, + O —————p S-HTP + BH, + H,0
a 2 Ton. 2 2

La reduccidn del quinonoide dihidrubinpterina' (BHE" es
llevada a cabp por la enzima dihidrobiupteriné_PEductasa (DBR) ,

debendtente de piridin nucléotido, segun la reaccidn:

+ NoDH + HY ——— BH, + wNaD'

BH
DER 4

2

tUna vez que es sintetizado el S-HTF, de inmediato es

descarboxilado por la enzima descarboxilasa de los aminoacidos

aromaticos (AAAD) para producir 5-HT (123-125). La ecuacidén de la
reaccion es:

5-HTP >  S5-HT
DAAA

La $-HT cerebral sintetizada se almacena en veslculas
sinapticas que ‘=@ encuentran en las terminales nerviosas

serotonérgicas, estas vesiculas sinipticas varian de tamaflo segun

11
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su localizacién. Recientemente se han descrito en varias partes
del &SNC terminales nerviosas no sindpticas. Este tipo de
terminales le confiere también a la 5=HT un papel de

neuromodulador (70).

En condiciones normales la actividad de la TS5-H en el cerebro

adulto es de 70 a 100 veces menor a la actividad que tiene la
enzima descarboxilasa de los aminoAcidos aromiticos, ademas Ssu

canstante de afinidéd por el L-Trp es mayar a la concentracion del
aminoacido en el tejido cerebral, estos aspectos bioquimicos de la

enzima, le confieren la caracter{stica de una enzima limitante,

reguladoké de la cadena biosintética de la 5-HT (118-121, 1350).

1.2. CINETICA ENZIMATICA

En el andlisis de la reaccidn enzimatica de la T5H, se

apiican los principios generales para la cinédtica de las

reacciones gquimicas. A diferencia de éstas, las reacciones
catalizadas por _laa enzimas muestran las ¢aracter1st1cas de
safuracién por el sustrato. Avmedida que aumenta la concentracidn
. -de sustrato, hantEnienda fija la cuncentracién.de la enzima, se
produce ai principio un incremento considerable en la velocidad de
la reaccion, sin embargo, si cnntinua‘aumentando la concentracién
de sustrato, la velacidad de la reaccidn {lega al maximo vy
permanece constante. qu este comportamiento se 'planteé la
hipdtesis mediante la cual se padria explicar el mecanismo de la
reaccisn enzimatica

En 1902, J. Brown y V. Henry (151, 152), fueron los primeros

en establecer la hipdtesis de que la enzima forma un complejo

12
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reversible con el suétrato, en la etapa esencial de la reaccién;
en esta hipétesis, se relaciona el concepto enunciado por E.
Flscher (153), para explicar gl alto grado de é;pecificidad que
exhiben las enzimas an el sustrato, que supone un acoplamiento
del tipo llave-cerradura de la molécula de sustrato a una porcién
de_la molécula de la enzima, la cual mis tarde se denoaind centro
activo o centro catalitico (154).

El mecanismo de reaccidén enzimdtica fue ampliamente formulacao
y desarrollado pﬁr Michaelis y Menten (155), para el caso sencillo
de una reaccién enzimidtica con un sélo sustﬁata. La teoria prnppne

el modelo siguiente:

Kes >
(1) E + Sq_ ES
K
-t
K2z
(2) ES - + P
‘—_ .
K
-2

En la primera etapa la enzima libre.E se une al sustrato_s;
para farmar el complejo enzima-sustrato ES y en una segunda etapa
el complejo ES se escinde, formando E y el producto P. Ambas
etapas tienen sus respéctivas constantes de velocidad K. A partir
de este modelo se dedujo la ecuacidn de Michaelis-Menten (155). La
ecuacién se deriva de la siguiente manera: Se define E como la
concentracién de 1la enéima libre o no ¢ombinada, ES la
concentracién del complejo enzima-sustrato, Et la concentracién
tﬁtal de la enzima, P el producto furmadn y 8 la concentﬁaciéh del

sustrato.
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La concentracisn del sustrato se supnné que es mucho mayar
que la cancentracién de la enzima por lo que la cantidad de
sustrato unido a la enzima en cualquier instante es despreciable
al compararse con la concentracion total del sustrato. La
velacidad inicial de la reaccién v es igual a la velocidad de
ruptura del complejo ES por lo que la ecuacién.dé velocidad de

primer orden es:

dP/dt = K’ (ES) = v

v= veiacidad inicial de formacidn de P

K, y ES no pueden determinarse diraectamente, por lo que es
necesario buscar otra expresidén para v en funcidn de otras
variables gque puedan medirse con mas facilidad, por lo que a
partir de la formacién del complejo ES se obtiene la ecuacién de

velocidad de segundo orden:

d (ES)
= l(u (Et) —~ (ES) (3)
dt
K = constante de velocidad de segundo orden.

+1

La ecuaciédon de velocidad para la descomposicién del complejo
ES se obtiene por la suma de dos reacciones, una gque rinde el P y

la atra que produce (E + 5) y es la siguiente:

~-d (ES)

K (ES)+ K _ (ES)
+2
gt
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En el estado estacionario la concentracién de ES permanece
constante por 1o que la velocidad de formacidn del cnmhleao ES es

igual a la velocidad de su desaparicidn:

K. LED-(ES)] (8)= K _ (ES)+ K (ES)
+1 ) +2

-2
reordenando la ecuacién tenemos que 2

t8) [(ET) - (EB)1 = K + K

L

Km

{ES) K

Km= constante de Michaelis

La concentracion del complejo ES en el estado estacionario

‘est
(Et) (S)
(ES)=
Km + (8)
(Et) (8)
81 5 = Kmg v = K '
: +2
Km + (5)

€1 § = Km, todas las moléculas de E estan en forma de ES, por
lo tantc la velocidad alcanzd su maximo, Vmax, por lo.que; v
k (Et)= Vmax. | |
+2 o

La ecuacion de Michaelis-Menten es la siguiente:

E' | ‘ o Vma» (9)
§ ' ' (3) v = ‘

f Km + (8)
- Donde:

? v = velocidad de reaccién

§ Vmax = velocidad maxi1ma de la reaccién
% km = constante de Michaelis

15
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La velocidad de wuna peacci®n enzimbhtica varia con 1a
:oncentracién del sustrato, aumenta en relacidn a la concentracidn
del sustrato, hasta_alcanzar un valor maximo. En este punto, todas
las moldéculas de la enzima estan ocupadas y la velocidad de la
reaccién esta limitada por la velocidad del proceso catalitico
sobre la superficie de la enzima. Para la mayoria de las enzimas
la concentracion del sustrato a la velocidad de reaccidn iguala ta
mitad de la velocidad maxima, Km,,eé una medida de la intensidad
de ehlace con los sustratos, de forma que una .Kh elévada
representa una débil intensidad de enlace vy una Km baja, significa
que la enzima alcanza su maAxima velocidad catal{tica a una baja
concentracién del sustrato y por lo geheral indica que la enzima
une su sustrato con gran intensidad (159).

Debido a la manera comao trabajan las enzimas, existe un
“limite a la cantidad del sustrato que la enzima puede transtformap
a un tiempo determinado. $i se aumenta la concentracién del

sustrato, la velocidad a la qgue se forma el producto también

aumenta hasta alcanzar un valor maximo, como se representa en la

figura 2.

16



FIGURA 2
REFRESENTACION GRAFICA DE MICHAELIS-MENTEN

Vmax f--~-~-- — ———— -

Vimax/2

Actividad de la enzima (V)

Concentracidn de sustrato ((S])

8= concentracion de sustrato
v= velocidad de la reaccién
Vmayx= velocidad maxima de reaccisn

wm=constante de Michaelis-Menten

En este punto, la molecula ests saturada de sustrato y la
velacidad de la reaccidn depende dnicamente de la rapidez con que
pueda ser procesada la moléecula de 5u5tr§t0. Esta velocidad se
Enpresa'en el numero de recambio, gue para muchas enzimas es del
orden de 1000 moléculas de sustrato por sequnda.

La impartancia de la ecuacion de Michaelis-Menten radica en
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que describe el comportamiento cinéticp dae la reaccidn enzimitica
y en el significado de las constantes Km y Vmax, para las
reacciones catalizadas por enzimas que actuan sobre un sélo
sustrato, a diferencia de las enzimas alostericas que generalmente
no muestran la relacién cinética de Michaelis—Menten entre la
concentracien del sustrato, la Vmax y la km, ya que su
conpartamiento cinético esti muy alteﬁadu por las variaciones de
la concentracién del madulador.alostérico (156—-158) . |

Lps valares aparentes de Km y Vmax pueden' obtenerse al
géaficar la velocidad inicial de reaccién contra la concentracion
de ‘sustrato. - La ecuacién de Michaelis-Menten éa la de una
hipérbola rectangular como @ muestra en la figura 2. El1 valor de
Vma: se_nbtiene de la asintota a la curva en v.y el valor de Km es
aquel dé la concentracidn de.sustratn‘a la cual la velocidad es
iguai a la mitad de la Vmax.

A una concentracisn baja de sustrato la velocidad inicial de
la reaccién es casi directamente proporcional a.la concentracidn
de sustrato, ya que esta regién de la curva se puede aproximar a
una 1inea recta. |

La Eelacién entre la variable independiente 8 y la variable
dependiente v es curvilinea, se pueden efectuar transformaciones
lineales de la ecuacién de Michaelis-Menten para obtener valores
mAs exactos de Km y VYmax de una reaccién enzimidtica. Una de las
transfnrhaciones lineales mas utilizada es la doble.recipruca de
Lineweaver-burk (159), en.la cual se grafica el reciproco de la
velocidad contra el reciproco de la cdncentracibn de sustrato. La.
acuacion se QEriva de la siguiente manera:

A partir de la ecuacion 3
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Vmax (5)

Km + S

A4

0

Vma Km + §

s2 toman los reciprocos:?

Vmay Km + 8§ km

=

f
+
E ot

v 5 9

Reordenando la ecuacion tenemos:

1 1 Km 1

i
+
e

w

v Vmax Vimay

La representacién grafica de esta ecuacién se
figura 3.
FIGURA 3
REFPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURE

pendiente «

/ Vinax

I/Actividod de la enzima (1/v)

of

I/ Concentracldn de sustrato (1/(S))
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Cuando 1/v se representa frente 1/5, se obtiene uﬁa linea
recta cuya pendiente es igual & Km/Vmax, la interseccidén en el eje
/v es igual a 1/Ymax y la interseccién en el eje de 1/S es-igual
a -1/Km. La representacién doble reﬁiproca tiene la ventaja de que
permite una determinacién mas exacta del wvalor de la velocidad
maxima de reaccidn, ya que en lé representacidn sencilla de v
contra 8§ se obtiene solo un valor aproximado, puesto que la Vmax,
es un valor 1limite é una cnncentracidn infinita ﬁe sustrato,
tambien proporciona informacidn valiosa acerca de la inhibicion
enzimatica que es utbn de los aspectos importantes de un sistema
enzimitico, ya que con el empleo de inhibidares se obtiene
informacién sobre el mecaniemo de la cataAlisis enzimatica, 1a
especificidad del sustrato de las enzimas,. la naturaleza de los
grupos funcionales en el .centro activa y la participacidn de
ciertos grupos funcionales en el mantenimiento de la conformacidn
activa de la molécula de la enzima.

