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I. INTRODUCCION 

La desnutriciÓn constituye una patología altamente prevalente 

en los paises en desarrollo. Diferentes estadísticas indican que 

dos a cinco porciento de la población menor de 5 anos sufren 

déficit nutricional severo . Ciertamente es la causa más frecuente 

de enfermedad y muerte de nif(os de corta edad en el mundo y una de 

las primeras causas de ocupación de camas pediátricas en los 

hospitales infantiles del tercer mundo (1-6). 

La desnutrición es un estado patológica inespecífico, 

sistémico y 	potencialmente reversible que se origina como 

resultado de la toma inadecuada de alimento o como resultado de la 

incapacidad para la utilización de las nutrimentos por el 

organismo, especificamente par la célula (3, 7-10). Muchos 

científicos han tratado de atribuir las alteraciones de la 

desnutrición sólo a la falta de alimento y otros al medio 

ambiente. Sin embarco la interaccion entre el medio ambiente y 

nutrición es comoleJa y dificil de separar' (e, 11-17). 

La etiopatogénia de estas alteraciones ha sido largamente 

discutida y hasta el memento no se ha llegado a un modelo que 

cuente con la aceptación general, en toda caso existe consenso en 

que el desarrollo y crecimiento del desnutrida grave se afecta por 

factores derivados tanto de la privación nutricional como de las 

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

La desnutrición infantil grave incluye en primer luear el 

marasmo, que es la forma severa de la desnutrición 

protelnica-calórica que se observa de preferencia en el lactante 

menor; en segundo lugar el Kwashiorkor, forma severa de la 

desnutrición protelnica-calórica que aparece en el lactante mayor 

y en el preescolar y par último la desnutrición grave mixta que 

tiene elementos de ambos síndromes (B, 19-23). 

La prevalencia de estos cuadros es diferente en las distintas 

áreas geográficas*  la cual depende de las diferentes pautas 

culturales, de la disponibilidad de alimentos y de otros factores 

propias de cada región. Sin embargo cualquiera de ellos afecta 

severa y globalmente al (lino que la padece (19-23). 

La magnitud del cuadro clínico de la desnutrición hace que el 

enfoque terapéutico del niio grave debe de partir generalmente de 

la base de una hospitalización, que muchas veces es bastante 

prolongada y en la cual los mayores esfuerzos van encaminados a 

una recuperación biológica del 'lino. Con frecuencia se posterga o 

no se da suficiente importancia a su rehabilitación psicológica.La 

relevancia del problema es mayor aún si se considera que aquellos 

niMos que sobreviven a una desnutrición grave presentan secuelas 

en el plano psicológico, siendo la más documentada el bajo 

rendimiento intelectual, con evidentes repercusiones humanas 

sociales y económicas (11-13, 14, 24-31). 

A partir de estudios en animales de experimentación, se ha 

postulado que en la condición de desnutrición grave se produce un 

aislamiento funcional del animal con respecto de su ambiente, por 

tanto, este no percibe toda la información disponible o no la 
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puede utilizar completamente, afectándose asi ei desarrollo. Esta 

hipótesis es extrapolable al ser humano, puesto que las 

alteraciones de conducta tales como apatía y la pasi\ -.¿dad, dejarán 

tambi4,n al 'lino en d.esventaja en cuanto a percibir y procesar los 

estimules ambientales (11-13, 24-29). 

Se sabe que para el desarrollo y crecimiento prenatal normal 

del organismo se requiere la interacción de factores 

feto-maternos, tales como la integridad de las membranas 

feto-placentarias, la transferencia de nutrimentos, la excreción 

de catabolitos a través de la placenta, además de los mecanismos 

de difusión y área placentaria de intercambio e interacción 

inmunológica y sanguínea del feto y la madre, que permiten una 

adecuada multiplicación y crecimiento celular (32-38). 

Cuando no se alcanza la interacción feto-materna de los 

diferentes factores seNalados anteriormente se origina un retraso 

del desarrollo intrauterino, cuyo grado ce severidad está en 

relación al inicio de la desnutrición durante la vida 

intrauterina. Si comienza en la etapa temprana de la gestación el 

trastorno es la falta de división celular, si se presenta en la 

última etapa del desarrollo fetal, el crecimiento celular es el 

afectado (32, 33, 38). 

En diversos estudios en animales en los que se ha producido 

experimentalmente desnutrición pre y postnatai se ha comprobado un 

bajo contenido de ácido desoxirribonucléico.DNA) y del ácido 

ribonucléico (RNA) en el cerebro, migado y ribón; disminución de 

la síntesis de mielina y sinapsis cerebrales (32, 33, 39-47y; 

reducción del peso y alteraciones en la estructura, composición Y 

función intestinal (48, 49); también se na ,:omprobadc una 
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disminución del pesa de las ganadas y órganos accesorias de la 

reprodución 5C1). Además se ha aemostrada que la restricción 

sevsra de nutrimentos en los periodos vulnerables del desarrollo 

del sisteffla ne:'vioso central (SNC), que para la especie humana van 

desde el tarcer trestrs de la gestación hasta el segundo allo de 

vida pastnatal, produce un dato írreversibíe en su estructura y 

.:omposición bioquímica (39-47). 

Sin embargo es dificil establecer relaciones precisas entre 

la morfologia y la función, más aún en períodos en que el SNC 

posee gran plasticidad y está sujeto a la influencia de gran 

cantidad de variables estimulativas ambientales. Por esta razón la 

hipótesis planteada hace algún tiempo acerca de la 

irreversibilidad del dallo producido por la desnutrición debe de 

ser revaluada. 

La desnutrición es por tanto un trastorno de orden general 

que hace dificil su relación tan alteraciones funcionales sobre 

todo en el sistema nervioso central. La busqueda de estos cambios 

es el punta de partida para la mejor comprensión de sus efectos 

sobre la función neuronal. Estos cambios en un sistema neuronal 

especifico pueden ser las bases de trastornos posteriores de la 

conducta en individuos con antecedentes de desnutrición severa. 

Existe evidencia experimental que un sistema de neuronas con 

función especifica se altera en el cerebro de ratas con 

desnutrición temprana durante el desarrollo 	es el sistema 

serotonérgico (51-59). 
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I.1. SISTEMA SEROTONERGICO 

FIGuRn 1 

El sistema serotonérgico en la rata se localiza en el tallo 

cerebral, está compuesto de nueva grupos dé neuronas, las cuales 

se denominan con la letra B y son enumerados del uno al nueve 

(60-64). El grupo B 1 se , localiza dentro del núcleo del rafé 

pallidus, alrededor de la superficie medial y ventral del haz 

piramidal; B 2 está en el rafé obscurus; 	3 es más anterior que 

1 y también está rodeado del haz piramidal. El grupo B 4 es 

pequefío y está localizado abajo del cuarto ventriculo y en la 

parte dorsal del núcleo vestibular y del hticleo del nervio 

Abducens. Los grupos 5 y 6 están localizados dentro del nucleo 

pontis. En el cerebro medio los gruposB7y8Btambién ocupan la 

posición media del núcleo dorsal y rafé medio. El grupo B 9 

localizado ventral y lateralmente alrededdr del LemnIscus medial. 



Las prolongaciones amónicas de estos grupos de neuronas se dirigen 

a diferentes áreas del SNC; los grupos de neuronas serotonérgicas 

1 1 8 2 y 8 3 inervan a la médula espinal en el cuerno ventral y 

la columna lateral simpática. El cerebelo recibe inervación 

principalmente de los grupos 13 7 y 13 8, pero también del 6 5 y B 

6. Los grupos 8 7 y 8 8 inervan la mayor parte d0e todas las áreas 

del cerebro anterior. Entonces las lesiones de estos dos grupos de 

neuronas causan disminución de la concentración del 

neurotransmisor en esta región (65). Por métodos histoquimicos ha 

sido posible describir las fibras nerviosas que inervan el cerebro 

anterior, desde el núcleo del cerebro medio, el haz medial del 

cerebro anterior asciende hacia el lornix, septum y otras áreas 

del cerebro. Una vía ascendente medial inerva al hipotálamo y al 

área preóptica, esta vía se origina de los grupos neuronales 8 5, 

Fi 6, 8 7 y 8 8. La via ascendente lateral inerva áreas corticales 

que se origina de los núcleos 8 7,8 8 y 8 9 . Existe un haz 

lateral que inerva principalmente el sistema motor extrapiramidal, 

que también se deriva de los grupos 8 7, b 8 y 8 9. Los núcleos 

del rafe del cerebro medio además inervan la linea de células 

ependimarias del ventriculo (64). 

Estas neuronas se diferencian tempranamente e inician su 

función en el periodo fetal como los demuestran las hallazgos de 

Takahashi (66), Olson y Seiger (67, 68) quienes describieron su 

existencia y distribución en el tallo cerebral por técnicas de 

inmunohistoquimica, usando anticuerpos antiserotonina, en fetos de 

rata y humanos en estos últimos desde las 15 a 27 semanas de edad 

gestacional (66-69). Este sistema cerebral se regula a través de 

un neurotransmisor específico,la serotonina (5-hidroxitriptamina, 
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5-HT), que también act,ja como rieuromodulador y que e-_1 sintetizado 

en las neuronas serotoninérOcas de los núcleos del rafi4 70:. 

Por evidencia experimental se ría :oncluic ,  que la 5-IT 

cerebral ,llena todos los requisitos para ser considerado un 

r(lurntrant.5miEor (71-73). Su maquInaria niosintética se localiza en 

las terminales nerviosas de las células serotanérgicas as/ como 

las enzimas catabólicas, aaemás de haberse identiticado un sistema 

de receptores especificas a la 5-HT en neuronas blanco de 

diferentes regiones del cerebro adulto y en desarrollo (74-76). 

Este neurotransmisor participa en diversas funciones del SNC, 

durante la embriogénesis y etapas posteriores de maduración 

cerebral, tiene un papel importante en el crecimiento y 

diferenciación neuronal (79-82). Además se ha relacionado a otras 

funciones cerebrales como: la regulación de los ciclos de suelo y 

vigilia (83, 84), de los impulsos nociceptivos (85-88), de la 

termorregulación (89, 90), del comportamiento alimentario (91, 

92), y sexual (93), de la conducta afectiva y emocional (93-97), 

de la liberación de hormonas hipofisarias (98), se ha relacionado 

también a conductas de control temporal (99). A nivel celular está 

involucrado en la regulación de la actividad de la Nal"-Ki.  ATPasa 

(53, 54, 100-103). 

El L-triptofano plasmático (L-lrp), precursor de la síntesis 

de 5-HT, es un aminoácido no sintetizado en el organismo.' Por lo 

tanto se obtiene de las proteínas de la dieta. Se encuentra en el 

plasma sanguíneo en das fracciones, una de ellas unida a albúmina 

y la otra libre (104). La primera se utiliza en su mayor parte en 

las vías metabólicas de los ácidos cinurénico y nicotinico así 

como en la síntesis de proteínas (105). La segunda fracción tiene 
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la función especial de servir como precursor de la síntesis de 

5-HT cerebral (106-111). La relación que guardan las fracciones 

ligada a albúmina y la libre aetermina la disponibilidad de esta 

última para su pasa en mayor o menor concentración a través de la 

barrera hematoencefálica (BHE), por un mecanismo de transporte 

activo (112, 113), que está mediado por un sistema de acarreador 

membranal y es captado par las neuronas serotonérgicas en el 

cerebro para la síntesis del neurotransmisor. 

Hay dos lineas de evidencia que apoyan la relación entre la 

de la nutrición, el L-Trp y la síntesis de 5-HT cerebral. Por un 

lado los experimentos en ratas, las cuales se sometieron a 

periodos de ayuno corto o a regímenes de nutrición 

hipoprotelnica-hipocalórica prolongados durante la vida 

intrauterina y postnatal, el L-Trp se encontró elevado en favor de 

la fracción libre y en el cerebro aumentó la concentración de 

dicho aminoácido y la de 5-HT (114-116). Por otra parte en 

animales normales a los que se administraron cargas de L-Trp a 

dosis de 50 a 150 mg/kg de peso, por vía intraperitoneal, se 

observó una elevación de la fracción libre del L-Trp plasmático, 

del L-Trp y 5-HT cerebral (54, 103, 117). Por último cuando se da 

un suplemento de L-Trp, de 50 mg/Kg de peso, a ratas durante la 

gestación, 	aumenta 	la 	actividad 	de 	la 	enzima 

triptofano-3-hidroxilasa en el cerebro fetal (54, 103), y en la 

etapa postnatal la concentración del neurotransmisor y del ácido 

5-hidromindolacético, lo que indica una activación importante de 

la vía metabólica serotonérgica similar a la observada en el 

animal con desnutrición intrauterina (541  56-59, 1C3). 

