UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

“ACTIVIDAD DE LA BOMBA DE SODIO Y POTASIO EN PAPILA
CALICIFORME DE RATAS CON RESTRICCION PROTEICO-CALORICA.”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE LICENCIADO EN QUIMICO
FARMACOBIOLOGO

PRESENTA:

P.Q.F.B. JESUS EDUARDO SANCHEZ VARGAS

ASESOR: D.C. ROSALIO MERCADO CAMARGO

TESIS PARCIALMENTE APOYADA POR CIC-UMSNH 2014,
CONACYT-ANUIES-ECOS-NORD M-12-S01. CECTI-2014

MORELIA, MICHOACAN NOVIEMBRE DEL 2014


mailto:ros421@hotmail.com

DEDICATORIA
A Karina y mis hijos Jared e lan por ser el motor principal de mi vida.

A mis padres por su apoyo incondicional.



AGRADECIMIENTOS

A Dios porque sin el nada se hubiera logrado.

A mi asesor, el DC. Rosalio Mercado Camargo, por brindarme la oportunidad de
aprender en su laboratorio, por su tiempo y apoyo.

A mis sinodales

A mis compafieros de Laboratorio, Robe, Omar, Edson, Oscar, Getza, Pedro,
Felipe por el tiempo compartido en este camino de la investigacion, y a Susy por
su colaboracién y apoyo en este trabajo.

A mis hermanos Israel y Angélica y mi cufiado José por confiar en mi.



INDICE

Contenido

DEDICATORIA.
AGRADECIMIENTOS.

INDICE.

Il. LISTA DE ABREVIATURAS.
RESUMEN.

INTRODUCCION.

Restriccion proteico-caldrica o desnutricion.
El proceso de programacién fetal.
Sistema gustativo.

Serotonina.

Sistema Nervioso Central.

Bomba de Sodio y Potasio ATPasa. Na+/k+-ATPasa
JUSTIFICACION.

HIPOTESIS.

OBIJETIVOS.

MATERIALY METODOS.
RESULTADOS.

DISCUSION.

CONCLUSION.

BIBLIOGRAFIA.

1

iError! Marcador no definido.

© VU 94 P W

10
14
17
18
19

21
22
22
22
24
38
40
41



I1. LISTA DE ABREVIATURAS

5-HIAA
5-HT
ECV
SM
p.e.
DNA
RNA
ATP

rpm

D.E.
CTL
CTLPD
RN

RD

RPC
RPC PD
H20

K+

Acido 5-hidroxi-indolacético
Serotonina, 5-Hidroxitriptamina
Enfermedad cardiovascular
Sindrome metabdlico

Peso equivalente

Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico

Trifosfato de adenosina
Revoluciones por minuto

lon cloruro

Desviacion estandar

Control

Control padre desnutrido

Recuperada al nacimiento

Recuperada al destete
Restriccidn proteico-cal6rica
Restriccidn proteico-calorica padre desnutrido
Agua

lon potasio



KCI

L-Trp

RPC NAC
MgClI2

mM

N

Na*
Na*/K*-ATPasa
NaCl

RPC DEST
SM

SNC

SNP

TCA

TPH
Tris-HCI
wi/v

Mg

mEQ
%
CTS
Kg

LSD

Cloruro de potasio

L-triptéfano

Restriccidn proteico-caldrica al nacimiento
Cloruro de magnesio
Milimolar

Normalidad

I6n sodio

Bomba de sodio y potasio

Cloruro de Sodio

Restriccion proteico-calorica al destete
Sindrome Metabdlico

Sistema nervioso central

Sistema nervioso periférico

Acido tricloroacético

Triptéfano hidroxilasa

Buffer de base trisma con acido clorhidrico
Relacion peso/volumen

Microgramo

Microlitro

Litro

Miliequivalentes

Porciento

Esteroides cardiotonicos

Kilogramos

Acido lisérgico



T1R
T2R
G1
G2
G3
Gl
P3
P7
P14
P21
P30
P60

Pi

Receptor del gusto tipo 1
Receptor del gusto tipo 2
Semana 1 de gestacion en el esquema de RPC
Semana 2 de gestacion en el esquema de RPC
Semana 3 de gestacion en el esquema de RPC
Gastrointestinal
Dia postnatal 3
Dia postnatal 7
Dia postnatal 14
Dia postnatal 21
Dia postnatal 30
Dia postnatal 60

Fosfato inorganico



RESUMEN

La restriccion proteico-caldrica en etapas tempranas de vida promueve cambios
genéticos permanentes en el individuo, siendo las primeras dos semanas de
gestacidon una etapa critica para el periodo fetal, ya que ocurren cambios
metabdlicos tanto para la madre como para el feto teniendo lugar la movilizacion
de reservas de energia para preparar al neonato para el resto de su vida, estos
ajustes seran causa de adaptaciones importantes que se manifestaran en la vida
adulta. La calidad y el tipo de alimentacion que tenga la madre durante la
gestacion y la lactancia seran muy importantes ya que determina las preferencias
alimentarias del nuevo ser, aunque con diferentes tipos de desnutricion se ve
afectado el sistema gustativo durante toda su vida dificultando la percepcién de los
sabores. Durante la desnutricion se experimentan cambios en las
concentraciones en los niveles de serotonina haciéndose elevada en tejidos
cerebrales como corteza y cerebelo teniendo relacion esto con mayor actividad de
la bomba de sodio y potasio. En el tejido cerebral se ha observado que la
serotonina estimula la actividad de la bomba de sodio y potasio, en la papila
caliciforme de la rata no existen reportes de actividad de la bomba de sodio y
potasio y si ésta es modulada por serotonina por lo que el objetivo del presente
trabajo fue determinar si existe actividad de la bomba de sodio y potasio y si ésta
se modifica en ratas con restriccion proteico-calérica. Los resultados obtenidos
muestran que existe actividad basal de la bomba de sodio y potasio en la papila
caliciforme de la rata y ésta disminuyé en los grupos con restriccidn proteico-
calorica. Estos datos sugieren que la modulacion de la actividad de la bomba de
sodio y potasio por serotonina es diferente a la observada en otros tipos celulares.

Palabras Clave: Sistema Serotoninérgico, Desnutricion, Regulacién enzimatica.



ABSTRAC

Protein-calorie restriction early in life promotes permanent genetic changes in the
individual, the first two weeks of gestation are critical for fetal period, due to
metabolic changes that occur for both mother and fetus such as the mobilization of
energy reserves to prepare the infant for the rest of its life, these settings will cause
significant adjustments manifest in adulthood. The quality and type of food that has
the mother during pregnancy and lactation is very important because it determines
the food preferences of the new being, but with different types of malnutrition the
gustatory system is affected difficult flavors perception. During malnutrition, the
mother suffers changes in the concentrations of serotonin levels, increasing those
levels in brain tissue such as cortex and cerebellum resulting in a increasing of the
sodium potassium pump activity. In brain tissue has been observed that serotonin
stimulates the sodium potassium pump activity, but there has not been reported
any activity in the circumvallate papilla’s rat of the sodium potassium pump and if it
is modulated by serotonin. The aim of this study is to determine whether there is
activity in the sodium potassium pump, and if it is modified in rats with protein-
calorie restriction. The results show that there is basal activity of the sodium and
potassium pump in the circumvallate papilla of the rat and it is decreased in the
groups with protein-calorie restriction. These data suggest that modulation of the
activity of sodium-potassium pump serotonin is different to that observed in other
cell types.

Key words: Serotonin System, Malnutrition, enzyme regulation.



INTRODUCCION.