Graficamente se obtienen familias de curvas y a partir de
ellas.se puede obtener informacidén sabre el tipo de inhibicidén que
58 presenta en un sistema enziméticu. El método de la doble
reciproca presenta la desventaja de que a bajas éoncentracinnes de
sustrato existe una dispérsién grande de. la velocidad de 1la
reaccisn.

Otras transformaciones lineales de la ecuacién de
MichaeliSfMenfen se obtienen multiplicando ambos miembros de la

ecuacion por Vmasx:

n
+

Vo Vinax £81 Vmax
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y reardenando:

Vo= -Km Vo + Vmax

£S51

Esta transformacidén se conoce como la de Eadie-Hofstee (160),
consiste en graficar v Vs v/(5). Este método amplia las
desviacioneﬁ de caridcter lineal que pueden no aparecer en una
' repreééutacién de dable reclprbca.

La representacidn de'Hénes (161) se trata de una linea recta
Coﬁ pendiente de 1/Vmax, con interse:cién en el eje -—-(8)/v=

Vmax/Km y la interseccioén en el eje de v = —Km.

En este trabajo la Km y la Vmax de la actividad de la T-SH en
las diferentes edades estudiadas, pre y postnatal inmediata, fue
valorada mediante un programa de computacién (ROSFIT) descrito por
Breca y col (142). Este método tiene la peéuliaridad de tomar
como base para el cdlculo de las constantes cinéticas la ecuaciéﬁ
de Michaelis-Menten y la linearizacién de Linewear-Burk; realiza
un andlisis de regresién no lineal de 1la curyé de saturacidn y
pondera estadlstinameﬁte cada uno de los-puntus-de‘la hipérbala

rectangular.,
I1.3. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE S—-HIDROUXITRIPTAMINA

Variaos factores estan involucrados en la regulacién de la
sintesis de 5-HT en el SNC. Arbitrariamente se pueden englcobar en
tres grupos: El primero corresponde a 1los cambios de la

dispnnibilidad del sustrato, ténto a nivel plasmatico, como en el

21



transporte a través de la BHE y su compartamentalizacién en el
tejido cerebral. Por ello los cambios en la disponibilidad del
L-Trp rapidamente aumentan o disminuyen -la sintesis del
neurotransmisor (104, 108-110).

El segundo grupo lo constituyen los mecanismos que regulan la
actividad de la Ti-H .para hidroxilar al L-Trp. Entre ustoé
factores se encuentra la disponibilidad del oxigeno, 1a

concentracién del cofactor, BH el medio idénico del tejido

4'
cerebral, asi como la concentracién de la proteina y. los
diferentes mecanismos que intervienen en su regulacién'que s0nN3:
;nhibiciéﬁ de la actividad enzimatica por el producto final, 9-HT,
cambios en la cinétlca y aumento en la ccncentracién de moléculas
de lé enzima. Los primeros cambios se observan en fnrma'inmedlafa
y el ultimo se presenta después de 24 haras del estimulo de
activacién (118, 139, 163-148).

El tercer grupo de factores que intervienen en la regulacién
de 1; eﬁzima son los mecanismos de autorregulacién'de la propia
reurona sérntanérgica mediante autorreceptares especlficqs para la
S-HT (140-144). Se conoce que la auturrequlaciéh de la liberaci&n
de S-HT por las neuronas se@raotonérgicas se lleva a caho mediantn
la participacién de autorreceptores espe&ificos | para el
neuratransmisor. LOS autorreceptnres pertenecen al subgrupo
SFHT“, los cualeé han sido identificados mediante técnicas de
autorradiografia con ligandos especificos como 1o son el
8-hidroxi-2(dipropilaminao) tetralina (8-0H-DPAT) y el RU 24967
(140-144, 14%). Estaos métodos bioquimicas han permitido conqur su

distribucién a nivel del soma y dendritas de las células

serctonérgicas (140-144). Asi{ mismo, han demostrado que entre las
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neuronas de los nucleos éerotnnérgicus del rafé emisten contactas
sinapticos dendru*deﬁdritas y con axones terminales. Ademas, que
en estos contactos sinAdpticos se encuentran todos los elementos de
la méqﬁinaria biosintética de la 5~H1bcerebra1.

El neurotransmisor sintetizado en estas regiones celulares es
liberado al espaciao extracelular y prubableménte ejerza su accion
inhibitoria sobre la funcién de la céluia serotandrgica, a traveés
de los autorreceptores para 5-HT, esta interaccion produce una
hiperpolaridad de los canales de potasio, madificando asi el
impulso eléctrico de la neurona, este mecanismo ha sido prmpgesto
como uno de los principales en la regulacién de la sintesis del
neuratransmisor a nivel de la célula serotonérgica (140, 141,
170).

Cambios rapidos y reversibles del impulso nervioso en el
interior de la céiula serotonérgica, activan .mecanzémas de
fosforilacién de la TS5-H, esta fosfqrilacién fue observada cuando
homogeneizados de tallo cerebral de rata adulta fueraon 1ncubadds
an un. medio compuesto por adenosin trifosfato (ATF?, magnesio_
(Ng++) y célcio (Ca++), con esta maﬁiobra experimental se demostrd
un aumento de la actividad de la enzima (171-176). Este hallazgo
' recienteménte fue canfirmado,l ademas se demostro que en este
mecarismo de fusfurila51én. interviene una profeina 'cinaéa 11
ca*t/calmodulina dependiente (128, 177-179).

Existe contraversia en la literatura acerca de que otros
sistemas de segundos mensajeros activen a la TS-H, como en el caso
de 1la tirosina hidroxilasa (TH). Se sabe que el adenosin
monafostato ciclico IANPC), la proteina cinasa C dépendiente de

++ L . . '
Ca /fosfatidilserina y la proteina cinasa depenciente de guanosin
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monofosfato clclico (BMPC) tienen la capacidad de activarla. PoOr
loa tanto, nosotros consideramos necesario dilucidar si el ANF’c Yy
el PI tienen la capacidad de fosforilar a 1la enzima T-5H vy

cancomitantemente producir un aumento de su actividad enzimatica. °

I.4 SISTEMA DE SEGUNDOS MENSAJTEROS
1.4.1. ADENOSIN MONOFOSFATO CICLICO (AHPC)

El papel que juega el AMPC en la regulgcién de la enzima T-35H
'no se conoce con exactitud. Esta interaccién ha sido observada en
sinaptoneurosomas prncadénta: del téjidn nerviosu_de los nucleos
del rafé, incubados con forskolina. La forskolina tiene la
capacidad de estimular a la subunidad catalftica de la adenilil
ciclasa, que al activarse produce un aumento en la sintesis de
ﬁMPC, que sirve coma cofactor baka la proteina cinasé A
dépendiente de este nucledtido, y como resultado de est& reaccion
prﬁduce una fosforilacidn y una mayor actividad de la T-5H (1860-
182). Consideramos importante aclarar en este trabajo si este
nucledétido participa en 1los mecanismos de regulacidén de ia
actividad de la T-5H durante él desarrollo del SNC.

| S5e sabe que entre los mecanismo de transmisitn de la selal
hacia el interior de la célula, ei mas importante cunucido'es el
que utiliza AMPc camo segpndn mensajera. La interaccidén dei
estimulo externé& con el. receptor, resulta en activacién de la
enzima adenilil ciclasa (EC 4.6.1.1.), que es responsable en la
formacidn de RMPC a partir de ATFP. En este proceso participan dos
tipos de protefinas G: una estimuladora (Ge) y. una inhibituria.

(Gi), las cuales se unen a dos tipos de receptores espec! ficos. La
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proteina Ge, =& une al receptor caonocido como Re, mientras la Gi,
se une &l réceptor Ri. La unién de una molécula con el receptor Re
induce cambios confarmacionales en este Ultimo, que 1le permife
interactuar con la proteina adyacente Ge sensibilizandaola al
guanos:in trifosfato (GTP), que proviene del interioh de la célula.
La unién del GTP a la prateina Ge constituye la reaccién de
apertura de la via, e induce en Be una nueva conformacidn, esto
es, un cambio en su forma, que a su vez le_permite activar a la
enzima responsable de la formacidn de AMPC. De esta manera, la
informacidn transportada por el estimulo externo se ha transmitido
a través de la membrana y se ha formado un segundo mensajero,
capaz de difundir la informacién en el interior de la célula. L;
actividad del complejo Ge~-GTP termina con la hidrdlisis del GTP
par la enzima guanosin trifaosfatasa (GTPasa), la cual hidroliza la
unidén entre los fosfatos o y 3 del nuclédtidn, para formar
‘guanosin difosfato (GDP), lo que constituye la reaccién de cigrre
de la via (183-191), | |

El aotro tipo de proteina que parficipa en la ruta del AMF_,
actua como mediador del tipo inhibitorio en la transmisidn de la
sefial. En este caso, la llegada de la selal externa a los
réceptures denominados Ri da lugar a una nueva conformacion de la
proteina G llamada Gi gue también se activa al unirse al GBTF, e
inhibe a la enzima adenilil ciclasa (189, 190, 192).

El ﬁMPc regula una gran variedad de procesos celulareé,
‘modulando la accién de algunas hormonas y neurotransmisores. Este
proceso de regulacién se lleva a cabo cuando dicho nucléotido
inferacciuna con la proteina cinasa A, la cual cataliza 1la

transferencia de un grupo fosfato del ATF a residuos de serina vy
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treonina de ciertas proteinas presente en las células blanco (189,
193, 194).

ta cinaga estad formada estructuralemente paor dos subunidades
diméricas, una reguladora y una catalitica; el AMPc es @l
egtimulador alestérico de la enzima y cuando dos moléculas de
nucléotido se unen a cada mondémera de la subunidad reguladora, se
libera la parcién catalitica que contiene el sitio activo y es la
responsable de adicionar grupos fosfato a prateinas, regulando de
esta forma diferentes procesos hetabélicos (189, 195-197).

La concentracién intracelular de AMP. es aproximadamente de

10_5 M y‘:puede cambiar rapidamente, en respuesta é datérminadu
tipo de seffales extracelulares, ya sea éumentando o dissinuyendo
su concentracién. El nucléotido puede ser inactivado rapidamente
por enzimas especificas llamadas fosfadiesterasas (EC 3.1.4.17;
3'S'ciclico S’nucléotido hidrolasas), que hidrolizan el enlace
éster de la posicién 3'; formando adenosin S5’ monofosfata (S5'AMP)
(189, 195-197).

