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iv. RESUMEN

La bomba de sodio y potasio (Na'/K'-ATPasa) es un complejo enzimatico que se
encuentra en la membrana plasmatica de todas las células animales, esta constituido por
2 subunidades q, de la cuales existen 4 isoformas (a1, a2, a3 y a4), y 2 subunidades 3 de
las cuales se conocen 3 isoformas (31, B2 y B3), esta enzima regula la concentracion de
los iones Na* y K*, mantiene el volumen celular y restablece el potencial de membrana,
entre otras. Por otro lado, se sabe que la serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina)
incrementa la actividad de la Na*/K*-ATPasa de las células gliales en el cerebelo de ratas
e incluso se ha observado que la serotonina produce un incremento de la Vmax en la
cinética de la enzima y un incremento en la union de ouabaina a la bomba de sodio y
potasio. En el cerebelo de ratas con restriccion proteico-calérica (RPC), la 5-HT es
sintetizada a partir del aminoacido esencial L-triptéfano. Experimentalmente se puede
activar su sintesis administrando su precursor o en esquemas de desnutriciéon proteico-
caldrica, es decir en condiciones de estrés nutricional. En la interaccidon serotonina-bomba
de sodio y potasio se desconoce el mecanismo a través del cual la 5-HT activa a la
Na'/K*-ATPasa, por lo que el objetivo del presente trabajo fue determinar si se incrementa
la expresion de la subunidad catalitica a de ésta enzima en el cerebelo de ratas con
estrés nutricional mediante la técnica de RT-PCR. Los resultados mostraron que en el
cerebelo de ratas con RPC se incremento la expresion del gen de la isoforma a2 un
24.7% vy la actividad enzimatica se incrementd 18.2%. En el cerebelo de ratas en las
cuales se administro L-triptéfano, se incrementé la expresion de la isoforma a2 en un 70%
y la actividad de la enzima se incrementd un 46.6%. En relacion a las otras dos isoformas
de la subunidad a (a7 y a3), éstas no mostraron cambios en su expresién en ningun grupo
comparado con sus respectivos controles. Estos datos sugieren que la 5-HT incrementa la
actividad de la bomba de sodio y potasio a través del incremento de la expresion de la

subunidad catalitica a2 en el cerebelo de ratas con estrés nutricional.

Palabras clave: L-tript6fano, glia, bomba de sodio y potasio, restriccion proteico-cal6rica.
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v. ABSTRACT

The sodium and potassium pump (Na*/K*-ATPase) is an enzymatic complex which
is located in the plasmatic membrane of all animal cells, it is constituted by 2 a
subunit, of which there are 4 isoforms (a1, a2, a3 y a4) and 2 3 subunits of which
are known 3 isoforms (B1, B2 y B3), this enzyme regulates the Na* and K* ions
concentration, it maintains the cellular volume and resets the membrane potential
among others. One the other hand, it is know that serotonin (5-hidroxitriptamine)
increase the Na*/K*-ATPase activity of glial cells in the cerebellum of rats, and has
been observed an increasement in the Vmax of the kinetic enzymatic induced by
serotonin also an increasment in the union of the ouabaina to the sodium and
potassium pump. In rats cerebellum with protein-caloric restriction (RPC), the
serotonin (5-HT), it is synthesized from the essential aminoacid L-tryptophan.
Experimentally its synthesis can be activated by administering its predecessor or
schemes of malnutrition protein-caloric under conditions of nutritional stress. In the
interaction serotonin-sodium and potassium pump it is unknown the mechanism
whereby the 5-HT activated to Na*/K*-ATPase, so the aim of this study was to
determine whether increasing the expression a catalytic subunit of this enzyme in
the cerebellum of rats with nutritional stress by the technique of RT-PCR. The
results showed that in the cerebellum of rats with RPC the expression of gen from
the a2 subunit was increased in 24.7 % and the enzymatic activity was increased
18.2%. In the cerebellum of rats in which were administered with L-tryptophan the
expression of the a2 isoform was increased in 70% and the enzymatic activity was
increased in 46.6%. In relationship with the other isoforms of the a subunit (a1 and
a2) they did not show changes in their expression in any group compared with the
control group. This data suggest that the 5-HT increase the activity of sodium and
potassium pump through the increase of expression of the a2 catalytic subunit in

cerebellum of rats with nutritional stress.

Keywords: L-tryptophan, glial, sodium and potassium pump, restriction protein-

caloric.
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I. INTRODUCCION
1.1 SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso es uno de los sistemas mas complejos que han
desarrollado algunos organismos a través de la evolucion, lleva a cabo un gran
numero de procesos como los cognitivos y las acciones motrices de alta precision,
el sistema recibe literalmente miles de datos de los distintos 6rganos y sentidos,
una vez que los datos son recibidos estos son procesados y analizados en el
encéfalo para posteriormente tomar una decisidén y/o ejecutar acciones motrices.
Con base en su anatomia el sistema nervioso se divide en sistema nervioso
central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP), el SNC esta constituido por:
prosencéfalo (cerebro), mesencéfalo, romboencéfalo (protuberancia, bulbo
raquideo, cerebelo) y médula espinal (Bishop, 1982), cada una de estas
estructuras desempefa una funcidon muy especifica, pero dependen unas de otras
para, en conjunto, formar este complejo sistema aun desconocido, como lo es el
sistema nervioso. De estos sistemas en la naturaleza el maximo exponente es el
sistema nervioso que posee el Homo sapiens, el cual no solo puede permitirnos
actividades motrices complejas y precisas sino que también permite realizar
procesos cognitivos avanzados y procesos emocionales unicos de nuestra especie
(Pakensepp, 2011; Berrete et al., 2011).

.2 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL CEREBELO

La palabra cerebelo proviene del latin cerebellum que significa “pequefio
cerebro”, esta estructura esta ubicada en la parte posterior de la cavidad
craneana, se situa por debajo de la parte posterior del cerebro y detras del tronco
cerebral, el cerebelo posee dos hemisferios cerebelosos, los cuales estan unidos

por una estructura saliente llamada vermis (Manto, 2012) (Fig. 1).



Corteza cerebral

Tallo cerebral Cerebelo

Figura 1. Corte sagital que muestra la ubicacion anatémica del cerebelo dentro del sistema
nervioso central, se muestran también el tallo y la corteza cerebral (Modificado de: Sedler,
2010).

De la constitucion fisiologica del cerebelo destaca la corteza cerebelosa, en la cual
se distinguen tres subcapas celulares (Fig. 2): 1) La capa molecular la cual esta
compuesta principalmente de los axones de las células granulares, asi como de
las dendritas de las células de Purkinje. 2) La capa celular de Purkinje se
encuentra debajo de la capa molecular y consta de células del mismo nombre,
cuyas dendritas se extienden hacia abajo en direccion a la materia blanca y 3) La
capa granular que contiene células neuronales pequenas, y en el borde extremo

se encuentran neuronas de Golgi tipo | (Doost et al., 2011).



Figura 2. Representacién esquemética de las capas celulares que constituyen la corteza
cerebelosa, se muestran las tres capas que la constituyen, la capa molecular, la capa de
células de Purkinje, la capa granular y una capa que ya no pertenece a la corteza cerebral, la
cual es llamada capa de materia blanca (Doost et al., 2011).