Restriccion proteico-caldrica o desnutricion

La asimilacion deficiente de alimentos por el organismo, conduce a un estado
patologico de distintos grados de seriedad, de distintas manifestaciones clinicas
que se le llama desnutricion (Gémez, 2003).

La insuficiencia nutricional es uno de los principales factores no genéticos que
afectan el desarrollo del cerebro. La desnutricion tiene incidencia en deficiencias
nutricionales fetales e infantiles y evidencia de que los efectos nutricionales sobre
el cerebro en desarrollo son de larga duraciéon y conducen a déficit permanente en
el aprendizaje y el comportamiento. Existen numerosos informes de resultados
del deterioro cognitivo de la atencion prenatal y postnatal, la cual se da
especialmente en los grupos socioeconémicamente mas desfavorecidos (Morgane
et al., 2002).

Desde la fecundacion, acontecen en el nuevo ser mdultiples procesos que
incrementan paulatinamente el niamero y tamafio de sus células, asi como su
especializacion  funcional que le permitirdn adaptarse y sobrevivir
extrauterinamente. Desde el ovulo fecundado, hasta el momento del parto tiene
lugar la puesta en marcha de un programa de informacion “impreso” en sus
propios genes e influido por el estatus materno, donde no solo existen factores
genéticos, sino ambientales, como la alimentacion, que ejerce un papel central, los
niveles hormonales materno-fetales y placentarios, el posible estrés, la presencia
de factores toxicos (Pascual-Leone et al., 2008).

Las dos primeras semanas del periodo embrionario son criticas, y adaptan al
embrion muy vulnerable, cuando las condiciones son adversas. En el periodo fetal,
puede tener lugar alteraciones morfolégicas menores, pero importantes
adaptaciones fisiologicas. Esta etapa es susceptible de ajustes que dan origen a la
programacion fetal (Moore et. al., 2003; Thompsom et. al., 2008; Barker et. al.,
2008). Durante el embarazo, acontecen dos periodos fundamentales en la madre.
El primero de indole anabdlico o de creacion de reserva seguido de una etapa en
la que tiene lugar la movilizacidon de las reservas creadas y la adaptacion para el
parto. Asi, la primera etapa se extiende aproximadamente 2/3 del embarazo (p.e.
26-27 semanas en los humanos y 14 dias en las ratas) (Herrera et. al., 1988). En
la fase de distribucion de reservas tiene lugar un crecimiento fetal con gancia de la
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reserva materna, pero se reduce enormemente el ritmo de ganancia de la reserva
materna. La madre debe ganar peso para asegurar la gestacion (McGanity et al.,
1998).

Al final de la gestacién tiene lugar “ajustes” para permitir la transicion desde el
seno materno a la lactancia pasando por el parto, lo cual implica en la madre
cambios en la concentracion de sustratos y cambios en la concentraciéon hormonal
(Barker et. al., 2008; Herrera, et. al., 2008; Mataix et. al., 2009).

La nutricion en el embarazo, no solo aporta nutrientes y otras sustancias que
aseguren recambio de estructuras y crecimiento, también funciones energéticas,
estructurales y de control asi como de regulacibn metabdlica se debe a la
interaccion de los nutrientes sobre genes, aspecto que posibilitara la expresion
genética y cambios bioquimicos que hagan posible la mejor funcionalidad de los
nutrientes (Ordovas et al., 2008; Sanchez-Mufiiz et al., 2010; Sanchez-Mufiiz et.
al., 2008; Mataix et al., 2009; Hernandez et al., 2010).

La evoluciéon de las especies, parece estar canalizada y dirigida por los medios
nutritivos a su alcance; asi un medio estable induce normalmente pequefios
cambios adaptativos, mientras que un medio escaso normalmente promueve
busqueda de nuevas adaptaciones que llevan a la aparicion, mutacién, activacion
0 represion de ciertos genes que favorezcan o permitan la existencia y
perpetuidad de la especie (Cordén, 1978). Estos genes ahorradores conferiran
una predisposicion a la acumulacién de energia, fundamentalmente en forma de
grasa (Mataix y Arandas, 2009; Mataix y Garcia, 2005; Lépez et al., 2010).

El proceso de programacion fetal.

La obesidad se ha considerado como un riesgo en la infancia para desarrollar
enfermedades del adulto, sobre todo el sindrome metabdlico. Esta situacién puede
ser marcadamente influida por la exposicion del individuo, a un ambiente prenatal
comprometido por modificaciones metabdlicas debidas al sobrepeso de la mujer
gestante, y mas adelante, durante las etapas iniciales de la vida extrauterina, por
diversos factores como el estado nutricional del recién nacido, la alimentacion
temprana, la exposicion a diferentes nutrientes, la velocidad de crecimiento y el
porcentaje de masa/grasa ganado en los primeros seis meses de vida, en
particular las dos primeras semanas. Estos factores propician el desarrollo de
obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DM 2), enfermedad cardiovascular (ECV),
hipertension arterial (HTA), enfermedad pulmonar, renal y neurologica (Perea-
Martinez et al., 2012).
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Los efectos referidos como determinaciones epigenéticos para desencadenar el
proceso de programacion, se basan en las observaciones epidemiolégicas de
distintos autores, particularmente por Barker (Perea et al., 2012). Resultados que
respaldan la hipotesis formulada hace varios afios y conocida como el “fenotipo
ahorrador”, la cual propone que cuando la nutricion fetal es pobre por la mala
nutricion materna se produce una respuesta adaptativa del feto en desarrollo que
permite el crecimiento de ciertos 6rganos clave en detrimento de otros, lo que lleva
a un metabolismo posnatal alterado. Segun esta propuesta, el mecanismo
adaptativo fetal se dirige a aumentar la posibilidad de sobrevida posnatal en
condiciones crénicas de mala nutricion (McMiller y Robinson, 2005).

CAMBIOS EPIGENETICOS:

Las enfermedades metabdlicas y cardiovasculares mas comunes del adulto, son
factores exdgenos especificos de riesgo debido a determinados estilos de vida:
sedentarismo, aumento en el consumo cal6rico y de grasas saturadas y
tabaquismo, que actian sobre individuos genéticamente susceptibles.
Adicionalmente a estos factores se ha propuesto una teoria: el impacto de las
condiciones de vida intrauterina del individuo en la aparicién de enfermedades
cronicas en su vida extrauterina. Al respecto, los estudios epidemiolégicos
realizados en Inglaterra y replicados en otros paises apoyan la hipotesis de Barker
(2008), quien propuso los mecanismos por los cuales una accién durante la vida
intrauterina es capaz de inducir una programacion anormal de diversos sistemas
relacionados entre si, que se manifestaran en la vida extrauterina del individuo.
Este fenbmeno denominado por muchos como “programacion”, consiste en la
modificacién estructural, funcional o ambas, permanente de uno o varios sistemas
del organismo, generada en periodo sensitivo critico de la vida fetal. La
consecuencia de esta impronta, es una mayor susceptibilidad para el desarrollo de
obesidad, resistencia a la insulina, hipertension arterial, disfuncion endotelial,
osteoporosis y otras alteraciones. La mayor evidencia descrita para el desarrollo
de esta programaciéon prenatal se apoya en: (1) un fenotipo ahorrador; (2) una
susceptibilidad para un crecimiento postnatal acelerado y facil; (3) efecto de
glucocorticoides; (4) cambios epigenéticos; (5) estrés oxidativo; (6) hipoxia
prenatal; (7) disfuncion placentaria y (8) reduccion del numero de células
progenitoras. Los factores 2, 4 y 8 podrian ser los mecanismos que inciden
mayormente en esta modificacion organica (Perea et al., 2012).

