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1. RESUMEN

Objetivo. Investigar si los cambios en la sintesis de serotonina cerebral
producidos por diabetes mellitus experimental son secundarios a una inhibicion de
la biosintesis y cambios en la cinética de la triptofano-5-hidroxilasa (TrpOH)
cerebral.

Material y métodos. Se usaron ratas diabéticas por la administracion de
estreptozotocina. A los 7 y 21 dias del inicié de la enfermedad se obtuvo el tallo y
corteza cerebral en donde se evalud la cinética y la actividad de la TrpOH
mediante activacion con ATP, MgCl, y CaCl,

Resultados. Los animales diabéticos mostraron l'.ln aumento significativo de la K,
y una disminucién de la Vimax (p < 0.001) de la TrpOH. Ademas, la capacidad de
respuesta de la enzima a las condiciones de fosforilacion fue notablemente
disminuida en estos animales diabéticos en relacion a los controles (p < 0.001).
Discusion. La disminucion de la actividad de la TrpOH observada en los animales
diabéticos no puede ser explicada unicamente por la disminucién del L-triptofano,
sino también a un posible cambio conformacional de la enzima, reflejado en una
disminucién de la afinidad de la enzima por su sustrato y una disminucion de la
respuesta a las condiciones de fosforilacion. Los preserﬁes resultados sugieren
que la diabetes mellitus experimental induce un cambio conformacional en la
TrpOH, como mecanismo no gendmico que explica la inhibicion de la actividad

enzimatica durante la evolucion de la enfermedad.



ABSTRACT

The objective of the present study was to examine the possible mechanism of
inhibition of tryptophan-5-hydroxylase activity induced by insulin-dependent
diabetes mellitus. Kinetic experiments were done with different L-tryptophan
concentrations in the rat brain at different days of evolution of the disease.
Additionally, different activation conditions of the enzyme were evaluated, to gain
information on the mechanism of the activity changes. Diabetes was induced in
normal male rats, by the administration of 75 mg/Kg body weight of streptozotocin.
The results showed an increase of the K,, value and a decrease in th;a Vmax in the
diabetic’s brain as compared to controls. Interestingly, in the diabetic group, the
response capacity to phosphorylation was significantly reduced.

These shifts in the activity of tryptophan-5-hydroxylase developed during insulin-
dependent diabetes mellitus may not be explained only by a deerease of L-
tryptophan, but also by a possible change in the enzyme itself, reflected in a
diminished affinity for the substrate and a decreased response to phosphorylating

conditions.



2. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) se considera un estado patologico en el que el
organismo pierde la capacidad de utilizar los carbohidratos como fuente de
energia, debido a la carencia relativa o absoluta de insulina. La hiperglucemia
crénica resultante se asocia a dafio a largo plazo, con disfunciéon y falla de
diferentes érganos como el riidn, ojos, nervios, endotelio vascular y corazoén, entre
otros (1).

Se espera que para el afo 2025 existan alrededor de 300 millones de
diabéticos en el mundo segun diferentes estudios epidemiolégicos (2). En México,
la DM ocupa una de las principales causas de morbimortalidad de la poblacion
general. La DM tipo 2 se presenta con mayor frecuencia en la edad adulta, con
base en datos de la encuesta nacional de salud (ENSA) 2000, 10.9% de la
poblacién mexicana mayor de 20 afios tiene DM y cerca del 23% de los individuos
enfermos desconoce que la tiene, esto significa que existen mas de cinco millones
de personas con DM y poco mas de un millon no han sido diagnosticadas (3,4).
Interesantemente la prevalencia de la DM tipo 2 en la edad pediatrica ha
aumentado en los ultimos afos, antes de 1990 era poco comun, reportandose
menos del 4% en los nifios diabéticos, sin embargo, informes recientes sugieren
que la DM tipo 2 representa el 45% de todos los casos de DM en nifios (5-11). En
la infancia y en la adolescencia, la DM tipo 1 Ay 1 B son las que predominan. La
incidencia anual de la DM tipo 1 se estima en 12 a 14 casos/100,000 personas
menores de 20 afios y una prevalencia de 1 caso/500 jévenes de menos de 16

afnos de edad (12-14). Es uno de los padecimientos infantiles mas comunes, tres a



cuatro veces mas frecuente que la fibrosis quistica, la artritis reumatoide juvenil o
la leucemia y casi diez veces mas frecuente que el sindrome nefrético o la distrofia
muscular (15).

La DM produce una amplia gama de alteraciones a nivel celular por la
ausencia parcial o total y/o la resistencia a la insulina, lo cual no es de extrafiarse
ya que se afecta el flujo de glucosa al interior de la célula y a todas las vias
metabdlicas en las que participa (1, 16). Actualmente existe un gran nimero de
evidencias que tratan de explicar los mecanismos moleculares que llevan al
desarrollo de las complicaciones cronicas de la enfermedad, entre las que se
encuentran las alteraciones cardiovasculares, renales, oculares, la polineuropatia
motora y sensorial asi como la neuropatia autonémica. De esta manera, en los
ultimos afnos también se ha investigado exhaustivamente los efectos que produce
en el sistema nervioso central (SNC), se conoce que la hiperglucemia potencia el
dafio neurolégico por isquemia, asi contribuye al dafio cerebrovascular; altera la
barrera hematoencefalica (BHE) y favorece el edema cerebral (17). Por otra parte,
existe una estrecha correlacion positiva entre la funcién cognoscitiva y el control
metabolico en los pacientes diabéticos. Al mejorar el control metabdlico existe una
mejoria en la esfera cognoscitiva de estos paciente diabético (16,18,19). La
busqueda de alteraciones sobre grupos de neuronas con funcién especifica es
necesaria para interpretar mejor sus repercusiones funcionales en el SNC. Uno de
estos cambios es el que se ha demostrado para el sistema serotoninérgico

cerebral de la rata diabética (20-28).



2.1. SISTEMA SEROTONINERGICO CEREBRAL
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Figura 1. Sistema serotoninérgico en el cerebro de la rata

El sistema serotoninérgico se localiza en el tallo cerebral cerca de la linea
media. Esta formado por dos conjuntos de neuronas que han sido divididas de
acuerdo a su origen embrionario: el grupo superior, procede del mesencéfalo, esta
constituido por cuatro subgrupos: el nicleo caudal lineal (NCL); el ntcleo del rafé
medio (NRM); el nucleo del rafé dorsal (NRD) y el nucleo del lemnisco medial
(NLM). EIl grupo inferior, tiene su origen en el mielencéfalo, consta de cinco

subgrupos: el nucleo del rafé obscurus (NRO); el ntcleo del rafé palidus (NRP); el



nucleo dét rafé magnus (NRM); el nucleo ventro lateral medular (NVLM) vy el
nucleo del area postrema (NAP). Ademas, existe un grupo de neuronas
serotoninérgicas localizado en los nucleos dorsomedial del hipotalamo (29). Estas
neuronas han sido demostradas por técnicas de inmunocitoquimica, mediante
anticuerpos especificos para serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) en humanos
(30,31), ratas (32,33), monos (34) y gatos (35).

Este sistema de neuronas inician su funcién durante la vida fetal, su
actividad la ejerce a través de un neurotransmisor especifico, la 5-HT (36,37), la
cual retne todos los requisitos para ser considerada un neurotransmisor (38). Su
maquinaria biosintética y las enzimas catabodlicas se localizan en el soma y en las
terminales nerviosas de las células serotoninérgicas, ademas se ha identificado un
sistema de receptores especificos en neuronas blanco de diferentes regiones
cerebrales (39,40). La 5-HT durante la embriogénesis participa en los procesos de
diferenciacion del SNC como son: axogenesis y sinaptogénesis (41,42); la
diferenciacion de neuronas blanco (43,44); control del nimero final de receptores
especificos a la 5-HT (39,40) y en la modulaciéon de su propia sintesis (44,45).

Ademas la serotonina esta involucrada en la regulaciéon de los ciclos de
suefio y vigilia (46); de los impulsos nociceptivos (47); de la termorregulacion (48);
del comportamiento sexual y temporal (49,50); de la regulacién y liberacion de
hormonas hipofisarias (51,52); de la conducta afectiva, emocional y alimentaria
(53-56) y a nivel celular regula la actividad de la Na*-K*ATPasa en los astrocitos

cerebrales, para mantener el equilibrio catiénico en las neuronas (57,58).



El L-triptofano (L-Trp) eé el precursor metabdlico de la sintesis de 5-HT (59-
61). El L-Trp es un aminoacido indispensable en el organismo, por lo que se debe
de obtener de las proteinas de la dieta, se encuentra en el plasma en dos
fracciones, el 90% se une a la albumina y el 10% restante se encuentra en forma
libre (FL) (62,63). La relaciéon que guardan estas dos fracciones en el plasma es la
que determina la disponibilidad de la FL para su ingreso a los tejidos, en donde
participa en varias vias metabdlicas como la via del acido nicotinico, del acido
cinurénico, de la coenzima A y en la sintesis de proteinas (62). Ademas la FL del
L-Trp ingresa al cerebro a través de un sistema de transporte activo dependiente
de energia en donde estimula la sintesis de 5-HT (64,65). Existen varios factores
metabdlicos en el organismo que regulan la concentracion de la FL en la sangre.
El grado de unién que tiene el aminoacido a la albumina y las concentraciones de
albumina y acidos grasos (AGL), juegan un papel importante en la disponibilidad
de la FL para su transporte al cerebro para la sintesis de 5-HT (62,66,67).