El cerebelo tiene su origen embriolégico en el ectodermo y continua su
desarrollo durante las primeras semanas, e incluso meses, de vida postnatal en
los mamiferos. Se ha documentado que las capacidades motrices y respuestas
dependientes del cerebelo son directamente proporcionales al desarrollo
anatomico y funcional del mismo, como bien se sabe algunos mamiferos como los
roedores y por supuesto los humanos, no cuentan con muchas habilidades
motrices ni equilibrio al nacer; sin embargo, conforme avanzan los dias posteriores
al nacimiento se van adquiriendo estas habilidades, y esto se debe a que el
desarrollo del cerebelo continua hasta llegar a su madurez (Mackay y Turner,
2005).



La cantidad de funciones que desempena el cerebelo tal vez no sea tan
grande como las que pueden desempefar otras estructuras, pero si son de gran
importancia, las funciones que se le han atribuido al cerebelo hasta el momento
son: el control de la postura, el balance, la coordinacion motriz y los movimientos
finos, asi como la adaptacion de respuestas oculares, aprendizaje de algunos
comportamientos condicionados y recientemente se le ha atribuido una
participacion en procesos emocionales y cognitivos (Yeganeh et al., 2011). Estas
recientes atribuciones al cerebelo fueron hechas debido a que se observd un
patron de cambios conductuales en pacientes con dafio cerebeloso al cual
llamaron sindrome cognitivo afectivo cerebeloso, en el cual se observa que los
pacientes sufren una cambio de personalidad caracterizado por pérdida del afecto,

desinhibicién o conducta inapropiada (Hernandez et al., 2010).

Las funciones que desempefia el cerebelo en parte dependen de una gran
red neuronal en la que participan otras estructuras del sistema nervioso, como lo
es la corteza cerebral de la cual recibe fibras aferentes, las que convergen en la
corteza cerebelosa (Manto y Jessendi, 2012), pero las funciones no solo
dependen de redes neuronales sino también de la presencia, funcionalidad y la
correcta accion de las células gliales, de las cuales tal vez no se conozca tanto
como de las neuronas que son las mas estudiadas en los ultimos anos; sin
embargo, son tan importantes como las neuronas, de tal manera que la asociaciéon

neurona-glia permite al cerebelo desempenar importantes funciones.

.3 CELULAS DEL SISTEMA NERVIOSO

Cuando se habla de células del sistema nervioso generalmente se asocian
al concepto de las neuronas; sin embargo, éstas no son las unicas células que
constituyen al sistema nervioso, este sistema esta conformado por dos tipos de

células: la neurona y la glia.

.31 GLIA
La células gliales son un tipo de células exclusivas del sistema nervioso

(Fig. 3), sus funciones son el sostén metabdlico y estructural de las neuronas

(Balabanov et al., 1988), el aislamiento axonal para permitir una transmision mas
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eficiente de impulsos eléctricos a través del mismo, asi como controlar la
composicion ionica del medio extracelular y los nutrientes necesarios para las
neuronas. Hasta el momento se han identificado 5 tipos de células gliales
(Somijen, 2002; Lavezzi et al., 2010; Yoon et al., 2011; Herring y Konradi, 2011):

Microglia

Neurona

Astrocito
Oligodendroglia Capilar
Axon cubierto de Células
mielina — ependimales

Vaina de mielina -
Ventriculo
- cerebral

Figura 3. Se muestran cuatro tipos de células gliales que le proporciona estructuray funcion
al sistema nervioso, la microglia, la oligodendroglia formando vainas de mielina que cubren los
axones de las neuronas, los astrocitos unidos a los vasos sanguineos y las células ependimales
formando un ventriculo (Modificado de: Coleccion de ilustraciones - neuroglia, Libres de Derechos
www.fotosearch.com)

1) Oligodendroglia: las células oligodendrogliales tienen su origen
embriolégico como células neuroectodermales inmaduras que se convierten
en células oligodendrogliales maduras a causa del gangliésido Gps que
funciona como factor trofico durante el desarrollo postnatal del cerebelo.
Algunas de las caracteristicas particulares de estas células son: su soma
que se encuentra en un rango de entre 10 a 20 ym, su forma es mas o

menos globular y tiene una mayor densidad que los astrocitos (Fig. 4),



contienen desmosomas que le permiten unirse a otras células
oligodendrogliales, su nucleo es ovoide y la proliferacion de estas células se
encuentra restringida al SNC. Este linaje celular tiene por funcion la
produccion de mielina que cubrira los axones de las neuronas unicamente
en el SNC, la produccién de esta proteina ocurre durante un proceso rapido
de mielinizacién del sistema nervioso en el que se sintetizan una gran
cantidad de lipidos y proteinas, las células oligodendrogliales son capaces
de producir muchas vainas de mielina que generaran internodos, los cuales
varian en cantidad desde 30 hasta 50 internodos por célula (Reynolds y
Wilkin, 1988).

Vaina de mielina

e

Oligodendrocito

X

Nodulos de
Ranvier
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Figura 4. Célula oligodendroglial, se encuentra formando varios internodos que aislan a los
axones neuronales, se muestra el nucleo de la célula oligodendroglial y los nédulos de Ranvier
(Herring y Konradi, 2011).



2) Células de Schwann: estas células también son productoras de mielina y
llevan a cabo la misma funcion que las células oligodendrogliales, aislar los
axones de las neuronas para que se lleve a cabo una buena conduccién
nerviosa. Existen algunas diferencias entre estos dos tipos celulares, la
primera es que las células de Schwann son exclusivas del sistema nervioso
periférico; otra diferencia importante es la cantidad de internodos que
generan por célula, mientras la oligodendroglia puede generar de 30 a 50
internodos por célula, las células de Schwann solo pueden generar un
internodo por cada célula. El cuerpo de estas células estd en contacto
directo con el axon formando los internodos, mientras que la
oligodendroglia extiende varias prolongaciones formando asi las vainas de

mielina (Herring y Konradi, 2011l) (Fig. 5).

Nucleo de la célula
de Schwann

Vaina de mielina

Células de Nucleo
Schwann

|

Neurona
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Ranvier

Figura 5. Células de Schwann, se muestran tres células de Schwann y sus nucleos, cada una de
estas células se encuentra formando una vaina de mielina sobre el axén de una neurona, también
se muestran los nodulos de Ranvier que separan entre si a estas células (Herring y Konradi,
20111).



3)

4)

Células ependimales: es una linea celular que se encarga de cubrir los
ventriculos del sistema nervioso donde se producen el liquido
cefalorraquideo. Estas células son caracteristicas porque tienen
microvellosidades que se extienden desde la parte basal de la célula hacia
las cavidades de los ventriculos. En cuanto a sus propiedades bioquimicas
se sabe que contiene desmosomas y poros a través de los cuales se unen
estructuralmente y se comunican entre si. Son dependientes de cationes
divalentes y su membrana es de tipo liso (Robinson y Eimmerman, 1973;
Lavezzi et al., 2010).

Microglia: Son considerados una poblacién de macréfagos presentes en el
sistema nervioso central debido a que expresan marcadores de superficie
similares a los que expresan los macrofagos presentes en los tejidos
periféricos (Navascués et al., 2000). Algunas de sus funciones son;
fagocitosis, presentacion de antigenos, liberacion de citocinas y citotoxinas
entre otras. Estas células se encuentran arrestadas en la etapa GO del ciclo
celular, pero llega a ser activada su proliferacion cuando expresan el
complejo principal de histocompatibilidad, lo cual ocurre durante los
procesos de inflamacion, infeccion, trauma, isquemia o en algunas
enfermedades como el Alzheimer, Parkinson y esclerosis multiple. Ademas
de estas funciones otros estudios han demostrado que debido a la gran
cantidad de canales idnicos que tienen estas células, participan también en
el mantenimiento del potencial de membrana y regulan indirectamente las

concentraciones idnicas del SNC (Eder, 1998).