 Esta enzima es estimulada por idnes de calcio y su efecto se
establece una vez que el catidén divalente se une a la proteina
denominada calmaodulina, formando asi uﬁ cumplejn, que a su vez se
une a la fosfodiesterasa vy comé consecuencia, el AMF ., \es
hidralizado. A medida que la concentracion citosodlica de AMPL
disminuye, el nucléotida que esti unido a la proteina A, es
liberado de la subpnidad reguladora y como consecuencia esta
ultima se recombina con la subunidad catalitica, cunvirtiendn
‘nuevamente a la enzima en su forma original, que es inactiva (189,

195-198).
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[.4.2. TRIFOSFATO DE INOSITOL (IF.) y DIACILGLICEROL (DG

.Eﬂiﬁte la interrogante si el lP? y el DG tienen algun papel
en los mecanismos de regulacidn de la actividad de la T-%H en las

newronas  serotonérgicas. Recientemente, se han demostrado con

tecnicas de autorradiografti{a, receptores del subrtipo 5~HT‘G Y

5~HT2 aceplados al sistema ge recambio cel fosfatid:l inositol en
vla memtrana celular, ademas al ser estimulados estos PECéptDPES,
s8 produce una activacion de la fosfnlipasa C yv un aumento de la
concentracién del IP3 y DG. El IP, induce la liberacicon de calcio
de los sitios de almacenamiento intracelular y el DG hewmanecé'en
la membrana y sirve'cnmn sustrato para la actividad de la proteina
cinasa C (1&9). Consideramos conveniente investigar si este
sistema de segundcé mensajeros interviene en la regulacisén de 1la
actividad de la T-SH cerebral, durante la vida pre y postnatal
1nmédiata. |
El.fosfatidilinusitol-(PI) representa el 2 % de la fraccidn

total de fosfolipidos de la membrana célular. su funcidén principal

es el mantener la integridad de la membrana celular (199, 200).

Existe evidencia que un grupo de fosfolipidos estan locélizadns en
la monocapa arientada hacia el citoplasma, estos fosfaliﬁidns
sirven éomb precursares de segundos mensajeroas. En condiciones
basales, el Pl experimenta dos fosforilaciones sucesivas en las
posicliones 4 y & del anillo del 1inositol, se forma el
fosfatidilinositol 4-fosfato (IPI) y el fosfatidilinositol 4,93

bisfosfato (IPE) (199, 200). Ambas reaccirones estan catalizadas
por dos cinasas ubicadas en la membrana plasméticé y dado su

requerimiento de ATP, no se proaducen en condiciones de
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anaerotliosis. El Pl se regenera por accidén de dos fosfatasas que

catalizan la desfasforilacidn del IP2 y del IPI.

fosfarilacién y de desfosforilacidn se produce continuamente,

Este proceso de

implica un gasto de energifa, razdén por la cual)l se ha denominado
ciclo infructuoso (200),

El IPz'representa el uno por ciento del inositol (201), es el
mas relevante desde el punto de vista funcionai, ya gue cuando un
téjido es estimulado con algan agonista es el ﬁfimer derivado del
1, que disminuye (201, 202, 203). Es el precursor'inmediatn de
dos sustancias que tienen todas las caracter{sticas para ser
cdnsideradaﬁ como segundos mensajeros: inositol 1,4,5 trifosfato
{IPS) y el diacilgli;ernl (bG) (1992, 200, 204).

La enzima que cataliza la formacion del IP3 y el DG, es una

fosfodiesterasa denominada fosfolipasa C, que se localiza en la

membrana plasmatica de %todos los tipos celulares. La union de

neurotransmisores a sus respectivas receptores modifica 1la

actividad de la fosfolipasa C, pasando de la forma inactiva a la
activa (204). Esta activacién requiere de la proteina G y GTF en

la molécula (204, 205-207), EI sustrato principal  para 1la

fostolipasa C es el IF_, cataliza la hidrClisis del enlace éster

entre‘el carbono 3 de la cadena del glicerol y el fosfato en le
posicién 1 del inositol, con la consiguiente formacidn del lF'3 Y
del DE, éste daltimo, una ve: sintetizado permance en la membrana,
mientras el IP3, que es soluble en agua, llega al citoplasma, en
donde induce la iiberacién de calcic de los sitios de
almacenamiento intracelular, principalmente Adel © reticulo
enduplésmicn.. La movilizacion de este catién.puede llevarse a

cabo incluso cuando la célula est4d en reposo; sin embargo, al ser
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eatimQLada, £} IF'3 induce la liberacidén del idn de los arganelos
intracelviares v tamblén reguila su recaptura una vez liverado, lo
gua  2xplica gque lEl aumente en 1los niveles de calcio sea
momentaneon. 51 los sitios de almacenamento tienen bajas
concentraciones del id4n mencionado, y los requerimientos son
mayores, s necesario que el calcio provenga de fuera de la
célula§ tal es el casb‘de células activadas eléctricamente como

las neuronas (193, 208, 209).

Como se ha mencionado, la ruta de transmisidn de la seffjal gue

utiliza fosfolipidos que contienen inositol, resulta

particularmente importante, ya que se bifurca en dos vias: la que
iﬁduce liberacién de calcio y la gue,al utilizar el‘DG; activa a
una enzima que se encuentra unida a la membrana plasmatica, la
proteina cinasa C, que fosforila residuos de serina o treaniné de
‘proteinas enddgenas (208, 209-211). La activacién de alguna de las
dos vias del ciclo del Fl1 no es suficiente para la caompleta
transmisién de la sefialy para que.ello ocurra, es.necesaria la

accién combinada de ambas vias.

1.4.3. CALCIO COMO SEGUNDO MENSAJERO

El idén calcio modula una gran variedad de procesos celulares
y tiene una participaC1én esencial en la transmisién de la séﬁal,
ya que puede actuar compd Segundo mensajero en él interior de la
“célula. La cmncentraciéh citosédlica de dicho 16n es de

aproximadamente 107®

M, pero puede incrementarse por diversos
mecanismos; uno de ellos, resulta de la activaciéon de la célula

por estimulos extracelulares (212-217). El1 proceso se realiza
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mediante un complicado mecanismo gue libera calcio de los sitios
de almacenamiento intracelular. La concentracion de calcio también
buede elevarse experimentalmente con la utilizacién de sustancias
quimicas, como laos iondforos, pero en este caso, la concentraciénm
aumenta de manera incontrolable y excesiva y depende del numero de
moléculas del catidn fuera de la célula. Fara regular un proceso
de manera eficaz, la movilizacién de calcio, asi cumﬁ su funcidn,
debten de estar controladas. Faor tal motivo; las células poseen un
determinado grupo de prateinas que interactdan con dicho idn,
modulando aguellos procesos que dependen de 41 para llevarse a
cabo. Las'prdteinas que unen el calcio snﬁ de dos_tipns; las que
se encuentran én la membrana y las gue se localizan en el
citoplasma. Las primeras regulan el paso de moléculas a fravés de
dicha memhbrana, as{ comg al | interior de los organelos
intracelulares y actdan comp transportadoras, ya que cada molécula
puede unirse al calcio de un lado de la memnbrana, tr*ans:-.locario

hacia el otro 1lado, liberarlo y repetir este proceso. Este

mecanisme requiere energia, praporcionada generalmente par el ATF

(218-224) .

.El otro tipo de proteinas a lés que se une el calcio, se
encuentran en el citoplasma y envel interior de algunos organelos;
su funcién es la dé madiar los efectos de dicho ién en el interar
de la célula. Dentro de este grupo se encuentra la calmoduiina
(225-231)., Esta dltima estd constituida por 148 aminoacidos,
estructurados én una sola cadena polipeptidica.‘ tiene cuatro
sitios de unidn para el catién y presenta un camhia cnnformaciunal
al univse el calcio. El complejo calmodulina-calcio, al unibse_a

una enzima, modifica la estructura espacial de ésta y como
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concsEcuencia, U actividad. cas propiedades ae i a calmodulina son
diferentes cuando se vine a sédlo una o dos moléculas del ion, lo
que pueds explicar el orain nuamero de proteinas caon las que
interactea y el oran numgco de procesos en los gue participa

(225-231).

I¥. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIFPOTESIS

Existe suficiente evidencia de que el metabolismb
serutuhérgico cerebral se encuentra alterado en animales con
desnutri;ién temprana (55-59). Resultados recientes de nuestro
laboratorio han demostrado que desde la etapa fetal hay una
acelera;iéh de la sintesis de 5-HT, precedida de un aumenta de la
‘cuncentracién de L-Trp cerebral, saturando probablemente a la TS~H
que en condiciones narmales se encuentra insaturada (56-59). Si se
toma en cuenta la secuencia de estos resultados veremos que los
principales elementos de esta vla.metabélica cerebral: el sustrato
L-Trp, la actividad de la enzima iniciadora de.la biosintesis y la
cdncéntracién.del producto, el neurotransmisor, estan elévadas,
por lo gque se deduce que existe un aumento de la actividad
metabsdlica en las neuronas serotonérgicas cerebrales ncasionadu
por un aumento del paso del L-Trp libre al cerebro,'este a BU vez,
secundaria a un desequilibrio entre la fraccidén unida a albumina y
la libré, en favaor de esta Ultima (104, 108-110).

El aumento de la actividad de la TS-H observado, sugiere una
modificacidn funcional de esfa enzima y de los mecanismos que la
-activan;. par lo que nos planteamaos las hipdtesis de que 1la

atceleracion de la sintesis de S—~HT en ratas desnutridas sea
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secundaria a wna modificacidn del comportamiento cinético de la
ernzima limitante, T5-H y del mecanismo por el que aumenta la
actividad de la enzima en condicinnES de fosforilacién, durante la
etapa perinatal en el cerehro de rata desnputrida. Esto lleva al
.concepto de que durante la desnutricién existen alteraciones de
los mecanismos normales de regulacién de la enzima que modifican
su actividad por periodos largos con los consecuentes camhios an
la sintesis del neurotransmisor y en su liberacidén.

I1l. MATERIAL Y METCDOS

En el presente trabajo fueron -seleccionadas 200 r#tas
blancas,'&epa Nistar,'hembras,'nuliparas, con pest apraoximada de
200 g, las ratas fueron adaptadas durante dos semanas a las

+
= 2%,

siguientes condiciones ambientales: temperatura de 22
periédné.de luz y oscuridad de 12 h, el periddo de luz de 07:00 a
19:00 h, la manipulacién y el ruido fuerun.minimos, 1a humedad
relaf1va oscilé entre S0 y &0 %. Durante este periédo de

adaptacién las ratas fueron alimentadas con un régimen nutricional

ad libitum tanto de agua como de alimento purina (Chow); cuya

composicidn de nutrimentos es a base de 23% de proteinas, 4.5% de
grasas, 4%.5% de carbohidratos, 9% de cenizas, 6% de fibra, 127 de

humedad, vitaminas B, ,, riboflavina, levadura seca de cerveza,

127

pantotenato de calcio, acido fdlico, vitamina E, tiamina, niacina,
‘vitamina A, vitamina D, 0.054 de roca ftosférica, 0.5 de sal
yodada, 0.7%% de citrato de amonio, 0.2% de sulfato de manganeso y
trazas de 4ixido de manganésn, carbonato de cobalto, &iido cuprico,
Oxido de zinc.