Se ha demostrado que la nutricion intrauterina inadecuada da como resultado una
pérdida de unidades estructurales como nefronas, cardiomiocitos y células beta
pancreatica durante el desarrollo fetal. Estas adaptaciones durante Ila
programacion y el desarrollo fetal pueden resultar perjudiciales si en estos
individuos la alimentacion se vuelve mas abundante en el periodo posnatal
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(McMiller y Robinson, 2005), propuesta que ha sido reforzada por la serie de
trabajos realizados en sujetos concebidos durante el periodo de hambruna en
Europa ocasionada por la segunda guerra mundial. Asi, a los 50 afios de edad los
sujetos concebidos y nacidos durante el periodo transitorio de hambruna
presentaron mayores tasas de obesidad, intolerancia a la glucosa y enfermedad
arterial coronaria que los sujetos de iguales edad, sexo, etnia y regidbn que no
estuvieron expuestos a dicha hambruna (Ravelli et. al., 1999; Painter et al., 2006;
De Rooij et al., 2006). Estas observaciones dan firme respaldo a la vision de que
las deficiencias nutricionales que ocurren en etapas criticas del desarrollo
ontogénico fetal pueden tener influencias de largo alcance, a través del control de
la expresion de varios genes por interactuar con mecanismos epigenéticos, los
cuales alteran la conformacion de la cromatina y, por lo tanto, la expresion de
ciertos genes, sobre expresandolos o silenciandolos, y también alterando la
accesibilidad de los factores de trascripcion (Waterland y Garza, 1999; Gallou-
Kabani y Junien, 2005). Estos mecanismos resultan en mayor o menor sintesis de
proteinas como angiotensina ll, leptina y adiponectina (Waterland y Garza, 1999).
Actualmente se respalda la hipétesis de que, ademas de la herencia del «fenotipo
ahorrador», los individuos con sindrome metabdlico (SM) sufren de una alterada
«programacion epigenética» durante el desarrollo fetal y posnatal por causa de
una nutricibn materna inadecuada, situacién que se traduce en la vida posnatal, Si
en ella se expone al sujeto a excesos nutricionales, a los trastornos metabdlicos
caracteristicos del SM, como la resistencia a la insulina y la inflamacién de bajo
grado. Estos individuos también pueden sufrir «efectos transgeneracionales» a
causa de la herencia recibida por los cambios epigenéticos primeramente
experimentados por sus padres y/o abuelos (Fig. 1, Gallou-Kabani y Junien, 2005).
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Fig. 1 Desnutricion materna y programacion fetal que se asocia a mayor riesgo cardiovascular en la vida
adulta (Imagen tomada de Rev. Esp. Cardiol. 2009; 62:670-676. Patricio Lopez-Jaramillo).

Las observaciones referidas, conducen al contexto de los factores que determinan
el crecimiento y el desarrollo funcional del individuo durante su vida fetal, procesos
regulados por: a) el estado nutricional de la madre gestante, b) la funcién
placentaria y c) la capacidad del feto para utilizar nutrientes (Perea et. al., 2012).

Son cuatro las modalidades epigenéticas: metilacion del DNA, no codificacién del
RNA, factores de transcripcion alterados y modificacién de histonas. Cada uno
contribuye e influye en la memoria epigenética que regula y controla la expresion
genética del embrion, definiendo un dominio permisivo sobre la transcripcion del
genoma, que da por resultado distintos panoramas epigendmicos para el
desarrollo de diferentes tipos celulares, aunado a sus efectos en la diferenciacién
y funcionamiento organico. Ademas, el incremento de mujeres embarazadas
obesas, a elevado un 25% la frecuencia de recién nacidos con peso alto, factor de
riesgo relacionado con obesidad en la infancia, adolescencia y adultez; ademas
con enfermedades cardiometabolicas en la etapa de madurez del individuo (Perea
et al., 2012).
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Se ha demostrado el efecto que tienen los componentes nutricionales de un
alimento, en la deteccion olfatoria, gustativa y de adherencia del individuo que lo
consume. Este efecto se ha observado desde la vida intrauterina, en la que el tipo
de alimentos que consume la madre gestante, determina una susceptibilidad y
tendencia del feto a los mismos productos en la vida postnatal. También se ha
visto que la alimentacion del neonato (leche materna o formula), tiene un impacto
en la conducta alimentaria subsecuente: La alimentacibn de la madre que
amamanta, conduce el gusto y preferencia alimentaria de su hijo a través de la
informacion que dan las caracteristicas de la leche materna influida por los habitos
de consumo de la madre. Asimismo, los componentes de una formula influye
directamente en las preferencias alimentarias posteriores del nifio. También los
alimentos sdlidos proporcionados a nifios, determinan el gusto y la preferencia
alimentaria del individuo en su adultez, lo que indica que el mundo sensorial de los
nifios estd en una dinamica constante. La evidencia cientifica sefiala que las
cualidades generales de los alimentos que consuma el individuo desde etapas
prenatales hasta la vida adulta, por su olor, densidad, sabor y otras caracteristicas,
definen los patrones de gusto y aceptacién al ingerirlos, lo que lleva a una
conducta de consumo de los mismos con agrado y placer o por el contrario, a su
rechazo (Perea et al., 2012).

Sistema gustativo.

El sistema gustativo requiere vias neuronales para transmitir la informacion
gustativa desde el receptor de células del sistema gustativo hasta la papila
gustativa, a través de los nervios aferentes al soma de las neuronas ganglionares,
y a través de procesos ganglionares en el tallo cerebral. Durante la formacion
inicial, las neuronas sensoriales ganglionares tienen una situacion clave en el
establecimiento de campos receptivos al extender las neuritas bidireccionalmente,
a los organos periféricos del gusto y para los nucleos centrales del gusto. La
diferenciacion funcional de los ganglios sensoriales que inervan la lengua, la
morfogénesis, los patrones de la lengua y orante la papila. Los ganglios linguales
y las papilas inicialmente se desarrollan de forma independiente, pero luego se
convierten reciprocamente dependientes, siendo los ganglios linguales el soporte
molecular de las papilas gustativas y las papilas requiere inervacion sensorial para
el crecimiento y la morfogénesis (Mistretta, 1998).

El sentido del gusto forma parte del sistema sensorial quimico o de
guimiorecepcion de los mamiferos. ElI complejo proceso de la degustacion
comienza cuando las moléculas sapidas contenidas en los alimentos se liberan en
la saliva y son registradas dentro de la cavidad oral. Células especializadas
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localizadas principalmente en la superficie de la lengua permiten la deteccion de
los compuestos sapidos, a través de la expresion de receptores especificos para
la deteccion de las diferentes modalidades gustativas identificadas y aceptadas
actualmente por ejemplo para el sabor dulce y umami se ha asociado a los
receptores T1R (Damak et al., 2003; Kitsukawa, et al., 2001; Montmayeur, et al.,
2001), sabores amargos a los receptores T2R (Miyoshi, et al., 2001; Mueller, et al.,
2005), sabores salados, a canales ionicos (Chaudhari et al., 1996) asi como
sabores agrios (Herness et al., 1999; Richter et al., 2004) y de esta manera se
permite la liberacion posiblemente de algunos neurotransmisores (Herness et al.,
2005) los cuales portan la sefial a través de los nervios como el glosofaringeo o
trigésimo (Munger, 1993) hasta el sistema nervioso central, donde las sefiales
gustativas son decodificadas y los sabores especificos son identificados (Shiffman,
2000).