También se ha observado en ratas que la FL del L-Trp compite por su
transportador de membrana a nivel de los capilares de la barrera hemato-
encefalica (BHE), con otros aminoacidos aromaticos relativamente no polares
(aminoacidos neutros, AAN), de tal forma que una disminucion de la concentracion
Je estos AAN en el plasma permitira un mayor paso de la FL de L-Trp al cerebro y
un aumento en la sintesis de serotonina (68-70), y al contrario, si existe un
aumento de la concentracion de estos AAN en la sangre se producira una
disminucién del ingreso de la FL del L-Trp al cerebro y consecuentemente una

disminucion en la sintesis de este importante neurotransmisor, serotonina.



Una vez que la FL de L-Trp ingresa al cerebr.o, de inmediato es captado por
las neuronas serotoninérgicas, en donde es hidroxilado en su posicidén cinco por la
triptofano-5-hidroxilasa (TrpOH) (71-74), el 5&-hidroxitriptofano formado es
descarboxilado por la descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos (DAA) para
producir serotonina (29,50,71). La 5-HT sintetizada se almacena en vesiculas
sinapticas que se encuentran en las terminales nerviosas serotoninérgicas, estas
vesiculas varian de tamafo segun su localizacién. Recientemente se ha descrito
en varias partes del SNC terminales nerviosas no sinapticas. Este tipo de

terminales le confiere también a la 5-HT un papel de neuromodulador (38).

2.2 TR-I PTOFANO-5-HIDROXILASA

La TrpOH es la enzima limitante de la biosintesis de serotonina cerebral
(71-73). En condiciones normales la actividad de la TrpOH en el cerebro adulto es
de 70 a 100 veces menor a la actividad que tiene la DAA, ademas de que su
constante de.afinidad por el L-Trp es mayor a la concentraciéon del aminoacido en
el tejido nervioso, estos aspectos bioquimicos, le confieren a la enzima la
caracteristica de una enzima limitante, reguladora de la cadena biosintética de la
5-HT cerebral (72-76). Ademas participa también en la biosintesis de melatonina
(77,78). De esta form;, la TrpOH se expresa en las neuronas serotoninérgicas del
tallo cerebral, en la glandula pineal, en la retina, en las células cebadas, bazo,
queratocitos e hipdfisis (79-81). En la glandula pineal, la expresion de la TrpOH
estd bajo control circadiano con una maxima actividad durante el periodo de

oscuridad (77,78).
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La TrpOH cataliza la insercién de un atomo de oxigeno molecuIa‘r en el L-
Trp, en tanto que el otro atomo de oxigeno es reducido a agua, esta reaccion
quimica requiere la participacion de un cofactor que es la tetrahidrobiopterina
(BH)4, que dona electrones para reducir el oxigeno y formar oxhidrilos (82).
Ademas requiere la participacién de los cofactores como el Fe?* y O, (71,82-84).
La ecuacion general de la reaccion es (72-74,82-86):

L-Trp + BHq + 02 » 5-HTP + BH, + H,0

TrpOH
La reduccion del quinonoide dihidrobiopterina (QDBH,), se lleva a cabo a
través de la enzima quinonoide dihidrobiopterina reductasa (QDBHR), dependiente

de nicotinamida adenin dinuclétido, segtin la reacciéon (82,84,85):

L-Trp 5-HTP
H
-~ coo™
coo
A
\ L \ NH3+
\
7 Oz
— C———— 5-HT
* TrpOH DAA
W N N NH2 H % N NH
H—/ | \( H_/ / \f
; S NH
R NH
\N H\:
H —
! | 2
o o
BH, BH,

BH,+ NADH + H" aOBHR .  BH,+NAD"'
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Una vez que se ha formado el 5-HTP, de inmediato es descarboxilado por
la DAA para producir 5-HT. La ecuacién de la reaccion es (71,72,82-86):

5-HTP > 5-HT

DAA

La TrpOH pertenece a la familia de las hidroxilasas de los aminoacidos
aromaticos dependientes de pteridinas, junto con la tirosina hidroxilasa (TH) y la
fenilalanina hidroxilasa (FAH) (71,83,86,87). Estas enzimas se caracterizan por
tener en su estructura primaria tres regiones funcionales, un dominio regulador,
amino terminal, un dominio catalitico y una interfase carboxilo terminal. Las tres
enzimas muestran un alto grado de homologia en su secuencia de aminoacidos;
55% entre la TrpOH y FAH; 49% entre la TrpOH y la Ti-l y 52% entre la FAH y la
TH. La mayor homologia se localiza en la regiéon carboxilo terminal, mientras que
la region amino terminal, la secuencia es ampliamente diferente y contribuye a la
regulacion y a la especificidad de las enzimas (83,84,86,87).

Por otro lado, la regién carboxilo terminal es la responsable de la estructura
tetramérica debido a la presencia de una region alfa hélice (83,87), ademas este
sitio es el responsable de la actividad catalitica de la enzima ya que en esta region
se encuentran ubicados los sitios de union del hierro (Fe™™), el cofactor (BH,) y el
sustrato L-Trp (83,87). El dominio regulador ejerce una inﬂuenciaunegativa sobre la
actividad catalitica de la enzima, de tal forma que las modificaciones
postraduccionales ocurren en este sitio (83,84,87). Por lo tanto, al suprimir la

actividad del sitio regulador, se produce una activacion de la parte catalitica de la

12



enzima (87,88), por lo que estas enzimas son activas al perder su dominio
regulador (88-90).

Hasta el momento se ha avanzado poco en el conocimiento de los
mecanismos de regulacion de la TrpOH a través de los sitios alostéricos y de
fosforilacion por mecanismos dependientes de Ca?*, ya que es un enzima que se
expresa en pequefios grupos de neuronas en el SNC y en los tejidos periféricos
(29). Ademas de que la enzima es extremadamente inestable en condiciones in
vitro. El gen que codifica la TrpOH en la rata, se localiza en el cromosoma 7 y en
el humano en el cromosoma 11, contiene 11 exones; en la actualidad se ha
reportado que hay 4 diferentes RNAm, con cambios en la region 5’'UTR, cuyo
significado biolégico aun se desconoce (87,91). La TrpOH es un tetramero de
subunidades idénticas, con un peso molecular aproximado de 240 kDa, requiere la
presencia de Fe™ y oxigeno para activarse (84,86,87). La enzima se localiza en el
soma, dendritas proximales, varicosidades axénicas y en las terminales nerviosas
(29,30,92-94). Al igual que las otras hidroxilasas (TH y FAH) se puede activar a
través de fosforilacion, fosfolipidos y proteolisis parcial de la enzima
(71,85,86,91,95-98).

Por lo que corresponde a los mecanismos que regulan la actividad de la
TrpOH, entre estos se encuentran los cambios en la disponibilidad de sustrato L-
Trp, inhibicién de la actividad por su producto final, 5-HT, cambios en la cinética
enzimatica y aumento en la concentracion de moléculas de la enzima. Los
primeros cambios se presentan de forma inmediata y el ultimo se presenta

después de 24 horas del estimulo de activacién (94,98-100). Por ello, los cambios
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rapidos y reversibles del impulso nervioso en el interior de las neuronas
serotoninérgicas activan mecanismos de fosforilacion, en donde intervienen la
proteina cinasa Il Ca?*/calmodulina dependiente, la proteina cinasa A dependiente
de AMPc y la proteina cinasa C dependiente de calcio/fosfatidilserina (71,83,101-
106).

Recientemente, se ha identificado uno de los tres sitios de fosforilacion de
la TrpOH, se ubica en la serina 58 del dominio regulador, modula la actividad de la
enzima cuando es fosforilada por la proteina cinasa A dependiente de AMPc (107-
110). Ademas, existen otros dos sitios de fosforilacién, ubicados en los residuos
de serina 260 y 443 de la region catalitica, se fosforilan a través de la proteina
cinasa Il Ca®*/calmodulina dependiente y de la proteina cinasa C (92,106,111-
113). Por otra parte, se ha observado que durante la activacion de la TrpOH se
requiere de la participacién de la proteina 14-3-3 (114-117). Actualmente se ha
demostrado que la proteina 14-3-3 modula unicamente la actividad de la proteina
cinasa C y no las otras proteinas cinasas Il y A. Se requiere de un mol de proteina
14-3-3 por cada 10 moles de la TrpOH para manifestar su efecto activador (113-
115). Ademas se ha observado que durante la fosforilacion de la TrpOH por la
proteina cinasa Il Ca*‘/calmodulina dependiente, desencadena mecanismos de
degradacion de la enzima por proteosomas y se ha especulado que la unién de la

proteina 14-3-3 a la molécula de la enzima evita su degradacion. (118).

14



L-Trp

Mecanismos de fosforilacion de la triptofano-5-hidroxilasa
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Figura 2

2.3 DIABETES MELLITUS Y SISTEMA SEROTONINERGICO
Diversos estudios en animales en los que se ha inducido
experimentalmente DM, han permitido evaluar las diferentes alteraciones
fisiologicas y bioguimicas que se producen por la pérdida endégena de insulina,
que por razones de ética no pueden ser determinadas en los humanos diabéticos.
El modelo experimental de DM por la administracion de estreptozotocina (STZ) en
la rata es el mas utilizado, ayuda a aislar y manipular variables individuales y

relacionarlas entre ellas. Ademas tiene la ventaja de que a dosis apropiadas del
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toxico, permite la vida del animal sin la presencia de insulina. Por lo tanto, las
consecuencias de la hiperglucemia crénica y el reemplazo de la insulina pueden
ser evaluados de forma independiente.

La DM es una enfermedad que produce cambios importantes en el
metabolismo intermedio del organismo. La busqueda de alteraciones sobre
sistemas cerebrales especificos es necesaria para interpretar mejor sus
repercusiones funcionales en el SNC. Uno de estos cambios es el que se ha
observado para el sistema serotoninérgico cerebral de la rata diabética (RD).