Al término del periddo de adaptacion las ratas fueron

divididas en  los sigulentes grupos rperimentales: el grupo

32



control w, 2l cual recibié un esquema de alimentacion
nutricional a base del alimento (purina Chow) y agua ad libitum.
El segundo grupo (D) 1lo constituyd ratas con desnutricidn
proteinico-caldérica, a este grupo de ratas se les restringid el
alimento al %50 % del consumido en 24 h por las ratas del grupo
control y se les permitid él agua a libre demandaf En ambos grupos
el esquema nutricional se mantuvo durante dus semanas y al téermino
de este periﬁdn ias ratas de los grupos fueron pareadas con machos
normales. Durante el periddo de gestacién los animales de 1los
grupos D‘ y C, se mantuviercn bajo las mismas condiciones
descritas. |

En 91 dia 17 y 19 de gestacién, bajo anestesia general con
pentcbarbital sédico a dosis de 40 mg/Kg de peso, por via
intraperitoneal, se practicd una npe&aciﬁn cesadrea a una parte de
los individuos de los grupos D y €. Los fetos abtenidos iﬁ situ,
se pesaron y se les determind la 1ungitud céfalo-sacra (232), de
inmediato se les disecéd el encéfala sin cerebelo, .s.e hizo una
mezcla de tejido de &4 a B encéefalos, se hnmogeneiﬁarnn en una
solucidn amnrtiguadora a 0~4 UC, para los diferentes ensayos.
biaquimicos.

A otra parte de las ratas gestantes de caoa grupo, sé les
permitid terminar ell'gmbar*azn. Al nacimiento las crias de cada
grupo fuefnn mezcladas entre si y redistribuidas al azar a
diferentes madres del mismo grupo experimental, para formar
camadas de 8 individuos y con ello se disminuy& lag diferéncias
individuales y de camada. A las edades de 1, 2, 3, 6 y 10 dias de
vida postnatal, se tomaron J a 4 crias de tres camadaé diferentes

de cada grupo. Las crias se pesaron y se les midid la longitud
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céfalo-sacra y fueron sacrificadas por decapitacion, se disecd el
encéfalo, se hizo una mezcla de tejido la cual fue hnmugeneizada y
colocada en una solucién amortiguadora para los ensayos
heurnquimicos. En estaé muestras de tejido se realizaron curvas dé
saturacién de la T3-H con L-Trp como sustrato a cuncéntraciones de
0.02 a 0.4mM, sin wmodificar lqsl aotros elementos del sistema
enzimatico.

A otro grupo de muestras de tejido encefilico obtenido en
forma similar de ambos grupos D y»C, a las edades de 17 dias de
gestacion y al pﬁimern, 10 y 21 dias de vida‘ postnatal,se les

~realizé activacidn de la enzima mediante ATP 0.5 aM, MgCl, 8 mM y

2
Eacl2 0.1 mM (171). Ademas para edplorar qué otros sistemas de
segundus mensajeros intervienen en la activacion de la T5-H se
tomaran crias a la edad de 10 dias de vida extrauterina de los
grupas D y L, se les disecd ei encéfalo y se abtuvieron
sinaptosomas por centrifugacidn diferencial (233). Estos
sinaptosamas sirvieron como fuente de la actividad enzimatica, los
 cua1Es fueraon ihcubédns durante 20 minutos a 37 DC, en agitacidn
constante, una parte con farskalina a una concentracién de 20 yM.
(182) y teofilina 50 uM. La otra parte con fosfatidilinositol a
razén de 0.3 uM (200). Ademas en cada experimento fueron incubadaos
cantrolés de tejido éncefalico no activado (basales).

El criferin de desnutricién que se emples fue que el peso
corpbral de las ratas fuera significativamente menor él peso de
las ratas controles y para disminuir las variaciones cifcadianas
las intervenciones quirdargicas, la abtencidn y diseccidn del
tejida cerehral y los ensayos experimentales, siempre fueron

realizados entre las 09:00 y 11:00 h.
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A cada una de las madres gestantes de ambos grupos D y C se
les_idéntificé el tapdn vaginal durante el periodo de apareamiento
y a los fetos provenientes de estas madres se les midid la
longitud céfalo~sacra, ambos métodos sirvieron para determinar la
edad gestacional. Ademids a las crias de los grupos D y €, se laes

efectué curvas de pesao corporal, cerebral y de la longitud

céfalo—sacra.

IT1I.1. METODOS ESTADISTICOS

El cilculo de las constantes cinéticas se efectu6 mediante un
praograma de computacién Rosfit, descrito por Greco y col (1462), el
cual Qalora lag constantes por una regresién no. lineal de 1la
ecuacién de Michaelis-Menten (155) y pondera estadisticamente cada
~uno de 1los pﬁntns de la curva de saturacién. EI1 analisis de
varianza mostrd hoﬁogeneidad de los grupos de datda, par lo que
para la.significacidn de lé diferéncia gntre grupos de datos, se

utilizé la prueba t-Student, para datos independientes con un

nivel de significaciéon de p < 0.05 (234),
III.2. ENSAYDS BIOQUIMICOS

I11.2.1. ACTIVIDAD DE LA TR!PTDFANU*S“HIDRDXILASQ

La actividad de la enzima, se determind por el método
eépectrofluurométrico de GaAl y cal (235). El tejido cerebral se
homogeneizé a 1425 rpm, durante 'un minuta, en una solucidn
amortiguadora de tris acetato de sodio S50 mM, pH 7.4 masg 10_3n de

mercaptoetanol en una relacién volumen/peso (V/P) de 3:1j mediante
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un hqmogeneizador Thomas de émholo de teflédn con 0.15 am de
tolerancia en su diametro. El1 homogeneizado se centrifugéd en una
centrifuga Sorvall RC SC a 30,000 x g, durante 20 minutos a 4°C.
La. pastilla del tejida obtenida fue descartada, se midio ei
 vu1umen del sobrenadante el cual se utilizé como fuente de 1la
actividad enzimatica.

La reaccién se inicid al agregar alfcuotas del sobrenadante
que contenian 1.9 mg de prbtelna Va' tubas de borosilicato que
fueraon previamente preparados :ﬁn el siguiente medio de
incuhacidn: 2-mercaptoetanol 1 mM, pargilina 0.3mM, &—-metil
5,6,7,8 .tetrahidrnbioptefina (6-HPH4) 0.16 oM, L-triptofanc a
concentraciones de 0.02 a 0.4 mM, catalasa 10 ug y tris acetato de
sodiao S50 mM , pH 7.4 para cnmplefar un mililitro de volumen final,
este medio sirvidé .para la determinacién de las curvas de
saturacién de la enzima. AdemAs a otras muestras obtenidas en
forma similar se les efectud activaciédn de la enzima con ATP 0.5
mM, Mgcf2 8 mM vy CaCl2 0.1 mM, gue fueron afadidos al anteridr
medio de incubacién. En cada ensayo se incluyeron: a) muestras del
mismo volumen de sobrenadante incubado sin sustratd, para corregir
‘por los S-hidroxindoles enddgenos. b) muestras_cnhpcidas de S-HT
(100 ng), para determinar el porcentaje de 5-HT perdida durante el
pracedimiento bibqufmico (estandar interno), ¢«) tubos blancos sin

la enzima para medir la fluorescencia inespecifica de los

reactivos.

Después de 30 minutos de incubacion a 37°C en un bafo
metabdlico (Dubnoff), con agitacién constante, la reaccidn
enzimatica se pard por desnaturalizacién térmica de las protefinas

a 100°C durante 5 minutos, la mezcla fue transferida a tubos de
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polipropileno. Los tubos de la reaccién se lavaron con  un
mililitro ae agua tridestilada, la cual se afadié alla mezcla de
incubacidn. Las proteinas desnaturalizadas e separaron  por
centrifugacidén en una centrifuga. Sarvall RC SC a 7,000 3 g,
durante 10 minutos a AOC. 0.% ml de este sobrenadante fue
transferida a tubos de bornsilicatq'que contenian 0.1 ml de una
solucion de cisteina al 1%, se les afadid 1,15 ml de HC1 10 N, se
agitdé vigorozamente en un’ agitador Vortex y para obtener la
fluorescencia se les agregd 0.5 ml de ortoftaldialdehida (OPT) al
0.004 % V/F en HCl 10 N y se calentaron las nuestras a 80°C
dufante 15 minutos.

Al  enfriarse los tubos de la raeaccidn enzimdtica a
temperatura ambiente, la fluokescencia. se midié en un
espe;troflunramétru Aminco Bowman a 470 nm de emisidn y 340 nm de
activacién. La actividad de la epzima fue expresada como la
cantidad.de‘5—hidruxindoles producidos en nanomples por miligramo

de proteina poﬁ hora (actividad especifica).
II1.2.2. OBTENCION DE SINAPTOSOMAS CEREBRALES

La obtencidén de sinaptosomas Bel tejido cerebral fue mediante
la técnica de Kurokawa y cal (233). El1 tejido encefidlico fue
lavado en una solucidén de manitol 0.3 M, EGTA 0.2 mM y BSA 1 mg/ml
de solucién. Después el tejido fue homogeneizado a 1425 rpm
durante un minuto en la misma solucidn, en una relacisén de V/P de
10:1, mediante un homogeneizador Thomas de émbolo de tefldn con
0.15 mm de tolerancia en. su diametro. El1 homaogeneizada se
centrifugd en una centr{fuga Sofvall RC SC a 400 u g, duranﬁe 10

minutos a 4DC, la pastilla del rejido fue descartada y la fraccidn
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sinaptosomal-mitocondrial-cruda se ubtqu al centrifugar el
sobrenadante a 10,000 x g, 10 minutes a 3. Después de la
centrifugacién, el sobrenadante fue descartado y la pastilla del
tejido encefalico fue resuspendido en & mililitros de una solucion
de manitol a 0.3 mM, EGTA 0.2 mM y BSA 1 mg/ml de solucisén, de los
cuales un mililitro fue coloéado cuidadosamente en un gradiente
discontinua de ficoll 5-13 %4 en sacarosa 0.35 M. Una hora antes
tueron preparados lo= gradientes de ficoli,' los cuales
permanecieron en reposo durante este tiempo. Fueron .utilizados v
tubos con una capacidad de 4 ml en'dondeﬁfueron‘colucados los
gradientes en una cahtidad de 1.5 ml de cada uno de ellos.

"Las Yubos con las muestras fueron centrifugados en una
ultracentr{fuga Beckman LS-75 y el rotor SW 56 a 40,000 x 9
duﬁante 20 minutos a 2°C. Después de esta centritfugacién la
fraccién sinaptosomal fue obtenida de la interfase %5-13 de los
gradientes de ficoll. Esta pastilla fue diluida en 20 ml de una
solucion amortiguadora de tris—HCl 0.1 M, pH 7.4, se centrifugd a
12,000 % g, 10 minutos a 4°C. La pastilla final fue resuspendida
cen 3 ml de una solucidn amortiguadora de tris acetato de sodio GO
mM, pH 7.4. Estos sinaptosomas sirvieron como fuente de la

actividad de la TE-H.