LOS SABORES:

Existen cinco modalidades de sabor: dulce, amargo, salado, acido y el umami. A
nivel molecular, la deteccion y traduccién de los sabores es realizada por
receptores localizados en la superficie de las microvellocidades presentes en la
membrana apical de las células gustativas. En funcién de la naturaleza del sabor,
el receptor activado pertenecerd, ya sea, a la familia de receptores de tipo canal
para el sabor acido y el salado en los cuales el sitio de union para el ligando y un
canal ionico forman parte de un mismo complejo macromolecular; (Boughter,
1997; Cummings y Kinnamon, 1992), o bien al tipo de receptores acoplados a
proteinas G en los cuales, la estimulacién del receptor activa una proteina G
capaz de activar diversos sistemas de sefializacion intracelulares. Los receptores
acoplados a proteinas G intervienen en la deteccion de los sabores dulce, amargo
y umami (Hoon et al., 1999; Max et al., 2001; Montmayeur et al., 2001; Adler et al.,
2000; Meyerhof, 2005; Nelson et al., 2002; Li et al., 2002).

El sabor corresponde al ensamblaje de las sensaciones percibidas durante la
ingesta de alimento. El sabor engloba la percepcion de los olores y los estimulos
gustativos producida durante la masticacién, ademas de las sensaciones
producidas por la textura, la temperatura y la astringencia de los alimentos. A nivel
neurofisiolégico, la percepcion del sabor es resultante de la estimulacién
combinada de tres sistemas sensoriales: el olfato, el gusto y el tacto que nos
permite tener una representacion lo mas fiel posible del alimento a ingerir. El gusto
y la olfaccion contribuyen igualmente a la digestion en el inicio de las secreciones
a nivel gastrointestinal, y estan intimamente asociados con la seleccion y el
rechazo de los alimentos dafinos y potencialmente téxicos. (Mattes y Cowart,
1994).
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La percepcion de las moléculas odorantes y sapidas comienza en células
receptoras especializadas a partir de las cuales la informacion, via diversos
circuitos neuronales, es transmitida al cerebro. En el sistema gustativo, la
deteccion de moléculas sapidas se lleva a cabo gracias a las células gustativas
donde la estimulacion de éstas activa una red neuronal que se extiende desde la
lengua, el paladar y la faringe hasta zonas especificas de la corteza. En dicha red
neuronal el punto de contacto se encuentra en la lengua y el primer el primer
elemento de transmision, es un tipo de células epiteliales especializadas
denominadas células gustativas que se agrupan en corpusculos gustativos que a
su vez forman papilas gustativas (Buck, 2000).

Las papilas gustativas, de acuerdo a su morfologia se dividen en: fungiforme,
caliciforme y foliadas; cada una de ellas esta constituida de un numero distinto y
variable de corpusculos gustativos se distinguen cuatro tipos morfolégicamente
diferentes de células gustativas: las células basales, las de tipo I, las de tipo Il, y
las de tipo Ill. Las células basales se localizan en la base del corpusculo y es a
partir de las cuales son generadas todas las células gustativas (Buck, 2000). Las
células gustativas de tipo | poseen propiedades similares a las células gliales
(Bigiani, 2001), esto es, sirven de sostén al corpusculo gustativo y regulan las
concentraciones extracelulares de iones al interior del corpusculo. Las células de
tipo Il expresan las maquinarias necesarias para la deteccion y traduccion de las
sefales gustativas (Boughter, 1997; Adler et al., 2000; Yang et al., 2000a y 2000b;
Yee et al., 2001). Sin embargo, estas no forman sinapsis estructuralmente definida
con las fibras aferentes primarias (Clapp et al., 2004). Por otro lado, las células de
tipo 1l son las Unicas que establecen sinapsis clasicas con nervios gustativos
aferentes (Murray 1986; Yang et al., 2000b; Yang et al., 2004). Paraddjicamente,
las proteinas necesarias para la transduccién gustativa son expresadas, como
mencionamos, en las células de tipo II.

Las papilas caliciforme son las de mayor tamafio se encuentran ubicadas en la
parte posterior de la lengua, como su nombre lo menciona tienen forma de caliz,
aunque también se les nombra papilas circunvaladas o en forma de boton. En
cuanto a su numero de papilas este es variable dependiendo de la especie, ya que
en humanos se encuentran de 9 a 12 papilas y en roedores se encuentra solo una.
En general en todas las especies las papilas caliciformes contienen centenares de
corpusculos gustativos teniendo el 40% del total de los corpusculos, las papilas
caliciforme asi como las papilas foliadas estan inervadas por fibras nerviosas
provenientes del nervio glosofaringeo (Buck, 2000; Sugita, 2006; Suzuki, 2007).

La pérdida de la sensibilidad gustativa, (ageusia) alteraciones en la percepcion
gustativa (disgeusia) y/o olfativa (anosmia), se asocian con disminucion de peso,
desnutricion, desordenes inmunitarios asi como a la degradacion del estado de
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salud general de personas mayores (Mattes y Coward 1994; Winkler et al., 1999).
Por otro lado, las personas que sufren de hipertension arterial muestran un umbral
elevado para las sustancias saladas pudiendo explicar, de esta manera, el
sobreconsumo de sal en estos individuos (Kettaneh et al., 2002). También ciertas
formas de obesidad, debido a un consumo anarquico de alimentos con alto
contenido energético, al parecer se asocian a una disfuncién de la percepcion
gustativa (Stolbova et al., 1999). Existe una asociacion entre los desérdenes del
gusto y la depresion, por una parte, los pacientes depresivos sefalan
frecuentemente sensaciones gustativas desagradables (Miller et al., 1989), y por
otra, un estado depresivo es frecuente en los pacientes disgeusicos (Deems et al.,
1991) en estos casos y en mas comportamientos humanos la serotonina juega un
papel determinante (Airan et al., 2007; Roth et al., 2004).

Serotonina.

La serotonina es un neurotransmisor que tiene multiples funciones en los
sistemas nerviosos central y periférico regulando las funciones normales
incluyendo el suefio, estado de animo y el apetito. Las anomalias en los sistemas
serotoninérgicos también han sido implicados en la etiologia de enfermedades
incluyendo trastornos obsesivo-compulsivo, la depresion y la migrafa.

La serotonina 5-HT fue identificado en 1948 como una molécula presente en el
suero y capaz de inducir vasoconstriccion (Rapport et al., 1948a, b). La serotonina
regula la funcioén cardiovascular (Kaumann y Levy, 2006), aunque dependiendo de
su lugar de sintesis, la serotonina afecta a los procesos fisiologicos tan diferentes
como la hemostasia primaria, la ansiedad y el movimiento intestinal (Gingrich y
Hen, 2001; Gershon y Tack, 2007; Berger et. al., 2009).