Resultados de este y de otros laboratorios muestran que en la corteza
cerebral de la RD existe una disminucién de la concentracién del L-Trp, de la
serotonina y una menor actividad de la TrpOH (21-28). Lo contrario se observo en
el tallo cerebral, donde un aumento de la actividad de la enzima, TrpOH, se
acompand de una elevacién en la sintesis de 5-HT, independientemente de la
menor concentracion del L-Trp en esta region cerebral (26,27). La disminucién del
L-Trp disponible para la TrpOH puede explicar la disminucion de la actividad de la
via serotoninérgica cerebral observada en la RD a partir del séptimo dia de la
administracion de estreptozotocina (STZ) (26-28). Sin embargo, a pesar de la baja
disponibilidad del sustrato plasmatico y cerebral en estas ratas durante la
evolucion de la enfermedad, la actividad del sistema serotoninérgico persistio

alterado (26-28 ). (Ver figura 3
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Figura. 3 METABOLISMO DE L-TRIPTOFANO
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Por otra parte, se observdé en la RD tratada con insulina una completa
recuperacion del peso corporal y un retorno a lo normal de la composicion
bioquimica y de la concentracion plasmatica y cerebral del precursor de la sintesis
del neurotransmisor, el L-Trp. Sin embargo, a pesar de esta recuperacion
metabdlica, la actividad del sistema serotoninérgico cerebral persistié alterada
(28). Todos estos hallazgos en conjunto sugieren fuertemente que en la RD

tratada con insulina, los cambios en la biosintesis de 5-HT cerebral parecen no
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estar determinados por la disponibiliﬁad del L-Trp (28). Por lo tanto, nos permite
plantear que el probable mecanismo que mantiene activada la via biosintética de
este importante neurotransmisor en el cerebro diabético podria ser explicado por
un cambio en la cinética y en los mecanismos de fosforilacion de la TrpOH

ocasionado por un probable cambio conformacional de la enzima.

3. JUSTIFICACION

La DM experimental produce cambios en la biosintesis de serotonina
cerebral, desde etapas tempranas de la enfermedad existe una menor sintesis de
5-HT, precedida de una disminucién de la concentracion de L-Trp y de la actividad
‘de la TrpOH. Ademas, durante la evolucién de la enfermedad se ha observado un
cambio en la actividad de la TrpOH en el tallo cerebral acompafiada de un
aumento de la sintesis de serotonina cerebral, independientemente de la
disminucion de la concentracion de L-Trp tisular. Por otro lado las ratas diabéticas
tratadas con insulina mostraron una recuperacion fisica completa y un retorno a lo
normal de la concentracién plasmatica y cerebral del L-Trp, pero a pesar de este
hecho la actividad de la TrpOH permanecié alterada. Todos estos hallazgos en
conjunto nos permiten plantear que la DM produce cambios en la cinética y
capacid'éd de fosforilacion de la TrpOH como mecanismos que expliquen las

alteraciones observadas en la via serotoninérgica cerebral en la RD.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢ Los cambios en la cinética de la TrpOH y el aumento en la actividad de la
enzima por fosforilacion son los mecanismos que mantienen la sintesis de

serotonina cerebral en la rata diabética?

5. HIPOTESIS

5.1 El cambio en la sintesis de serotonina cerebral en la rata diabética es
debido a una modificacion de la cinética de la triptofano-5-hidroxilasa.

5.2 Las alteraciones en la sintesis de la serotonina cerebral en la rata
diabética son debidas a un cambio en la actividad de la triptofano-5-hidroxilasa por

mecanismos de fosforilacion.

6. OBJETIVO GENERAL
Analizar los cambios que produce la DM en la cinética de la TrpOH y en la

actividad de la enzima por mecanismos de fosforilacion.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1.1 Determinar las constantes cinéticas Vmax ¥ Km de la TrpOH en tallo y
corteza cerebral de ratas diabéticas y controles.

6.1.2 Medir la actividad de la TrpOH en tallo y corteza cerebral en presencia
de adenosina trifosfato (ATP), cloruro de magnesio (Mg.Cl) vy cloruro de calcio

(CaxCl) en ratas diabéticas y controles.
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7. PROGRAMA DE TRABAJO

7.1 MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de Neuroquimica del
Desarrollo de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Neurologicas
del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional, Siglo XXI, del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Se realizé6 un estudio experimental en un modelo de
diabetes mellitus secundario a la administracion de estreptozotocina. Se usaron 84
ratas macho de la cepa Wistar, con peso corporal promedio de 250 + 10 g, fueron
adaptadas durante dos semanas a condiciones ambientales estandar (temperatura
de 22 + 2°C; periodo de luz y oscuridad de 12 h; la manipulacion y el ruido fueron
minimos; la humedad relativa entre 50-a 60%. Durante este periodo las ratas se
alimentaron con un régimen de comida y agua a libre demanda.

Después del periodo de adaptacion las ratas se dividieron en dos grupos: el
primero estuvo formado por 56 ratas diabéticas (D), secundario a la
administracion de estreptozotocina (STZ), 75 mg/Kg de peso corporal por via
intraperitoneal (ip) y el segundo lo constituyé el grupo control (C), que consistid en
28 ratas normales. Todos los animales recibieron comida y agua ad libitum.
Ademas se les determiné el peso corporal y la cantidad de alimento ingerido en 24
h. El tamafio de la muestra se calculé mediante el método de promedios de
variables cuantitativas, con un nivel alfa de 0.05 y beta de 0.20. Por este método
fueron incluidas 7 ratas por cada uno de los experimentos en cada grupo

experimental.
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A los 7 y 21 dias después de la aplicacion de STZ, ratas de cada uno de los
grupos fueron sacrificadas por luxacion cervical, se obtuvo el encéfalo, se diseco
la corteza y el tallo cerebral, los cuales fueron colocados en una solucion
amortiguadora de tris-HCI 50 mM, pH 7.40, mas 1 mM de dithiothreitol (DTT) y 1
mM de ethylene glycol-bis (B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N'-tetraacetic acid (EGTA).
Después se homogeneizaron y se centrifugaron a 29,000 g durante 15 minutos a 4
°C; el sobrenadante se us6 como fuente de la actividad de la TrpOH. En estas
muestras se realizaron curvas de actividad y cinética de la TrpOH con diferentes
concentraciones de L-Trp (0.02 a 0.4 mM), sin modificar los otros elementos del
sistema enzimatico.

Otro grupo de muestras de tejido nervioso obtenidas en forma similar,
fueron colocadas en una solucién amortiguadora de tris-HCI, 50 mM, pH 7.40, mas
1 mMde DTT y 1 mM de EGTA. Se homogeneizaron y se centrifugaron a 29 000 g
durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante fue utilizado para los experimentos de
activacion mediante; adenosin trifosfato (ATP) 0.5 mM, -cloruro de magnesio
(Mg2Cl) 8 mM y 0.1 mM de cloruro de calcio (CaxCl). En cada uno de los
experimentos fueron incubados controles de tejido de las mismas regiones
cerebrales sin el sistema de activacion.

Para disminuir las variaciones circadianas, la obtencion y -c'iiseccién del
tejido nervioso siempre se efectud entre las 09:00 y 11:00 h a 4°C. El manejo de

los animales de experimentacion se realizé en el bioterio del Centro Médico
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Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, en donde se

siguieron las normas sanitarias y de ética vigentes.

7.2 ENSAYOS BIOQUIMICOS

1. La actividad de la enzima se determind por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (84,108,109). (Anexo 1)

2. Las proteinas totales fueron cuantificadas mediante el método
espectrofotométrico de Lowry y Cols (119). (Anexo 2)

3. Determinacion de glucosa por el método de la glucosa oxidasa (120)

(Anexo 3)

8. METODOS ESTADISTICOS

El calculo de las constantes cinéticas Ky, y Vmax de la actividad de la TrpGH,
fue mediante el Software GraphPad 3. Para comparar la Kn, ¥ Vmax, @si como la
. actividad de la enzima en condiciones de activacion entre grupos y a los diferentes
dias de la aplicacion de STZ se utiliz6 ANOVA de dos vias aceptando un nivel de

significacion de p < 0.05.
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9. RESULTADOS

A partir del séptimo dia de la aplicacion de STZ, la glucemia se incrementd

significativamente en el grupo D (p < 0.05) y como era de esperarse el aumento

fue mas importante conforme progresé la DM (p < 0.001). Tabla 1

Tabla 1. Concentracion de glucosa en el plasma de rata control (C ) y

diabética (D)

Dias post

aplicacion de C D

STZ
1 5.78 + 0.15 5.60 + 0.13
7 5.70 + 0.11 18.50 + 0.43
21 5.50 + 0.36 35.44 +1.74°

Valores promedio (mmol/L) + desviacion estandar de 16 experimentos por
duplicado. F= 196.1, DFn = 6, DFd = 36. ®p < 0.001. ANOVA y t de Student.
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En relaciéon a la ingesta calérica diaria ésta fue mayor en el grupo D
comparado con el grupo C (p < 0.001), ademas fue evidente que la ingesta de
alimento fue significativamente mayor a los 21 dias de la aplicacién de STZ en los

animales diabéticos (p < 0.001). Tabla 2

Tabla 2. Ingesta de comida en 24 h en rata control ( C) y diabética (D).