1) Astrocitos: Estas células se encuentran principalmente formando la

barrera hematoencefalica controlando lo que entra y sale del cerebro, se
han clasificado en dos tipos: 1) Astrocitos protoplasmicos y 2) Astrocitos
fibrosos, aunque los dos pertenecen al mismo tipo celular. Se ha sugerido
que los dos grupos pueden derivar de diferentes progenitores y que las

células que originan a los astrocitos fibrosos son las mismas que dan origen



a la oligodendroglia. Sin embargo, los componentes estructurales entre los
dos subtipos de astrocitos son iguales, los astrocitos protoplasmicos se
encuentran principalmente en la materia gris y los fibrosos en la materia
blanca (Reynolds y Wilkin, 1988).

Después de una lesion importante en el sistema nervioso se ha observado
que se incrementa la cantidad de astrocitos, la proliferacion es tanto de
astrocitos fibrosos como protoplasmicos, y éstos ocupan la regién donde se
generd la lesion, lo que parece ser un proceso equivalente a una
cicatrizacion. Ademas de esta funcion las células participan de manera
importante con la neuronas en el metabolismo, transporte de agua y
electrolitos, lo que permite la regulacion de los niveles id6nicos del cerebro
(Somjen, 2002).

El mantener los niveles de iones basales permite también que la neurona
recupere su potencial de accién, el cual se pierde tras una despolarizacion,
esto a través de canales idnicos y bombas i6nicas como la bomba de sodio,
la cual utiliza la energia del ATP para transportar iones en contra de un
gradiente de concentracion.

Los astrocitos son células que como ya se ha descrito, llevan a cabo
funciones distintas a las neuronas; sin embargo, algunos datos
experimentales han mostrado que son modulados por neurotransmisores al
igual que las neuronas. Ahora se sabe que el astrocito expresa también el
receptor serotoninérgico 5-HT2s y que este receptor es funcional. Debido a
que el uso de agonistas especificos causan un incremento en las
concentraciones intracelulares de Ca*?, se propuso que los cambios en las
concentraciones del ion Ca*? son causados por el fosfatidil inositol 3-fosfato
(IP3) que se produce por la accion de la fosfolipasa C (PLC), enzima que se
activa en la via de transduccion de sefal de todos los receptores 5-HT,
(Sandén et al., 2000),

.32 NEURONA
La neurona es una célula excitable del sistema nervioso que recibe,

transmite y procesa toda la informacion que un organismo obtiene tanto de su



medio externo como del interno, estas células estan constituidas por un soma o
cuerpo celular, dendritas y un axén (Fig. 6). Este es el estereotipo morfolégico que
se tiene de las neuronas; sin embargo, estas células son polimérficas y es asi que
parte de su clasificacion se basa en su forma celular, ademas de su localizacion,

su funcion o los neurotransmisores que sintetice.

Algunas de las formas que podemos encontrar entre las neuronas pueden
ser pequefias granuladas o globulares con un diametro de entre 6 y 8 ym, con
forma de pera como lo es el caso de las células de Purkinje presentes en el
cerebelo, estrelladas que varian en su diametro el cual puede ir desde 60 hasta 80
pMm, a pesar de que la forma de las neuronas puede ser distinta, las estructuras
que la componen no cambian, estas estructuras llevan a cabo funciones distintas
por ejemplo: las dendritas representan la funcion receptiva de la transmision
nerviosa entre las neuronas, la gran cantidad de ramificaciones de las dendritas
son cortas y le permite a la neurona recibir sefiales de una gran cantidad de
neuronas adyacentes. Los axones emergen del cuerpo neuronal y es la
prolongacion mas larga de estas células, frecuentemente se encuentran cubiertos
de mielina por segmentos cortos llamados internodos los cuales, como ya se ha
descrito previamente, son formados por la oligodendroglia en el SNC y por las
células de Schwann en el SNP, a la seccion libre de mielina que se encuentra

entre cada internodo se le llama nédulo de Ranvier.

La sinapsis de las neuronas se llevan a cabo entre el axon de la neurona
presinaptica y las dendritas de las neuronas intercomunicantes, esta comunicacion
esta basada en el flujo de neurotransmisores (sinapsis quimica), o en el flujo de
iones mediante canales que unen fisicamente a las neuronas y que facilitan el
cruce de estos iones a través de la membrana plasmatica (sinapsis eléctrica),
estas son las formas mediante las cuales se comunican las neuronas, lo que
permite que estas células reciban e interpreten una gran cantidad de informacion.
La sinapsis quimica emplea células sensoriales nociceptivas y motoneuronas en
las cuales pueden ocurrir dos eventos opuestos la estimulacion o la depresion de

las funciones neuronales, estos procesos pueden ser alterados por cambios en el
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contenido de los iones Ca*? y/o Mg+2 entre otros, y se ha demostrado que la
cantidad de neurotransmisor liberado por la neurona presinaptica tiene efecto

directo sobre la transmisién sinaptica (Nicholls y Purves, 1972)
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Figura 6. Modelo estructural de una neurona y las partes que la componen, se muestra el
nucleo, cuerpo celular, dendritas, axén, receptor celular, vainas de mielina y nodos de
Ranvier (Modificado de http://www.als-ny.org/index.php?page=als_about).

.4 NEUROTRANSMISORES

Existen una gran cantidad de neurotransmisores los cuales son liberados
por las terminales sinapticas, estas substancias son la base de la comunicacién
quimica entre las neuronas, ademas también pueden participar en los procesos de
desarrollo celular como es el caso de la dopamina, GABA, glutamato y serotonina

los cuales tienen un papel clave durante la neurogénesis, por mencionar algunos.

11



Los neurotransmisores tienen funciones particulares que dependen de la cantidad,
el tipo de neurotransmisor y la region en la que sea liberado, por ejemplo la
serotonina y dopamina estan relacionados con conductas emocionales,
motivaciéon, movimientos entre otros (Platel et al., 2010). Para el caso de la
serotonina la transduccion de la senal en la célula esta acoplada a proteinas G en

casi todos los receptores serotoninérgicos excepto para el 5-HT; (Tabla 1).

1.5 SISTEMA SEROTONINERGICO

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una amina aromatica que
pertenece a la familia de las indolaminas y esta compuesta de una anillo indol
hidroxilado en la posicion 5 y una cadena lateral etilaminica. Se distribuye
ampliamente en las plantas y animales, en los mamiferos se localiza en las
plaquetas y mastocitos, su sintesis se lleva a cabo principalmente en dos
regiones, a nivel periférico en las células enterocromafines que se ubican en la
mucosa del tubo digestivo, con mayor densidad en el duodeno. Estas células se
encargan de sintetizar y almacenar la mayor parte de la serotonina total presente
en un organismo Yy a nivel del sistema nerviosos central la sintesis se lleva a cabo
en la parte media de tallo cerebral especificamente en grupos de neuronas
llamadas nucleos del Rafé, los cuales surgen del tronco encefalico y extienden sus

prolongaciones hasta la corteza cerebral y el cerebelo (Reis, 2007) (Fig. 7).
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Figura 7. Ubicacion anatomica de los nlcleos de Rafé en el tronco encefélico y sus
prolongaciones hacia el cerebelo y la corteza cerebral, también se muestran sus prolongaciones
hacia la medula espinal (Modificado de: Berger et al., 2009.)