La mayoria de la serotonina (95%) se produce en la periferia, mientras que sélo
una pequefa fraccion se sintetiza en el cerebro. Estudios clinicos muestran que el
triptéfano, el precursor de la biosintesis de la serotonina, tiene propiedades
antidepresivas y que los pacientes depresivos y maniacos disminuyen sus
concentraciones de &cido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), el producto de la
degradacion de la serotonina, en el liquido cefalorraquideo (Coppen et al, 1963,
1972; Ashcroft et al, 1966). Estos estudios promueven la serotonina como
regulador del estado de animo y el comportamiento, y abren el camino al
establecimiento de su papel como neurotransmisor. La serotonina presenta una
disociacion entre el circulante y la serotonina central de la superficie. Esta
disociacion explica el hecho de que la serotonina no puede cruzar la barrera
sangre-cerebro; por lo tanto, alterar sus niveles periféricamente no influye en sus
concentraciones centrales, o viceversa (Mann et al., 1992). En otras palabras, las
funciones centrales y periféricas de serotonina pueden ser completamente
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disociadas. La serotonina se sintetiza en un proceso de dos fases en el que L-
triptéfano se hidroxila primero de una manera limitante de la velocidad en L-5-
hidroxitriptofano por una triptéfano hidroxilasa especifica (TPH) y luego se
descarboxila por una descarboxilasa de L-aminoacido (Grahame-Smith, 1964;
Lovenberg et al., 1967). De la misma manera, las plaquetas contienen la mayor
parte (> 95%) de la serotonina presente en la circulacion general, y la serotonina
se libera tras la agregacion plaquetaria, se suponia, logicamente, que la
inactivacion de la funcién del gen Tphl llevaria a defectos graves de coagulacion
de la sangre (Holland, 1976; Gershon y Tack, 2007). Sin embargo, estudios en
ratones deficientes de Tphl no muestran un fenotipo evidente ya que son nacidos
vivos, tienen una esperanza de vida normal y mostrar sélo anormalidades
menores en los niveles digestivos o de la coagulacién (Walther et al, 2003). Por lo
tanto, durante mucho tiempo el Unico impacto de los ratones Tphl-deficientes en
el campo de la serotonina habia sido permitir la identificacion de otro gen, Tph2,
gue participa en la sintesis de serotonina en el cerebro (Ducy and Karsenty, 2010).

Los receptores de serotonina son importantes en la regulacion de practicamente
todas las funciones del cerebro, y regulacién del sistema serotoninérgico, y han
sido implicados en la patogénesis de muchos trastornos psiquiatricos y
neuroldgicos (Roth, 1994 y 2004). Esto ha demostrado que la serotonina tiene
importantes funciones en muchos sistemas de 6rganos fuera del sistema nervioso
central, incluyendo la regulacion del balance energético, consumo de alimentos,
funcion gastrointestinal, funcién endocrina, y la fisiologia cardiovascular y
pulmonar. Estos hallazgos podrian ayudar a explicar los diversos efectos
secundarios de los medicamentos serotoninérgicos de la diabetes y el sindrome
metabolico a la enfermedad cardiaca valvular (Kroeze, et. al., 2003) y (Roth,
2007). Neuronas de serotonina del SNC estan por lo tanto en una posicion ideal
para modular la actividad de una amplia variedad de circuitos cerebrales humanos,
lo que explica, en parte, los efectos pleiotropicos de comportamiento de la
serotonina en el cerebro (Mengod, et. al., 2007).

Sistema Nervioso central.

El desarrollo del sistema nervioso central se produce en fases, que siguen una
secuencia precisa, que es diferente en varias regiones del cerebro e incluso dentro
de una regién particular, y varia en el tiempo de una especie a otra. La secuencia
esencial de los procesos de desarrollo del cerebro, es decir, el horario
genotipicamente ordenado, no varia fundamentalmente entre los mamiferos. Las
Unicas diferencias sustanciales con respecto al desarrollo del cerebro estan
representadas por el momento de nacimiento en relacion con la etapa de la
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desnutricion cerebral. Esta consideracion es de especial consecuencia debido a la
utilizacion de modelos animales para examinar los procesos del cerebro afectados
por la desnutricion (Morgane et al., 2002).

La estructura definitiva del cerebro se produce durante la etapa de histogénesis, la
cual ocurre cuando las células cerebrales postosmoticas emigran de las zonas
germinales para diferenciar e interactuar con las demas, y que rodean los tejidos
no neuronales en una serie altamente ordenada con pasos secuenciales. El
desarrollo normal del cerebro no solo depende de esta secuencia exacta de las
fases del desarrollo, sino también en las mdultiples reacciones metabdlicas que
regulan estos eventos celulares (Morgane et al., 2002).

Factores exdgenos, como la desnutricion, pueden alterar la actividad de las
enzimas e interferir con la sintesis de proteinas y su estructura y por tanto,
también interferir con la adecuada incorporacion de los lipidos en varias
estructuras cerebrales (Morgane, et al., 2002).

Periodos prenatales tempranos criticos en el cual existen alteraciones ambientales
tienen efectos amplios sobre el cerebro fetal, que persisten en el desarrollo
posnatal y la edad adulta. De hecho, los periodos limitados de exposicion
temprana aguda al etanol y la restriccion de proteinas pueden resultar en efectos
mas pronunciados que los largos periodos de privacion. El grado méas probable de
susceptibilidad a eventos ambientales anormales se refiere a los procesos de
desarrollo especificos que ocurren durante cada periodo critico. El sistema
gustativo también es susceptible a la manipulacién experimental durante periodos
discretos de desarrollo. Sin embargo, a diferencia de otros sistemas sensoriales
qgue las alteraciones neuronales son mas profundas en la corteza, los cambios a
gran escala ocurren en el tronco cerebral gustativo (Mangold, y Hill, 2007).

En el SNC la informacion se transmite principalmente bajo la forma de
potenciales de accién, que pasan por una serie de neuronas en forma de
impulsos. Cada potencial puede ser bloqueado, cambiar e integrarse con los
impulsos de otras neuronas para dar lugar a modelos muy complejos de
comunicacién neuronal producidos por las funciones sinapticas de las neuronas
(Kandel, 2001).

La bomba de sodio y potasio (Na*/K+-ATPasa).

La Na*/ K* -ATPasa es una proteina de membrana integral formada principalmente
por dos subunidades, alfa y beta. Subunidades alfa se extiende 10 veces a través
de la membrana de la célula y contiene todos los componentes necesarios para el
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transporte de iones: la via de permeacion de iones, el sitio de fosforilacion, y el
dominio de unién de ATP (Morth et al., 2007) y (Shinoda et al., 2009). La
subunidad beta mas pequefa se extiende una vez a través de la membrana para
formar una estructura extracelular grande que se encuentra en la parte superior de
la superficie externa de la subunidad alfa. La subunidad beta es esencial para el
trafico y el transporte de K* (Lutsenko y Kaplan, 1993) y (Jaisser, et. al., 1992). Las
mutaciones dentro de la Na*/K*-ATPasa han sido implicados con enfermedades
humanas como inicio rapido de accion parkinsonismo, disfonia y la migrafa
hemipléjica familiar (Segall, et. al., 2005) y (De Fusco, et. al., 2003). Esta enzima,
encontrada en todas las membranas de células de mamiferos, es necesario para
la funcion celular adecuada, puesto que ayuda a preservar los gradientes i6nicos a
través de la membrana celular y por lo tanto la membrana potencial de equilibrio y
osmotica de la célula (Skou et al., 1992).

La Na*/K*-ATPasa es también la diana farmacologica de esteroides cardioténicos
enddgenos y exdgenos (CTS). Los CTS con el tiempo han sido conocidos como
potentes inhibidores de la funcion de bombeo de iones de Na*/K*-ATPasa, que es
fundamental para su efecto sobre la afluencia acoplado a Na*, aminoacidos, o
glucosa (Aperia, 2007).

El potasio es el principal catidén intracelular, donde alcanza concentraciones
cercanas a 150 mEg/L, siendo su concentracion en el plasma entre 3.5 a 5 mEq/L.
Por lo tanto, la cantidad de K* en el liquido extracelular es de entre 30 a 70 mEq,
representando un 2% del potasio corporal total (2.5 a 4.5 mEQ).