Una vez que el L-Trp pasa la BHE, ingresa a las neuronas, en 

9 



donde es hidromilada mediante la enzima triptafana-5-hidrogilasa 

(L-triptofana-5-manoogigenasa, EC 1.14.16.4, T5-H) (118-120), para 

formar el 5-hidrogitriptofano (5-HTP) (121, 122), que de inmediato 

es descarbwilado par la enzima descarboxilasa de los aminoácidos 

aromáticos,para producir el neurotransmisor (123-125). 

• La T5-H es una enzima que se clasifica como una 

oxidorreductasa, que mediante técnicas de inmunohistoquimica con 

anticuerpos policlanales especificas, se ha logrado conoocer su 

concentración tanto en el tejido cerebral como en las neuronas 

serotonérgicas. La apoenzima de la T-5H en el cerebro de rata 

adulta tiene una concentración aproximada de 11 nM con un peso 

molecular de 260,000 Da. Esta concentración de la apoenzima es 

semejante a la concentración que tiene en el tallo cerebral, 

región del SNC rica en neuronas serotonérgicas con una elevada 

actividad de la enzima (126-133). A nivel celular, la enzima se 

localiza en el soma, dendritas proximales, varicosidades agónicas 

y en las terminales nerviosas (129, 134-139). Además tiene una 

estrecha relación con estructuras citoplásmicas semejantes 

microtúbulos localizados en el soma neuronal (135). Se ha 

demostrado que las dendritas de las neuronas serotonérgicas tienen 

todos los elementos de la maquinaria biosintética para la síntesis 

de 5-HT, estas dendritas realizan contacto sinóptico can otras 

dendritas de las mismas neuronas serotonérgicas de los núcleos del 

rafé. Es probable que la 5-HT producida en estas estructuras tenga 

la función de autorregulación de la síntesis del neurotransmisor 

en la misma célula serotonérgica (140-146). 

Hay evidencia de que la enzima también se localiza en los 

trayectos de las fibras nerviosas procedentes de las neuronas del 
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44, 

tallo cerebral, estos axones inervan gran parte de los vasos 

sanguíneos cerebrales, además se ha demostrado que tienen la 

capacidad de sintetizar a la 5-HT, cuya función es la de 

intervenir en la regulación del flujo sanguíneo cerebral (136, 

147-149). 

La T5-1 cataliza la inserción de un átomo del oxigeno 

molecular en el sustrato orgánico, en tanto que el otro átomo de 

oxigeno es reducido a agua, esta reacción química requiere la 

participación de un cofactor que es la tetrahidrabiopterina 

(BH4),que dona electrones para reducir el oxigeno y formar 

oxhidrilos (118, 150). La ecuación general de la reacción es: 

L-Trp + BH4  + 0
2 

La reducción del quinonoide dihidrobiopterina (BH2), es 

llevada a cabo por la enzima dihidrobiopterina reductasa (DBR), 

dependiente de piridin nucléotido, según la reacción: 

BH2 + NADH + 

Una vez que es sintetizado el 5-HTP, de inmediata es 

descarboxilado por la enzima descarbcixilasa de los aminoácidos 

aromáticos (ARAD) para producir 5-HT (123-125). La ecuación de la 

reacción es: 

5-HTP 	  5-HT 
DAAA 

La 5-HT cerebral sintetizada se almacena en vesículas 

sinápticas que se encuentran en las terminales nerviosas 

serotanérgicas, estas vesículas sinápticas varían de tamaño según 

11. 

 

5-HTP + BH2 
+ 

T5-11 

H 
DBR 

 

BH4 + NAD 
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su localización. Recientemente se han descrita en varias partes 

del SMC terminales nerviosas no sinópticas. Esté tipo de 

terminales le confiere también a la 5-HT un papel de 

neuromodulador (70). 

En condiciones normales la actividad de la T5-H en el cerebro 

adulto es de 70 a 100 veces menor a la actividad que tiene la 

enzima descarboxilasa de los aminoácidos aromáticos, además su 

constante de afinidad par el L-Trp es mayor a la concentración del 

aminoacido en el tejido cerebral, estos aspectos bioquímicos de la 

enzima, le confieren la característica de una enzima limitante, 

reguladora de la cadena biasintética de la 5-HT (118-121, 150). 

1.2. C1NET1CA ENZIMATICA 

En el análisis de la reacción enzimática de la T5-111  se 

aplican los principios generales para la cinética de las 

reacciones químicas. A diferencia de éstas, las reacciones 

catalizadas por las enzimas muestran las características de 

saturación por el sustrato. A medida que aumenta la concentración 

de sustrato, manteniendo fija la concentración de la enzima, se 

produce al principio un incremento considerable en la velocidad de 

la reacción, sin embargo, si continua aumentando la concentración 

de sustrato, la velocidad de la reacción llega al máximo y 

permanece constante. Por este comportamiento se planteó la 

hipótesis mediante la cual se podría explicar el mecanismo de la 

reacción enzimática 

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

en establecer la hipótesis de que la enzima forma un complejo 
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reversible con el sustrato, en la etapa esencial de la reacción; 

en esta hipótesis, se relaciona el concepto enunciado por E. 

Fischer (153), para explicar el alto grado de especificidad que 

exhiben las enzimas por el sustrato, que supone un acoplamiento 

del tipo llave-cerradura de la molécula de sustrato a una porción 

de la molécula de la enzima, la cual más tarde se denominó centro 

activo o centro catalítico (154). 

El mecanismo de reacción enzimática fue ampliamente formularlo 

y desarrollado por Michaelis y Menten (155), para el caso sencillo 

de una reacción enzisática con un sólo sustrato. La teoría propone 

el modelo siguiente: 

K+t 
E + S4 	 ES 

K 

K+z 

ES. 	  + P 

K 
-2 

En la primera etapa la enzima libre E se une al sustrato S, 

para formar 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 respectivas constantes de velocidad K. A partir 

de este modelo se dedujo la ecuación de Michaelis-Menten (155). La 

ecuación se deriva de la siguiente manera: Se define E como la 

concentración de la enzima libre o no combinada, ES la 

concentración del complejo enzima-sustrato, Et la concentración 

total de la enzima, P el producto formado y S la concentración del 

sustrato. 

( 1 ) 

(2) 
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La concentración del sustrato se supone que es mucho mayor 

que la concentración de la enzima por lo que la cantidad de 

sustrato unido a la enzima en cualquier instante es despreciable 

al compararse con la concentración total del sustrato. La 

velocidad inicial de la reacción v es igual a la velocidad de 

ruptura del complejo ES por lo que la ecuación de velocidad de 

primer orden es: 

dP/dt m Ka (ES) = v 

v= velocidad inicial de formación de P 

K
a 
y ES no pueden determinarse directamente, por lo que es 

necesario buscar otra expresión para v en función de otras 

variables que puedan medirse con más facilidad, por lo que a 

partir de la formación del complejo ES se obtiene la ecuación de 

velocidad de segundo orden: 

d (ES) 

= K 	(Et) - (ES) (S) 

dt 

K
+t = constante de velocidad de segundo orden. 

La ecuación de velocidad para la descomposición del complejo 

ES se obtiene por la suma de dos reacciones, una que rinde el P y 

la otra que produce (E + S) y es la siguiente: 

-d(ES) 

K (ES)+ K (ES) 
-i 	 +2 

dt 
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En el estado estacionario la concentración de ES permanece 

constante por lo que la velocidad de formación del complejo ES es 

igual a la velocidad de su desaparición: 

K 	l(Et)-(ES)3 (S)= K 	(ES)4- K 	(ES) -a 	+2 

reordenando la ecuación tenemos que : 

[S) 	G(ET) - (ES) ] + K 	= Km -1 	-2 

(ES) 

Km= constante de Michaelis 

La concentración del complejo ES en el estado estacionario 

es: 

(Et) (S) 
(ES) 

Km (S) 

(Et) (5) 

Km + (S) 

si S = Km, todas las moléculas de E están en forma de ES, por 

lD tanto la velocidad alcanzó su máximo, Vmax, por lo que; y 

} 	(Et)= Vmax. 
+2 

La ecuación de Michaelis-Menten es la siguiente: 

Vmax (S) 

(3) 	 - 

Km + (S) 

Donde: 

y = velocidadde'reacción 

Vmax = velocidad máxima de la reacción 

Km = constante de Michaelis 

si 5 = Km; 	 = K 
+2 

3••••••• 
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La velocidad de una reacción enzimltica varia con la 

concentración del sustrato, aumenta en relación a lo concentración 

del sustrato, hasta alcanzar un valor máximo. En este punto, todas 

las moléculas de la enzima están ocupadas y la velocidad de la 

reacción está limitada par la velocidad del proceso catalítico 

sobre la superficie de la enzima. Para la mayoria de las enzimas 

la concentración del sustrato a la velocidad de reacción iguala la 

mitad de la velocidad máxima, Km, es una medida de la intensidad 

de enlace con los sustratos, de forma que una Km elevada 

representa una débil intensidad de enlace y una Km baja, significa 

que la enzima alcanza su máxima velocidad catalítica a una baja 

concentración del sustrato y por lo general indica que la enzima 

une su sustrato con gran intensidad (155). 

Debido a la manera como trabajan las enzimas, existe un 

limite a la cantidad del sustrato que la enzima puede transformar 

a un tiempo determinado. Si se aumenta la concentración del 

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

aumenta hasta alcanzar un valor máximo,' como se representa en la 

figura 2. 
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FIGURA 2 

REPRESENTACION GRAF1CA DE M1CHAELIS-MENTEN 

Km 	
Concentración de sustrato ((Si) 

S= concentración de sustrato 

v= velocidad de la reacción 

Vmax velocidad máxima de reacción 

Km=constante de Michaelis-Menten 

En este punto, la molécula está saturada de sustrato y la 

velocidad de la reacción depende únicamente de la rapidez con que 

pueda ser procesada la molécula de sustrato. Esta velocidad se 

expresa en el número de recambio, que para muchas enzimas es del 

orden de 1000 moléculas de sustrato por segundo. 

La importancia de la ecuación de hichaelis-Menten radica en 
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que describe el comportamiento cinético de la reacción enzimática 

y en el significado de las constantes Km y Vmax, para las 

reacciones catalizadas par enzimas que actuán sobre un sólo 

sustrato, a diferencia de las enzimas alostéricas que generalmente 

no muestran la relación cinética de Michaelis-Menten entre la 

concentración del sustrato, la Vmax y la Km, ya que su 

comportamiento cinético está muy alterado por las variaciones de 

la concentración del modulador alostérico (156-158). 

Los valores aparentes de Km y Vmax pueden obtenerse al 

graficar la velocidad inicial de reacción contra la concentración 

de sustrato. La ecuación de Michaelis-Menten es la de una 

hipérbola rectangular como se muestra en la figura 2. El valor de 

Vmax se obtiene de la asintota a la curva en v y el valor de Km es 

aquel de la concentración de sustrato a la cual la velocidad es 

igual a la mitad de la Vmax. 

A una concentración baja de sustrato la velocidad inicial de 

la reacción es casi directamente proporcional a.la concentración 

de sustrato, ya que esta región de la curva se puede aproximar a 

una linea recta. 