La 5-HT se sintetiza a partir del aminoacido esencial L-triptéfano, en el
plasma este aminoacido se encuentra en dos fracciones, una fraccion unidad a la
albumina y la otra fraccion libre, es esta fraccion libre la que puede ingresar al
SNC para que se lleve a cabo la biosintesis de 5-HT. El primer paso de la
biosintesis comienza con la conversion de L-triptéfano en 5-hidroxitriptéfano
catalizada por la accion de la enzima limitante, triptéfano 5-hidroxilasa (TPH).
Posteriormente se lleva a cabo una descarboxilacion a cargo de una
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos, que convierte el compuesto en 5-HT
(Fig. 8). Algunos estudios han demostrado que la administracion de precursores

serotoninérgicos como el L-triptéfano estimula al sistema serotoninérgico y se
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incrementan las concentraciones de serotonina (Hernandez, 1979; Chen et al.,
1992). Por otra parte la degradacion de la 5-HT se lleva a cabo por la
monoaminooxidasa (MAO) para convertir a la serotonina en acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA).

— O
\_ o~ on L-Triptofano
HN— Mk
Triptdfano
| 5-Hidroxilasa
(TPH)
v
HO
C—:h_ [o]
\ WOH 5 Hidroxitriptofano
HM NH;
. Descarboxilasa de
aminoacidos aromaticos
T
HO
-
HN—'[ NH: Serotonina

Figura 8. Diagrama de biosintesis de la serotonina, en el cual se muestran los dos pasos
bioguimicos que da origen a la serotonina, con la participacién de la triptéfano 5-Hidroxilasay la
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos. (Modificado de: Le Floc’h et al., 2010)

También se ha demostrado que cambios en el estado nutricional de un
organismo, como lo es la desnutricidn intrauterina en ratas, causa modificaciones
en el sistema serotoninérgico. Un estudio en el que se desnutrié a un grupo de
ratas durante la etapa de gestacion demostré que las crias de estos animales
tuvieron un incremento en las concentraciones de serotonina, también se modifico
la cinética enzimatica de la enzima limitante (TPH) y se volvié mas afin la enzima
por su sustrato, esto se observd aun cuando los animales desnutridos in Utero

fueron recuperados nutricionalmente (Manjarréz et al., 1998).
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1.6 FUNCIONES DE LA SEROTONINA

La serotonina tiene un gran numero de funciones, algunas de estas son:

modular conductas emocionales, regular la conducta sexual, los ciclos de suefio y

vigilia, promover la agregacion plaquetaria, regular la conducta alimenticia,

participa como factor tréfico en algunas etapas de desarrollo (Ressler y Nemeroff,
2000), e incrementar la actividad de la Na+/K+ ATPasa (Middelto et al., 1990;

Mercado y Hernandez, 1992; Hernandez et al., 1999). Para llevar a cabo estas

funciones este neurotransmisor actua como ligando de un gran numero de

receptores, hasta el momento se han caracterizado 7 familias y 16 subtipos que

se describen brevemente en la Tabla | en funcion de su mecanismo de accion y

las proteinas a las que esta acoplada su via de transduccién de la seial.

Tabla I. Familia de receptores serotoninérgicos (Modificado de: Pytliak et al., 2011)

FAMILIA POTENCIAL TIPO MACANISMO DE ACCION

5-HT; Inhibitorio Acoplado a proteina Gi/ G, Disminucién de la
concentracién intracelular de
AMPc

5-HT> Excitatorio Acoplado a proteina Gq11 Incremento en la
concentracion intracelular de
IP3y DAG

5-HT;3 Excitatorio Canales ionicos Despolarizacion de la
membrana plasmatica

5-HT4 Excitatorio Acoplado a proteina Gs Incremento en la
concentracion intracelular de
AMPc

5-HTs Inhibitorio Acoplado a proteina G; /G, Disminucion en la
concentracion intracelular de
AMPc

5-HTg Excitatorio Acoplado a proteina Gs Incremento en la
concentracion intracelular de
AMPc

5-HT7 Excitatorio Acoplado a proteina Gg Incremento en la
concentracion intracelular de

AMPc
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Con relacién a la participacion de la serotonina en la conducta existe
evidencia que modificaciones en los niveles de expresion de los receptores son la
causa de depresion cronica. En esta patologia se ha observado un incremento en
el numero de receptores 5-HT,a en la corteza prefrontal. De manera similar en la
esquizofrenia también se presenta un incremento en la expresion de los
receptores 5-HTa en la corteza temporal, hipocampo y nucleo acumbens, la via
de transduccién de senales de los receptores 5-HT, esta acoplada a proteinas “G”
(Fig. 9), (Pandey et al., 1995).

Serotonina

5-HT2
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Inositol trifosfato Proteina Acido
cinasa C araquidénico
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Figura 9. Esquema que muestra las posibles rutas de segundos mensajeros de la serotonina
mediada por los receptores serotoninérgicos 5-HT,, (IP3) inositol trifosfato, (DG)
Diacilglicerol, (Ca+2) ion calcio, (ARNm) Acido ribonucleico mensajero, (Modificado de:
Pandey et al., 1995).

Por otra parte, una conducta primitiva que también es regulada por la
serotonina es la conducta alimenticia, la cual se ha estudiado ampliamente en los
ultimos 50 afos. Actualmente se sabe que para la regulacion de la conducta
alimentaria, la serotonina cuenta con una gran red que conecta el sistema
periférico, que esta monitorizando constantemente el tracto gastrointestinal y la

ingesta energética, con una red central que se encarga de procesar toda esa
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informacion y generar una respuesta. A nivel central el hipotdlamo es inervado por
el tracto paraventricular dorsal del Rafé y el nucleo hipotalamico dorsomedial que
también recibe inervacion de los nucleos del Rafé y son pieza clave en la
regulacion de la conducta alimenticia. Algunos resultados experimentales
muestran que un dafio en estas zonas o modificaciones de las concentraciones de
serotonina puede causar una regulacion deficiente en la ingesta de alimento
causando patologias como la anorexia o la obesidad (Blundell, 1992; Kaye at al.,
1998).

Otra funcion de la serotonina es la regulacion de la actividad de la Na*/K’-
ATPasa, de la cual solo se mencionan algunos antecedentes debido a que se
abordara con detalle mas adelante. Se dice que esta interaccién serotonina-
bomba de sodio aun es desconocida en gran parte y algunos datos
experimentales han mostrado que en el sistema nervioso la serotonina estimula la
actividad de la Na*/K*-ATPasa de las células gliales unicamente (Hernandez et al.,
1999), ademas se ha identificado la participaciéon de la isoforma a2 (Antoneli et al.,
1997), y la participacion de algunos receptores como el 5-HT1a, 5-HTs, y 5-HT2a
(Hernandez et al., 1999; Middleton et al., 1990) en la activacion de la bomba de

sodio y potasio.

1.7 BOMBA DE SODIO Y POTASIO (Na*/K*-ATPasa)

Uno de los sistemas enzimaticos presentes de manera ubicua, en la
membrana plasmatica de las células de los mamiferos es la Na'/K*-ATPasa
(adenosina trifosfohidrolasa estimulada por Na* y K* dependiente de Mg"), esta
enzima esta constituida por 2 subunidades a y 2 subunidades (3, el peso molecular
de la Na'/K'-ATPasa solubilizada es de 380 kDa y la proporcion de las
subunidades a/f es 1:1 y constituyen un tetramero 2a /23 con los lipidos vy
carbohidratos de la membrana celular unidos a la enzima (Scheiner, 2002) (Fig.
10).
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Figura 10. Estructura general de la bomba de sodio y potasio unida a la membrana
plasmaética, K': ion potasio, Na': ion sodio, los tubos de color naranja representa las regiones
hidrofobicas que atraviesan la membrana plasmatica de la subunidad alfa, los tubos azules
representan la region hidrofobica de la subunidad beta que atraviesa a la membrana plasmatica, la
esfera de color morado representa una molécula de ATP (Adenosina trifosfato) unida a la
subunidad beta (Modificado de: Gottron y Lo, 2009).