El cociente de la concentracién de potasio entre el intra y extra es de 38:1, que se
mantiene gracias al potencial de membrana en reposo y resulta esencial para la
normalidad de la funcién neuromuscular. La bomba basolateral de ATPasa de Na*
y K* transporta activamente al K* al interior de la celula y al Na* fuera de ella, en
una proporcion de 2:3, y la difusion pasiva del K* hacia afuera es el factor
cuantitativamente mas importante para generar el potencial de membrana en
reposo.

La actividad electrogena de la bomba de Na*/K* -ATPasa se puede estimular
aumentando la concentracion de Na* intracelular y se puede inhibir cuando se
induce intoxicacion digitalica o en presencia de enfermedades crénicas, como la
insuficiencia cardiaca o renal. La bomba de Na*/K* -ATPasa tiene la capacidad de
unirse a la ouabaina enddégena (OE), sustancia de efecto digitalico, y por lo tanto
inhibidor de dicha bomba (fig. 2). Se ha observado que la OE se encuentra
elevada en un 45% de los pacientes con hipertension arterial (Zarate y Valenzuela,
2012).
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Fig. 2 Transduccion de sefiales de Na+/K+-ATPasa y sus consecuencias en los
miocitos cardiacos. (Tomada de Xie, Z. and Askari, A. (2002).

JUSTIFICACION

La desnutriciobn es un estado patoldgico producido por un déficit en la ingesta o
absorcién de nutrientes que desencadenan una serie de trastornos metabdlicos de
distintos grados.

Experimentalmente se ha demostrado la presencia de 5-HT, de transportadores
para la misma y de enzimas que participan en su sintesis, en corpusculos
gustativos de diversas especies. También existe evidencia que implican a la 5-HT
en la deteccién y transmisiobn de las sefiales gustativas despolarizando las
neuronas aisladas de las fibras aferentes primarias que inervan a los corpusculos
gustativos, asi como también reduce la permeabilidad de iones Na* y K* (Imendra
et al., 2000; Imendra et al., 2002).

En animales de laboratorio con restriccion proteico-calérica (RPC) se ha
observado incremento en la actividad de la bomba de sodio y potasio en las
células gliales de corteza y cerebelo derivado del incremento en la sintesis de
serotonina por la RPC durante el desarrollo gestacional. No se conoce si en la
papila caliciforme exista actividad de la bomba de sodio y potasio. Y si esta puede
ser modificada durante la RPC por lo cual proponemos la siguiente:
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HIPOTESIS.

Existe actividad de la Na*/K* -ATPasa en papila caliciforme de ratas y esta se
modifica con la restriccion proteico-calorica.

OBJETIVOS.

Objetivo general.

Determinar si existe actividad de la Na*/K* -ATPasa en papila caliciforme y el
efecto de la RPC sobre la misma.

Objetivos especificos.
Implementar un modelo con restriccion proteico-calorica.
Determinar si existe actividad de la Na*/K* -ATPasa en papila caliciforme de ratas.

Determinar si el estrés nutricional modifica la actividad de la Na*/K* -ATPasa en la
papila caliciforme de rata.

MATERIAL Y METODOS.

Se emplearon animales ratas hembras adultas de la cepa Wistar de 2 meses de
edad con un peso inicial de 185+10 g, las cuales fueron mantenidas en el
bioterio del Laboratorio de Neurobiologia de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia de la U.M.S.N.H., siguiendo los protocolos vigentes para el uso
de animales de investigacion (SAGARPA, 2001), con alimento y agua ad libitum,
ciclos de luz y oscuridad de 12 H (7-19 H), temperatura de 24.0+2 °C vy
humedad relativa de 60.0+£5%.

Implementaciéon del esquema de RPC.

Las ratas hembras elegidas para el esquema de restriccion proteico-caldrica al
50% fueron colocadas en jaulas individuales, siendo divididas las ratas en dos
grupos, un grupo control y un grupo con RPC, a este ultimo se le da la mitad del
promedio semanal de alimento que consume el grupo control el cual tiene alimento
ad libitum, y con estas condiciones se sometieron a un periodo de adaptacion de
dos semanas, en el cual se monitoreo semanalmente ademas del consumo de
alimento, el peso corporal. Finalizado el periodo de adaptacion todas las ratas
fueron apareadas con ratas machos adultos por tres dias o hasta la observacion
del tapén vaginal, que es el indicativo que la rata hembra quedo prefiada,
considerando este dia como GO y por lo tanto se regresan las ratas a su
respectiva jaula y se contintia con el proceso de RPC al 50%, 2 ratas adicionales
del grupo control son apareadas con machos adultos con RPC, lo que formara
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mas adelante el grupo Control Padre Desnutrido (CTL PD), de igual forma se
toman 2 ratas hembras del grupo con RPC lo que dar& lugar al grupo Restriccion
Proteico-caldrica Padre Desnutrido (RPC PD). En el nacimiento de las crias el dia
se tom6 como PO comenzando con el monitoreo de peso y talla de las crias y se
obtuvieron dos grupos mas, uno denominado RN obtenido del grupo RPC, las
cuales al nacer se le da a la madre alimento ad libitum, y RPC NAC surgido del
grupo control, en el que al nacer las crias, la madre es sometida con la dieta al
50%, obteniendo en total cuatro grupos. Terminado el tiempo de lactancia las crias
son sexuadas y separadas de la madre enfocandonos solamente en las crias
machos y el dia se toma como P21, en el que se obtuvieron dos grupos
adicionales, el RD obtenidos del grupo RPC, en el que las crias al ser destetadas
de la madre consumen alimento ad libitum, y el RPC DEST surgido del grupo
control en el que las crias al momento de su destete son sometidas a la dieta al
50%, teniendo finalmente los grupos CTL, CTL PD, RN, RD, RPC, RPC PD, RPC
NAC y RPC DEST, cabe sefialar que a partir del P21, la cantidad de alimento
consumido por las crias de los grupos con estrés nutricional es obtenido del
promedio de alimento semanal consumido por las crias del grupo control.

Los dias establecidos para monitorear el peso y talla de las crias fueron PO, P3,
P7, P14, P21, P30 y P60. Para las generaciones subsecuentes se conservaron
ratas hembras de los 8 grupos ya establecidos y en el P60 son sometidas a cruza
siguiendo con el mismo proceso de la primera generacion.

Obtencion y homogeneizado de las papilas caliciformes.

Los animales de todos los grupos se sacrificaron entre las 9:00 y 12:00 horas por
fractura cervical, realizando una incision en la mandibula, inmediatamente se
extrajo la lengua y se colocd en un microscopio para extraer la papila caliciforme
con un bisturi, la cual se homogeneizé manualmente en 10 volimenes de solucion
amortiguadora Tris-HCI 50 mM a pH 7.4. Se realizé determinacion del contenido
proteico del tejido de papila caliciforme por el método de Lowry et. al. (1951) para
tener concentraciones finales de 2 ug de proteina/uL. A estos homogeneizados se
les midi6 la actividad especifica de la Na+/K+-ATPasa como se describe a
continuacion.

Determinacidn de la actividad especifica de la Na+/K+-ATPasa.