La relación entre la variable independiente S y la variable 

dependiente v es curvilinea, se pueden efectuar transformaciones 

lineales de la ecuación de Michaelis-Menten para obtener valores 

más exactos de Km y Vmax de una reacción enzimática. Una de las 

transformaciones lineales más utilizada es la doble reciproca de 

Lineweaver-Burk (159), en la cual se grafica el reciproco de la 

velocidad contra el reciproco de la concentración de sustrato. La 

ecuación se deriva de la siguiente manera: 

A partir de la ecuación 3 
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Vmax (S) 

V 

Km + 5 

Vmax 

se toman los reciprocas: 

Vmax 	Km + S Km 
+ 

3 	 5 

Reordenando la ecuación tenemos: 

Vmax 	Vmax 

1 Km 	1 

5 

La representación gráfiCa de esta ecuación se muestra en la 

figura 3. 

FlGUM 3 

REPRESENTACION DE LINEWEAVER-DURK 

1/Concentración de sustrato (1/ES1) 
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Cuando 1/v se representa frente 1/S, se obtiene una linea 

recta cuya pendiente es igual 4,. Km/Vman, la intersección en el eje 

1/v es igual a 1/Yrnax y la intersección en el eje de 1/S es igual 

a -I/Km. La representación doble reciproca tiene la ventaja de que 

permite una determinación más exacta del valor de la velocidad 

máxima de reacción, ya que en la representación sencilla de v 

contra S se obtiene solo un valor aproximado, puesto que la Vmax, 

es un valor limite a una concentración infinita de sustrato, 

también proporciona información valiosa acerca de la inhibición 

enzimática que es otro de los aspectos importantes de un sistema 

enzimáticO, ya que con el empleo de inhibidores se. obtiene 

información sobre el mecanismo de la catálisis enzimática, la 

especificidad del sustrato de las enzimas, la naturaleza de los 

grupos funcionales en el centro activo y la participación de 

ciertos grupos funcionales en el mantenimiento de la conformación 

activa de la molécula de la enzima. 

Gráficamente se obtienen familias de curvas y a partir de 

ellas se puede obtener información sobre el tipo de inhibición que 

se presenta en un sistema enzimático. El método de la doble 

reciproca presenta la desventaja de que a bajas concentraciones de 

sustrato existe una dispersión grande de la velocidad de la 

reacción. 

Otras transformaciones lineales de la ecuación de 

Michaelis-Menten se obtienen multiplicando ambos miembros de la 

ecuación por Vman: 

1 	Km 
.1.1~1.11••••• 	 IIMP///=/•Wl• 

1 1 

  

Va Vmax [9] 	Vmax 
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y reordenando: 

Va= -Km Va 	 Vmax 

LS] 

Esta transformación se conoce como la de Eadie-Hofstee (160), 

consiste en graficar v Vs v/tS1. Este método amplia las 

desviaciones de carácter lineal que pueden no aparecer en una 

representación de doble reciproca. 

La representación de Hanes (1611 se trata de una linea recta 

con pendiente de 1/Vmax, con intersección en el eje -(S)/v= 

Vmax/Km y la intersección en el eje de v = -Km. 

En este trabajo la Km y la Vmax de la actividad de la T-5H en 

las diferentes edades estudiadas, pre y postnatal inmediata, fue 

valorada mediante un programa de computación (ROSFIT) descrito por 

Greco y col (182). Este método tiene la peculiaridad de tomar 

como base para el cálculo de las constantes cinéticas la ecuación 

de Michaelis-Menten y la linearización de Linewear-Burk; realiza 

un análisis de regresión no lineal de la curva de saturación y 

pondera estadisticamente cada uno de las puntosde la hipérbola 

rectangular. 

1.3. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE 5-HIDROXITRIPTAMINA 

Varios factores están involucrados en la regulación de la 

síntesis de 5-HT en el SNC. Arbitrariamente se pueden englobar en 

tres grupos: El primero corresponde a los cambios de la 

disponibilidad del sustrato, tanto a nivel plasmático, como en el 
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transporte a través de la BHE y su compartamentalización en el 

tejido cerebral. Por ello los cambias en la disponibilidad del 

L-Trp rápidamente aumentan o disminuyen la síntesis del 

neurotransmisor (104, 108-110). 

El segundo grupo lo constituyen los mecanismos que regulan la 

actividad de la T5-N para hidromilar al L-Trp. Entre estos 

factores se encuentra la disponibilidad del oxigeno, la 

concentración del cofactor, 11H4/ el medio jónico del tejido 

cerebral, así como la concentración de la proteína y los 

diferentes mecanismos que intervienen en su regulación que sana 

inhibición de la actividad enzimática por el producto final, 5-HT, 

cambios en la cinética y aumento en la concentración de moléculas 

de la enzima. Las primeros cambios se observan en forma inmediata 

y el último se presenta después de 24 horas del estimulo de 

activación (118, 139, 163-168). 

El tercer grupo de factores que intervienen en la regulación 

de la enzima son los mecanismos de autorregulación de la propia 

neurona serotonérgica mediante autorreceptores específicos para la 

5-HT (140-146). Se conoce que la autorregulación de la liberación 

de 5-HT por las neuronas seratonérgicas sé lleva a cabo mediante 

la participación de autorreceptores específicos para el 

neurotransmisor. Los autorreceptores pertenecen al subgrupo 

5-HT4A, los cuales han sido identificados mediante técnicas de 

autorradiografia con ligandos específicos como lo son el 

8-hidromi-2(dipropilamino) tetralina (B-DH-DPAT) y el RU 24969 

(140-146, 169). Estas métodos bioquímicos han permitido conocer su 

distribución a nivel del soma y dendritas de las células 

serotonórgicas (140-146). Así mismo, han demostrado que entre las 
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neuronas de los núcleos serotonérgicos del rafe existen contactos 

sinápticos dendro-dendritas y con axones terminales. Además, que 

en estos contactos sinápticos se encuentran todas tes elementos de 

la maquinaria biosintética de la 5-H1 cerebral. 

El neurotransmisor sintetizado en estas regiones celulares es 

liberado al espacia extracelular y probablemente ejerza su acción 

inhibitoria sobre la función de la célula seratanérgica, a través 

de los autorreceptores para 5-HT, esta interacción produce una 

hiperpolaridad de los canales de potasio, modificando así el 

impulso eléctrico de la neurona, este mecanismo ha sido propuesto 

como uno de los principales en la regulación de la síntesis del 

neurotransmisor a nivel de la célula serotonérgica (140, 141, 

170). 

Cambios rápidos y reversibles del impulso nervioso en el 

interior de la célula serotanérgica, activan mecanismos de 

fosforilación de la T5-H, esta fosforilación fue observada cuando 

homogeneizados de tallo cerebral de rata adulta fueron incubados 

en un medio compuesto por adenosin trifosfata (ATP), magnesio 

(Mg") y calcio (Ca"), con esta maniobra experimental se demostró 

un aumento de la actividad de la enzima (171-176). Este hallazgo 

recientemente fue confirmado, además se demostró que en este 

mecanismo de fosforilación interviene una proteína cinasa II 

Ca
4+

icalmodulina dependiente (128, 177-179). 

Existe controversia en la literatura acerca de que otras 

sistemas de segundos mensajeros activen a la T5-H, como en el caso 

de la tirosina hidroxilasa (TH). Se sabe que el adenosin 

monolosfato ciclico (AMP
c), la proteína cinasa C dependiente de 

Ca/fosfatidilserina y la proteína cinasa dependiente de guanosin 
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monolosfato cíclico (GMP
c) tienen la capacidad de activarla. Par 

lo tanta, nosotros consideramos necesario dilucidar si el AMP y 

el PI tienen la capacidad de fosforilar a la enzima 7-5H y 

concomitantemente producir un aumento de su actividad enzimática. • 

1.4 SISTEMA DE SEGUNDOS MENSAJEROS 

1.4.1. ADENOSIN MONOFOSFATO CICLICO (AMP 
c 

El papel que juega el AMPc  en la regulación de la enzima T-5H 

no se conoce con exactitud. Esta interacción ha sido observada en 

sinaptoneurosamas procedentes del tejido nervioso de los núcleos 

del rafé, incubados con forskolina. La forskolina tiene la 

capacidad de estimular a la subunidad catalítica de la adenilil 

ciclasa, que al activarse produce un aumento en la síntesis de 

AMP, que sirve como cofactor para la proteína cinasa A 

dependiente de este nucleótido, y como resultado de esta reacción 

produce una fosforilación y una mayor actividad de la T-5H (180-

182). Consideramos importante aclarar en este trabajo si este 

nucleótido participa en los mecanismos de regulación de la 

actividad de la T-5H durante el desarrollo del SNC. 

Se sabe que entre los mecanismo de transmisión de la serial 

hacia el interior de la célula, el más importante conocido es el 

que utiliza AMP como segundo mensajero. La interacción del 

estimulo externo con el receptor, resulta en activación de la 

enzima adenilil ciclasa (EC 4.6.1.1.), que es responsable en la 

formación de AMPc a partir de ATP. En este proceso participan dos 

tipos de proteínas G: una estimuladora (Ge) y una inhibitoria 

(Gi), las cuales se unen a das tipos de receptores específicos. La 
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proteína Ge, se une al receptor conocido como Re, mientras la Gi, 

se une aU. receptor Ri. La unión de una molécula con el receptor Re 

Induce cambios conformacionales en este último, que le permite 

interactuar con la proteína adyacente Ge sensibilizándola al 

guanosin trifosfato (GTP), que proviene del interior de la célula. 

La unión del GTP a la proteína Ge constituye la reacción de 

apertura de la via, e induce en Ge una nueva conformación, esto 

es, un cambio en su forma, que a su vez le permite activar a la 

enzima responsable de la formación de 
AMPcs 

De esta manera, la 

información transportada por el estimulo externo se ha transmitido 

a través de la membrana y se ha formado un segundo mensajero, 

capaz de difundir la información en el interior de la célula. La 

actividad del complejo Ge-GTP termina con la hidrólisis del GTP 

par la enzima guanusin trifosfatasa (GTPasa), la cual hidroliza la 

unión entre los fosfatos u y 	del nucléotido, para formar 

guanosin difosfato (GDP), lo que constituye la reacción de cierre 

de la via (183-191). 

El otro tipo de proteína que participa en la ruta del AMPc, 

actúa coma mediador del tipo inhibitorio en la transmisión de la 

señal. En este caso, la llegada de la senal externa a los 

receptores denominados Ri da lugar a una nueva conformación de la 

proteína O llamada Gi que también se activa al unirse al OTP, e 

inhibe a la enzima adenilil ciclasa (189, 190, 192). 

El AMPc regula una gran variedad de procesos celulares, 

modulando la acción de algunas hormonas y neurotransmisores. Este 

proceso de regulación se lleva a cabo cuando dicho nucléotido 

interacciona con la proteína cinasa A, la cual catalina la 

transferencia de un grupo fosfato del ATF' a residuos de serina y 

25 



treonina de ciertas proteínas presente en las células blanco (109, 

193, 194). 

La cinapa está formada estructuralemente por dos subunidades 

diméricas, una reguladora y una catalítica; el AMPc es el' 

estimulador alostérico de la enzima y cuando dos moléculas de 

nucléotido se unen a cada monómero de la subunidad reguladora, se 

libera la porción catalítica que contiene el sitio activo y es la 

responsable de adicionar grupos fosfato a proteínas, regulando de 

esta forma diferentes procesos metabólicos (189, 195-197). 

La concentración intracelular de AMPO  es aproximadamente de 

10-6 M y' puede cambiar rápidamente, en respuesta a determinado 

tipo de seMales extracelulares, ya sea aumentando o disminuyendo 

su concentración. El nucléotido puede ser inactivado rápidamente 

por enzimas especificas llamadas fosfodiesterasas (EC 3.1.4.17; 

31 5'ciclico 5'nucléotido hidrolasas), que hidrolizan el enlace 

éster de la posición 3'; formando adenosin 5' monofosfata (51 AMP) 

(109, 195-197). 