1.71 SUBUNIDAD a (ALFA)
La subunidad a atraviesa 10 veces la membrana plasmatica, presenta

segmentos hidrofilicos (Figura 11) que se extienden hacia el espacio extracelular y
hacia el citoplasma (Blanco y Mercer, 1998). Esta subunidad es el sitio activo de la
enzima que promueve la hidrdlisis de ATP. La actividad de la enzima depende de
la concentracion de esta molécula, las concentraciones normales de ATP que
permiten la actividad de la Na+/K+ ATPasa se encuentran entre 300 y 800 mM. La
subunidad a tiene los sitios de union para el Na* en la porcion intracelular y la
activacion de la enzima se lleva a cabo cuando las concentraciones de Na+ se
encuentran entre 10-40 mM dependiendo del tejido. En la porcidén extracelular de
la subunidad a se encuentra el dominio de union para el K*. También se sabe que
esteroides cardiotonicos como la ouabaina inhiben la actividad de la enzima
(Therien y Blostein, 2000). La subunidad a presenta 4 isoformas (a1, a2, a3, o4),
las 3 primeras subunidades se caracterizaron con base en su sensibilidad por la
ouabaina, la que presenta mayor sensibilidad a la ouabaina es la subunidad a3, la

a2 tiene una sensibilidad intermedia, la subunidad a1 es de muy baja sensibilidad.
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Estudios mas recientes sobre la ouabaina han mostrado que existen dos sitios de
union en la subunidad a (Fig. 11), un sitio mas cercano al espacio extracelular con
una aparente baja afinidad por esta molécula y un sitio mas cercano al espacio
intracelular con una aparente afinidad elevada por el glucésido cardiaco, con estos
resultados se propone un mecanismo secuencial de unién a la ouabaina que
permitira entender y mejorar los tratamientos médicos que se indican en pacientes
con insuficiencia cardiaca, debido a que los principales medicamentos que se
usan son glucoésidos cardioténicos o analogos, asi mismo entender las funciones

de la ouabaina enddgena (Sandtner et al., 2011).

Figura 11. Imagen de las posibles posiciones en las que se puede encontrar unida la
ouabaina a la subunidad a de la Na+/K+ ATPasa. A) Sitio de unidn de alta afinidad por la
ouabaina, con mayor cercania al espacio intracelular, B) Sitio de uniéon de baja afinidad por
la ouabaina, con mayor cercania hacia el espacio extracelular, A°: Angstrom (Tomado de
Sandtner et al., 2011).

La secuenciacion de la subunidad a de la Na+/K+ ATPasa se llevo a cabo
en 1987 y se demostrd que ésta subunidad presenta una homologia del 97% en la
secuencia de aminoacidos de rata y de humano (Hara et al., 1987). En cuanto a
las isoformas presentes en la rata se sabe actualmente que varian muy poco en

su longitud, la isoforma a3 es la mas pequefia con 1014 residuos de aminoacidos,
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la a2 posee 1021, la a1 1024 y la mas grande es la a4 con 1028 residuos de
aminoacidos. En la figura 12 se muestra la topologia de la subunidad a de la
Na+/K+-ATPasa, en la que se puede observar que existe una alta variabilidad
estructural en la regién amino-terminal, en contraste se observa que la regién
cercana al carboxilo-terminal se encuentran muy conservada (Blanco y Mercer,
1998).
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Figura 12. Topologia estructural de la Na+/K+ ATPasa y la secuencia de aminoécidos de las
subunidades a1, a2, a3 y a4, el color verde indica que los aminoacidos de las cuatro
isoformas son idénticos, el color azul que tres aminoacidos de las cuatro isoformas son
idénticos, el color amarillo que dos aminoacidos de los cuatro son idénticos, y el color rojo
que ninguno muestra identidad (Modificado de Blanco y Mercer, 1998).
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.72 SUBUNIDAD 3 (BETA)
La subunidad beta () es un segmento proteico de tamafo pequefio con un

peso aproximado de 55 KDa., esta proteina presenta 3 isoformas (31, B2, y B3),
contienen un segmento transmembranal, un tallo citoplasmatico corto amino-
terminal, la subunidad esta compuesta de 302-304 aminoacidos dependiendo de
la especie y el tejido, presenta un patron de tres enlaces N-carbohidrato expuestos
en la region extracelular de la proteina, también tres regiones fuertemente
anfipaticas entre los aminoacidos 95-110, 120-130 y 140-150, asi como la
presencia de puentes disulfuro en los aminoacidos 125 y 148 (Fig. 13)
(Mcdonough et al., 1990).
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Figura 13. Modelo de la estructura terciaria de la subunidad B en el que se muestran los
sitios glicosilados y los puentes disulfuro (Tomado de Mcdonough et al., 1990).

La subunidad B no se asocia directamente con el transporte de los iones;
sin embargo, actualmente se sabe que lleva a cabo dos funciones indispensables

para la formacién y funcionamiento correcto de la Na*/K*-ATPasa:

1.- Funcién de chaperona, para permitir la correcta insercion de la Na*/K*-ATPasa
en la membrana plasmatica, permitiendo asi una maduracion estructural y

funcional.

El proceso de sintesis de proteinas inicia en los ribosomas a partir del
ARNm el cual es traducido a una proteina, La Na'/K’-ATPasa es formada

correctamente en el reticulo endoplasmatico, posteriormente es enviada a la
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membrana plasmatica donde debe ser insertada. Para el caso de la isoforma a
esta tiene 10 segmentos transmembranales y en el proceso de insercion
inicialmente solo se insertan los primeros 4 segmentos hidrofébicos, para que
puedan insertarse correctamente los segmentos faltantes se necesita de la
subunidad 3. Ademas esta subunidad (3 evita la exposicion de los segmentos 7 y

8, evitando asi que la proteina sea degradada (Geering, 2001) (Fig. 14).

translocon & Bicapa lipidica

Citoplaama

translocon

translocon

Figura 14. Diagrama que muestra los pasos que conducen a la formacion estructural
correcta de la Na+/K+ ATPasa en el reticulo endoplasmatico (Modificado de Geering, 2001).

2.- La asociacion con la subunidad B determina algunas de las propiedades

intrinsecas del transporte de los iones (Geering, 2001).

Una vez que se ha logrado la formacion del complejo enzimatico y su
correcta insercion en la membrana plasmatica, la enzima inicia su actividad con la
unién de 3 iones de Na* en la region intracelular de la subunidad a, seguida por la
fosforilacion de la subunidad a por el ATP, el cual induce un cambio
conformacional que conduce a la expulsién de los 3 iones Na® hacia el espacio
extracelular, en esta conformacion la enzima incrementa su afinidad por el K* el
cual se une al dominio extracelular, y por defosforilacion se recupera la
conformacion original, lo que provoca que el K* entre al citoplasma y asi poder
iniciar nuevamente el ciclo (Fig. 15) (Horisberger, 2004).
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Estado E2

Regidn intracelular

Oclusion de
cationes

Regidn intracelular

Estado E1

Figura 15. Mecanismo del ciclo enzimatico de la bomba de sodio y potasio, se muestran tres
conformaciones de la enzima, E1: un estado en el que los iones Na' se unen a la enzima en la
region intracelular, y en otra etapa del ciclo los iones K™ ingresan a la parte intracelular, E2: En esta
conformacion los iones Na* salen al espacio extracelular y en otra etapa del ciclo los iones K* se
unen al complejo enzimatico y una Gltima conformacion en la que el Na'y en una etapa distinta el
K" se encuentran ocluidos en el complejo enzimético (Modificado de: Horisberger, 2004)

Se ha propuesto que la Na'/K® ATPasa esta regulada por factores
intrinsecos y extrinsecos tales como neurotransmisores y hormonas, entre los
neurotransmisores que mas se han estudiado esta la norepinefrina (NE) seguido
de la serotonina (Hernandez, 1992; Efendiev y Pedemonte 2006; Vizi y Oberfrank,
1992).