La actividad de la Na+/K+-ATPasa se midié con el método usado por Mercado y
Hernandez (1999), por triplicado de alicuotas de 25 pyL del homogeneizado de
papila caliciforme equivalentes a 50 ug de proteina. Se preincubd el tejido durante
5 minutos a 37 °C en agitacion constante de 150 ciclos por minuto en un incubador
metabdlico Dubnoff con 100 pL el amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.4, MgCl2 6
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mM, KCI 20 mM, NaCl 120 mM; y con 25 pL de H20 tridestilada para medir la
actividad total o con ouabaina 0.1 mM para medir la actividad indirecta, en un
volumen final de 150 pL. Transcurrido el periodo de preincubacion se adicion6 50
pL de ATP 3 mM (adenosin-trifosfato, sal libre de vanadio); finalmente la reaccion
se detuvo a los 10 minutos adicionando 20 puL de TCA (acido tricloroacético) frio
al 50% (w/v) colocando las muestras en una placa de hielo para después
centrifugarlas a 3500 rpm durante 10 minutos. Se tomaron 100 pL del
sobrenadante para determinar el fosfato inorganico (Pi) liberado de acuerdo al
método de Fiske y SubbaRow (1925), se colocaron en tubos de ensayo que
contenian 500 pl de solucion de sulfato ferroso al 4%, acido sulfdrico 1.14 Ny
molibdato de amonio al 1%, se complet6 el volumen final con 400 pL de agua. El
Pi se determind espectrofotométricamente a 800 nm a los 10 minutos de iniciada
la reaccion. Las lecturas de absorbencia se extrapolaron en una curva patron de
fosfato de potasio que se corrié en cada experimento. La actividad especifica de la
Na*/K*-ATPasa fue calculada como la diferencia entre la actividad total y la
medida en presencia de ouabaina (indirecta).

Analisis estadistico.

Se empled el programa GradPad Prism 3.0 en la evaluacion estadistica de los
resultados experimentales, asi como para realizar su representacion grafica. Las
curvas patron de proteina y de fosfatos se sometieron a regresion lineal. Los datos
fueron analizados por la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la
distribucion de Gauss, y a partir de estos, se calcularon la media aritmética y la
desviacion estandar (D.E). Las comparacion de los grupos fueron evaluadas por la
prueba de ANOVA y “t” de Student (Motulsky, 2003).

RESULTADOS.

Con el objetivo de evaluar el modelo de desnutriciébn, se midi6 el
consumo de alimento de las madres (Figura 3) y el peso corporal
durante 9 semanas que corresponde a las etapas de adaptacién (1 y 2
semanas), 3 semana de cruza, gestacion (semana 4-6) y el periodo de la
lactancia (semana 7-9), donde se observa la ingesta de comida en los
tres grupos, el grupo RPC consume la mitad de alimento consumido por
el grupo CTL durante todas las etapas, mientras que el grupo
recuperado rebasa ligeramente en consumo de alimento al grupo control
en las dltimas 2 semanas (lactancia) . La Figura 4 muestra la evolucion
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del peso corporal de las ratas madres, en donde se observa que el
grupo con RPC conforme pasan las semanas bajan notablemente de
peso, mientras que el grupo recuperado sube de peso pero no alcanza
el valor de los grupos control.

EN CONTROL
I RPC
75+ s RN

50+

25— -
S
I_i Ii Ii ﬁ *
* * * *
0-
1.00 2.00 3.00 4.00

5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Semanas

Consumo de alimento
(gramos)

Figura 3. Ingesta de alimento de las ratas madre desde la adaptaciéon (semana 1 y 2), cruza
(semana 3), gestaciébn (4-6 semana) y lactancia (7-9). Los valores corresponden a tres
experimentos independientes. *p< 0.05, **p<0.01 indican, ***p<0.001
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Figura 4. Evolucion del peso corporal de las ratas madre desde las dos semanas de adaptacion, tres de
gestacion y tres de lactancia. Los valores de la gréfica corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Crias

Una rata a la edad de 21 dias de nacido consume alimento por si sola por lo cual
se midio el consumo de alimento donde se muestra que los grupos con restriccion
proteico-caldrica (G RPC) siempre consumen la mitad de alimento que el grupo
CTL y que el grupo RN iguala al CTL en el consumo de alimento en las primeras
semanas, pero no asi en las ultimas dos semanas donde el CTL si las supera. El
grupo RD consume menor cantidad de alimento en todas las etapas con respecto
al grupo CTL (Figura 5). En la Figura 6 se observa la ganancia de peso de todos
los grupos desde el nacimiento hasta la edad adulta siendo el grupo CTL PD quien
mayor peso presentd a partir del dia posnatal 7 (P7) hasta el P60. Los grupos
restantes presentaron menor ganancia de peso comparados con el grupo control
la cual es mas evidente a partir del destete. En la Figura 7 se muestra la longitud
céfalo-sacra, en donde los grupos desnutridos presentan menor talla con respecto
al grupo CTL los grupos recuperados y el CTL PD mostraron una talla similar al
grupo control a excepcion del grupo RD que esta por debajo.
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30 Il CONTROL PD
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X I RD
— . ~ I GRPC
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Semanas

Figura 5. Consumo de alimento desde el nacimiento hasta la edad adulta. Los valores
corresponden a tres experimentos independientes. Los valores de la gréafica corresponden a tres
experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, **p<0.001
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Figura 6. Evolucion del peso corporal de los grupos control (CTL), control padre desnutrido (CTL
PD), recuperado al nacimiento (RN), recuperado al destete (RD), restriccibn proteico-calérica
(RPC), restriccién proteico-calérica padre desnutrido (RPC PD), restriccion proteico-calérica al
nacimiento (RPC NAC), y restriccidn proteico-caldrica al destete (RPC DEST) desde el nacimiento
(PO)hasta la edad adulta (P60). Los valores de la grafica corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura 7. Longitud céfalo-sacra (LCS) de los grupos desde PO hasta P60. Los valores

corresponden a tres experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01
indican, ***p<0.001.

Segunda generacion.
Madres.

Para la segunda generacion el grupo CLT PD tienen un consumo de alimento
mucho menor comparado con el grupo CTL, los grupos RN y RD tuvieron un
consumo menor a partir de la tercera semana con respecto al grupo CTL. Los
grupos con restriccion proteico-caldrica (G RPC) siempre consumieron la mitad de
alimento que consumia semanalmente el grupo CTL como se observa en la
Figura 8. En la Figura 9 se muestra que el peso corporal del grupo RN iguala al
grupo CTL, el grupo CTL PD se mantiene igual al grupo CTL a excepcion de la
Gltima semana, donde el peso del CTL PD ya es menor. El resto de los grupos se
mantienen todo el esquema con una ganancia de peso menor que el grupo CTL.
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Figura 8. Consumo de alimento. La primera semana es cuando salen de cruza hasta la semana 7
que es el destete de las crias. Los valores corresponden a tres experimentos independientes. *p<
0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura 9. Peso corporal de las madres. Los valores corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado. *p< 0.05, *p<0.01, ***p<0.001
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Crias

El grupo RN consume mas alimento que el gurpo CTRL, RD y el RPC PD, solo
este Ultimo grupo muestra una diferencia significativa en la semana cuatro con
respecto al grupo CTL como se muestra en la Figura 10. En la evolucion del peso
corporal (Figura 11) los grupos recuperados y el grupo CTL PD no mostraron
diferencia significativa comparada con el grupo control, a diferencia de todos los
grupos con RPC gque durante todo el esquema estuvieron por debajo del grupo
CTL, incluso en la edad adulta se encuentra su peso por debajo de la mitad del
peso del grupo CTL. La Figura 12 muestra la longitud céfalo-sacra en donde el
grupo RD esta un poco por arriba del CTL y los grupos con RPC estan por debajo
del grupo CTL en la edad adulta.
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Figura 10. Consumo de alimento desde el nacimiento hasta la edad adulta del esquema de
segunda generacion. Los valores de la grafica corresponden a tres experimentos independientes
por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura 11. Peso de todos los grupos de segunda generacion desde PO hasta P60. Los valores
corresponden a tres experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figura 12. Longitud céfalo-sacra (LCS) de todos los grupos desde PO hasta P60 del esquema de
segunda generacion. Los valores corresponden a tres experimentos independientes por triplicado
*p< 0.05, **p<0.01 indican, ***p<0.001.
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Tercera generacion.
Madres