111.2.3. DETERMINACION DE PROTEINAS TISULARES

Las proteinas fueron cuantificadas por el micramé&todo -
aspectrofutométrico descrito por Lowry y col (236), usando
albamiﬁa buvina como estandar. El tejido cerebral se diluyd AQ
vecesy de esta dilucidn se tomaron alicuotas de 0,05 ml, en ellas

se inicié la reaccidén al agregarles 0.5 ml del reactivo A; este
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consta de los siguientes cnmpmnenteé: 0.5 ml de Cu804 1%, 0.5ml1 de
tartrato de soaio y potacsiao al W oen B0 ml de N32E03 4 dituwido en
NAOH .1 N. La nezcla de la reaccion ze agitd vigorozamente y se
dejd en reposo a temperatura amsiente. Despgés de 10 mihutos se
agregsd u,05 ml del reactivo‘B: el reactivo B es reactivo de Foiin
dilufdo 1l:1 con agua tﬁidestilada volumen a volumen ((VW/V): la
muestra se agitd y a los 30 minutos se midio el coclor en un .
espectrofotemetro Variah DM 590 a 700 mu.

En cada ensayo se incluyé una curva estandar de cantidades
ﬁonocidas de albamina y las concentraciones de proteinas

cerebrales se expresaron en microgramas par  microlitro  del

‘ subrenadante para la actividad de la enzima y miligramos por gramno

de tejido cerebral.

IV. RESULTADOS

IV.1.1. SOMATOMETRIA

En la figura.q, se muestran las curvas de desarolleo del peso
corporal en los grupos D y C. Como pueade verse en el grupo C el
patféﬁ de desarhﬁllu- fue ascendente desde el dia 17 de la
gestacién al dia 10 de vida extrauterina. En la misma figura se
puede ohservar el patrédn de desarrollo en ei grupo D, fue similar
al del grupoc Q3 sin émbargo el grupo D presenté‘Qna disminucidn
significativa del peso corporal,con un déficit de 13, 13 a los 17
y 19 dias de gestatibn y de 27, 27, 35, 40.y 59 % a las edades de
i, 2, 3, & y 10 dias de vida postnatal comparado con el peso de
las ratas sin déficit nutricaional, grupo C (p < 0.05).

En relacidén a las curvas de la longitud céfalo-sacra en ambos

grupos D y C; se muestran en.la figura %. El patrdn de desarrollo
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en el grupo € fue con un ascenso minimo del dia 17 a}'lq de la
geétacién (p NS), despuéé el crecimiento fue rapido del dia 19 de
gestacién hasta el primer dia de vida postnatal «((p < 0.01).
Fosteriormente se observé un aumento progresivo hasta el dia 10 dé
la vida ewtrauteﬁina (p < 0.05).En la misma figuna_sé puede ver el
cumpnrtamientd de la curva en los desnutridos, ésta fue similar al
grupo C, sin embhargo existié una disminucidén significativa de la
longitud céfalo-sacra a partir del dia 19 de la gestacidn hasta el
décimo dia de vida postnatal, el deéficit fue de 6% y de 14.3,
19.6, 19.3, 16.3 y 12.6 Z a las edades de 1, 2, 3, 6 y 10 dias de
vida posfnatal respectivamente en comparacidén con el grupo D'(p <
0.05).

Con respecto a los patrqnes de crecimiento pre y-postnatél
del peso ceﬁebral en los grupos D y €, se muestran en la f1gufa
&.En e; grupo G, el patréon fue ascendente.desde el dia 17 de 1la

gestacién hasta el difa 10 de la vida extrauterina. En la misma

figqura se ilustra el patrdn de desarrvollo que mostrd el grupo D,

fue similar al grupo C, ademias se observd 'Qna disminucidn
signmficativa del crecimiento desde el dia 17 de la gestacidn al
décimo dia de vida extraﬁterina, @l déficit en el peso cérebral
fue de 13, 1, 16.3 a los 17 y 1% q1as de gestacidn y de 15, 14.1,
15.8, 15 y 19.3 % a los dias 1, 2, 3, & y 10 dlas de vida
postnatal en el grupo D con respecto a las ratas del grupo C (p £
0.05).

En la tabla 1 se pueden observar los incrementos de peso
cotrporal, peso cerebral y langitud céfalo-sacra en los grupos D y
C. En relacién a los incrementos del peso corporal en el grupo D

durante el periddo prenatal, fue mayor que el del grupo C (p <
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0.05). Este incremento de peso corparal en el grupo D durante el
perioada postnatal inmediato fue menor en comparacion  al gue
presentd el grupo control de alimentacidén (p < 0,05). Sin embargo
los inérementns totales obsarvados tanto en la etapa prenatal como
la postnatal inmediata fueron similares en ambos grupos (p N.S.).
Estos incrementos de peso cbrporal en el grupo desnutrido fueron
de Bbz durante la vida prenatal, de 354 en la vida pastnatal
inmediata y. de 94% durante todo el periaodo estudiado, y en el
grupo control de 78, &0 y 924, respéttivamente. En la cancerniente
a los incrementos de la longitud céfalo-sacra en el grupo D,}fue

menor durante la vida prenatal en relacién al grupo C (p < Q,08),

Este incrementno durante la wvida postnatal inmediata y el

incrémentn total fue similar en amhos grupos D y C (p N.S5.). Los
incrementos en el grupo D fueron de 39, 18 y &8%, y en el grupo C
de 58, 17 y 70%, respectivamente. En la misma tabla se pueden ver
los incrementos observados en el peso cerebral, en el grupo D, fue
menor en relacidon al grupao C (p < 6.01). Ademas los incremenfos
observados en ambhos grupos D y C fue.r‘nh similares tanto en el
.pefiodo'postnatal inmediato camo en todo el perluda estudiadm.zp
N.S.). Estos incrementos del peso cerebral en el grupo D fueron de
194 en la vida fétal, 75% en la vida pqstnatal inmediata y un
incremento total de 844 v eh el grupno C de 41, 72 y 895%,
respectivamente.

En relacidn al indice peso cerebral/peéo corparal en el grupo
D, se ubseﬁvé una disminucién desde el dia 17 de gestacidn al
primer dia de vida postnatal de 0.168 a 0.034 y a partir del dia
&as él décimp dia dé vida postnatal aumentd el indice de 0.037 a

0.067 comt se puede ver en la tablalll. También en el grupo €, se
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observéd el mismo patrén, con una disminucion durante la etapa
prenatal de 0.071 a 0.024 y un incremento en la vida postnatal de
0.024 a 0.040. El {ndice peso cerehral/peso corporal fue siempre

‘mayor en al grupo D gue en el grupo C (p € 0.09).

1V.1.2. PROTEINAS CEREBRALES
' El patrén de desarrcllo de las proteinas cerebrales en el
grupo D, se observd un retraso significativo de la concentracion
(p < 0.01), desde el periodo prenatal hasta los 10 dias dé vida
postnatal, como se ilustra en la figura 7, comparado con el gtrupo
C.AAdeméé se abservéd que la concentracidén de proteinas cerebrales
en las ratas del grupo D a l1a edad de dos dias de vida pustnatai,

fue alcanzado por el grupo C a la edad prenatal de 19 dias.

IV.1.3. ACTIVIDAD DE LA TRIPTDFAND-B—HIDROXILQSA

La actividad especifica de la T5~-H cerebral, expresada en nM
de S-hidroxindoles/mg de pruteina/haka, mostrd en el grupo C, un
pafrén dé desarrollo ascendente que de 0.2 nM a los 17 dias de
gestacién alcanzd una actividad de 0.5nM a la edad postnatal de 10
dias, los valores en el adulto fuerqn de inM, ver figura B. En la
misma figura se puede ver qgue la curva de desarrollo én el grupo
D, mpstré un aumeﬁtn- nntugénicn de O.Snm a los 17 dias de
gesfacién a 0.6nM a los 10 dias de vida extbauferina, pera la
actividad se acelerd desde el perlodo fefal, alcanzandu a las 24
horas de vida extrauterina la actividad de los controles a los 10
dias. La actividad de la TS-H estuvo siempré signi ficativamente

elevada 2n el grupo D comparada con sus controles (p < 0.05).
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IVa1.4. CINETICA DE LA TRIFTOFANO-S-HIDROXILASA

lLas figuras 9, 10, 11 y 12, muastran las. caracteristicas
mnrfulégi:as. due presentaron las curvas de saturacidn de la
actividad de la TS-H en ambos grupos D (+) y © (o) a las
'diferentes edades éstud1adas. Se tratan de curvas clasicas de
saturacieon del tipo dé Michaelis—-Menten. También en las .miamas
figuras se puede ver la transformacidn algebraica, tomando los

reciprocos de ambos miembros de la ecuacién, tal representacion

corresponde - a la de Linewear-Burk. De estas curvas fueron

calculadas las constantes cinéticas Km y VYmax de la TS~H que se
muestran en las fiquras 13 y'14. |

En .cuanta a la Km, en elb grupo G, mostrd un patrén de
desarrollo con dos glevaciones, la primera de 0.111 mM a los 17
dias de gestacion a 0.193 mM a l1a edad de 24 haoras de vida
postnatal (p < 0.05). La segunda de 0.123% mM a los 3 dias a O.184
mM a los 10 dias de vida extrauferina (p < 0.01), caon valores en
él adulto de 0.265 * 0.023 mM ver figufa 13. En la misma fiéﬁra se

puede apretiar el patrén de desarrollo de la Km en el grupo D, fue

muy parecide al grupo C, 1la primera elevacién de 0.077 mM a la

edad de 17 dias de vida intrauterina a 0.112 mM a la edad de dos
dias de vida postnatal (p <« 0.05). La saguhda glevacién fue de
0.072 WM a los 3 dias a 0.120 mM a los- 10 dias de vida
extrauterina (p < 0.01). Sin»embargcAtanto en el periodo fefal
coamo en el postnatal iﬁmediatm, -1ia constante de af1nidad fue
siempre signif1:ativamente més baja,en comparacién a los del grupo
C (p < 0.09). |

La figura 14, muestra ia velé:idad maxima de la reacciédn de

la T9-H en 1los grupos D y C. En el grupo €, el patrdn
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de desarrollo fue can dos elevaciones, la primera de 0.739 nM a
los 17 dias de gestaciéon a 1.296 nM a la edad de 2 dfas de vida
postnatal (p < 0.09) y la seqgunda de 1.0681 nM a los 3 dias a 1.935
nM a los 10 dias de vida extrauterina (p < 6.01), con valores eﬁ
el adulto de 3.338 * 0,030 nM. En la misma figura s puede
.DbSEFVaP el patrén de desarrollo de la Vmax en el grupo D, fue
parecido al grupo C, la primera elevacién de 0.723 nM a los 17
dias de vida fetal a 1.351 nM a los 2 dias de vida postnatal (p <
0.01). La éegunda de 1.180 nM a los 3 dias a 1.594 nM a los 10
dias de vida. hnstnatal p < 0.05). 6&in mnsthar diferencias
estadisticas entre los dos grupos a las diferehfes edades

estudiadas.