Dias post C D

aplicacion de

STZ
1 25.16 £ 0.44 25.50 + 0.86
7 24.66 + 0.88 44.00 +1.00 *
21 26.50 £ 0.28 4792 +1.42*

Valores promedio (gramos) + desviacion estandar de 32 animales. F = 141.2,
DFn =6, DFd = 24, *p < 0.001. ANOVA y t de Student.
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El peso corporal fue significativamente menor en el grupo diabético a partir
del séptimo dia de la aplicacién de STZ (p < 0.001), el déficit fue de 16% vy 56%

respectivamente en comparacion al grupo control (p < 0.001). Tabla 3

Tabla 3. Peso corporal de rata control ( C ) y diabética (D)

Dias post

aplicacion de c D

STZ
1 255.0 +2.50 252.0 + 2.50
s 277.3 +4.80 2321+410*
21 333.8 +3.59 151.6 £4.20 °

Valores promedio (gramos) + desviacion estandar de 32 animales. F = 15.82,
DFn =6, DFd = 36. * p < 0.05, ® <0.001. ANOVA y prueba tde Student.
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La actividad ae la TrpOH, paso limitante en la biosintesis de serotonina
cerebral, expresada en nmoles de 5-hidroxitriptofano/mg de proteina/h, mostré en
el grupo C una mayor actividad en el tallo cerebral en relaciéon a la de la corteza
cerebral (p < 0.001). El mismo patron se observé en el grupo diabético (p < 0.001).
Sin embargo, es interesante mencionar que la actividad de la TrpOH en ambas
regiones cerebrales siempre estuvo significativamente menor en el grupo D

comparado con el grupo C (p < 001). Tabla 4

Tabla 4. Actividad de la Triptofano-5-hidroxilasa en rata control (C) y

diabética (D)

Dl.as. i Tallo Corteza cerebral
Post-administracion
de STZ C DM C DM
7 2.410 1.262 1.200 0.675
+ + + +
0.186 0.139 * 0.222 0.027 *
21 2.670 1.170 1.178 0.620
& 4 & +
0.172 0.164 * 0.380 0.154 *

Cada punto representa el valor promedio + desviacién estindar (nmol 5-HTP/mg
proteina/h) de siete animales. Todas las determinaciones fueron efectuadas por
duplicado. * p <0.001. 7 Student
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Las figuras 4 y 5 muestran las cara;:teristicas morfologicas que presentaron
las curvas de saturacion de la actividad de la TrpOH en ambos grupos D (e) y C
(o) alos 7 y 21 dias después de la administracion de STZ. Son curvas clasicas de
saturacién del tipo de Michaelis-Menten. También en las mismas figuras se
pueden ver los reciprocos de ambos miembros de la ecuacion, tal representacion
corresponde a la de Lineweaver-Burk. De estas curvas se calcularon las

constantes cinéticas Ky, ¥ Vmax de la TrpOH que se muestran en las tablas 5 y 6.

4 7 dias 4 21 dias
o (o]
= £ 34
m (1]
= £
3 8
= = ™) L
(=5 o
o m:'
E E 2.
= - 1.
S =} 5
[ =
: E| / 2ol g
11 0.
0.0+
0 10 20 30 40
1I[L-Trp]
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[L-Trp] (mmol) [L-Trp] (mmol)

Figura 4. Curvas de cinética y graficas de Lineweaver-Burk de la
Triptofano-5-hidroxilasa en el tallo cerebral a los 7 y 21 dias después de la
administracion de STZ (75 mg/Kg de peso corporal). o, grupo control; e,

grupo diabético. Cada punto representa el valor promedio de cinco animales.

Todas las determinaciones fueron efectuadas por duplicado.
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Figura 5. Curvas de cinética y graficas de Lineweaver-Burk de la

Triptofano-5-hidroxilasa en el corteza cerebral a los 7 y 21 dias después de la

administracion de STZ (75 mg/Kg de peso corporal). o, grupo control; e,

grupo diabético. Cada punto r;presenta el valor promedio de cinco animales.

Todas las determinaciones fueron efectuadas por duplicado.
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Las constantes cinéticas Ki, y Vmax €n el tallo y corteza cerebral en ambos
grupos C y D se muestran en las tablas 4 y 5. El valor de K, en el grupo C fue
significativamente mayor en el tallo cerebral en comparacién a la de la corteza
cerebral (p < 0.001). EI mismo patrén se observé en el grupo D (p < 0.001). Sin
embargo, es importante hacer notar que la constante de afinidad tanto en el tallo
como en la corteza cerebral fue siempre significativamente mayor en el grupo
diabético al compararla con la del grupo C (p< 0.001). Las mismas tablas ilustran
la Vmax de la TrpOH en ambos grupos C y D.- En el grupo C, el patrén de la Vpax
fue significativamente mas elevada en el tallo que en la corteza cerebral (p <
0.001). El mismo patrén de la V.« se observé en el grupo D en ambas regiones
estudiadas (p < 0.001) y de la misma forma que se observé para el valor de K, de
la TrpOH, se aprecié una disminucion significativa de la Vimax tanto en tallo como
en la corteza cerebral de las ratas diabéticas a partir del séptimo dia de la

aplicacion de STZ en relacién al grupo C (p < 0.001) tablas 5y 6
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TABLA 5. Constantes cinéticas de la Triptofano-5-hidroxilasa en tallo

cerebral de rata control (C) y diabética (D)

vmax . l(l‘l‘l b
Dias
Post-administracion C DM C DM
de STZ

7 4.691 3.604 127.21 177.60

+ + + +
0.006 0.024 * 9.00 4.00 *
21 4,778 3.415 134.40 159.80

-+ + + +
0.033 0.024 * 3.00 2.00 *

Cada punto representa el valor promedio + desviacién estindar (“nmol 5-HTP/mg
proteina/h y "umol) de cinco animales. Todas las determinaciones fueron- efectuadas
por duplicado. * p < 0.001. -Student

TABLA 6. Constantes cinéticas de la Triptofano-5-hidroxilasa en

corteza cerebral de rata control (C) y diabética (D).

a b
Vmax Km
Dias =
Post-administracion C DM C DM
De STZ

7 1.498 0.928 107.00 127.80

+ + + +
0.002 0.013 * 2.00 3.00 *
21 1.515 0.932 111.00 132.00

+ % + +
0.020 0.010 * 1.05 1.00 *

Cada punto representa el valor promedio + desviacion estindar ( "nmol 5-HTP/mg
proteina/h y "umol) de cinco animales. Todas las determinaciones fueron efectuadas
por duplicado. * p < 0.001. ¢ Student

30



La activacion de la TrpOH por ATP y MgCl, y CaCl; en los grupos C y D en
tallo y corteza cerebral se ilustra en la figura 6. Ambos grupos mostraron un
aumento significativo de la actividad enzimatica a los 7 y 21 dias después de la
administracion de STZ (p < 0.001) y es importante hacer notar que la enzima con
el sistema de activacion en los animales diabéticos presentd una significativa

menor activacion, aunque ésta alcanzo el valor del grupo C. (Ver figura 6).

Corteza cerebral Tallo cerebral
6.0- 6.0-
3 <
I 8
8 451 ‘D 4.5
° . » ° 2 -
c- |
o 3.0 > 3.0- . 2
E : . E
° [} 85
1.5-
= = = =
0.0- - 0.0
T 21 7 21

Dias post-administracion de STZ

Figura 6. Activacion de la Triptofano-5-hidroxilasa por ATP, Mg2+ and Ca2+. o, grupo
control; m, grupo control fosforilado; £ , grupo diabético; o, grupo diabético fosforilado. Cada
barra representa el valor promedio * desviacion estindar de siete animales. Todas las
determinaciones fuero efectuadas por duplicado. Tratamiento: Df =7, SS = 65.56, MS = 9.365,
F =140.6. * p <0.001. Tiempo: Df=9, SS = 0.1710, MS, F = 0.341. No significativa. ANOVA
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10. DISCUSION

Los presentes resultados confirman que la STZ produce una elevacion de
glucosa sanguinea, debido a la disminucién o ausencia de insulina circulante, que
a su vez es el resultado del efecto toxico que tiene sobre las células B de los
islotes de pancreas (121,123). Se ha reportado que su efecto toxico es a través de
su union a receptores especificos localizados en la membrana celular en las
células 3 del pancreas. La presencia de glucosa aumenta la captacién de STZ por

las células B y de este modo eleva su capacidad de destrucciéon celular de esta.

Una vez que la STZ ingresa a las células § produce una disminucién de la sintesis
y un aumento de la degradacién de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD™). La
baja concentracion del NAD" en las células B, produce mayor susceptibilidad al
téxico, por lo tanto, se produce muerte celular (123). Al existir mas del 80% de
necrosis de las células B, la sintesis y liberaciéon de insulina es minima o nula de
tal forma que se produce DM (121,123), lo cual se demostré en los animales en
este trabajo.

La DM produce una serie de cambios en el metabolismo del organismo, que
pueden ser englobados en generales y especificos. En cuanto a los cambios
generales se encuentran las alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas (124,125). Ademas existen otras modificaciones hormonales
caracteristicas de la enfermedad, entre estas se encuentran la elevacion
plasmatica del cortisol, aumento de la epinefrina, norepinefrina dopamina-p-

hidroxilasa, elevacion de la excrecion urinaria de norepinefrina, disminuciéon de la
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concentracion de las hormonas: luteinizante, del crecimiento y estimulante de la
tiroides (126-129).

En cuanto a los cambios bioquimicos en el metabolismo de los
carbohidratos en los diabeticos, se ha observado que tienen por lo general
hiperglucemia, debido a la no supresion de la produccién de glucosa a nivel
hepatico, el bloqueo de la utilizacién de glucosa en las células de los tejidos y el
aumento por la ingesta de los alimentos (124,125,130,131). En el presente trabajo
observamos que los animales diabéticos tuvieron hiperglucemia y que
consumieron mas alimentos en 24 h durante el periodo estudiado. Ademas
interesantemente este aumento de la ingesta de comida fue mayor a medida que
la enfermedad progreso.