Esta enzima es estimulada por iónes de calcio y su efecto se 

establece una vez que el catión divalente se une a la proteína 

denominada calmodulina, formando asi un complejo, que a su vez se 

une a la fosfadiesterasa y como consecuencia, el AMPO  es 

hidrolizado. A medida que la concentración citosólica de AMPO  

disminuye, el nucléotido que está unida a la proteína A, es 

liberado de la subunidad reguladora y como consecuencia esta 

última se recombina con la subunidad catalitica, convirtiendo 

nuevamente a la enzima en su forma original, que es inactiva (189, 

195-498). 
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1.4.2. TRIFOSFATO DE MOSITOL (IP.,) y D1ACILGLICEROL (DG) 

E>tiste la interrogante si el 	y el DG tienen algún papel 

en 	los mecanismos de regulación de la actividad de la T- 5H en las 

neuronas serotonérgicas. Recientemente, se han demostrado con 

técnicas de autorradiografla, receptores del sub tipo 5-HT 	y 
te 

= ,J-HTa acoplados al sistema oe recambio cel fosfatidil inositol en 

la membrana celular, además al ser estimulados estos receptores, 

se produce una activación de la fosfolipasa C y un aumento de la 

concentración del IP
3 y DG. El IPa induce la liberación de calcio 

de los sitios de almacenamiento intracelular y el DG permanece en 

la membrana y sirve coma sustrato para la actividad de la proteína 

cinasa C (169). Consideramos conveniente investigar si este 

sistema de segundos mensajeros interviene en la regulación de la 

actividad de la T-5H cerebral, durante la vida pre y postnatal 

inmediata. 

El fosfatidilinositol (PI) representa el 2 Y. de la fracción 

total de fosfolipidos de la membrana celular, su función principal 

es el mantener la integridad de la membrana celular 1199, 200). 

Existe evidencia que un grupo de fosfolipidos están localizados en 

la monocapa orientada hacia el citoplasma, estos fosfollpidas 

sirven como precursores de segundos mensajeros. En condiciones 

basales, el PI experimenta dos fosforilaciones sucesivas en las 

posiciones 4 y 5 del anillo del inositol, se forma el 

fosfatidilinositol 4-fosfato (IP1) y el fosfatidilinositol 4,5 

bisfosfato (IP2) (199, 200). Ambas reacciones están catalizadas 

por dos cinasas ubicadas en la membrana plasmática y dado su 

requerimiento de ATP, no se producen en condiciones de 
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anaeroblosis. El PI se regenera por acción de dos fosfatasas que 

catalizan la desfosforilación del IP2  y del IP1. Este proceso de 

fosfarilación y de desfosforilación se produce continuamente, 

implica un gasto de energía, razón par la cual se ha denominado 

ciclo infructuoso (200). 

El IP2  representa el uno por ciento del inositol (201), es el 

más relevante desde el punto de vista funcional, ya que cuando un 

tejida es estimulado con algún agonista es el priMer derivado del 

PI, que disminuye (201, 202, 203). Es el precursor inmediato de 

dos sustancias que tienen todas las características para ser 

consideradas como segundos mensajeros: inositol 1,4,5 trifosfato 

(IP3) y el diacilglicerol (DG) (199, 200, 204). 

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

fosfodiesterasa denominada fosfolipasa C, que se localiza en la 

membrana plasmática de todos los tipos celulares. La unión de 

heurotransmisores a sus respectivas receptores modifica la 

actividad de la fosfolipasa C, pasando de la forma inactiva a la 

activa (204). Esta activación requiere de la proteína G y GTP en 

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

fosfolipasa C es el 	cataliza la hidrólisis del enlace éster 

entre el carbono 3 de la cadena del glicerol y el fosfato en la 

posición 1 del inositol, con la consiguiente formación del 1P3  y 

del DE, éste último, una vez sintetizado permance en la membrana, 

mientras el IP,, que es soluble en agua, llega al citoplasma, en 

donde induce la liberación de calcio de los sitios de 

almacenamiento intracelular, principalmente del retículo 

endoplásmico. 	La movilización de este catión puede llevarse a 

cabo incluso cuando la célula está en reposo; sin embargo, al ser 
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il, timuiada, el IP, induce la liberación del ión de los organelos 

intrelulares y también regula su recaptura una vez liberado, la 

quin amplica L¡ue el aumento en los niveles de calcio sea 

momentaneo. Si los sitios de almacenamiento tienen bajas 

concentraciones del ión mencionado, y los requerimientos son 

mayores, es necesario que el calcio provenga de fuera de la 

célula; tal es el casó de células activadas eléctricamente como 

las neuronas (195, 208, 209). 

Como se ha mencionado, la ruta de transmisión de la seNal que 

utiliza 	fosfolipidos 	que 	contienen 	inositol, 	resulta 

particularmente importante, ya que se bifurca en dos vías: la que 

induce liberación de calcio y la ques al utilizar el DG, activa a 

una enzima que se encuentra unida a la membrana plasmática, la 

proteína cinasa C, que fosforila residuos de serina o treonina de 

proteínas endógenas (208, 209-211). La activación de alguna de las 

dos vías del ciclo del PI no es suficiente para la completa 

transmisión de la sefial; para que ello ocurra, es necesaria la 

acción combinada de ambas vías. 

1.4.3. CALCIO COMO SEGUNDO MENSAJERO 

El ión calcio modula una gran variedad de procesos celulares 

y tiene una participación esencial en la transmisión de la seftal, 

ya que puede actuar como segundo mensajero en el interior de la 

célula. La concentración citosólica de dicho ión es de 

aproximadamente 10-6M, pero puede incrementarse por diversos 

mecanismos; uno de ellos, resulta de la activación de la célula 

por estímulos extracelulares (212-217). El proceso se realiza 
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mediante un complicado mecanismo que libera calcio de los sitias 

de almacenamiento intracelular. La concentración de calCio también 

Puede elevarse experimentalmente con la utilización de sustancias 

químicas, como los ionóforos, pero en este caso, la concentración' 

aumenta de manera incontrolable y excesiva y depende del número de 

moléculas del catión fuera de la célula. Para regular un proceso 

de manera eficaz, la movilización de calcio, así como su función, 

deben de estar controladas. Por tal motivo, las células poseen un 

determinado grupo de proteínas que interactúan con dicho ión, 

modulando aquellos procesos que dependen de él para llevarse a 

cabo. Las proteínas que unen el calcio son de dos tipos; las que 

se encuentran en la membrana y las que se localizan en el 

citoplasma. Las primeras regulan el paso de moléculas a través de 

dicha membrana, así como al interior de los organelos 

intracelulares y actúan como transportadoras, ya que cada molécula 

puede unirse al calcio de un lado de la membrana, translocarlo 

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

mecanismo requiere energía, proporcionada generalmente par el ATP 

(218-224). 

El otro tipo de proteínas a las que se une el calcio, se 

encuentran en el citoplasma y en el interior de algunos organelos; 

su función es la de mediar los efectos de dicho ión en el interior 

de la célula. Dentro de este grupo se encuentra la calmodulina 

(225-231). Esta última está constituida por 149 aminoácidos, 

estructurados en una sola cadena polipeptidica, tiene cuatro 

sitios de unión para el catión y presenta un cambio conformacional 

al unirse el calcio. El complejo calmodulina-calcio, al unirse a 

una enzima, modifica la estructura espacial de ésta y como 
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consecuencia, su acti%, Idad. Las propedades de a calmodulina son 

diferentes cuando se une a sólo una u dos moléculas del izan, lo 

que puede explicar el orn número de proteinas can las que 

interactúa y el oran númeo de procesas en los que participa 

.(225-231). 

II. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS 

Existe suficiente evidencia de que el metabolismo 

serotonérgico cerebral se encuentra alterado en animales con 

desnutrición temprana (55-59). Resultados recientes de nuestro 

laboratorio han demostrado que desde la etapa fetal hay una 

aceleración de la síntesis de 5-HT, precedida de un aumenta de la 

concentración de L-Trp cerebral, saturando probablemente a la T5-H 

que en condiciones normales se encuentra insaturada (56-59). Si se 

toma en cuenta la secuencia de estos resultados veremos que los 

principales elementos de esta vía metabólica cerebral: el sustrato 

L-Trp, la actividad de la enzima iniciadora de la biosíntesis y la 

concentración del producto, el neurotransmisor, están elevados, 

por la que se deduce que existe un aumento de la actividad 

metabólica en las neuronas serotonérgitas cerebrales ocasionado 

por un aumento del paso del L-Trp libre al cerebro, este a su vez, 

secundario a un desequilibrio entre la fracción unida a albúmina y 

la libre, en favor de esta última (104, 108-110). 

El aumento de la actividad de la T5-H observada, sugiere una 

modificación funcional de esta enzima y de los mecanismos que la 

activan; par lo que nos planteamos las hipótesis de que la 

aceleración de la síntesis de 5-HT en ratas desnutridas sea 
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secundaria a una modificación del comportamiento cinético de la 

enzima limitante, T5-H y del mecanismo por el que aumenta la 

actividad de la enzima en condiciones de fosforilación, durante la 

etapa perinatal en el cerebro de rata desnutrida. Esto lleva al' 

concepto de que durante la desnutrición existen alteraciones de 

los mecanismos normales de regulación de la enzima que modifican 

su actividad por períodos largos con los consecuentes cambios en 

la síntesis del neurotransmisor y en su liberación. 

III. MATERIAL Y METDDOS 

En el presente trabajo fueron seleccionadas 200 ratas 

blancas,»Cepa Wistar, hembras, nuliparas, con peso aproximado de 

200 g, las ratas fueron adaptadas durante das semanas a las 

siguientes condiciones ambientales: temperatura de 22 	2°C, 

periódos de luz y oscuridad de 12 h, el periódo de luz de 07:00 a 

19:00 h, la manipulación y el ruido fueron mínimos, la humedad 

relativa osciló entre 50 y 60 %. Durante este periódo de 

adaptación las ratas fueron alimentadas con un régimen nutricional 

ad libitum tanto de agua como de alimento purina (Chaw), cuya 

composición de nutrimentos es a base de 23% de proteínas, 4.5% de 

grasas, 45.57. de carbohidratos, 9% de cenizas, 6% de fibra, 127. de 

humedad, vitaminas B
12f riboflavina, levadura seca de cerveza, 

pantotenato de calcio, ácido fálico, vitamina E, tiamina, niacina, 

vitamina A, vitamina D, 0.05% de roca fosfórica, 0.5% de sal 

yodada, 0.75% de citrato de amonio, 0.2% de sulfato de manganeso y 

trazas de óxido de manganeso, carbonato de cobalto, óxido cúprico, 

óxido de zinc. 

Al término del periódo de adaptación las ratas fueron 

divididas en los siguientes grupos experimentales: el grupo 
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control (C), el cual recibió un esquema de alimentación 

nutricional a base del alimento (purina Chow) y agua ad libitum. 

El segundo grupo (D) lo constituyó ratas can desnutrición 

protelnico-calórica, a este grupo de ratas se les restringió el 

alimento al 50 Y. del consumido en 24 h par las ratas del grupo 

control y se les permitió el agua a libre demanda. En ambos grupos 

el esquema nutricional se mantuvo durante dos semanas y al término 

de este periodo las ratas de los grupos fueron pareadas con machos 

normales. Durante el periódo de gestación las animales de las 

grupos D y C, se mantuvieron bajo las mismas condiciones 

descritas. 

En el día 17 y 19 de gestación, bajo anestesia general con 

pentobarbital sódico a dosis de 40 mg/Kg de peso, por vía 

intraperitoneal, se practicó una operación cesárea a una parte de 

las individuos de las grupos ü y C. Los fetos obtenidos in situ, 

se pesaran y se les determinó la longitud céfalo-sacra (232), de 

inmediata se les disecó el encéfalo sin cerebelo, se hizo una 

mezcla de tejido de 6 a 8 encéfalos, se homogeneizaron en una 

solución amortiguadora a Ó-4 °C, para los diferentes ensayos 

bioquímicos. 

A otra parte de las ratas gestantes de cada grupo, se les 

permitió terminar el embarazo. Al nacimiento las crías de cada 

grupa fueran mezcladas entre si y redistribuidas al azar a 

diferentes madres del mismo grupo experimental, para formar 

camadas de 8 individuos y con ello se disminuyó las diferencias 

individuales y de camada. A las edades de 1, 2 9  3, 6 y 10 días de 

vida postnatall  se tomaron 3 a 1 crías de tres camadas diferentes 

de cada grupo. Las crías se pesaron y se les midió la longitud 
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céfalo-sacra y fueron sacrificadas por decapitación, se disecó el 

encéfalo, se hizo una mezcla de tejido la cual fue homogeneizada y 

colocada en una solución amortiguadora para los ensayas 

neuroquimicos. En estas muestras de tejida se realizaron curvas de 

saturación de la T5-H con L-Trp como sustrato a concentraciones de 

0.02 a 0.4mM, sin modificar las otras elementos del sistema 

enzimático. 