IV.1.5. ACTIVACION DE LA TRIPTOFANO-S-HIDROXILASA FOR

SEGUNDOS MENSAJEROS

La activacién de la TS-H par ATF, Mg' 'y Ca ' en los grupos D
y C se muestran en la figura 15._C6mn puede verse lns-ﬁatranes de
desarrollo de la actividad de 1la enzima sin activacién en los das
grupns soh similares a los observados en la figura B8j tambiéﬁ =1
confirmé que los desnutridos tienen  una mayor actividad de 1la
enzima que loé cnntﬁales a las diferentes edadeé estudiadasg fp “
0.01). En.la misma figura, también puéden ubservarse las cﬁrvas de
desarrollo de la actividad de la enzima attivada en ambos grupos
bp y Cp. E1l patrén de desarrnlln fué similar en los grupos Dp y Cp
en relacién a lns.grupus D y C, sin émbargn la actividad de 1la
enzima siempre_.estuvo signific:a’civamente elevada en las grupos

activados Dp y Cp (p < 0.01). Ademas se puede ver gue la actividad

13



de la enzima fusfnriladé en los desnutridos siempre estuvo
significativamente eleQada en relacién a 1la de 1o§ GIrupos
cantroles fnsforilados y al grupo desnutrida no fosforilado, tanta
en la vida prenatal como postnatal inmediata (p < 0.09).

La tabla 1I1 muestra la actividad de la TS-H en sinaptosomas
obtenidos del encéfalo de lns.grupos D )f C, activada mediante
forskolina y fosfatidilinositol. Como era de esperarse, la
actividad de la enzima no activada en los desnutridos es
significatiyamenfe mayor a los controles (p < 0.01), pernlcuandn

la enzima es activada, aumenta su funcidn en los grupos D y C en

relacién a la actividad no fosforilada (p < 0.05). 8in embargo la.

actividad que presenta la enzima en sinaptosomas procedentes del
encéfalo de ratas con desnutricidén ontogénica activados es la
mayor en relacién a la obhservada en los grupos D no activados y C

fosforilados (p € 0.0%).
V. DISCUSION

Se sabe que la desnutricidén produce una serie de alteraciones

a nivel corporal, que son englobados en estructurales, metabolicas

y bioguimicas (8, 19-21, 237-249). Estos cambios han  sido
extensaﬁeﬁte evaluados por diferentes autores en el mundo Y ex;ste
consenso general’ que 165 trastornos del crecimiento y desarrollo
son los mas marcados durante la evolucién de la enfermedad, cuya

gravedad esta ligada al tiempo de duracidon de 1la privacidn

nutricional (14, 15, 20, 250-255). Nuestros resultédos de las.

diferentes medidas somatom@tricas realizadas a los animales en

este estudio, confirman una vez mds los datos anteriores. Que la

desnutricién produce una modificacién en el crecimiento vy
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»desarrollo fisico, lo0 que constituye un hallazgo uniyersalmente
observado. En casos extremos de desnutricién se produce una
verdadera detencién del crecimiento, QUe cuando es intensa y
prnlbngada, el retfaso del desarrollo fisico se convierte 96
regresién de algunas medidas somatométricas, _10 que implica un
desequilibrio de los diversos mecanismo homeostiticos que regulan
el crecimiento (256-240).

También se confirmé que el peso corporal es una medida que se
altera con mas .facilidad que la talla. Estos hallazgos son

sihilaresh a los observados en 1os humanos daesnutridos, que al

reanudar su crecimiento por una adecuada terapia nputricional,

. cuando mas pequelos son se acentda mas la disminucién en los -

incrementos diarios de peéo y talla, o sea, que la edad de
dasarrollo déseon previamente alcanzada no peraite incrementos
mayores del crecimiento (15, 250, 255, 258, 260).

En los animales desnuttridos observamos que los.ihcrementos en
estos parametros son  diferentes en las etapas prenatal Yy
postnatal. El incremento del peso corpoiral fue mayor eﬁ la etapa
prenatal que la postnatal en los aesnutridos, en relac;éﬁ a los

controles. 8in embargo es interesante mencionar gue los

desnutridos mostraron incrementos finales similares a los

controles, por lo tanto se puede concluir, que a pesar de
incrementos similares a los controles, persistid un déficit
ponderal y una alteracién de la composicidn corporal en el grupo

desnutrida. Este déficit no se recupera, a pesar de que 1los

diferentes mecanismos metabdlicos de compensacidn fetales vy

maternos, permiten continuar el crecimiento y desarrollo del {feto

durante la vida intrauterina (261).
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Los incramentos de la longitud céfalp-sacra en loe animales
desnutridos fueron menores en la etapa prenatal que en 1a
postnatal, en relacién é los animales =i1n desnutricidn, el
incremento total de ambés etapas fue similar en amhas grupos,
desnutridos y controles, indicando una vez mas que se.altera la
velpcidad de desarrocllo de este parametro, pero persiste un
déficit significativo en los grupos desnutridos. Dato que.se puede
observar &n las curvas de desarrollo de la longitud cétalo-sacra.
El deterioro de la talla se inicid en la daltima parte de la viga
intrauterina, lo que corrobora que cuando }a desnutricion se
prolonga, la deceleracisén de la talla se presenta.

Otra alteracidn importénte que la desnutricién temprana
gestacional produce es sobre el crecimiento y desarrollo del SNc;
Durante este periodo el teiido cerebral es vuinéranle a fTactores
epigendticos, como la desnutricidn, cuyo grado de severidad esta
enﬁ estrecha relacidén al inicio durante la vida intrauterina.
Cuando la desnutricidn comienza en etapas tempranas de la
gestacion, el .lndice ~de divisién celular disminuyé, si la

desnutricion se prolonga, ademas de la disminucién del namero de

células tambidn disminuye la concentracién de proteinas por célula

(32, 33, 261). Nuestros resultadas confirman tal fenomeno, que
durante la évolucién de la desnutricion, exiéten alteraciones dea
la compusicién bioquimica cerebral, observamos gque los an1males
desnutridos_tuviernn-menmr concentraciéon de protetnas cerebrales.
Es pusible que los diferentes mecanismos de compensaclén ceﬁebral
fueron insuficientes para cbrregir aste déficit y.sélo s0N capaces
de permitir la sintesis minima necesérxa de proteinas para el
desarrollo y crecimiento celular durante la vida intrauterina

(258-260, 262, 263)
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Ademids de los cambios generales, la desnutricién temprana
también es capaz‘de praducir cambios metabdélicos cerehrales hAs
especificos. Uno de estos cambios metabdlicos, es el que se.ha
comprobado para. el sistema sernfunérgico en el cerebro dazraté
durante el desarrollo, se ha wvisto qua la 5HT cerebral se
encuentra elevada en diferentes  tipos de 'dasnuiriciéna
te.‘npr*ana,prnteinicé-—calérica y durante el desarrollo postnatal.
:Esté aumento esti ocasicnado por una elevacién en .la fraccidn
libre del L-Trp plasmitico (108-111). -

Resultados anteriores de nuestro laboratorio tambieén
demuastﬁén esta alteracién en el metabolismo de la S-HT cerebral
en ratas cnn_desnutricibn en la lactancia y en la edad adulta
(52—55);' as{ misma en. fnrma reciente se ha confirmado esta
alteracidén desde la etapa fetal, hay una aceleracién de la via
bionsintética de la serotonina en el cefebro desnutrido, precedida
de un aumento de la concentracisn del L-Trp (56-39). El aqmento de.
la actividad de la enzima observado )f.su persistencia, sugiere
fuertemente una modificacidn  tuncional de la TS-H y de 1los
mecanismns gue la mantienen activadé.VSE sabe qué en su activacién
interviene un sistema de fosforilacidn de la proteina enzimitica
con participaciéon de una proteina cinasa 11 dependiente de
ca*’/calmodulina (128, 177-179).

La hipédtesis de este estudio fue qué la acelerecion de la
sintesié de 5-HT :erebrai en ratas desnutridas tempranamente sea
debida a una modificacién del cumpnrtamientn'cinéticu de 1a enzima
1im1tante, T5~H y a un cambio en el mecanismo de activaciodn de lé
enzima en condiciones de fosforilacidn durante la etapa perinatal

en ratas desnutridas.
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Loz resultados de este  trabajo confirman una vez mas esta
areleraciin de la cadena piLosintética de la S-HT cerebral, ya gque
amsarvamaé en la rata desnutrida una elevacién de la actividad de
la TO-H (51-09). Ademas el analisis de.las cukvas de saturacisn de
la en2ima . con L-Trp, nos permnite confirmar nuestra hipdtesis, de
que la vesnutiricion ontogénica es capaz de productr una alteracién
de la cinética de la TS5-Hj; ya . gue demostramos un aumento de la
afinidad (vainr_menar de Km) por su sustrato, L-Trp, sin ninguna
alteracién signifi:ativa de la Vmax de la eniima, en el encéfalo
desnutrido. |

La disminucién de la Em de la enzima, nbsewvada en los
desnutridps, plantea también 1la interroganté' e que la T-SH
turante el desarrollo pre y postnatal inmediato en el cerebro,
pierda su papel de enzima limitaﬁte en lé sintesis del
ﬁedrotranﬁmisnr. Resultadné previos de nuestro laboratorio
{(S6-5%9), han mostrado un aumento de la concentracién cerebral de
L—frp en la rafa'dasnutrida durante la gestacion, este aumento del.
éustrato es.menur a la conétante de afinidad observada en los
desnutridos en este trabajo, pﬁr tal razdn deEﬁDS afirmar dué la
T-5H durante esfas etapas del desarrollo del SNC, mantiene su
papel de enzima limitante, tal como se ha demostradoc en el cerebro
de la rata normal adulta (119, 121, 150);

Este aumento de 1la afinidadk de la T56-H por su sustrato
explica, en parle, el aumento de la actividad enzimatica observada
en los cerebras desnutridos y por tratarse de la enzima limitante,
la aceleracién en la sintes;s del neurotransmisor.

-El cambio de la afinidad de la enzima puede ser explicado de

diferentes maneras: entre pcstas se encuentran el etecto alésterico
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de una sustancia quimica, gque se conoce como efector, que al
unirse con la molécula de la enzima, en un sitio diferente al
sitio active, produce un aumento o disminucién de la actividad de
1la enzima, como el casa de las coenzimas o metales que son
indispensables para el 1nicio de la actividad de algunas enzimas.
Estos compuestos desempelan su funcidén en el mecanismo catalfitico,
permaneciendo 1nalteradps al.final del proceso. Algunos de ellos
pueden encontrarse 1ntimamente llgadcs a la enzima, en cuyo taso
se denominan grupos prostéticos (156-158, 244). |

Existe evidencia experimental que la TS-H, tiena algunas
caracterléticas de regulacién de la actividad enzimatica mediante
cambios alostéricos. Los cuales fusran abservadcs'cuandn la enzima
fue incubada con una proteina activadara (265, 2664). Recientemante
esta ﬁrotelna acfivadara_ ha sido aislada, se ha dénnminadn
prufaina 14-3~3. La cual tiene dos subunidades polipeptidicas con
un peso mnieculaﬁ de cada una de»las cadenas de 29 y 3I2 Da
respectivamente, con una Eelacién de las cadenas de,fh]. en la
molécula de la proteina. Estas caracferisticas bioquimicas han
sido demostradas mediante la utilizacién de téqnicas con
'anticuerbas confra la proteina y-analisis de 1nmunbb19t en papel
de nitrocelulosa (243, 26b6).