Otro hallazgo interesante que se observd en los animales diabéticos
durante la evolucion de la enfermedad fue el desarrollo de desnutricion,
probablemente secundaria a la falta de utilizacion de los nutrimentos por las
células del organismo. Al no existir insulina, la entrada de glucosa a las células se
bloquea, se produce hiperglucemia, debido a la falta de oxidacién de glucosa por
los tejidos y al aumento en la produccion de glucosa hepatica y una elevada
ingesta de alimento por estos animales diabéticos (124,125,131,132). Por otro
lado, se ha demostrado que si la concentracion de glucosa en la sangre sobrepasa
el umbral renal, se excreta por la orina lo que da como resultado poliuria y
polidipsia, que pueden producir una pérdida importante de calorias al dia por la
glucosuria. Por lo tanto, al reducirse los depositos de grasa y de proteinas debido

al aumento en la lipdlisis y protedlisis sobreviene la pérdida de peso (133,134).
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Nuestrc;s resultados del peso corporal en los animales diabéticos, confirman una
vez mas que la DM desencadena desnutricion a pesar de que los animales
diabéticos comieron mas alimento.

La deficiencia de insulina se acompafa de elevaciéon de los AGL en el
plasma (135,136), se ha reportado que estos compiten con el L-Trp para unirse a
la albumina (63), aumentado la fraccion libre del aminoacido, aunque nuestro
grupo ha reportado que esta competencia entre los AGL y el L-Trp para unirse a la
albumina es mas bien parcial (67). De hecho, las ratas diabéticas tienen una
disminucion de la fraccion libre, unida a albumina y total del L-Trp a pesar del
aumento de los AGL, probablemente debido al desvio del L-Trp a vias metabdlicas
alternas, como la del acido cinurénico y nicotinico (137,138) y por lo tanto se
puede enmascarar el aumento esperado del L-Trp. Sin embargo, el efecto final a
nivel de la BHE es la disminucion de la fraccion libre del L-Trp lo que contribuye a
una baja de su paso al cerebro y de la sintesis del neurotransmisor
correspondiente.

Ademas de los cambios generales en el metabolismo intermedio, la DM
produce modificaciones metabdlicas mas especificas. Uno de estos cambios es el
que se ha demostrado para el sistema serotoninérgico en el cerebro de la rata
diabética, donde existe una disminucion de la disponibilidad de la FL del L-Trp
plasmatico para su ingreso al cerebro a través de la BHE. Resultados de este y
otros laboratorios muestran que en la corteza y tallo cerebral existe una
disminuciéon del contenido de L-Trp y de 5-HT, asi como una disminucion de la

actividad de la TrpOH (22,23,26-28). La disminucion de la actividad de la TrpOH
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observada en estos animalés diabéticos y su persistencia durante la evolucion de
la enfermedad sugiere fuertemente una modificacion funcional de la enzima y de
los mecanismos que la mantienen activa. Se ha demostrado que en la activacion
de la TrpOH intervienen sistemas de fosforilacion de la proteina enzimatica con la
participacion de la proteina cinasa Il dependiente de Ca**/calmodulina, la proteina
cinasa A dependiente de AMPc y la proteina cinasa C dependiente de
Ca**/fosfatidilserina (101-110).

La hipotesis del presente trabajo fue demostrar que la disminucion de la
biosintesis de 5-HT cerebral en la rata diabética es debida a una modificacién del
comportamiento cinético de la TrpOH y un cambio en el mecanismo de activacion
de la enzima en condiciones de fosforilacion durante la evolucion de la
enfermedad. Los presentes resultados confirman una vez mas la disminucion de
la actividad de la via biosintética de la 5-HT cerebral, nuevamente observandose
una menor actividad de la TrpOH (26,28). La disminucién en la disponibilidad del
sustrato L-Trp en estos animales diabéticos, puede explicar la menor actividad de
esta via metabdlica. Es bien conocido que cualquier cambio en su actividad podria
alterar la sintesis de 5-HT, ya que la TrpOH normalmente se encuentra insaturada
con respecto a su sustrato. La actividad de la enzima puede disminuirse por una
menor concentracion del L-Trp (59,61,62,64,70). Sin embargo, la menor actividad
de la enzima observada en este trabajo, sugiere que otros factores reguladores
intrinsecos estan involucrados. Boadle-Biber (71), ha puntualizado que ademas de
las alteraciones en la disponibilidad de L-Trp, los cambios en las propiedades

cinéticas de la TrpOH pueden participar en la regulacion de la sintesis del
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neurotransmisor. Interesantemente los resulta;dos del analisis de las curvas de
saturacion de la enzima con L-Trp mostraron en los animales normales una mayor
afinidad por su sustrato en la corteza cerebral, en relacion con la del tallo cerebral.
Una diferencia similar fue observada en el tallo y corteza cerebral de los animales
diabéticos. Sin embargo, cuando se comparé la K, de los animales diabéticos con
la del grupo control, el grupo diabético mostré una menor afinidad por el L-Trp y
una menor Vmax €n ambas regiones estudiadas. Estos hallazgos sugieren la
posibilidad de que diferentes isoformas de la TrpOH se expresan en el cerebro de
las ratas normales y diabéticas. Independientemente, de que hasta el momento se
ha reportado que sélo la isoforma 2 de la TrpOH se expresa en el tejido nervioso
(139—141.).

La disminucién de la afinidad de la TrpOH observada en los animales
diabéticos, plantea la pregunta de si la enzima durante la evolucion de la DM
pierde su papel de enzima limitante de la sintesis del neurotransmisor. Resultados
previos de nuestro laboratorio (26-28), han demostrado una disminucién de la
concentracion cerebral del L-Trp en estos animales, esta disminucion es menor a
la constante de afinidad observada en los diabéticos de este trabajo. Por tal razén
podemos afirmar que la TrpOH durante la evoluciéon de la DM, mantiene su papel
de enzima limitaﬁte, tal como se ha demostrado en el cerebro de rata normal
(72,76,99).

El cambio de la afinidad de la TrpOH puede explicarse de diferentes
maneras: entre estas se encuentran el efecto de una sustancia quimica, que se

conoce como efector alésterico, que al unirse con la molécula de la enzima, en un
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sitio diferente al sitio activo produce aumento o disminucion de le; 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 desempefian su
funcion en el sitio catalitico, permaneciendo inalterados al final del proceso
bioquimico. Algunos de ellos pueden encontrarse intimamente ligados a la enzima,
en cuyo caso se denominan grupos prostéticos (142-145).

Existe evidencia experimental que la TrpOH tiene algunas caracteristicas de
regulacion de la actividad enzimatica mediante cambios alostéricos. Los cuales
fueron observados cuando la enzima fue incubada con la proteina 14-3-3, que
activa a la enzima, requiere la presencia de la proteina cinasa |l dependiente de
Ca"*/calmodulina (113-116,-146,147). La proteina 14-3-3 se une a la TrpOH,
produce un cambio conformacional que es el inicié de la reaccion de fosforilacion
de la proteina enzimatica y el resultado es un aumento de la actividad (113-
116,146,147). En este trabajo nosotros observamos un aumento de la actividad de
la enzima en las preparacianes procedentes de tallo y corteza cerebral de ratas
normales y diabéticas bajo nuestras condiciones experimentales de activacion con
ATP, Mg®* y Ca®", la enzima se fosforila, en esta reaccion participa la proteina
cinasa Il Ca"'/calmodulina dependiente. Ademas, demostramos que las
preparaciones del tejido nervioso pro_c;edente de ratas diabéticas desarrollaron una
menor respuesta, pero suficiente para alcanzar el valor de los animales controles.

La disminucion de la afinidad de la TrpOH por su sustrato en los animales
diabéticos explica en forma parcial la disminucién de la actividad de la via

biosintética de la 5-HT cerebral. El término K, se emplea para designar
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Unicamente la concentracion de sustrato con la que se obtiene la mitad de la
velocidad maxima; este valor no se puede emplear para calcular la velocidad
inicial de una enzima alostérica. En nuestros resultados nos llamé la atenciéon que
la morfologia de las curvas de cinética de la TrpOH son del tipo que requiere la
hipétesis de Michaelis-Menten y no el tipo descrito para las enzimas alostéricas y
aunque el comportamiento cinético de las enzimas alostéricas debe ser valorado
por otros métodos matematicos como el método de Hill (148,149), en nuestro caso
se empled el clasico de Michaelis-Menten. Esto podria explicarse porque la
capacidad de una enzima alostérica, para ser activada o inhibida por sus
moduladores especificos, a veces, puede ser abolida sin que se lesione su
actividad catalitica, por exposicion con un agénte quimico que produzca una
modificacion del centro modulador. Se dice entonces, que la enzima se ha
desensibilizado. Una enzima desensibilizada no solo pierde su actividad frente a
los moduladores, sino que puede incluso mostrar una cinética normal del tipo de
Michaelis-Menten, como se observo en la morfologia de las curvas de saturacion
de la TrpOH con L-Trp en los diabéticos y controles. Estos resultados no
descartan que la enzima, como lo mencioné Yamauchi (146), e Ichimura y cols
(147), sea una enzima que puede tener un comportamiento alostérico.

Una posibilidad mas para explicar la modificacion _c]e la afinidad observada
en nuestros resultados es la modificacion covalente reversible de la actividad
catalitica de la enzima por la union de un grupo fosfato. Las enzimas que
experimentan esta modificacion covalente por fosforilacion con modulacion

concomitante de su actividad, se denominan enzimas interconvertibles (144,145).
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Las enzimas interconvertibles, existen en dos condiciones de actividad unas de
eficacia catalitica elevada y otras de baja eficacia. Dependiendo de la enzima de
que se trate, el catalizador mas activo puede ser la fosfoenzima o la que no posee
grupo fosfato. Se conoce que la fosforilacion de la proteina enzimatica
generalmente se lleva a cabo en residuos de serina, formando el residuo O-
fosfoseril. O en algunas enzimas un residuo de tirosil es fosforilado a la forma O-
fosfotirosil. Aunque una enzima interconvertible puede contener muchos residuos
de serina o tirosina, sin embargo, la fosforilacion es sumamente selectiva y ocurre
s6lo en un pequefio niumero de sitios posibles; probablemente algunos de estos
sitios formen parte del sitio catalitico, cuando menos en lo que se refiere a la
estructura primaria y de este modo constituyen otro ejemplo de un sitic; alostéerico
(143,146, 150,151).