A otro grupo de muestras de tejido encefálico obtenido en 

forma similar de ambos grupos D y.C, a las edades de 17 días de 

gestación y al primero, 10 y. 21 días de vida postnatal,se les 

realizó activación de la enzima mediante ATP 0.5 mM, MgC12  8 mM y 

CaC12  0.1 mM (171). Además para explorar qué otras sistemas de 

segundos mensajeros intervienen en la activación de la T5-H se 

tomaron crías a la edad de 10 días de vida extrauterina de las 

grupos D y C,, se les disecó el encéfalo y se obtuvieron 

sinaptosomas por centrifugación diferencial (233). Estos 

sinaptosamas sirvieran como fuente de la actividad enzimática, los 

cuales fueron incubados durante 20 minutas a 37 0C, en agitación 

constante, una parte con farskolina a una concentración de 20 di 

(182) y . teofilina 50 uM. La otra parte con fosfatidilinositol a 

razón de 0.3 pM (200). Además en cada experimento fueran incubadas 

controles de tejido encefálico no activado (basales). 

El criterio de desnutrición que se empleó fue que el peso 

corporal de las ratas fuera significativamente menor al pesa de 

las ratas controles y para disminuir las variaciones circadianas 

las intervenciones quirúrgicas, la obtención y disección del 

tejido cerebral 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 identificó el tapón vaginal durante el periodo de apareamiento 

y a los fetos provenientes de estas madres se les midió la 

longitud céfalo-sacra, ambos métodos sirvieron para determinar la 

edad gestacional. Además a las crías de los grupos D y C, se les 

efectuó curvas de peso corporal, cerebral y de la longitud 

céfalo-sacra. 

111.1. METODOS ESTADISTICOS 

El cálculo de las constantes cinéticas se efectuó mediante un 

programa de computación Rosfit, descrito por Greco y col (162), el 

cual valora las constantes por una regresión no lineal de la 

ecuación de Michaelis-Menten (155), y pondera estadísticamente cada 

uno de los puntos de la curva de saturación. El análisis de 

varianza mostró homogeneidad de los grupas de datos, por lo que 

para la significación de la diferencia entre grupos de datos, se 

utilizó la prueba t , Student, para datos independientes con un 

nivel de significación de p'‹ 0.05 (234). 

ENSAYOS DIOQUIMICOS 

111.2.1. ACTIVIDAD DE LA TRIPTOFANO-5--HIDROXILASA 

La actividad de la enzima, se determinó por el método 

espectrofluorométrico de Gál y col (235). El tejido cerebral se 

homogeneizó a 1425 rpm, durante un minuto, en una solución 

amortiguadora de tris acetato de sodio 50 mM, pH 7.6 más 10-3M de 

mercaptoetanol en una relación volumen/peso (V/P) de 3:1; mediante 
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un homogeneizador Thomas de émbolo de teflón con 0.15 mm de 

tolerancia en su diámetro. El homogeneizado se centrifugó en una 

centrifuga Sarvall RC 5C a 30,000 x g, durante 20 minutos a 4°C. 

La pastilla del tejido obtenida fue descartada, se midió el 

volumen del sobrenadante el cual se utilizó como fuente de la 

actividad enzimática. 

La reacción se inició al agregar alicuotas del sobrenadante 

que contenían 1.5 mg de proteína a tubos de borosilicato que 

fueron previamente preparados con el siguiente medio de 

incubación; 2-mercaptoetanol 1 mM, pargilina 0.3mM, 6-metil 

5,6,7,8 tetrahidrobiopterina (6-MPH4) 0.16 mM, L-triptofano a 

concentraciones de 0.02 a 0.4 mM, catalasa 10 ug y tris acetato de 

sodio 50 mM pH 7.6 para completar un mililitro de volumen final, 

este medio sirvió para la determinación de las curvas de 

saturación de la enzima. Además a otras muestras obtenidas en 

forma similar se les efectuó activación de la enzima con ATP 0.5 

mM„ MgC12  8 mM y CaCl.,, 0.1 mM, que fueron a'1adidos al anterior 

medio de incubación. En cada ensayo se incluyeron: a) muestras del 

mismo volumen de sobrenadante incubado sin sustrato, para corregir 

por los 5-hidroxindoles endógenos. b) muestras conocidas de 5-HT 

(100 ng), para determinar el porcentaje de 5-HT perdida durante el 

procedimiento bioquímico (estándar interno), c) tubos blancos sin 

la enzima para medir la fluorescencia inespecífica de los 

reactivos. 

Después de 30 minutos de incubación a 37°C en un bailo 

metabólico (Dubnoff), con agitación constante, la reacción 

enzimática se paró por desnaturalización térmica de las proteínas 

a 100°C durante 5 minutos, la mezcla fue transferida a tubos de 
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polipropileno. .Los tubos de la reacción se lavaron con un 

mililitro ue agua tridestilada, la cual se aNadió a la mezcla de 

incubación. Las proteínas desnaturalizadas se separaron por 

centrifugación en 	centrífuga Sorvall RC 5C a 	y 91 una 	 7,000 

durante 10 minutos a 4oC. 0.5 ml de este sobrenadante fue 

transferido a tubos de borosilicato que contenian 0.1 ml de una 

solución de cisteina al IX, se les aífadió 1.15 mi de HC1 10 N, se 

agitó vigorozamente en un agitador Vortex y para obtener la 

fluorescencia se les agregó 0.5 ml de ortoftaldialdehido (OPT) al 

0.004 Y. V/P en HC1 10 N y se calentaron las muestras a BO C 

durante 15 minutos. 

Al enfriarse los tubos de la reacción enzimática a 

temperatura ambiente, la fluorescencia se midió en un 

espectrofluorométro Aminco Bowman a 470 nm de emisión y 360 nm de 

activación. La actividad de la enzima fue expresada como la 

cantidad de Z-hidroxindoles producidos en nanomoles por miligramo 

de proteína por hora (actividad especifica). 

111.2.2. OBTENCION DE S1NAPTOSOMAS CEREBRALES 

La obtención de sinaptosomas del tejido cerebral fue mediante 

la técnica de Kurokawa y col (233). El tejido encefálico fue 

lavado en una solución de manitol 0.3 M, EGTA 0.2 mM y DSA 1 mg/ml 

de solución. Después el tejido fue homogeneizado a 1425 rpm 

durante un minuto en la misma solución, en una relación de V/P de 

10:1, mediante un homogeneizador Thomas de émbolo de teflón con 

0.15 mm de tolerancia en su diámetro. El homogeneizado se 

centrifugó en una centrifuga Sorvall RC 5C a 600 x g, durante 10 

minutos a 4°C, la pastilla del tejido fue descartada y la fracción 
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sinaptosomal-mitocondrial-cruda se obtuvo al centrifugar el 

sobrenadante a 10,000 x g, 10 minutos a 4°C. Después de la 

centrifugación, el sobrenadante fue descartado y la pastilla del 

tejido encefálico fue resuspendido en 6 mililitros de una solución 

de manitol a 0.3 mM, EGTA 0.2 mM y BSA 1 mg/ml de solución, de los 

cuales un mililitro fue colocado cuidadosamente en un gradiente 

discontinuo de ficoll 5-13 % en sacarosa 0.35 M. Una hora antes 

fueron preparados los gradientes de ficoll, los cuales 

permanecieron en reposo durante este tiempo. Fueron utilizados 

tubos con una capacidad de 4 ml en donde fueron colocados los 

gradientes en una cantidad de 1.5 ml de cada uno de ellos. 

Los tubos con las muestras fueron centrifugados en una 

ultracentrifuga Beckman L5-75 y el rotor. SW 56 a 40,000 x g,.  

durante 20 minutos a 2°C. Después de esta centrifugación la 

fracción sinaptosomal fue obtenida de la interfase 5-13 de los 

gradientes de ficoll. Esta pastilla fue diluida en 20 ml de una 

solución amortiguadora de tris-HC1 0.1.M, pH 7.4, se centrifugó a 

12,000 x g, 10 minutos a 4°C. La pastilla final fue resuspendida 

en 3 ml de una solución amortiguadora de tris acetato de sodio 50 

mM, pH 7.6. Estos sinaptosomas sirvieron como fuente de la 

actividad de la T5-H. 

111.2.3. DETERMINACION DE PROTEINAS TISULARES 

Las proteínas fueron cuantificadas por el micrométodo 

espectrofotométrico descrito por Lowry y col (236), usando 

albúmina bovina como estándar. El tejido cerebral se diluyó 40 

veces; de esta dilución se tomaron alS.cuotas de 0.05 ml, en ellas 

se inició la reacción al agregarles 0.5 ml del reactivo A; este 
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consta de los siguientes componentes: 0.5 ml de CuSO4 	0.5ml de 

tartrato de sodio y potasio al Y. en 50 ml de Na40,27. diluido en 
i- 	til 

NÁOH 0.1 N. La mezcla de la reacción e agitó vigorozamente y se 

dejó en reposo a temperatura ambiente. Después de 10 minutos se 

agregó 0.05 ml del reactivo B: el reactivo B es reactivo de Folin 

diluido 1:1 con agua tridestilada volumen a volumen IV/V): la 

muestra se agitó y a los 30 minutos se midió el color en un 

espectrofotómetro Varian DM 590 a 700 mu. 

En cada ensayo se incluyó una curva estándar de cantidades 

conocidas de albúmina y las concentraciones de proteínas 

cerebrales se expresaron en microgramos por microlitro del 

sobrenadante para la actividad de la enzima y miligramos por gramo 

de tejido cerebral. 

IV. RESULTADOS 

IV.1.1. SOMATOMETRIA 

En la figura 4, se muestran las curvas de desarollo del peso 

corporal en los grupos D y C. Como puede verse en el grupo C el 

patrón de desarrollo fue ascendente desde el día 17 de la 

gestación al día 10 de vida extrauterina. En la misma figura se 

puede obserVar el patrón de desarrollo en el grupo D, fue similar 

al del grupo C1 sin embargo el grupo D presentó una disminución 

significativa del peso corporal,con un déficit de 13, 15 a los 17 

y 19 dlas de gestación y de 27, 27, 35, 40 y 55 7. a las edades de 

1, 2, 3, 6 y 10 días de vida postnatal comparado con el peso de 

las ratas Sin déficit nutricional, grupo C tp < 0.05). 

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

grupos D y C, se muestran en la figura 5. El patrón de desarrollo 
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en el grupo C fue con un ascenso mínimo del día 17 al 19 de la 

gestación (p NS), después el crecimiento fue rápida del día 19 de 

gestación hasta el primer día de vida postnatal (p < 0.01). 

Posteriormente se observó un aumento progresivo hasta el día 10 de 

la vida extrauterina (p < 0.05).En la misma figura se puede ver el 

comportamiento de la curva en los desnutridos, ésta fue similar al 

grupo C, sin embargo existió una disminución significativa de la 

longitud céfalo-sacra a partir del día 19 de la gestación hasta el 

décimo día de vida postnatal, el déficit fue de 367. y de 14.3, 

19.6, 19.3, 16.3 y 12.6 % a las edades de 1, 2, 3, 6 y 10 días de 

vida postnatal respectivamente en comparación con el grupo C 	< 

0.05). 