Esta enzima es de suma importancia debido a las funciones que
desempenfa en los distintos tejidos, el complejo enzimatico debe ser capaz de
adaptarse a los cambios celulares y a los estimulos fisioldgicos, su regulacién se
presenta en respuesta a los requerimientos celulares, por ejemplo los estimulos

fisiologicos como la propagacién del impulso nervioso, el ejercicio o cambios en la
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dieta, todo esto requiere de sistemas de regulacién que en parte son llevados a
cabo por el expresion tejido-especifica de las distintas isoformas de la enzima
(Blanco y Mercer, 1998),

.10 PROTEINAS REGULATORIAS DE LA ATPasa

Existe un grupo de siete proteinas adicionales a la Na+/K+-ATPasa
denominadas FXYD que se han identificado en mamiferos: FXYD1 (PLM;
Fosfoleman) es el principal sustrato de fosforilacion por PKA y PKC estimulada por
hormonas (Feschenko et al., 1993); FXYD2 (gama) es unica en su tipo por tener
dos variantes debido a un “splicing” alternativo (FXYD2a y FXYD2b); FXYD3
(Mat8; proteina de tumor mamario 8kDa); FXYD4 (CHIF; Factor inducido por
hormonas corticosteroides) (Bénguin et al., 2001); FXYD5 (RIC; parecido a canal
ionico), FXYD6 y FXYD7, las cuales son expresadas unicamente en cerebro; se
postula que tiene un papel importante en la excitabilidad neuronal durante el
desarrollo postnatal y en el cerebro adulto. Se sabe que estas proteinas también
tienen una expresion tejido-especifica, y se ha observado que modificaciones en
estas estructuras pueden tener efectos importantes sobre la funcién de la Na+/K+-
ATPasa, como es el caso de la proteina FXYD2 que al ser modificada causa una
hipomagnesemia demostrando que los cambios en estas proteinas pueden estar

relacionadas con patofisiologias importantes (Franzin et al., 2007; Geering, 2006).

1.8 ISOFORMAS Y TEJIDOS DE EXPRESION

Como se ha mencionado, la Na*/K*-ATPasa es una proteina ubicua que
tiene varias isoformas de la subunidad a, esta es la subunidad que tiene la funcion
catalitica (Sagall et al., 2001); también tiene distinta sensibilidad a la ouabaina, la
expresion de esta isoforma es tejido-especifica, lo que significa que las isoformas
son unicas o predominan mas en algunos tejidos (Herrera et al., 1987). Se ha
propuesto que esto se debe a que esos tejidos cumplen funciones especificas por
lo que también requieren de la formacién de un heterodimero especifico para
llevar a cabo esa funcién, se sabe que la isoforma a3 se expresa principalmente

en neuronas y la a2 en células gliales (Blanco y Mercer, 1998).
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Estudios sobre la expresion de la isoforma a4 de humano han demostrado
que se encuentra codificada en el gen ATP1A4 de humano y que su expresion se
encuentra de manera especifica en los testiculos; asi mismo, muestra del 76% al
78% de identidad en la secuencia de aminoacidos con las isoformas a1, a2 y a3
de la rata (Shamraj y Lingrel, 1994). Debido a que se ha demostrado que la
expresion de esta isoforma a4 se encuentra uUnicamente expresada en los
testiculos no se estudio su expresion en el presente trabajo ya que éste se enfoca

en el cerebelo.

1.9 GENES QUE CODIFICAN PARA LA Na'/K*-ATPasa

En el Homo sapiens, el cromosoma 1 contiene el gen ATP1A1 que codifica
para la isoforma a1. También en el cromosoma 1 se encuentra el gen ATP1A2 que
codifica para la isoforma a2 de la Na*/K*-ATPasa, en el cromosoma 19 se localiza
el gen ATP1A3 que codifica para la isoforma a3 y por ultimo el gen ATP1A4 que

codifica para la isoforma a4 se encuentra en el cromosoma 1.

El gen de la isoforma a2 de humano fue caracterizado en 1989 y se
demostrd que cuenta con 23 exones de 25 kb aproximadamente. La secuencia de
aminoacidos muestra un 99% de identidad con la isoforma a2 de la rata; también
se encontrd que la region 5’ terminal contiene sitios de union para los factores de
transcripcion AP-1, AP-2 y NF-1, asi como un potencial sitio de reconocimiento

para Sp1 y posibles sitios de unién para glucorticoides (Shull et al., 1989).

En otras especies de importancia cientifica, como lo es el raton, las
isoformas de la subunidad a estan localizadas también en diferentes genes, el gen
Atpa-1 que codifica para la isoforma a1 se encuentra localizado en el cromosoma
3, el gen Atpa-2 que corresponde a la isoforma a2 estd codificado en el
cromosoma 2 y el gen Atpa-3 que codifica para la isoforma a3 se ubicado en el

cromosoma 1 (Kent et al., 1987).
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.10 MECANISMOS Y SITIOS DE REGULACION DE LA ACTIVIDAD Y
EXPRESION DE LA Na‘/K*-ATPasa

Los sistemas de regulacién de la actividad de la Na*/K*-ATPasa son muy
variados, pueden depender de las condiciones y las necesidades celulares, la
expresion tejido-especifica de las distintas isoformas funge como un sistema de
regulacion de la actividad debido a que las distintas isoformas de la subunidad a
tienen una sensibilidad distinta a glucésidos cardiotonicos como la ouabaina, y las
distintas combinaciones de las isoformas a con las 3 isoformas de la subunidad 3

le confieren propiedades unicas a la enzima (Blanco y Mercer, 1998).

Otro sistema de regulacion de la actividad de la enzima y la expresion de la
enzima es llevado a cabo por la dopamina angiotensina y serotonina, entre otras
(Gomes y Da-Silva, 2002). En un estudio se demostré que la dopamina causa una
disminucion en la actividad de la Na*/K*-ATPasa expresada principalmente en el
rindn de rata, se observo que la dopamina disminuye la actividad de la enzima
debido a que causa una fosforilacion de los residuos de aminoacidos serina-11y
serina-18 de la subunidad a con una consecuente internalizacion del complejo
enzimatico, por lo que se presenta una disminucion en la actividad de la Na*/K’-
ATPasa (Fig. 16). Sin embargo, la angiotensina Il y la serotonina incrementan la
actividad de la Na'/K*-ATPasa, se ha propuesto que la angiotensina causa este
efecto también mediado por la fosforilacion del aminoacido serina-11 de la
subunidad a1 en enzimas que no estan ancladas a la membrana plasmatica, esta
propuesta de regulacion se lleva a cabo en humanos, de tal manera que con esta
fosforilacion las moléculas de la Na+/K+-ATPasa viajan y se posicionan
correctamente en la membrana plasmatica, teniendo como resultado un

incremento en la funcién de la enzima (Efendiev y Pedemonte, 2006) (Fig. 16).
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Figura 16. Mecanismo de regulacién de la Na+/K+ ATPasa por dopamina. (DA): Dopamina,
(NKA (Pi)): Sodio potasio ATPasa fosforilada, (NKA): Sodio potasio ATPasa, PMA: Ester de
forbol, (Modificado de: Efendiev y Pedemonte, 2006)