La proteina 14-3-3, que activa a la'T—SH, requiere para la

‘activaciéon de la enzima la presencia de una proteina cinasa 11

dependiente de Ea++/ca1moldulina (128, 177—179). Eéta proteina
activadora se'une a la enzima y prnduée un cambio confarmacional
que es el inicioc de una reaccién de fﬁsfnrilacién de la proteina
enzimdtica y el resultado es un aumento de la actividad (265,

268). En este trabajo nosotros observamos un aumento de la
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aciividao de la znzima =n lss preosraciones de cerebro procedentes

'--.
1

ratas  mormales: y  desnutvidas pajo nuestras condiciones

wpesinertalze de activacton, la enzima se fosforila y es probable

i

gue esta reacclion s lieve a cabo metiante la particaipacion de la
nrotelns cinasa i oependiente de t5++/calmodulina, como fue
raferido previanente. Ademas demusﬁramos que las preparaciones del
tejido .cerebral_ procedentes de ratas desnutridas durante la
gestacidon desarrollaron una mayor capacidad de fasforilar en
relacion a la enzima procedente de ratas normales.

Algunas enzimas aloétéricas responden a la .uhién» de un
madulador con un cambid en el valor de Km por su sustrato, sin que
varie 1la Vmax; un modulador negatiﬁa producira entonces un
inchémento de la Km y un modulador ppsitivq un descenso de dicho
valar. Las enzimas aléstericas que respaonden a los mudula_dar*es.
positivos y negativas con cambio en el valor de Km, pero sin que
varie el valor.de Vmax reciben, a veces, el nombre de enzimas K.
Inversamente las enzimas alostéricas que mueétran cambio en el
valor de Vmax en respuesta al modulador sin que varie el vaior de
Kmy, @ llaman enzimas M. Esta caracter{stica de disminucién de la
km de las enzimas alostéricas, es semejante a la que observamps en
el cerebru de.la rata desnutrida durante la gestacién, el aumento
de la afinidad de la T-SH par su sustratb explica, en forma
parcial la aceleracién de la via biosintética de la S-HT cerebral.

ElfI término Km se emplea para designar dnicamente la
concentracién de sustrato con la que se ubtiane.la mitad de 1la
Qelacidad maxima; este valor no se puede emplear para calcular la
velocidad i1nicial de una enzima alostarica. £n nuestros resultados

nos 1llama la atencién que la marfologia de las curvas de cinética
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ge la T-3H saon del tipo gue reqguigre la hipdtesis de
Michaelis-Menten vy na del tipo descrito para las enzimas
alostéricas, y aunque el coaomportamiento cinético de las enzimas

alostéricas denhe ser valorada por atros métados matematicos como

el método de Hill (267), en puestrs caso se empled el Clasico de

Michaelis-Menten. Esto podria explicarse porque la capacidad de
una enzima alostérica, para ser activada o inhibida por sus
mpduladores especi ficos, a veces, puede ser abolida, sin que se
lesiuné su actividad catalitica, por exposicidn can un agente
quimico que produzca una hadifxcacion del centra madulador. Se
dice ent‘énces, que la enzima se ha desensibilizado. Una enzima
desensibilizada no sélo pirerde su sensibilidad frente a los
monIadores, 5ino que puede incluso mostrar upa tinética normal
dei tipu'de Michaelis-Menten, como se observé en la morfologia de
las curQas de saturacisn de la T-5H con L-Trp, en las diferentes
edadés estudiadas. Estos resultados no descartan que la enzima,
como lo menciona Yamauchi (265) e Ighimura y col (244) =ea una
enzima que pueda tener un comportamiento alostérico.

Otra posible mecanismo gque podria explicar los éambins en la
Em es la .relacion de en:ima-sustréto, en la que participa el
fendmeno de cooperativismo. Las consecuencias de la cinégtica de
,unién ccoperativa del sustratb a la T*SH; es aniAloga a aguellas
que se producen por la fijacién cooperativa del oxigeno a 1la
Ahemoglobina, a cancentraciones bajas de sﬁstratu, el efectar
alostérico es un inhibidor eficaz. De este modo la regulacién es
mas eficiente en el momento en que fa necesidad es maxima, es
decir, cuando la concentracion inﬁracelular del sustrato es baja.
Cuando se camienza a disponer de mas sustrato , es henns necesaria
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una regulacion rigurosa. Pero cuando la concentraciédn del sustrato
se sleva, el grad? de inhibicidn disminuye y se fnrma.una cantidad
mayar de oroeoducta. Al 1gual que la hemdgloﬁina, se produce una
T Curva sjgmmideé de saturacidn del sgustrato en presencia del
inhibidor, significa también gque cambios pequefos en la
concentracidn del sustrato se traducen en grandes modificacionas
de la actividad. ﬂél s5e logra un control sensible de la actividad
tatalfitica mediante cambios pequefios en la concentracién del
sustrata (268,269). | |

Esta caracteristica de cooperatividad enzimatica de la T-38H,

ha sido ya descrita por Hamon y col (270) en rebanadas de tejido -

encefialicao, ptrocedente de ratas nobmaleg tratadas con metiotepina,
Que es un antagonista de los autorhecéptdres S~HT;A, 16calizadas
en el soma de las neuronas serotonérgicas, la funciodn principal de
estos receptores es la de participar activamente en el mecaniéma
de autorregulacién de la ;iberacibn del neurotransmisor por las
neuronas, en.los-ndcleos del rafé dél tallao cerebhal (140, 144,
169). Dicha maniobra experimental produjo un aumenta en la
actividad de la T-5H Yy en la sintesis de 5-HT cerehral. Ademias se
' aobserv® que la morfologia de la curva de saturaci®n de la enzima
con aH~-L-Tr-p mastrs una linea recte con el método de
- Lineweaer-Burk, a'aiférencia de la';urva observada en &l tejido de
cerebral normal, que fue una parabola, lo que sugiere gque hay un

efecto cooperador de la T-5OH (270).

A_basar de que la morfologia de la curva de saturacién de la.

actividad de la T-5H con °H-L-Trp en el tejido cerebral tratado
con metiotepina, fue de una linea recta, la enzima  mustr¢ un

aumento significativo de la afinidad par su sustrato, sin cambio
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en la VYmax (270), Estos resultados del comportamiento cinético de
la enzima en el encéfalo tratado con antagonistas de los
autorreceptores S—HT;A, son semejantes a 1os que ohservamos en el
cerebro deshutridn tanto en 1la etapa fetal como postnatal
inmediata. Estas hallazgos biuquimicns de la enzima nos permiten
.plantear la posibilidad de que la T-SH, durante etapas tempranas
del desarraollo del 8NC, tenga algunas caracteristicas de una
molécula gque participe dél fendémeno de cnmberatividad.

Una posibilidad mis para explicar la modificacidn de la
afinidad observada en nqestrns resultados es la modificacidn
cnvalénté reversibie de la actividad catalitica‘de las enzimas por
la adherentia de un grupo fosfato. Las enzimas que.exbériméntan
esta modificacién covalente por fosforilacion con. madulacién
cuncomitahte de su actividad, se denah1nan 2nzimas
interconvertibles (248, 269). Las enzimas intercanvertibles
existen en dos condiciones de actividad, unas de eficacia.
catalitica elevada y otras de'baja_eficacia. Depéndiendq de 1la
enzima de que se trate, el catélizador mas-activo puede ser la
'fusfoenihma o la que no pnsee.grupd fosfato. Se conoce que la.
fosforilacién de la protefna enzimitica generalmente se lleva.a
cabo en residuas de serina, formaﬁdo el residuo O-fostaseril o en
algunos ejemplos, un residuo de tirosil es fosforilado a la fotrma
O-fosfotirosil. Aungue Qna enzima interconvertible buede cantener
muchos residuos de serina o tirbsina,AEin embaryo la fosforilacidn
es sumamente selectiva y ocurre sélo en un pequefio numero de
5itiqs posibless; prnbablemente estos sitios no farmen parte del
sitio catalitico, cuéndn menos  en lné que se refiere a la

estructura primaria y de este modo conétituyen otro ejemplo de un
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sitio aloztérico (268, 269).

Estos sitics de fosforilaci1dn han sido ampliamente estudiados
en la actividau ce la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante
de la cadena bice;ntética de las catecolaminas ((271-273), se
iocalizan en los reziduos de seripa 8, 19y 31 y 40 de la cadena
protefca (274-275%). 5i el sitioc de serina 19 es fasfnrilado, se
produce un aumento de la Vmax dé la TH, en esta reaccidén quimica
interviene la asociacién de dos proteinas gque son: Prmfeina cinasa
11 dependiente de Ca++/¢a1modulina y una prateina activ&dnra-(Z??,
278) . Miéntras la fasforilacidn del residun de serina 40, phoduce
una disminucién de la Km de la enzima por su cofactor que es la
BH4, en esta reaccion de faosforilacidn participa una proteina
cinasa A dependiente de AMFc o bién una proteina cinasa C
dependiente de Ca''/fosfatidilserina (278-281).

La modificacién covalente de la T5-H por fosforilacién ha
sido abservadé en varias condiciones experimentales que son:
Incubacién de homogenéizadus de tallo cerebral con ATP, Mg++'y'
ca’ " -(17L—173). Estimulacién eléctrica .de las neuronas
seﬁotanérgicas. de los nGcleos del rafé en el tallo cerebral
(282—28@). Incubacion de rebanadas de tejido cerebral en un medio
extracelular rico en potasio o en uh medio libre de sodiog
(287-289). La utilizacidn del iondforo cationico A23197.(290), y
la utilizaéién de medicamentos del tipo de verapamil, tetracaina y
flﬁfenazina (291). Estos métodos tianen la pecularidad de produ;ir
una elevacién intracelular de la concentracién de.Ca++ libre en
las neuronas serotunérqicas y concomitantemente el inicio de los
mecénismns de fosforilacién de la proteina enzim&tica, y un

aumento de su actividad. Esta 'fnsfbrilacién ha sido comprobada
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mediante el uso de técnicas con anticuerpos contra la enzima y

analisis de inmunoblot en papel de nitrocelulosa (179). Estos

métodns biogquimicos, han permitido conocer el peso molecular de lq
enzima, que es de apﬁnximadamente 260 KDa, cuya estru;tura
polipeptidica estd farmada por uﬁ tetramero . Ademis han permitido
cnhncer la capacidad que tiene la enzima para incorporar los
‘grupos fnsfatus a la molécdla, 5@ sabe que la enzima incorpora un
grupn fosfato por cada ocho subunidades de la enzima o sea 2 Nules
de enzima natlQa (1795. La unién del grupo fosfato, praoduce un
aumento de dos veces la actividad de la enzima. Asi mismo se
confirmé que en esta reaccidén de fosfurilacién. de la TS=H,

++ .
participa una proteina cinasa I1 dependiente de Ca /calmodulina

(128, 177-179).