La Figura 13 muestra la mayor cantidad de alimento que consumio el grupo RPC
PD, asi como el grupo RD comparado con el grupo CTL en las ultimas cuatro
semanas, siendo con el CTL PD donde se observa la mayor diferencia. El grupo
RN no mostro diferencia significativa con respecto al grupo CTL durante todo el
esquema, como en las dos generaciones anteriores los grupos con RPC
consumieron la mitad de alimento que consume el grupo CTL. En el peso corporal
los grupos con RPC mostraron mucha menor evolucién con respecto al grupo CTL
durante todo el esquema mientras que con los grupos recuperados y el CTL PD no
mostro diferencia significativa durante casi todo el esquema (Figura 14).
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Figura 13.- .Consumo de alimento de las ratas madre de tercera generacién. Los valores
corresponden a tres experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001 P
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Figura 14. Peso corporal de las ratas madre de tercera generacion. Los valores corresponden a
tres experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Crias

Para las crias, refiriendonos al consumo de alimento son el grupo RD los que
consumieron mas gramos de alimento en todo el esquema como lo observamos
en la Figura 15, con los deméas grupos no presentaron diferencia significativa a
excepcion de los G RPC por las razones ya descritas con anterioridad. La Figura
16 nos muestra como los grupos RN y RD en la edad adulta han ganado mayor
cantidad de peso, incluso mas que en las dos generaciones anteriores con
respecto al grupo CTL, el grupo CTL PD se empareja en peso al grupo CTL en
esta generaciéon y los grupos con RPC se mantienen con una diferencia
significativa con respecto al grupo CTL durante casi todo el esquema. Algo para
destacar es que el grupo CTL PD tiene menor longitud céfalo-sacra que el grupo
CTL en las dltimas semanas, con los grupos recuperados no hay diferencia
significativa en las ultimas dos semanas con respecto al CTL, a su vez todos los
grupos con RPC mostraron diferencia significativa comparado con el grupo CTL
(Figura 17).
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Figura 15. Consumo de alimento desde el nacimiento hasta la edad adulta de ratas de tercera
generacion. Los valores corresponden a tres experimentos independientes. Los valores
corresponden a tres experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 16. Peso corporal de la crias desde el nacimiento hasta la edad adulta. Los valores

corresponden a tres experimentos independientes por triplicado. *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 17. Peso corporal de la crias desde el nacimiento hasta la edad adulta. Los valores de la
grafica corresponden a tres experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01 indican,
***n<0.001 indican cambios significativos con respecto al grupo control.

Actividad de la Na*/K* -ATPasa

La actividad de la bomba de sodio y potasio en tejidos como cerebelo y corteza
de rata CTL ya son muy conocidas por lo que fueron el parametro para comparar
las actividades de la bomba de sodio y potasio encontradas en la papila
caliciforme en los grupos CTL, RPC PD y RPC NAC, las dos dultimas se
compararon con el grupo CTL siendo menor su actividad en ambas como se
muestra en la Figura 18.
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ACTIVIDADES BASLES DE LA BOMBA DE SODIO Y
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Figura 18. Actividad de la bomba de sodio y potasio. Los valores corresponden a tres
experimentos independientes por triplicado *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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DISCUSION.

Los estudios en animales y seres humanos indican que una combinacion de la
desnutricion prenatal y postnatal es mas perjudicial que cuando ocurre durante
cualquier periodo solo. Sin embargo, la mayoria de los estudios también muestran
que la malnutricibn prenatal resulta en mayores deficiencias mentales
permanentes que la desnutricion postnatal. Ademas desnutricion pregestacional
combinado con desnutricion gestacional arroja efectos mas graves en la conducta
que la desnutricion gestacional solo (Morgane et al., 2002).

Aunque la respuesta materna a un estado nutricional deficiente varia mucho, se
ha observado que una disminucion en el consumo de alimentos por la madre o su
capacidad de absorcion, puede causar menor crecimiento fetal. Tanto en el feto
como en el recién nacido con peso bajo, los niveles séricos de leptina son bajos
debido a su escaso tejido adiposo.

Existe evidencia en recién nacidos a término, que la alimentacién temprana es
decir, los primeros seis meses de vida extrauterina, se acompafia de un
incremento tardio en la ganancia de peso. La ingestién calérica postnatal
temprana, denominada asi al patrén de consumo caldrico los primeros cuatro
meses de vida y el crecimiento corporal rapido evaluado en incremento de peso,
también eleva el riesgo de tener obesidad en la infancia tardia. Asimismo, ademas
de la impronta de un mayor riesgo para incremento de peso facil o temprano de
los recién nacidos con bajo peso al nacer, se ha observado, que si son
alimentados antes de los seis meses de edad, tienen un riesgo mas para el
desarrollo ulterior de sindrome metabdlico en comparacién con individuos sin
estos factores. Finalmente, las dietas con alto aporte de carbohidratos en la etapa
neonatal, son causa de un descenso en la transcripcion de los genes que regulan
la sintesis de proteinas desacoplantes 2 y 3 en tejido muscular, lo que expone a
un individuo a una mayor predisposicion a acumular grasa (Perea, et. al., 2012).

Ademas de la disfuncion de los sistemas reguladores del apetito y la saciedad,
diversos estudios indican que la desnutricion materna, programa el tejido adiposo
fetal en su desarrollo y funcién, haciéndolo susceptible a una mayor lipogénesis,
factor clave en el desarrollo de obesidad (Perea, et. al., 2012).

El peso corporal, la longitud y la circunferencia craneana fueron significativamente
disminuidos en el grupo desnutrido (Manjarrez, et. al., 1998). Estos estudios
demuestran que si aplicamos un estrés nutricional durante periodos criticos del
desarrollo se altera la fisiologia y el metabolismo del organismo acarreando
consecuencias que se observaran en etapas posteriores, aun en ausencia de
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estrés nutricional que las inicio, siendo este fendmeno la programacion metabdlica
(Lucas, 1991).

En el caso de la biologia del hueso, el cerebro y el complejo serotonina-intestino
regulan la acumulacién de masa Osea, pero lo hacen en modos opuestos y a
través de diferentes vias. El sitio periférico importante de la produccion de
serotonina es el tracto gastrointestinal (Gershon y Tack, 2007). Sobre la base de
este patron de expresion y las observaciones clinicas que asocian niveles altos o
bajos de la serotonina en la sangre con trastornos intestinales, se espera que la
serotonina producida en el intestino fuera esencial para regular su movimiento. De
acuerdo a nuestros resultados la papila es un sitio periférico donde la serotonina
interviene en la regulacion de la Na+/K+ —ATPasa.

En nuestros resultados la actividad de la Na+/K+ —ATPasa en la papila caliciforme
en los grupos RPC PD y RPC NAC se encontré disminuida en comparacion con el
grupo CTL pudiéndose deber a que la papila no es tan importante para las
funciones en los mamiferos como lo es el cerebro, por tal motivo no hay actividad
elevada en estos grupos con desnutricion por la hipotrofia del tejido de la papila.
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CONCLUSION.

La actividad de la bomba de sodio y potasio y su modulacién por serotonina en la
papila caliciforme de ratas es diferente a la observada en otros tipos celulares.
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