Se sabe que para el caso de los humanos en la secuencia de aminoacidos
no se encuentra un residuo de serina-18 (Fig. 16), aun asi se ha demostrado que
un éster de forbol (PMA) puede causar un efecto de estimulacion de la actividad
de la enzima, la cual se propone que es mediada también por la fosforilacién de un
residuo de serina-11 debido a que este es conservado en la secuencia de
aminoacidos en rata y humano (Fig. 17). Aunque causando un efecto opuesto en
humanos con respecto a las ratas, en las cuales la dopamina causa una
disminucion de la actividad de la enzima fosforilando el mismo aminoéacido
(Efendiev y Pedemonte, 2006).
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HUMANO GRDKYEPAAVSEQGDKKGKKGKKDRDMDE

CERDO GRDKYEPAAVSEHGDKK  KAKKERDMDE
RATON GRDKYEPAAVSEHGDKKGKKAKKERDMDE

RATA GRDKYEPAAVSEHGDKKSKKAKKERDMDE

P

Figura 17. Secuencia de los primeros 30 aminodcidos de la subunidad al de la Na+/K+
ATPasa de cuatro especies distintas: humano, cerdo, ratén y rata, las flechas indican la
posicion de los residuos de aminoacidos serinall y 18 respectivamente (Modificado de:
Efendiev y Pedemonte, 2006).

Por otra parte, algunos estudios sobre los mecanismos de regulacion de la
expresion de la Na+/K+-ATPasa han mostrado la participacion de los factores
transcripcionales STAT3 y STATS asociados con JAK, dando como resultado la
activacion de la ruta JAK/STAT, la formacion de este complejo es inducida por
interleucina 2 en linfocitos, este modelo de regulacién a largo plazo conduce al
incremento en la expresion de la Na*/K*-ATPasa y especificamente el tetramero
a1/p1 (Karitskaya et al., 2008).

Entre los sistemas de regulacién de la expresion de la Na+/K+-ATPasa
destaca también el caso de la subunidad (B, el cual esta determinado por la
presencia de una region no traducible en la parte 3’ de la secuencia de nucledtidos
de ARNm la cual permite que se exprese la proteina. En un estudio en el que se
modifico la secuencia de nucledtidos en esta regidon demuestran los efectos
negativos sobre la expresion causados por las mutaciones: 1) disminucion en la
transcripcion, 2) se incrementa la degradacion del ARNm y 3) disminucion en la
eficiencia de la traduccién (Shao y Ismaili, 2003), esto demuestra que la presencia
de esta region no traducible en el ARNm también es un sistema de regulacion de

la expresion.
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También se ha documentado que la actividad de la Na*/K*-ATPasa es
inhibida por moléculas como la ouabaina y la digitoxina (Vizi y Oberfrank,1992).
Sin embargo, este estudio también han demostrado que estas sustancias no solo
inhibe la actividad de la enzima sino que también regulan la expresion de las
distintas isoformas como se observé en un estudio en el que se midié la expresiéon
del ARNm de las isoformas a1, a2 y a3 en varias tejidos de rata y se obtuvo como
resultado un incremento en la expresion de la isoforma a1 en el hipotalamo de

ratas tratadas con ouabaina (Wang et al., 2000).

Las condiciones metabdlicas de las células también influyen sobre la
regulacion de la expresion de la Na*/K*-ATPasa, y se ha comprobado que dietas
altas en grasa modifican la expresion de esta enzima, un estudio demostré que la
isoforma a1 incremento su expresion 1.6 veces mientras las subunidades a2 y (31
disminuyeron 2 veces su expresion en el musculo esquelético de ratas con una
dieta elevada en grasa comparado con su control. La actividad de la enzima se
encuentra disminuida también en los animales con dietas elevadas en grasa, pero
los niveles de expresion fueron restaurados en a2 y 1 cuando los animales se
sometieron a un programa de ejercicio, esto demuestra claramente que las
condiciones metabdlicas de un organismo tienen efecto sobre la expresion de la
Na'/K'-ATPasa (Galuska et al., 2009).
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Il. JUSTIFICACION

Se ha documentado ampliamente la relacion funcional que existe entre la
serotonina y la Na*/K*-ATPasa, algunos estudios han demostrado que condiciones
de desnutricibn 6 RPC y la administracion de precursores serotoninergicos
incrementan la sintesis de serotonina en el SNC, la administracion de los
precursores serotoninergicos también incrementan la actividad de la Na'/K'-
ATPasa. Se ha observado la participacion de los receptores serotoninérgicos 5-
HT1a, 5-HT2 y 5-HTs en varias regiones del sistema nervioso central, se ha
demostrado que Unicamente la Na'/K*-ATPasa presente en la células gliales es
estimulada por serotonina, mientras que la enzima presente en la células
neuronales no responde al estimulo por este neurotransmisor. Por otro parte
estudios de autorradiografia cuantitativa mostraron que la Na'/K*-ATPasa que
responde a la serotonina esta presente en la membrana plasmatica de las células

gliales las cuales expresan principalmente la isoforma a2.

Otro estudio indican que en la interaccion serotonina-Na‘'/K*-ATPasa se
modifica la cinética de la enzima por serotonina en membranas gliales, en la cual
se observé un incremento significativo en la Vinax pero no en la Kp,. Esto, aunado a
un incremento en los sitios de unién para la ouabaina en tejidos de ratas con RPC
sugiere que probablemente se incremente la expresiéon de la Na*/K*-ATPasa, por

lo cual planteamos lo siguiente:
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lll. HIPOTESIS

La estimulacidn de la sintesis de serotonina incrementa la expresion de las
subunidades cataliticas a de la Na*/K*-ATPasa en cerebelo de ratas con estrés

nutricional.

IV.OBJETIVOS
IV.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la estimulaciéon de la sintesis de serotonina causada por estrés
nutricional y la administracion de L-Triptéfano modifican la expresion de la

subunidad catalitica a de la Na*/K*-ATPasa.

IV.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar si existen cambios en la actividad especifica de la Na'/K'-
ATPasa en cerebelo de ratas en las cuales se estimuld la sintesis de
serotonina.

» Determinar si existen cambios en la expresion del gen de la subunidad a de
la Na*/K*-ATPasa en cerebelo de ratas en las cuales se estimuld la sintesis

de serotonina.
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V. MATERIAL Y METODOS
V.1 ANIMALES

Para todos los modelos experimentales del presente estudio se utilizaron
ratas de la cepa Wistar, las cuales fueron criadas bajo condiciones estandar de
bioterio, con ciclos de luz-oscuridad de 12 h., humedad relativa del 60%,

temperatura de 20 + 5°C, en la Facultad de Quimico Farmacobiologia.

V.2 ADMINISTRACION DE L-TRIPTOFANO

Se utilizaron 8 ratas macho adultas de la cepa Wistar de 380 g £+ 17 g de
peso corporal, las cuales se mantuvieron bajo las siguientes condiciones: Ciclos
de luz-oscuridad de 12 h. cada uno, humedad relativa del 60% y temperatura de
20 + 5°C, régimen nutricional ad libitum tanto de agua como de alimento (Purina
Chow), las ratas fueron divididas en 2 grupos (4 ratas cada uno), a un grupo se le
administré una dosis de 100 mg/kg de L-triptéfano metil-éster via intraperitoneal
por un periodo de 6 dias continuos a las 8 am., al cual se le denominé Grupo-
triptéfano (GT); al segundo grupo, se le administré el mismo volumen de solucion
salina al 0.9% que a los animales GT segun su peso corporal a este grupo se le

denomino grupo control (GC).