Los sitios de fosforilacion de la TrpOH han sido ampliamente estudiados, se
localizan en los residuos de serina 58, 260 y 443 de la cadena proteica (107-111).
Se ha observado que cuando el sitio de la serina 58 se fosforila, entonces se
produce un aumento de la Vnax de la enzima, en esta reaccion quimica interviene
la asociacion de dos proteinas, la proteina cinasa A dependiente de AMPc y la
proteina auxiliar 14-3-3 (102-105,107-110,112-114); ademas la enzima puede ser
fosforilada por la proteina cinasa |l Ca"/Calmodulina dependier;{e
(106,107,146,147). Asimismo, la fosforilacion de los residuos de serina 260 y 443,
también producen un aumento de la actividad de la TrpOH, en esta reacciéon

interviene la proteina cinasa Il Ca"*/calmodulina dependiente (106,146,147).
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La modificacion covalente de la TrpOH por fosforilaciéon ha sido observada
en varias condiciones experimentales que son: incubacién de homogeneizados de
tallo cerebral con ATP, Mg™ y Ca™ (76). Estimulacién eléctrica de las neuronas
serotoninérgicas de los nucleos del rafe en el tallo cerebral (152-156). Incubacion
de rebanadas de tejido nervioso en un medio extracelular rico en potasio o en un
medio libre de sodio (157-159). Estos métodos tienen la peculiaridad de producir
una elevacién intracelular de la concentracién de Ca'™ libre en las neuronas
serotoninérgicas y concomitantemente el inicio de los mecanismos de fosforilacion
de la proteina enzimatica y un aumento de su actividad. Esta fosforilacion ha sido
demostrada mediante el uso de técnicas con anticuerpos antiTrpOH y analisis de
inmunoblot en papel de nitrocelulosa (92,93,101). Estos métodos bioquimicos, han
permitido conocer el peso molecular de la enzima, que es de aproximadamente
260 KDa, cuya estructura polipeptidica esta formada por un tetramero, cada
monoémero de la proteina tiene un dominio regulador amino terminal (aminoacidos
2 al 106), un dominio catalitico carboxilo terminal (aminoacidos 107 a 423) y un
dominio de tetramerizacion (aminoacidos 424 al 444). Ademas han dado la pauta
para congcer la capacidad que tiene la enzima para incorporar los grupos fosfato
en su molécula, se ha demostrado que la TrpOH incorpora un grupo fosfato por
cada ocho subunidades de la enzima o sea 2 moles de la enzima nativa (101). La
unién del grupo fosfato produce un aumento de dos veces de la actividad de la
enzima. Asi mismo se confirmé que en esta reaccion de fosforilacion participa la

proteina cinasa Il Ca**/calmodulina dependiente (101,102,106,107).
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Los resultados de este trabajo confirman la modificacion covalente de la
TrpOH, mediante fosforilacion de la proteina enzimatica, ya que al incubar
homogeneizados de tallo y corteza cerebral de ratas controles y diabéticas con
ATP, Mg™*" y Ca™", observamos un aumento de la actividad de la enzima en ambos
grupos C y D, es factible que bajo nuestras condiciones experimentales, la
fosforilacion de la enzima se lleve a cabo por la participacion de la proteinas
cinasa A dependiente de AMPc y la proteina cinasa |l dependiente de
Ca"*/calmodulina, como ha sido demostrado por otros autores en condiciones
normales (101-110,160), interesantemente observamos en los animales diabéticos
que la TrpOH activada por el sistema ATP, Mg®'y Ca?* tiene una respuesta
significativamente menor que los controles. El hecho de que la enzima con este
sistema de activacion sea significativamente menos activa en el cerebro de la rata
diabética, plantea la posibilidad de que la DM produce una inhibicion de la
actividad de la TrpOH a través de varios mecanismos patolégicos que
frecuentemente se producen por la hiperglicémia crénica con que cursan los
pacientes diabéticos, entre estos mecanismos se encuentran el de la aldosa
reductasa (161,162), los trastornos de la actividad de las proteinas cinasas A, C, Il
calcio/calmodulina dependiente (19,163), la glicacién de proteinas (164-166) y el
estrés oxidativo (167-169).

Por lo que respecta al mecanismo de la aldosa reductasa, propuesto desde
hace tres décadas (161,170), establece que el exceso de glucosa en los tejidos de
los individuos diabéticos sigue la via de la aldosa reductasa, produciendo sorbitol y

fructosa por la via de los polioles. Ya que la K, de la enzima es elevada, su

41



actividad es minima cuando las concentraciones de glucosa son normales. Se ha
observado en varios modelos experimentales de DM un aumento de sorbitol y
fructosa, producidos por esta ruta metabdlica, alterando el metabolismo
energético, la integridad de las membranas y otras funciones celulares. Un
aumento de sorbitol en las neuronas produce cambios en el metabolismo de los
fosfoinositoles y del diacilglierol, que junto con las alteraciones en la homeostasis
_de calcio, afectan la actividad de las proteinas cinasas cerebrales (19,171). Existe
evidencia en el cerebro de la rata diabética que la actividad de la proteina cinasa A
y C estdan aumentadas y que la actividad de la proteina cinasa |l
calcio/calmodulina dependiente esta disminuida. La disminucién de la actividad de
esta proteina cinasa Il en el cerebro de la rata diabética, podria explicar en parte la
menor respuesta que presentd la TrpOH al ser activada por el sistema de ATP,
Mg?'y Ca*" en ambas regiones cerebrales de los animales diabéticos de este
estudio.

Otro efecto potencialmente toxico de los niveles elevados de glucosa en el
organismo es un aumento en la formacién de productos finales de glicacion
avanzada (PFGA), se conoce que la glicacion de las proteinas, implica una
reaccion en la cual los azlcares (glucosa en general, pero no exclusivamente)
reaccionan no-enzimaticamente con las proteinas (y en menor grado con lipidos y
DNA) para formar los productos de glicacién, también llamados de Amadori o
fructosamina en la jerga de la bioquimica clinica (164-166,172). Este proceso en el
hombre fue inicialmente demostrado para la hemoglobina (173). En clinica, la

cuantificacion de la fraccion glicada de la hemoglobina, llamada Hbat, ha
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revoluciénado el monitoreo y el estudio de los pacientes diabéticos, ya que
proporciona una estimacion promedio de las glucemias en los 2 a 3 meses
previos. Por ello, la determinaciéon de las proteinas plasmaticas glicadas
(generalmente llamadas "fructosamina") se utiliza como herramienta para
supervisar el control glucémico obtenido durante un periodo de tres semanas. Las
reacciones mencionadas se consideran "glicacién precoz" y de ninguna manera
constituyen el fin de las reacciones bioquimicas. Es asi que en una segunda fase
de la ruta de la glicacion (que es independiente de la glucemia), una serie
compleja de reordenamientos intramoleculares y reacciones oxidativas conduce a
la formacién de compuestos multiples, muy reactivos, generalmente conocidos
como PFGA. Estas reacciones son virtualmente irreversibles y las modificaciones
solo desaparecen con las proteinas. Algunos de los PFGA se conocen en detalle,
pero en su mayoria las estructuras no han sido aun determinadas, como es el
caso de la TrpOH. Los PFGA se pueden producir por la oxidacién del producto de
Amadori formando intermediarios dicarbonilo muy reactivos tales como la 3-
deoxiglucosa. Los compuestos dicarbonilo pueden también formarse directamente
por autooxidacion de los azucares catalizados por metales. Algunos de ellos se
transforman en carboximetil-lisina. También los PFGA son capaces de producir
agregacion de proteinas y se ha demostrado que exhiben diversas actividades
bioldgicas (174). Las proteinas modificadas por los PFGA pueden encontrarse en
el plasma, en el compartimento intracelular asi como en la matriz extracelular. La
acumulacion de PFGA se hace de preferencia en proteinas de larga vida; notables

ejemplos lo constituyen algunos tipos de coldgena y las cristalinas. En una
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palabra, la glicacion es un feﬁc’;meno importante en el desgaste tisular y junto con
el estrés oxidativo forman la base de las teorias estocasticas del envejecimiento.
Estos procesos estan incrementados en los pacientes diabéticos (163,175,176).

La relacion cualitativa entre el nivel de glucemia, la acumulacion tisular de
PFGA y los diferentes matices de la patologia diabética han sido objeto de
extensos estudios en modelos animales. Una primera investigacion, en apariencia
paraddjica, es que la formacion de PFGA aumenta en un grado mucho mayor que
el aumento de la glucemia; este hecho sugiere que elevaciones moderadas en la
glucemia en los diabéticos resultarian en aumentos sustanciales, no lineares, en la
acumulacion de PFGA.

El hecho de que la glicacion de las proteinas se lleve a cabo en los residuos
de serina y treonina, apoya la posibilidad de que la TrpOH puede ser glicada, ya
que en sus cadenas polipeptidicas contienen estos aminoacidos. Todos estos
resultados en conjunto nos permiten plantear que durante la evolucién de la DM se
produce una glicacion de la parte reguladora de la TrpOH como mecanismo
principal que explica la inhibicion de la enzima en el cerebro de los animales
diabéticos.