Con respecto a los patrones de crecimiento pre y pestnatal 

del peso cerebral en los grupos D y C, se muestran en la figura 

6.En el grupo C, el patrón fue ascendente desde el día 17 de la 

gestación hasta el día 10 de la vida extrauterina. En la misma 

figura se ilustra el patrón de desarrollo que mostró el grupo D, 

fue similar al grupo C, además se observó una disminución 

significativa del crecimiento desde el día 17 de la gestación al 

décimo día de vida extrauterina, el déficit en el peso cerebral 

fue de 13. 1, 16.3 a los 17 y 19 diez de gestación y de 157  14.1, 

15.B, 15 y 19.3 % a las días 1, 2, 3, 6 y 10 días 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 

corporal, peso cerebral y longitud céfalo-sacra en los grupos D y 

C. En relación a los incrementos del peso corporal en el grupo D 

durante el período prenatal, fue mayor que el del grupo C (p < 
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P.05). Este incremento de peso corporal en el grupa D durante el 

período postnatal inmediato fue menor en comparación al que 

presentó el grupo control de alimentación (p < 0.05). Sin embargo 

los incrementas totales observados tanta en la etapa prenatal como 

la postnatal inmediata fueron similares en ambos grupos (p N.S.). 

Estos incrementos de peso corporal en el grupo desnutrido fueron 

de 867. durante la vida prenatal, de 357. en la vida postnatal 

inmediata y de 947. durante todo el período estudiado, y en el 

grupo control de 78, 60 y 927., respectivamente. En lo concerniente 

a los incrementos de la longitud céfalo-sacra en el grupo D, fue 

menor durante la vida prenatal en relación al grupa C (p < 0.05). 

Este incremento durante la vida postnatal inmediata y el 

incremento total fue similar en ambos grupos D y C (p N.S.). Los 

incrementos en el grupo D fueron de 39, 18 y 687., y en el grupo C 

de 5B, 17 y 707., respectivamente. En la misma tabla se pueden ver 

los incrementos observados en el peso cerebral, en el grupo D, fue 

menor en relación al grupo C (p < 0.01). Además los incrementos 

observados en ambos grupos D y C fueron similares tanto en el 

.periodo postnatal inmediato como en todo el periodo estudiado (p 

N.S.). Estos incrementos del pesa cerebral en el grupo D fueron de 

197. en la vida fetal, 75% en la vida postnatal inmediata y un 

incremento total de 847, y en el grupo C de 41, 72 y 857., 

respectivamente. 

En relación al indice peso cerebral/peso corporal en el grupo 

D, se observó una disminución desde el dia 17 de gestación al 

primer dia de vida postnatal de 0.168 a 0.036 y a partir del dia 

dos al décimo día de vida postnatal aumentó el indice de 0.037 a 

0.067 como se puede ver en la tabla 11. También en el grupo C, se 
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observó el mismo patrón, con una disminución durante la etapa 

prenatal de 0.071 a 0.026 y un incremento en la vida postnatal de 

0.026 a 0.040. El indice pesa cerebral/peso corporal fue siempre 

mayor en el grupo D que en el grupo C (p < 0.05). 

1V.1.2. PREITEINAS CEREBRALES 

El patrón de desarrollo de las proteínas cerebrales en el 

grupo D, se observó un retraso significativo de la concentración 

(p < 0.01), desde el periodo prenatal hasta los 10 días de vida 

postnatal como se ilustra en la figura 7, comparado can el grupo 

C. Además se observó que la concentración de proteínas cerebrales 

en las ratas del grupa D a la edad de dos días de vida postnatal, 

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

IV.1.3. ACTIVIDAD DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA 

La actividad especifica de la T5-H cerebral, expresada en nM 

de 5-hidroxindoles/mg de proteína/hora, mostró en el grupo C, un 

patrón de desarrollo ascendente que de 0.2 nM a los 17 días de 

gestación alcanzó una actividad de 0.5nM a la edad postnatal de 10 

días, los valores en el adulto fueron de 1nM, ver figura B. En la 

misma figura se puede ver que la curva de desarrollo en el grupo 

D, mostró un aumento ontogénico de 0.3nM a las 17 días de 

gestación a 0.6nM a los 10 días de vida extrauterina, pero la 

actividad se aceleró desde el periodo fetal, alcanzando a las 24 

horas de vida extrauterina la actividad de los controles a los 10 

días. La actividad de la T5-H estuvo siempre significativamente 

elevada en el grupo D comparada can sus controles (p 	0.05). 
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IV,1.4. CINETICA DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA 

Las figuras 9, 10, 11 y 12, muestran las características 

morfológicas que presentaron las curvas de saturación de la 

actividad de la T5-H en ambos grupos D (+) y C (o) a las 

diferentes edades estudiadas. Se tratan de curvas clásicas de 

saturación del tipo de Michaelis-Menten. También en las mismas 

figuras se puede ver la transformación algebráica, tomando los 

recíprocos de ambos miembros de la ecuación, tal representación 

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

calculadas las constantes cinéticas Km y Vmax de la T5-H que se 

muestran en las figuras 13 y 14. 

En cuanta a la Km, en el grupo C, mostró un patrón de 

desarrollo can dos elevaciones, la primera de 0.111 mM a los 17 

días de gestación a 0.193 mM a la edad de 24 horas de vida 

postnatal (p < 0.05). La segunda de 0.123 mM a los 3 días a 0.184 

mM a los 10 días de vida extrauterina (p 	0.01), con valores en 

el adulto de 0.265 ± 0.023 mM ver figura 13. En la misma figura se 

puede apreciar el patrón de desarrollo de la Km en el grupo D, fue 

muy parecido al grupo C, la primera elevación de 0.077 mM a la 

edad de 17 días de vida intrauterina a 0.112 mM a la edad de dos 

días de vida postnatal (p 	0.05). La segunda elevación fue de 

0.072 mM a los 3 días a 0.120 mM a los. 10 días de vida 

extrauterina (p < 0.01). Sin embargo tanto en el periodo fetal 

como en el postnatal inmediato, la constante de afinidad fue 

siempre significativamente más baJal en comparación a los del grupo 

C (p < 0.05). 

La figura 14, muestra la velocidad máxima de la reacción de 

la T5-H en los grupos D y C. En el grupo C, el patrón 

43 



de desarrollo fue con dos elevaciones, la primera de 0.739 nM a 

los 17 días de gestación a 1.296 nM a la edad de 2 días de vida 

postnatal (p < 0.05) y la segunda de 1.081 nM a los 'días a 1.535 

nM a los 10 días de vida extrauterina (p ( 0.01), con valores en 

el adulto de 3.338 ± 0.030 nM. En la misma figura se puede 

observar el patrón de desarrollo de la Vmax en el grupo D, fue 

parecido al grupo C, la primera elevación de 0.723 nM a las 17 

dias de vida fetal a 1.351 nM a los 2 días de vida postnatal (p < 

0.01). La segunda de 1.180 nM a las 3 dias a 1.594 nM a las 10 

días de vida postnatal .(p < 0.05). Sin mostrar diferencias.  

estadísticas entre los dos grupos a las diferentes edades 

estudiadas. 

IV.1.5. ACTIVACION DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA POR 

SEGUNDOS MENSAJEROS 

La activación de la T5-H par ATP, Mg
++ 

 y Ca 4.  en los grupos D 

y C se muestran en la figura 15. Como puede verse los patrones de 

desarrollo de la actividad de la enzima sin activación en los das 

grupos son similares a los observados en la figura 8; también se 

confirmó que los desnutridos tienen una mayor actividad de la 

enzima que los controles a las diferentes edades estudiadas (p < 

0.01). En la misma figura, también pueden observarse las curvas de 

desarrollo de la actividad de la enzima activada en ambos grupas 

Dp y 'Cp. El patrón de desarrollo fue similar en los grupas Dp y Cp 

en relación a los grupos D y C, sin embargo la actividad de la 

enzima siempre estuvo significativamente elevada en los grupos 

activados Dp y Cp (p < 0.01). Además se puede ver que la actividad 
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de la enzima fosforilada en los desnutridos siempre estuvo 

significativamente elevada en relación a la de los grupos 

controles fosforilados y al grupo desnutrida no fosforilado, tanto 

en la vida prenatal como postnatal inmediata (p < 0.05). 

La tabla III muestra la actividad de la T5-H en sinaptosomas 

obtenidos del encéfalo de los grupos D y C, activada mediante 

forskolina y fosfatidllinositol. Como era de esperarse, la 

actividad de la enzima no activada en los desnutridos es 

significativamente mayor a los controles (p < 0.01), pero cuando 

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

relación a la actividad no fosforilada (p < 0.05). Sin embargo la 

actividad que presenta la enzima en sinaptosomas procedentes del 

encéfalo de ratas con desnutrición antagónica activados es la 

mayor en relación a la observada en los grupos D no activados y C 

fosforilados (p < 0.05). 

V. D1SCUSION 

Se sabe que la desnutrición produce una serie de alteraciones 

a nivel corporal, que son englobados en estructurales, metabólicas 

y bioquimicas (8, 19-21, 237-249). Estos cambios han sido 

extensamente evaluados por diferentes autores en el mundo y existe 

consenso general' que los trastornos del crecimiento y desarrollo 

son los más marcados durante la evolución de la enfermedad, cuya 

gravedad esta ligada al tiempo de duración de la privación 

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

diferentes medidas somatométricas realizadas a los animales en 

este estudio, confirman una vez más los datos anteriores. que la 

desnutrición produce una modificación en el crecimiento y 
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desarrollo físico, lo que constituye un hallazgo universalmente 

observado. En casos extremos de desnutrición se produce una 

verdadera detención del crecimiento, que cuando es intensa y 

prolongada, el retraso del desarrollo físico se convierte en 

regresión de algunas medidas somatométricas, lo que implica un 

desequilibrio de los diversos mecanismo homeostáticos que regulan 

el crecimiento (256-260). 

También se confirmó que el peso corporal es una medida que se 

altera con más facilidad que la talla. Estos hallazgos son 

similares, a los observados en los humanos desnutridos, que al 

reanudar su crecimiento por una adecuada terapia nutricional, 

cuando más pequeños son se acentúa más la disminución en los 

incrementos diarios de peso y . talla, o sea, que la edad de 

desarrollo óseo previamente alcanzada no permite incrementos 

mayores del crecimiento (15, 250, 255, 258, 260). 

En los animales desnutridos observamos que los incrementas en 

estos parámetros son diferentes en las etapas prenatal y 

postnatal. El incremento del pesa corporal fue mayor en la etapa 

prenatal que la postnatal en los desnutridos, en relación a los 

controles. Sin embargo es interesante mencionar que las 

desnutridos mostraron incrementos finales similares a los 

controles, por lo tanto se puede concluir, que a pesar de 

incrementos similares a los controles, persistió un déficit 

ponderal y una alteración de la composición corporal en el grupo 

desnutrido. Este déficit no se recupera, a pesar de que las 

diferentes mecanismos metabólicos de compensación fetales y 

maternos, permiten continuar el crecimiento y desarrollo del feto 

durante la vida intrauterina (26t). 
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Los incrementos de la longitud céfalo-sacra en los animales 

desnutridos fueron menores en la etapa prenatal que en la 

postnatal, en relación a los animales sin desnutrición, el 

incremento total de ambas etapas fue similar en ambos grupos, 

desnutridos y controles, indicando una vez más que se altera la 

velocidad de desarrollo de este parámetro, pero persiste un 

déficit significativo en los grupos desnutridos. Dato que se puede 

observar en las curvas de desarrollo de la longitud cétala-sacra. 

El deterioro de la talla se inició en la última parte de la vida 

intrauterina, lo que corrobora que cuando la desnutrición se 

prolonga, la deceleración de la talla se presenta. 

Otra alteración importante que la desnutrición temprana 

gestacional produce es sobre el crecimiento y desarrollo del SNC. 

Durante este periodo el tejido cerebral es vulnerable a factores 

epigenéticos, como la desnutrición, cuya grada de severidad está 

en estrecha relación al inicio durante la vida intrauterina. 

Cuando la desnutrición comienza en etapas tempranas de la 

gestación, el indice de división celular disminuye, si la 

desnutrición se prolonga, además de la disminución del número de 

células también disminuye la concentración de proteínas por célula 

(32, 331  261). Nuestros resultados confirman tal fenómeno, que 

durante la evolución de la desnutrición, existen alteraciones de 

la composición bioquímica cerebral, observamos que los animales 

desnutridos tuvieron menor concentración de proteínas cerebrales. 