Los resultados de este trabajo confirman la moditicacién
covalente de la T7T5-H, mediante fosforilacidén de la proteina
enéimética. ya que al incubar homogeneizados de enceéefalos de ratas
con ATP, Mg++ y Ca++, demastramos un aumento de la actividad de la

enzima tanto en el cerebro de rata normal como desnutrida, es

factible «que bajo nuestras condiciones experimentales, la

fosforilacion de la enzima se lleve a ;abo por la participacidén de
la proteina cinasa Il dependiente de Ca++/ca1madulina. |

Asi mismo, nueétrns resultados apoyan el efe:fo activador de
la forskolina y del fosfatidilinositol sobre la actividad de 1la
TS-H. Ambos sistemas activan a la enzima en forma semejante a la
TH (279, 281). La faorskolina estimula la subunidad catalitica de
la adenilil ciclasa, como reaccién iniciél para la furmacién de

AMPc y activar a la proteina cinasa A dependiente de este

nuclestido (182, 279, 292), el FI produce IP, y DG, el primero
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trehs la fupcidn de aumentar la cancentracidn intracelular de Ea++
libre , &] segundoc activa & la proteins c:nasa . Estos =zistemas
gz sagundos mencajeros srooucen tasforiliazidn na la 2nzima, 1o que
evplica, ern perte. ol aumento de La actimsdéd thervéda en el
cersaro desnutrido. Este cambio en el comportamiento de la TS5-H,
por fdsfuriliacién, son parte de los mecanismos de regulacidn de
la actividad de una enzima que se preseﬁtan en forma rapida como
respuesta a la estimulacién externa, con una duracién menor de 24
haras (163,164); Este estimulo produce un aumentd de la actividad
enzimatiéa y como resultado una elevacidn en la sintesxs del
producta fainal, cuma.nbservamos en este trabajo. |
Ademas huastrn eétudio confirma (56, 992) un aumento de la
actividad de la T-5H en forma crdénica y como consecuencia una
elevacidén de la sintesis del npeurctransmisor, S5-HT, en el periddo
del desarrollo estudiado, producido por desnutricién tempranas as!
mismo observamos que la enzima de‘ los individuos desnutfldus
activada por estos sistemas, tiene una respuesta
significativamente mayor que 1los controles. E1l hecho de que la
enzima en condiciones de fosfprilacién sea signifi;ativamente mas
activa en el encéfalo de rata desnutrida, plantea la pasibilidad
de que la desnutricidn ontogénica 1nduzca un auﬁento az las
moleculas de  la enzima_ por un aumento en  su _sinteais. Este

- mecanismo rle regulacién de la activicad oge una enzima se ha

obsarvado que se presenta cuando el ecstimulo externo tiene una

duracién mayor de 24 noras (163,164),como es el caso de nuestro
estimulo | epilgendsico crénico, ya gue la desnutricisn
prote{inica-caldérica se 1inicid durante la vida intrauterina vy se

continud durante el periodo postnatal inmediato. Este hallazgo deil
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aumento .de la actividad de 1la T-SH en forma crdnica nos
praporciaona otro elemento mds del pasible mecanismo implicito en
la activacién de la T-5H relacionado a la sintesis del
neurotransmisar, Esfe trabajo representa un ejemplo de la
importancia de 1la nutriciﬁﬁ temprana en el desakrollo de 1la
sintesis de un neurctransmisor cerebral y en sus mecanismos de
regulacién-a través de la induccidn de cambios epigendticos en la
funcidén de una proteina enzimétiéa clave.

En conclusidén, el aumento de la afinidad de la enzima y su

mayor capacidad de fosforilacidn, nos ‘permite plantear la .

hipé‘tesis de que la desnutricién antogénica produce un cambio
‘estructural del cpmﬁlejo enzimdtico de 1ia T~%H durante el
desarrollo cerebral, cumo.parte del mecanismo de aceleracidén de la
sintesis del neurotransmisar, J-hidroxitriptamina. Las
consecuencias funcionales a nivel cerebrai de aéte cambio crdénico
en el metabolismo de un grupo de neurdnas Espéclficas dei cerebro,

estan siendo exploradas en nuestro laboratorio.
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TABLA 1

- INCREMENTOS DE PESO CORFORAL, PESO CEREBRAL Y LONGITUD
CEFALO-SACRA EN RATAS CON DESNUTRICION FROTEINICO-CALORICA
GESTACIONAL (D) Y CONTROLES (C)

PESO CORPORAL LONGITUD CEFALD-SACRA PESO CEREBRAL

% % %

D c p D C p - D cC p
FRENATAL | _
17~19 DIAS 86 .78 0.05 39 58 0.05 19 41 0.01
POSTNATAL. |
1-10 DIAS 35 &0 0.05 18 17 - NS 75 72 NS
PRENATAL
17 DIAS A . | |
POSTNATAL 94 92 NS 48 70 NS B4 85 " NS
10 DIAS '

PRUEEBA ESTADISTICA: ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VARIAELES
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TABLA 11

INDICE FES0 CEREBRAL/PESO CORFPORAL EN RBTAS CON DESNUTRICION
PROTEINICO-CALORICA GESTACIONAL (D) Y CONTROLES (C) o

EDAD | n* c*
(DIAS) '
FRENATAL
17 ‘ 0. 1468 . 0.071
19 ' 0.078 0,047
POSTNATAL
1 0,034 ' 0.026
2 0. 037 0.033
3 0.047 0.036
b 0. 050 0.038

10 - _ 0.067 : 0.040

PRUEBA ESTADISTICA: t STUDENT

D va CP < 0.03
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TABLA II1

ACTIVACION DE LA TRIFPTOFANO-5-HIDROXILASA POR FORSKOLINA
Y FOSFATIDILINOSITOL EN SINAPTOSOMAS DE CEREBRO DE RATA
CON DESNUTRICION FROTEINICO~CALORICA GESTACIONAL (D)

Y CONTROLES (C) A LOS 10 DIAS DE EDAD POSTNATAL

¥* *

| D c
FORSKOL INA 0.4650 + 0.086  0.519 t 0.089
FOSFATIDILINOSITOL  0.594 # 0.064 0.469 t 0.115
'CONTROLES 0.453 + 0.042 0.303 + 0.031
* nMOL  S—-HIDROXINDOLES/MG PROTEINA/H = VALORES PROMEDID

DESVIACION ESTANDAR; 3 EXFERIMENTOS FOR DUFLICADO.

FRUEBAS ESTADISTICAS: ANALISIS DE VARIANZA DE DDS VARIABLES.
t DE STUDENT "DvsC p < 0.05 ' '
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PESO CORPORAL (GRAMOS)

FIGURA. 4
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FIGURA. 5
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PESO DEL CEREBRO (GRAMOS)

PES

FIGURA. 6 | |
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FIGURA. 7

CONCENTRACION PRE Y POSTNATAL DE PROTEINAS TOTALES
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FIGURA. 8

ACTIVIDAD PRE Y POSTNATAL DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA
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FIGURA. 9

CURVAS DE CINETICA DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA EN CEREBRO DE RATA DE 17(A)
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- 1(A}Y 2(B) DIAS DE VIDA POSTNATAL CON DESNUTRICION PROTEMNICO-CALORICA{+)Y CONTROLES(e)

FIGURA. 10
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FIGURA. N
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FIGURA. 12

CURVA DE CINETICA DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA EN
CEREBRO DE RATA DE 10 DIAS DE VIDA POSTNATAL CON
DESNUTRICION PROTEINICO-CALORICA{+)Y CONTROLES(e)
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FIGURA. 13

Km DE LA TRIPTOFANO -5- HIDROXILASA EN CEREBRO
DE RATA CON DESNUTRICION PROTEINICO—CALORICA
" GESTACIONALEZZZ Y CONTROLES [

VALORES PROMEDIO

¥ p<0.05
% % p<0.01
¥ %% p<0 007

2= Nocimiento xXx x¥
_ L l L
.15-: * '
- .*X— XX
1 ¥%% I I F
I ¢ 5 7
= 4 ; %
- / %
4 /)
i /] %
05- % %
: 2 7B
— 6 %
h // vy r//’:
S T ] 2 .3 6 10
——PRENATAL POSTNATAL

Edad en dias

2 DESVIACION ESTANDAR,4 EXPERIMENTOS

POR DUPLICADO

{t Student)



FIGURA. 14

VELOCIDAD MAXIMA DE REACC!ON DE LA
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FIGURA. 15

ACTIVACION DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA POR ADENOSIN
TRIFOSFATO, MAGNESIO Y CALCIO EN EL CEREBRO DE RATA CON
DESNUTRICION PROTEINICO-CALORICA GESTACIONAL Y CONTROLES
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VIII. ABREVIATURAS

DNA
RNA
'SNC
S-HT
Na+!K+~ATPa5a
L-~Trp
BHE
T-5H
nM
Da
BH
2
BH
4
‘DBR
DAAA

Km

Vmax
B8-0H~DFAT
ATP

"gu-

ca++

TH

AMP

Acido Desoxirribonucleico

Acido Ribonucleico

Sistema MNervioso Central
S-Hidroxitriptamina, Serotonina
Sodiu~Putasin-Adannsin~Trifnsfaéasa
L-Triptofano

Barrera Hematoencefalica
TriptnfanafS—Hidroxilasa
nanaomoles

Daltaon

Dihidraobiopterina
Tetrahidrabiopterina
Dihidrabiopterina reductasa
Descarboxilasa de los aminoicidos
aromdticos

Nicatinamida adenina
Nicotinamida adenina, forma reducida
Hidrégeno

Enzima libre

Sustrato

Complejo Enzima-Sustrato
Praducto

Constante de velocidad
Concentracién taotal de enzima
Constante de Michaelis-Menten
Velocidad maxima de la reaccidn
B-hidroxi-2(d1propilamino)
Adenosin trifosfato

Magnesio

Calcio

Tirosina hidroxilasa

Adenosin monofosfato ciclico
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G
Ge
Gt

Re
Ri
GTP
GTPasa
GDF
PI
IP

1
1P

2
IP

»
DG

HC1
oPT
nm
EGTA

BSA

Atido

Buanosin monofosfato ciclico
Proteina G estimuladora
Proteina G inhibidara

keceptor estimulador
Receptor inhibidor

Guanosin trifosfato
Buanosin trifosfatasa
Guanasin difasfato
Fosfatidilinositol
Fnsfatidilinositol~4-fosfatu

Fosfatidilinositol 4,5, hifousfato
Fosfatidilinositol 1,4,5, trifosfato

Diacil glicerol
Molar

Porciento

horas

Grados centiqgrados
Brupo contraol a

Grupo con desnutricidn proteinico—calérica

Cloruro de Magnesio
Cloruro de Dalcio
micromolar

Relacion volumen/peso
milimetros

milimolar

é—-metil 5,6,7,8 tetrahidrobiopterina

microgramo
nanogtramo
mililitra
Acida Clorhidrico
Ortoftaldialdehido
nanometros

NyN’ tetracético etilen
bis—-(A-amino-etil eter)
Albuimina de baovino
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rpm
Cust
&
Na CD
2 a
NaOH
V/v
Cp

revoluciones por minuto
Sulfato de Cabre

Carbonato de Sodio

Hidréxido de Sodio

Relacidén volumen/volumen
Grupo desnutrido fastforilado
Grupa control fostforilado
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