Otro efecto téxico que produce la elevacion crénica de la glucemia en los
individuos diabéticos es el desequilibrio entre la produccion y metabolismo de los
productos reactivos de oxigeno. Se conoce que el manejo del oxigeno en el
cerebro guarda un estricto control, debido a la elevada tasa metabdlica de dicho
érgano y su exigencia en el consumo de oxigeno. La sobreproduccion de especies

reactivas de oxigeno (ERO) se encuentra acoplada a la circulacion sanguinea y a
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la concentracién de oxigeno. Por ello, la pri\}acién de este elemento genera
alteraciones en la cadena respiratoria mitocrondrial y promueve la liberacién de
radicales libres (superdxido), los cuales inician una reaccién en cadena que
desemboca en el ataque a las membranas a través de la generacion de otros
radicales libres 6 bien de aniones mas estables que al reaccionar con elementos
metalicos como el fierro y el cobre son capaces de promover la sobreproduccién
de nuevas ERO y especies reactivas derivadas de compuestos nitrogenados
(ERDN), que modifican los lipidos de las membranas celulares, las proteinas y el
DNA (167-169,177-181). Recientemente se ha demostrado que la TrpOH, enzima
limitante de la cadena biosintesis de serotonina cerebral es inhibida por
peroxinitrit-;)s y 6xido nitrico, a través de la oxidacion de los grupos sulfhidrilos de
la cadena enzimatica, que concomitantemente se acompana de una disminucion
de la actividad de la enzima, un efecto similar fue observado en el cerebro de las
ratas diabéticas en este estudio. Una disminucién de la actividad de la 6xido nitrico
sintasa se_ha demostrado en el cerebro de rata diabética por la administraciéon de
estreptozotocina, cuyo resultado final es un aumento de los ERO y una notable

disminucion de la TrpOH, similar a lo observado en este trabajo (182-186).
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En conclusiéon, la DM produce un desacople de varias vias metabdlicas,
toxicidad y estrés oxidativo que en conjunto desencadenan muerte neuronal. Con
base en estos hallazgos planteamos la hipétesis de que durante la evolucién de la
DM se produce un cambio conformacional de la TrpOH y muerte de las neuronas
serotoninérgicas, como mecanismos que expliquen la inhibicién de la actividad
enzimatica con un impacto en la biosintesis de serotonina cerebral, que puede ser
relevante en la patofisiologia de las complicaciones neuro-psiquiatricas que

frecuentemente presentan los pacientes diabéticos.
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ANEXO 1

ACTIVIDAD DE LA TRIPTOFANO-5-HIDROXILASA.

La actividad de la enzima se determin6 mediante el método de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
1. Se diseco la corteza y tallo cerebral, se pesaron y se homogeneizaron en una
solucién amortiguadora de tris-HCI 0.05 M, pH 7.4 mas 1 mM de DTT y 1 mM de
EGTA en una relacién de 1: 4 peso de tejido/volumen (P/V).
2. El homogeneizado se centrifugd a 29,000 g por 15 minutos a 4°C.
3. La pastilla obtenida se descartd, se midi6 el sobrenadante como fuente de la
actividad enzimatica.
4. Alicuotas de 300 ng de proteina se adicionaéon a tubos que contenian el
siguiente medio de incubacion: Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4, 1.0 mM EGTA, 15 ug de
catalasa, 250 uM de L-Trp, 200 uM de 6MPH,, en un volumen final de 200 pl.
5. La reaccion se incubo por 10 minutos en un bafo metabdlico (Dubnoft), con
agitacion constante a 37°C. =
6. Posteriormente la reaccién se detuvo al adicionar 20 ul de HCIO4 6 M, mas 5
mM EDTA y 0.1% de acido ascorbico.
7. Los tubos con la reaccion fueron centrifugados a 10,000 rpm por 10 minutos.
8. El sobrenadante se filtr6 en membranas de 0.4 pm de tamario de poro, antes de
inyectarse al HPLC, el 5-HTP se valor6 mediante un detector fluorométrico

Watters 460 a 280 nm de excitaciéon y 340 nm de emisién. La fase movil fue
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acetato de sodio 40 mM, pH 3.5 y acetonitrilo, en una relacion 95/5 a razén de un
ml por minuto.

9. Los resultados se expresan en pmol de 5-HTP/mg de proteina/hora

ANEXO 2

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TISULARES.

Las proteinas totales fueron cuantificadas mediante el método
espectrofotométrico descrito por Lowry y Cols, usando albumina bovina como
estandar.

1. El tejido cerebral se diluy6 40 veces, de esta dilucién se tomaron ali;:uotas de
0.05 ml, en ellas se realizé la reaccion al agregarles 0.5 ml del reactivo A, este
consta de los siguientes componente: 0.5 ml de Cu,;SO,4 en 50 ml de Na,CO; al
2% diluido en NaOH 0.1 N.

2. La mezcla de la reaccion se agitd vigorozamente y se dejoé en-reposo a
temperatura ambiente, después de 10 minutos se agregd 0.05 ml del reactivo B: el
reactivo B es Folin diluido 1:1 con agua bidestialada volumen/volumen. La muestra
se agitd y a los 30 minutos se midio el color en un espectrofotometro a 700 nm.

3. En cada ensayo se incluyé una curva estandar de cantidad conocida d;
albumina y las concentraciones de proteina fueron expresadas en mg/ gramo de

tejido humedo.
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ANEXO 3

DETERMINACION DE GLUCOSA EN EL PLASMA.

A 10 pl de suero se les adicioné dos ml del reactivo de glucosa oxidasa
(117), el cual esta formado por los siguientes reactivos: 4-aminoantipirina 0.2 mM;
2,4 diclorofenol sal de sodio 0.2 mM: glucosa oxidasa bacteriana 5000UI/L;
peroxidasa de rabano 500 UI/L; mutarrotasa 100 UI/L; en una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.05 M, pH 7.0. La reaccién fue incubada a temperatura
del ambiente durante 20 minutos. Al término de este tiempo la reaccion se leyo en
un espectrofotometro DU 650 Beckman a 500 nm. Ademas en cada ensayo se
realizd una curva estandar de glucosa y la concentracion de glucosa se expreso6

en mmol/L.
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Abstract

In the present study we report results on the possible mechanism of inhibition of tryptophan-5-hydroxylase activity induced by
insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM). Kinetic experiments were done with different L-tryptophan (L-Trp)
concentrations in the rat brain at different days of evolution of the disease. Additionally, different activation conditions of the
enzyme were evaluated, to gain information on the mechanism of the activity changes. Diabetes state was induced in normal
male rats, by the administration of 75 mg/kg body weight of streptozotocin (STZ). The results showed an increase of the K,
value and a decrease in the V., in the diabetic’s brain as compared to controls. Interestingly, in the diabetic group, the
response capacity to phosphorylation is significantly reduced. These shifts in the activity of tryptophan-5-hydroxylase
developed during IDDM may not be explained only by a decrease of L-Trp, but also by a possible change in the enzyme itself,
reflected in a diminished affinity for the substrate and a decreased response to phosphorylating condirtions.

Keywords: Brain, diabetes mellitus, insulin, serotonin, tryptophan-5-hydroxyviase

Introduction Molina 1996, Manjarrez et al. 1999, 2000). Addition-
ally, it is interesting that at a given point of the IDDM
evolution the enzyme activity increased (Trulson et al.
1980, Manjarrez et al. 1999, 2000). Therefore, there
1s still controversy on the subject.

TrpOH is a member of the aromatic amino acid
hydroxylases superfamily (Jequier et al. 1969, Hufton
et al. 1995, Martinez et al. 2000). It catalyses an
oxidation reaction, that consumes a reduced biopterin
cofactor and molecular oxygen for the hydroxylation

Several studies concerning insulin-dependent diabetes
mellitus (IDDM) and brain serotonin (5-hydroxy-
tryptamine, 5-HT) have been published (Trulson et al.
1980, Crandall et al. 1981, Trulson et al. 1986,
Lackovic and Salkovic 1990, Yang and Lin 1995,
Molina 1996, Manjarrez et al. 1999, 2000, Herrera
et al. 2003). The results of these studies point to
a decreased serotonergic activity, coincident with a

diminution of both the concentration of brain
L-tryptophan (L-Trp) and the activity of tryptophan-
5-hydroxylase (EC 1.14.16.4, TrpOH), which
support a lesser activitv of the serotonergic system
(Trulson et al. 1980, 1986, Crandall et al. 1981,

of L-Trp to 5-hydroxytryptophan (Grahame-Smith
1964, Jequier et al. 1969, Neckers er al. 1971).
A decarboxylation leads to the synthesis of serotonin
(Loverberg et al. 1962). TrpOH is rate limiting in the
formation of 5-HT from L-Trp, and consequently
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determines the overall rate of 5-HT synthesis within
serotonergic neurons. Any change in its level of
activity will alter the ongoing rate of 5-HT synthesis
and may, in turn, lead to a change in the level of
endogenous 5-HT. Since TrpOH is normally unsatu-
rated with respect to its substrate, its activity may be
increased by raising brain L-Trp concentration until
saturating levels are achieved. The opposite effect is
observed when L-Trp availability in the brain
decreases (Neckers et al. 1977, Hamon et al. 1981,
Boadle-Biber 1993).

The present study was aimed to obtain further
information on the mechanism implicated in the
modification of TrpOH activity in the brain of diabetic
rats, by assessing its kinetics. It is known that TrpOH
is activated by phophorylation through a calcium/cal-
modulin-dependent protein kinase (Hamon et al.
1977, Kunn et al. 1980, Ehret et al. 1989, 1991,
Manjarrez et al. 1994, Ichimura et al. 1995, Johansen
et al. 1995, 1996, Kumer et al. 1997). Therefore, we
also evaluated the enzyme activity during the course of
IDDM, under different phosphorylation conditions,
in order to gain more insight in the pathophysiological
mechanism involved, which may importantly affect
the brain serotonergic function.