Es posible que los diferentes mecanismos de compensación cerebral 

fueron insuficientes para corregir este déficit y sólo son capaces 

de permitir la síntesis mínima necesaria de proteínas para el 

desarrollo y crecimiento celular durante la vida intrauterina 

(258-260, 262, 263) 
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Además de los cambias generales, la desnutrición temprana 

también es capaz de producir cambias metabólicos cerebrales más 

especificas. Uno de estas cambias metabólicos, es el que se ha 

comprobado para el sistema seratonérgico en el cerebro de rata 

durante el desarrollo, se ha visto que la 5-HT cerebral se 

encuentra elevada en diferentes tipos de desnutrición: 

tempranal proteínica-calórica y durante el desarrolla postnatal. 

Este aumento está ocasionado par una elevación en la fracción 

libre del L-Trp plasmático (108-111). 

Resultados anteriores de nuestro laboratorio también 

demuestran esta alteración en el metabolismo de la 5-HT cerebral 

en ratas con desnutrición en la lactancia y en la edad adulta 

(52-55); asi mismo en forma reciente se ha confirmado esta 

alteración desde la etapa fetal, hay una aceleración de la vía 

biasintética de la seratanina en el cerebro desnutrido, precedida 

de un aumento de la concentración del L-Trp (56-59). El aumento de 

la actividad de la enzima observada y su persistencia, sugiere 

fuertemente una modificación funcional de la T5-H y de los 

mecanismos que la mantienen activada. Se sabe que en su activación 

interviene un sistema de fosforilación de la proteína enzimática 

con participación de una proteína cinasa II dependiente de 

Ca/calmodulina (126, 177-179). 

La hipótesis de este estudio fue que la aceleración de la 

síntesis de 5-HT cerebral en ratas desnutridas tempranamente sea 

debida a una modificación del comportamiento cinético de la enzima 

limitante, T5-H y a un cambio en el mecanismo de activación de la 

enzima en condiciones de fosforilación durante la etapa perinatal 

en ratas desnutridas. 
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Lo: resultados de este trabajo confirman una vez más esta 

aceleracl,±)n de la cadena biosintética de la 5---HT cerebral, ya que 

z;hcervamos en la rata desnutrida una elevación de la actividad de 

la T5-N (51-59'. Además el análisis de las curvas de saturación de 

la enzima con L-Trp, nos permite confirmar nuestra hipótesis, de 

que la desnutrición ontoOnica es capaz de producir una alteración 

de la cinética de la T5-H; yaque demostramos un aumento de la 

afinidad (valor menor de Km) par su sustrato, L-Trp, sin ninguna 

alteración significativa de la Vmax de la enzima, en el encéfalo 

desnutrido. 

La disminución de la Km de la enzima, observada en los 

desnutridos, plantea también la interrogante de que la T-5H 

durante el desarrollo pre y postnatal inmediato en el cerebro, 

pierda su papel de enzima limitante en la síntesis del 

neurotransmisor. Resultados previos de nuestro laboratorio 

(56-59), han mostrado un aumento de la concentración cerebral de 

L-Trp en la rata desnutrida durante la gestación, este aumento del 

sustrato es menor a la constante de afinidad observada en los 

desnutridos en este trabajo, por tal razón podemos afirmar que la 

T-5H durante estas etapas del desarrollo del SNC, mantiene su 

papel de enzima limitante, tal como se ha demostrado en el cerebro 

de la rata normal adulta (119, 121, 150). 

Este aumento de la afinidad de la T5-H por su sustrato 

explica, en parte, el aumento de la actividad enzimática observada 

en los cerebros desnutridos y por tratarse de la enzima limitante, 

la aceleración en la síntesis del neurotransmisor. 

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

diferentes maneras: entre estas se encuentran el efecto alósterico 

49 



de una sustancia química, que se conoce como efector, que al 

unirse con la molécula de la enzima, en un sitio diferente al 

sitio activo, produce un aumento o disminución de la actividad de 

la enzima, como el caso de las coenzimas o metales que son 

indispensables para el inicio de la actividad de algunas enzimas. 

Estos compuestos desemperian su función en el mecanismo catalítico, 

permaneciendo inalterados al final del proceso. Algunos de ellos 

pueden encontrarse intimamente ligados a la enzima, en cuyo caso 

se denominan grupos prostóticos (156-158, 264). 

Existe evidencia experimental que la T5-H, tiene algunas 

características de regulación de la actividad enzimática mediante 

cambios alostéricos. Los cuales fueron observados cuando la enzima 

fue incubada con una proteína activadora (265, 266). Recientemente 

esta proteína activadora ha sido aislada, se ha denominado 

proteína 14-3-3. La cual tiene dos subunidades polipeptídicas con 

un peso molecular de cada una de las cadenas de 29 y 32 Da 

respectivamente, con una relación de las cadenas de, 9:1 en la 

molécula de la proteína. Estas características bioquímicas han 

sida demostradas mediante la utilización de técnicas con 

anticuerpos contra la proteína y análisis de inmunoblot en papel 

de nitrocelulosa (265, 266). 

La proteína 14-3-3, que activa a la T-5H, requiere para la 

activación de la enzima la presencia de una proteína cinasa II 

dependiente de Ca"./calmoldulina (128, 177-179). Esta proteína 

activadora se une a la enzima y produce un cambio conformacional 

que es el inicio de una reacción de fosforilación de la proteína 

enzimática y el resultado es un aumento de la actividad (265, 

266). En este trabajo nosotros observamos un aumento de la 
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actividan de la rizima en las preoaracionen de cerebro procedentes - 

rata normales y desnutridas paje, nuestras condiciones 

..,9pel-imertalgs de activación, la enzima se fosforila y es probable 

que este reacción SE lleve a cabo mediante la participación de la 

proteína cinasa íi dependiente de Ca /calmodulina, como fue 

referido previamente. Además demostramos que las preparaciones del 

tejida cerebral procedentes de ratas desnutridas durante la 

gestación desarrollaron una mayar capacidad de fosforilar en 

relación a la enzima procedente de ratas normales. 

Algunas enzimas alostéricas responden a la unión de un 

modulador con un cambio en el valor de Km por su sustrato, sin que 

varíe la Vmax; un modulador negativo producirá entonces un 

incremento de la Km y un modulador positivo un descenso de dicho 

valor. Las enzimas alóstericas que responden a los moduladores 

positivos y negativos can cambio en el valor de Km, pero sin que 

varíe el valor de Vmax reciben, a veces, el nombre de enzimas K. 

Inversamente las enzimas alostéricas que muestran cambio en el 

valor de Vmax en respuesta al modulador sin que varíe el valor de 

Km, se llaman enzimas M. Esta característica de disminución de la 

Km de las enzimas alostéricas, es semejante a la que observamos en 

el cerebro de la rata desnutrida durante la gestación, el aumento 

de la afinidad de la T-5H por su sustrato explica, en forma 

parcial la aceleración de la vía biosintótica de la 5-HT cerebral. 

El término Km se emplea para designar únicamente la 

concentración de sustrato con la que se obtiene la mitad de la 

velocidad máxima; este valor no se puede emplear para calcular la 

velocidad inicial de una enzima alostérica. En nuestros resultados 

nos llama la atención que la morfología de las curvas de cinética 
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ae la T-5H son del tipo que requiere la hipótesis de 

Michaelis-Menten y no del tipo descrito para lás enzimas 

alostéricas, y aunque el comportamiento cinético de las enzimas 

alostericas debe ser valorada por otros métodos matemáticos coma 

el método de Hill (267), en nuestro, caso se empleó el clásico de 

Michaelis-Menten. Esto podría explicarse porque la capacidad de 

una enzima alostérica, para ser activada o inhibida por sus 

moduladores específicos, a veces, puede ser abolida, sin que se 

lesione su actividad catalítica, por exposición can un agente 

químico que produzca una modificación del centro modulador. Se 

dice entonces, que la enzima se ha desensibilizado. Una enzima 

desensibilizada no sólo pierde SU sensibilidad frente a las 

moduladores, sino que puede incluso mostrar una cinética normal 

del tipo de Michaelis-Menten, como se observó en la morfología de 

las curvas de saturación de la 7-5H con L-Trp, en las diferentes 

edades estudiadas. Estos resultados no descartan que la enzima, 

como la menciona Yamauchi (265) e Ichimura y col (266) sea una 

enzima que pueda tener un comportamiento alostérico. 

Otro posible mecanismo que podría explicar los cambios en la 

Km es la relación de enzima-sustrato, en la que participa el 

fenómeno de cooperativismo. Las consecuencias de la cinética de 

unión cooperativa del sustrato a la T-5H, es análoga a aquellas 

que se producen por la fijación cooperativa del oxigeno a la 

hemoglobina, a concentraciones bajas de sustrato, el efector 

alostérico es un inhibidor eficaz. De este moda la regulación es 

más eficiente en el momento en que la necesidad es máxima, es 

decir, cuando la concentración intracelular del sustrato es baja. 

Cuando se comienza a disponer de más sustrato , es menas necesaria 
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una regulación rigurosa. Pero cuando la concentración del sustrato 

se eleva, el grado de inhibición disminuye y se forma una cantidad 

mayor de orcducto. Al igual que la hemoglobina, se produce una 

curva sjqmoidea de saturación del sustrato en presencia del 

inhibidor, significa también que cambios pequeNas en la 

concentración del sustrato se traducen en grandes modificaciones 

de la actividad. Asi se logra un control sensible de la actividad 

catalítica mediante cambias pequeMos en la concentración del 

sustrato (268,269). 

Esta caracteristica de cooperatividad enzimática de la T-5H, 

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

encefálico, procedente de ratas normales tratadas con metiotepina, 

que es un antagonista de los autorreceptores 5-HT&A  localizados 

en el sama de las neuronas serotonérgicas, la función principal de 

estos receptores es la de participar activamente en el mecanismo 

de autorregulación de la liberación del neurotransmisor por las 

neuronas, en las núcleos del rafé del tallo cerebral (140, 146, 

169). Dicha maniobra experimental produjo un aumento en la 

actividad de la T-5H y en la síntesis de 5-HT cerebral. Además se 

observó que la morfología de la curva de saturación de la enzima 

can 	
a 
 H-L-Trp mostró una linea recta con el método de 

Lineweaer-Burk, a diferencia de la curva observada en el tejido de 

cerebral normal, que fue una parábola, lo que sugiere que hay un 

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

A pesar de que la morfelogia de la curva de saturación de la 

actividad de la T--5H con 3H-L-Trp en el tejido cerebral tratado 

con metiotepina, fue de una linea recta, la enzima mostró un 

aumento significativo de la afinidad por su sustrato, sin cambio 

53 



en la Vmax (270). Estos resultados del comportamiento cinético de 

la enzima en el encéfalo tratado con antagonistas de los 

autorreceptores 5-HTIA , son semejantes a los que observamos en el 

cerebro desnutrido tanto en la etapa fetal como postnatal 

inmediata. Estos hallazgos bioquímicos de la enzima nos permiten 

plantear la posibilidad de que la T--5H, durante etapas tempranas 

del desarrollo del SNC, tenga algunas características de una 

molécula que participe del fenómeno de cooperatividad. 

Una posibilidad más para explicar la modificación de la 

afinidad observada en nuestros resultados es la modificación 

covalente reversible de la actividad catalítica de las enzimas por 

la adherencia de un grupo fosfato. Las enzimas que experimentan 

esta modificación covalente por fosforilación con modulación 

concomitante de su actividad, se denominan enzimas 

interconvertibles (268, 269). Las enzimas interconvertibles 

existen en dos condiciones de actividad, unas de eficacia 

catalítica elevada y otras de baja eficacia. Dependiendo de la 

enzima de que se trate, el catalizador más activo puede ser la 

fosfoenzima o la que no pasee grupo fosfato. Se conoce que la 

fasforilación de la proteína enzimática generalmente se lleva a 

cabo en residuos de serina, formando el residuo 0-fosfaseril a en 

algunos ejemplos, un residuo de tirasil es fosforilado a la forma 

0-fosfatirosil. Aunque una enzima interconvertible puede contener 

muchos residuos de serina o tirosina, sin embargo la fosforilación 

es sumamente selectiva y ocurre sólo en un pequeNo número de 

sitios posibles; probablemente estos sitios no formen parte del 

sitio catalítico, cuando menos en los que se refiere a la 

estructura primaria y de este moda constituyen otro ejemplo de un 
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sitio alolérico (268, 269). 

Estos sitios de fosforilación han sido ampliamente estudiados 

en la actividau de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante 

de la cadena oios:ntética de las catecolaminas (271-273), se 

localizan en los rmsiduos de serina 8, 19y 31 y 40 de la cadena 

proteica (274-276). Si el sitio de serina 19 es fosforilado, se 

produce un aumento de la Vmax de la TH, en esta reacción química 

interviene la asociación de dos proteínas que son: Proteína cinasa 

11 dependiente de Ca"/calmodulina y una proteína activadora (277, 

278). Mientras la fosforilación del residuo de serina 40, produce 

una disminución de la Km de la enzima por su cofactor que es la 

BH4, en esta reacción de fosforilación participa una proteina 

cinasa A. dependiente de AMPc o bién una proteina cinasa C 

dependiente de Ca"/fosfatidilserina (278-281). 

La modificación covalente de la T5-H por fosforilación ha 

sido observada en varias condiciones experimentales que san: 

Incubación de homogeneizados de tallo cerebral con ATP, Mg
4.4- 

Y.  

Ca
++ 

(171-173). Estimulación eléctrica de las neuronas 

serotonérgicas de los núcleos del rafé en el tallo cerebral 

(282-286). Incubación de rebanadas de tejido cerebral en un medio 

extracelular rico en potasio o en un medio libre de sodio 

(287-289). La utilización del ionóforo 

la utilización de medicamentos del tipo 

flufenazina (291). Estos métodos tienen 

catiónico A23187 (290), 

de verapamil, tetracalna Y 

la pecularidad de producir 

una elevación intracelular de la concentración de Ca
-I+ 

libre en 

las neuronas serotonérgicas y concomitantemente el inicio de los 

mecanismos de fosforilación de la proteína enzimática, y un 

aumento de su actividad. Esta fosforilación ha sido comprobada 
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mediante el uso de técnicas can anticuerpos contra la enzima y 

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

métodos bioquímicos, han permitida conocer el peso molecular de la 

enzima, que es de aproximadamente 260 <Da, cuya estructura 

polipeptidica está formada por un tetrámero . Además han permitida 

conocer la capacidad que tiene la enzima para incorporar las 

grupos fosfatos a la molécula, se sabe que la enzima incorpora un 

grupa fosfato por cada ocho subunidades de la enzima o sea 2 Moles 

de enzima nativa (179). La unión del grupo fosfato, produce un 

aumento de dos veces la actividad de la enzima. Asi mismo se 

confirmó que en esta reacción de fosforilación de la T5-H1  

participa una proteína cinasa II dependiente de Ca/calmodulina 

(128, 177-179). 

Los resultados de este trabajo confirman la modificación 

covalente de la T5-H, mediante fosforilación de la proteína 

enzimática, ya que al incubar homogeneizados de encéfalos de ratas 

con ATP, Mg
-I+ 

y Ca
-E+

1  demostramos un aumento de la actividad de la 

enzima tanto en el cerebro de rata normal como desnutridas  es 

factible que bajo nuestras candiciones experimentales, la 

fosforilación de la enzima se lleve a cabo por la participación de 

la proteina cinasa II dependiente de Ca"./calmodulina. 

Asi mismo, nuestros resultados apoyan el efecto activador de 

la forskolina y del fosfatidilinositol sobre la actividad de la 

T5-H. Ambos sistemas activan a la enzima en forma semejante a la 

TH (279, 281). La forskolina estimula la subunidad catalítica de 

la adenilil ciclasa, como reacción inicial para la formación de 

AMPc y activar a la proteína cinasa A dependiente de este 

nucleótido (182, 279, 292), el PI produce 1P3  y DG, el primero 
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tIsre la tunción de aumentar la c-wIcent:-ación intracelular de Ca
+1-

ltbre j el serjuncJo activa ¿s la prcueino knasa i . Estos sistemas 

de segundos mensajeros :7—wiucen tosforilación :;e  la enzima, lo que 

eplica, Er parte, cl aumento de 	actiidad observada en el 

cerebro desnutrido. Este cambio en el comportamiento de la T5-H1  

par fosforiliación, son parte de los mecanismos de regulación de 

la actividad de una enzima que se presentan en forma rápida como 

respuesta a la estimulación externa, con una duración menor de 24 

horas (163,164). Este estímulo produce un aumento de la actividad 

enzimática y como resultado una elevación en la síntesis del 

producto final, como observamos en este trabajo. 

Además nuestro estudio confirma (56, 55) un aumento de la 

actividad de la T-5H en forma crónica y como consecuencia una 

elevación de la síntesis del neuratransmisor, 5-HT, en el per.iódo 

del desarrollo estudiado, producido por desnutrición temprana; así 

mismo observamos que la enzima de los individuos desnutridos 

activada 	par 	estos 	sistemas, 	tiene 	una 	respuesta 

significativamente mayor que los controles. El hecho de que la 

enzima en condiciones de fosforilación sea significativamente más 

activa en el encéfalo de rata desnutrida, plantea la posibilidad 

de que la desnutrición ontogénica induzca un aumento ue las 

moléculas de la enzima por un aumento en su síntesis, Este 

mecanismo de regulación de la actividad ce una enzima se ha 

observado que se presenta cuando el estimulo externo tiene una 

duración mayor de 24 horas (163,164),como es el caso de nuestro 

estímulo epigenético crónico, ya que la desnutrición 

proteinica-calórica se inició durante la vida intrauterina y se 

continuó durante el periodo postnatal inmediato. Este hallazgo del 
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aumento .de la actividad de la T-5H en forma crónica nos 

proporciona otro elemento más del posible mecanismo implícito en 

la activación de la T-5H relacionado a la síntesis del 

neurotransmisar. Este trabajo representa un ejemplo de la 

importancia de la nutrición temprana en el desarrollo de la 

síntesis de un neurotransmisor cerebral y en sus mecanismos de 

regulación a través de la inducción de cambios epigenéticos en la 

función de una proteína enzimática clave. 

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

mayar capacidad de fosforilación, nos permite plantear la 

hipótesis de que la desnutrición ontagenica produce un cambio 

estructural del complejo enzimático de la T--5H durante el 

desarrollo cerebral, como parte del mecanismo de aceleración de la 

síntesis 	del 	neurotransmisor, 	5-hidroxitriptamina. 	Las 

consecuencias funcionales a nivel cerebral de este cambia crónico 

en el metabolismo de un grupo de neuronas específicas del cerebro, 

están siendo exploradas en nuestro laboratorio. 
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TABLA I 

INCREMENTOS DE PESO CORPORAL, PESO CEREBRAL Y LONGITUD 

CEFALO-SACRA EN RATAS CON DESNUTRICION PROTEINICO-CALORICA 

GESTACIONAL'CD) Y CONTROLES (C) 

PESO CORPORAL 

7. 

D 	C 

LONGITUD CEFALO-SACRA 

p 

PESO CEREBRAL 

D 	C 	p 

PRENATAL 

17-19 DIAS 86 78 0.05 39 58 0.05 19 41 0.01 

POSTNATAL 

1-10 DIAS 35 60 0.05 18 17 NS 75 72 NS 

PRENATAL 

17 DIAS A 

POSTNATAL 94 92 NS 68 70 NS 84 85 NS 

10 DIAS 

PRUEBA ESTADISTICA: ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VARIABLES 
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TABLA II 

INDICE PESO CEREBRAL/PESO CORPORAL EN RATAS CON DESNUTRICION 

PROTEINICO-CALORICA GESTACIONAL (D) Y CONTROLES (C) 

EDAD 

• (DIAS).  

PRENATAL 

17 0.168 0.071 

19 0.078 0.047 

POSTNATAL 

1 0.036 0.026 

2 0.037 0.033 

3 0.047 0.036 

6 0.050 0.038 

10 0.067 0.040 

PRUEBA ESTADISTICA: t STUDENT 

D vs C P < 0.05 
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TABLA III 

ACTIVACION DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA POR FORSKOLINA 

Y FOSFATIDILINOSITOL EN SINAPTOSOMAS DE CEREBRO DE RATA 

CON DESNUTRICION PROTEINICO-CALORICA GESTACIONAL (D) 

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

D
* 

FORSKOLINA 	 0.650 ± 0.086 	0.519 ± 0.089 

FOSFATIDILINOSITOL 0.594 ± 0.064 	0.469 ± 0.115 

CONTROLES 	 0.453 ± 0.062 	0.303 ± 0.031 

* nMOL 5-HIDROXINDOLES/MG PROTEINA/H = VALORES PROMEDIO 

DESVIACION ESTANDAR, 3 EXPERIMENTOS POR DUPLICADO. 

PRUEBAS ESTADISTICAS: ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VARIABLES. 

t DE STUDENT 	D vs C 	p < 0.05 
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FIGURA. 15 

ACTIVACION DE LA TRIPTOFAN0-5-HIDROXILASA POR ADENOSIN 
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VIII. ABREVIATURAS 

DNA 	 Acido Desoxirribonucleico 

RNA 	 Acido Ribonucleica 

SNC 	 Sistema Nerviosa Central 

5-HT 	 5-Hidroxitriptaminal  Seratonina 

Na*"/K4.-ATPasa 	Sodio-Potasio-Adenosín-Trifosfatasa 

L-Trp 	 L-Triptofano 

BHE 	 Barrera Hematoencefálica 

T-5H 	 Triptofano-5-Hidroxilasa 

nM 	 nanomoles 

Da 	 Dalton 

BH2 	 Dihidrobiopterina 

5H4 	 Tetrahidrabiopterina 

DBR 	 Dihidrobiopterina reductasa 

DAAA 	 Descarboxilasa de los aminoácidos 

aromáticos 

NAD* 	 Nicotinamida adenina 

NADH 	 Nicotinamida adenina, forma reducida 

H+ 	 Hidrógeno 

E Enzima libre 

S Sustrato 

ES 	 Complejo Enzima-Sustrato 

P Producto 

K Constante de velocidad 

Et 	 Concentración total de enzima 

Km 	 Constante de Michaelis-Menten 

Vmax 	 Velocidad máxima de la reacción 

B-DH-DPAT 	 B-hidroxi-2Idipropilamino) 

ATP 	 Adenosin trifosfato 

Mg" Magnesio 

Ca
4+  

Calcio 

TH 	 Tirosina hidroxilasa 

AMP 	 Adenosin mono-fosfato cíclico o 
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GMP 	 Guanosin monofosfato cíclico 0 
Ge 	 Proteína G estimuladora 

Si 	 Proteína G inhibidora 

Re 	 Receptor estimulador 

Ri 	 Receptor inhibidor 

GTP 	 Guanosin trifosfato 

GTPasa 	 Guanosin trifnsfatasa 

GDP 	 Guanosin difosfato 

PI 	 Fasfatidilinositol 

IP 	 Fosfatidilinositol-4-fosfato 

IPa 	 Fosfatidilinositol 4,5, bifosfato 

IP 	 Fasfatidilinositol 1,4,5, trifosfato 

De 	 Diacil glicerol 

Molar 

Y. 	 Porcienta 

h 	 horas 

Grados centigrados 

C 	 Grupo control 

Grupo con desnutrición proteínico-calórica 

MgC12 	 Cloruro de Magnesio 

CaCi 	 Cloruro de Calcio 
2 

pM 	 micromolar 

V/P 	 Relación volumen/peso 

mm 	 milímetros 

mM 	 milimolar 

6-MPH4 	 6-metil 5,6,7,6 tetrahidrobiopterina 

P9 	 micrograma 

ng 	 nanagramo 

ml 	 mililitro 

HC1 	 Acida Clorhídrico 

OPT 	 Ortoftaidialdehido 

nm 	 nanometros 

EGTA Acido N,N' tetracético etilen glicol 

eter) 

BSA 	 Albúmina de bovino 
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rpm 	 revoluciones por minuto 

Cual 	 Sulfato de Cobre 
4 

Na aCO 	 Carbonato de Sodio 

NaOH 	 Hidróxido de Sodio 

V/V 	 Relación volumen/volumen 

Dp 	 Grupo desnutrido fosforilado 

Cp 	 Grupa control fosforilado 
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