Material and methods

Forty-four male Wistar rats, with an average body
weight of 250 *+ 10 g were used. They were kept for
two weeks under the following environmental con-
ditions: Temperature 22 * 2°C; light and darkness
cycles of 12h; minimal noise and handling. During
this period, the animals were fed rodent diet lab pellets
(Nutritional International, Brent Wood, MO, USA),
and water ad libirum. After this adaptation period the
rats were divided in the following groups: A diabetic
group (D) of 22 rats developed by the administration
of 75mg/kg weight i.p. of streptozotocin (STZ),
(Sigma Chemical Co. St Louis, USA), diluted in
citrate buffer 0.1 M, pH 4.5; and a control group (C)
of 22 rarts that received only the vehicle solution. All
groups were fed the same nutritional diet and given
water ad libitum.

At days 7 and 21 after the treatment with STZ or
vehicle all the animals were sacrificed, their brains
were dissected into cerebral cortex and brainstem on
an ice-cold plate, weighed and homogenized in Tri-
HCL buffer 50mM, pH 7.40, plus 1.0mM EGTA
and 1 mM 1,4-dithioerythritol. In these tissue samples
the kinetic analysis of TrpOH activity was performed,
using a 29,000g supernatant (see biochemical assays).
In order to decrease any possible variations due to
circadian rhythmicity, collection of tissues was always
carried out between 09:00 and 11:00h. In addition,
food intake and body weights were recorded in all
groups.

Biochemical assays

TrpOH activity was determined by measuring
5-hydroxytryptophan production using high-perform-
ance liquid chromatography (HPLC) with fluoro-
metric detection as described previously (Johansen
et al. 1991). Briefly, a supernatant solution of brain
homogenate (300 p.g protein) was incubated in the
presence of 0.05M tris buffer, pH 7.40, 1.0mM
EGTA, 15 p.g catalase, 200 oM 2-amine-4-hydroxy-I-
methyl tetrahydropterine (6MPH,). Activated
TrpOH activity was assessed in the presence of
0.5mM ATP, 5mM MgCl, and 0.1 mM CaCl,. The
results of experiments under phosphorylating con-
ditions were referred as phosphorylated diabetic
group. The kinetics of the enzyme were measured
using L-Trp concentration ranging from 0.025 to
0.4 mM. Reactions were performed at 37°C for 10 min
and stopped by the addition of 10 pl of 6 M HCIO,
containing 5mM EDTA and 0.1% (wt/vol) ascorbic
acid. Twenrty microliter of the reaction mixture were
injected into the HPLC (Waters and Waters model
474 scanning fluorescence detector). A symmetry C;g
column (5 pm particle size), 3.9 X 150 mm (Waters)
was used. The mobile phase was prepared with
sodium acetate 40 mM, pH 3.30 and acetonitrile, in a
relation 95:5, respectively, at 1 ml/min. Proteins were
determined by the method of Lowry et al. 1951, using
bovine serum albumin as standard.

Statistical methods

The kinetic analysis of TrpOH was determined using a
computer program Graph Pad Prism 3. Differences
between mean value sets were analyzed for signifi-
cance by ANOVA and Student’s z-test with a level of
significance of p < 0.05.

Results

The specific activity of TrpOH, a rate limiting step in
brain serotonin biosynthesis, significantly diminished
in the cerebral cortex and brainstem of group D, after
the seventh day of STZ administration, when
compared to the control group (p < 0.001) (Table I).

Figures 1 and 2 illustrate representative kinetic
curves of TrpOH from D and C groups in the
brainstem and cerebral cortex at 7 and 21 days after of
the STZ administration, with their respective double
reciprocal plots.

The K, values of TrpOH in the cerebral cortex and
in the brainstem from diabetic rats were significantly
increased when compared to those from control rats
(p < 0.001), (Tables II and III). In the same tables it
can be noted that V., values of the enzyme in both
brain regions of the diabetic group were significantly
decreased in comparison to those of the control group
(p < 0.001).
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Table I. Activity of tryptophan-5-hydroxylase in rat with diabetes mellitus (DM) and controls (C).
Brainstem Cerebral cortex
Days post-administration of STZ C DM C DM
7 2.410 £ 0.186 1.262 + 0.139* 1.200 = 0.222 0.675 * 0.027=*
21 2.670 £ 0.172 1.170 £ 0.164* 1.178 + 0.380 0.620 % 0.154*

Each value represents the mean = SD (nmol 5-HTP/mg protein/h) from seven animals. All determinations were performed in duplicate

samples. *p < 0.001. Student’s r-test.

The enzyme activity in the cerebral cortex and in the
brainstem under phosphorylating conditions (ATDP,
Mg?* and Ca®*) is shown in Figure 3. Both groups
showed a significant increase in the enzyme’s activity
(p <0.001). It is important to note that the
phosphorylated enzyme of the diabetic group showed
a decreased response although it reached control
values at 7 and 21 days (p < 0.001).

Discussion

Reported experimental evidence from our own and
other laboratories have shown that IDDM cause a
decrease in the brain 5-HT biosynthesis with low
concentrations of L-Trp and low acuvity of the rate-
limiting enzyme TrpOH (Crandall et al. 1981,
Trulson et al. 1980, 1986, Molina 1996, Manjarrez
et al. 1999, 2000). A decrease in available subsurate,
L-Trp, could explain the diminished brain activity of
this merabolic pathway observed in diabetic animals.
It is well known that any change in its actvity will alter
the ongoing rate of 5-HT synthesis. Since TrpOH is
normally unsaturated with respect to its substrate, its
activity may be diminished by decreased brain L-Trp
concentration (Neckers et al. 1977, Boadle-Biber
1993), However, a sustained inhibition in the enzyme
activity, gives support to the hypothesis that other

45 7 days

nmol / mg protein / h
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0 T T T !
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Figure 1.

intrinsic regulatory factors of the TrpOH are involved.
Boadle-Biber (1993) pointed out that besides altera-
tons in L-Trp availability, changes in the kinetic
properties of the TrpOH can account for the
regulation of neurotransmitter synthesis. Interestingly,
our present results show that in normal animals there
is an increased affinity of the enzyme for L-Trp in
the cerebral cortex, when compared 1o the brainstem.
A similar regional difference was observed in the
diabetic brain. However, when compared to the
control group, the diabetic group showed a significant
decreased affinity for L-Trp and a lower rate of enzvme
activity in both regions studied. Together, these
findings suggest the possibility of a different isoform
being expressed in the diabetic brain.

The activation of TrpOH by ATP, Mg?* and
Ca?" in soluble preparations from the rat brain, is a
well established phenomenon (Hamon et al. 1977,
Kuhn et al. 1980, Manjarrez et al. 1994, Ichimura
et al. 1995, Johansen et al. 1995, 1996, Florez and
Takahashi, 1996, Martinez et al. 2000). In this
study we also confirmed that such an activation
appeared in the normal and in the diabetic brain,
burt it is important to note that the phosphorylated
diabetic group showed a decreased response
although enough to reach control values. This
activation indicates that TrpOH is a substrate for

49 21 days

nmol / mg protein [ h
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Kinetic curves and double reciprocal plots of TrpOH in the brainstem at days 7 and 21 after the administration of STZ (75 mg/kg

body weight). O, C group; ¢, D group. Each point represents the mean value from five animals. All determinations were performed in

duplicate samples.
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phosphorylation catalyzed by Ca?*-calmodulin-
dependent protein kinase (Hamon et al. 1977,
Ehret et al. 1989, Kuhn et al. 1980, Manjarrez et al.
1994, Ichimura et al. 1995, Johansen et al. 1995,
1996, Florez and Takahashi 1996, Martinez et al.
2000). Furthermore, our results also show an
activating effect of ATP and Mg** over TrpOH
(Garber and Makman 1987) (results not shown).
Both systems activate TrpOH as they do with
tyrosine hydroxylase (Vulliet et al. 1980, Johansen
et al. 1995, 1996, Florez and Takahashi 1996,
Martinez et al. 2000). These results confirm that
second messengers such as cAMP, IP; and
diacylglicerol could also be

involved in the-

activation of this enzyme and besides, suggest that
IDDM modifies these phosphorylation mechanisms
of TrpOH. Phosphorylating conditions stimulate the
enzyme from the normal brain, but there is a
limitation in the response capacity in the diabetic
brain.

Altogether these results represent an interesting
example of the induction of an epigenetic modifi-
cation on a functional protein system, TrpOH, by
IDDM. Possibly the changes of the enzyme kinetics
and its phosphorylating capacity are secondary 1o a
conformational change of the TrpOH molecular
complex during the evolution of the disease, with
an impact on the biosynthesis of an important brain

Table II. Kinetic constants of the trvptophan-5-hvdroxylase in brainstem of rat with diabetes mellitus (DM) and controls (C).
Vinax (nmol 5-HTP/mg protein/h) K.y, (umol)
Days post-administration of STZ C DM C = DM
7 4.691 = 0.006 3.604 = 0.024* 127.21 = 9.00 177.60 = 4.00*
21 i 4.778 = 0.033 3.415 = 0.024* 134.40 = 3.00 159.80 = 2.00*

Each value represents the mean = SD from five animals. All determinations were performed in duplicate samples. *p < 0.001. Student’s

r-test.

Table III. Kinetic constants of the trvptophan-5-hydroxylase in cerebral cortex of rat with diabetes mellitus (DM) and controls (C). -

Venax (nmol 5-HTP/mg protein/h) K (pmol)
Days post-administration of STZ C DM [ DM
7 1.498 = 0.002 0.928 = 0.013* 107.00 = 2.00 127.80 = 3.00*
21 1.515 = 0.020 0.932 + 0.0)0* 111.00 £ 1.05 132.00 * 1.00*

Each value represents the mean = SD from five animals. All determinations were performed in duplicate samples. *p < 0.001. Student’s

r-test.
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samples. Treatment: Df = 7, SS = 65.56, MS = 9.365, F = 140.6. *p < 0.001. Time: Df = 9, 8§ = 0.1710, MS, F = 0.341. Not significant,

ANOVA.

neurotransmitter that may be of relevance in the
pathophysiology of the psychoneurologic compli-
cations in diabetic patients.
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