V.3 RESTRICCION PROTEICO-CALORICA

Se seleccionaron 8 ratas hembras nuliparas de la cepa Wistar con un peso
de 240 £20g, las ratas fueron adaptadas durante dos semanas a las siguientes
condiciones ambientales: temperatura 20 +5 °C, periodos de luz obscuridad de 12
h, humedad relativa del 60%, durante este periodo de adaptacién los animales
control recibieron una dieta a base de alimento de la marca Purina Chow para
ratas y agua ad libitum. EI grupo en restriccion proteico-calérica recibié el 50% del

alimento consumido por los animales control.

Después de dos semanas con este régimen nutricional las hembras de
ambos grupos fueron cruzadas con machos alimentados normalmente, durante el
periodo de gestacion los animales fueron mantenidos bajo las condiciones

previamente descritas, un grupo en restriccion y el otro con alimentacion normal.
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Al nacimiento las camadas del grupo RPC se dividieron en tres grupos un
grupo continuo bajo un régimen alimenticio de restriccion del 50% por lo que su
restriccion alimenticia fue continua y se le denominé RPC; un segundo grupo fue
recuperado nutricionalmente inmediatamente después del nacimiento, al cual se le
denomind recuperado al nacimiento (RN) y un tercer grupo el cual fue recuperado
nutricionalmente al término del periodo de lactancia que dura 21 dias, grupo al
cual se le denomino recuperado al destete (RD), los grupos control, RPC, RN y
RD continuaron con sus respectivos regimenes alimenticios hasta los 60 dias

postnatales que fueron sacrificadas.

V.4 OBTENCION DE TEJIDOS

Para la determinacion de la actividad basal de la Na+/K+ ATPasa los
animales fueron sacrificados mediante luxacion cervical (De Aluja, 2002). Se
realizd una incision media toracica exponiendo el corazén para la perfusion en el
ventriculo izquierdo con solucién salina isoténica fria al 0.9%, para remover la
sangre de los tejidos, posteriormente fueron decapitados, se realizaron dos cortes
desde el hueso occipital hasta llegar al hueso frontal y tener expuesto al encéfalo.
Se extrajo el cerebelo y se homogenizé a 10 volumenes de una solucion
amortiguadora de Tris-HCI 50 mM a pH = 7.4, con 10 pasos a 700 rpm en un
homogeneizador Thomas de émbolo de teflon de 0.25mm de tolerancia en su
diametro, para ser congelado y posteriormente determinar la actividad enzimatica
de la Na+/K+- ATPasa.

V.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA
Na+/K+ATPasa

La actividad de la Na+/K+ ATPasa en los grupos RPC, RN y RD se
determind a los 60 dias postnatales, mediante un método espectrofotométrico, en
alicuotas de 25 pL equivalentes a 50 pg de proteina del homogenizado. Se
incubaron en un medio que contenia Tris-HCI 50 mM pH = 7.4, Mg,Cl 6 mM, KCI
15 mM, NaCl 120 mM con agua y con ouabaina 0.8 mM.

Se incubd el tejido durante 5 minutos en un bafio metabdlico Dubnoff con
agitacion constante a 37°C y posteriormente se adiciond 50 uL ATP (adenosina-
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trifosfato, sal libre de vanadio) pH de 6.5, 3mM, finalmente la reaccion se detuvo a
los 15 minutos adicionando 20 pL de TCA (acido tricloroacético) frio al 50%. Se
colocaron las muestras en una placa de hielo para después centrifugarlas a 3,000
rom durante 10 minutos, se tomaron 100 pyL del sobrenadante para determinar el
Pi liberado a tubos de ensayo que contenian 500 uL de solucion de sulfato ferroso
al 4%, acido sulfurico 1.14 N y molibdato de amonio al 1%, se completo el
volumen final con 400 pL de agua, los tubos se agitaron vigorosamente y se midio
la absorbencia. El Pi se determind espectrofotométricamente a 800 nm a los 10
minutos de iniciada la reaccién, de acuerdo al método de Fiske y Subbarrow
(1925).

Las lecturas de absorbencia se interpolaron en una curva patron de fosfato
de potasio que se corrid en cada experimento, la actividad de la Na*'/K*-ATPasa
fue calculada como la diferencia entre la actividad medida en presencia de

ouabaina y la actividad total.

V.6 OBTENCION DE ARN TOTAL

Después de la microdiseccién del cerebelo, el tejido se introdujo en un tubo
Eppendorf libre de RNasas y DNasas que contenia 1 ml de TRIZOL® (Invitrogen) y
se homogeneizd con un mini polytron, se dejo reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente (TA), posteriormente el homogeneizado se agité por 15
segundos y se agregaron 200pl de cloroformo por cada mililitro de TRIZOL® usado
para homogeneizar. La mezcla se dejo reposar a TA por 15 minutos, al término de
este tiempo fue centrifugada a 11, 240 RPM durante 15 minutos a 4°C, el ARN fue
recuperado de la fase acuosa en un tubo nuevo y tratada con 500ulde isopropanol
por 10 minutos a TA. Posteriormente se centrifugé a 11, 240 RPM por 10 minutos
a 4°C, después de la centrifugacion el sobrenadante fue eliminado y la pastilla
depositada en el fondo del tubo se lavé con 1 ml de etanol al 75%, después de
eliminar el etanol el tubo se dejé secar por 10 minutos a TA, finalmente el ARN fue

resuspendido en 40 pl de agua libre de RNasas.

El ARN obtenido se traté con 1 unidad (U) de DNasa | (Sigma) en un medio

de reaccion (sigma) durante 15 minutos a 37 °C, se adiciond solucion de paro de la
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reaccion y se incubo la mezcla de reaccion a 70 °C durante 10 min., el ARN que

se obtuvo fue almacenado a -80°C para evitar la degradacion.

V.7 CUANTIFICACION DE ARN TOTAL

Una vez obtenido el ARN total del tejido se procedid a cuantificarlo,
tomando una dilucion 1:100, la cuantificacion de ARN total se realizé midiendo la
densidad optica (DO) a 260 nm. Un valor de DOgg igual a 1 corresponde a 40
pg/ml de ARN total. Para calcular la pureza se midi6é también el valor de DO a 280
nm y el cociente obtenido a partir de DO/ DO2gy nos proporciona el valor de

pureza, un valor de 1.7-1.9 fue considerado aceptable.

V.8 REACCION DE TRANSCRIPCION REVERSA (RT) y PCR

La reaccion de RT fue utilizada para sintetizar ADN complementario (ADNCc)
a partir de una matriz de ARN de interés. La RT se llevo a cabo a partir de 5 ug
ARN total, en un volumen final de 20 ul conteniendo 25 ug/ml de oligo d(T)
(Invitrogen), 500 nM de dNTP’s Mix (Invitrogen). La reaccion se incub6 a 65°C por
5 min y después 5 min en hielo. Se anadieron 4 pl de 5X First-Strand Buffer
(Invitrogen), 10 mM de ditiotreitol (dTT) (Invitrogen) y 2 U/pl de inhibidor de RNAsa
(Invitrogen), luego se incubd a 37°C durante 2 min. Finalmente, se adicionaron 10
U/ul de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) y posteriormente se
incub6 a 37°C por 50 min, la reaccidn se inactivd mediante el calentamiento a
70°C por 15 min. En cada reaccién se corrio un control en el cual la enzima
transcriptasa reversa fue sustituida por agua, dicho control fue identificado como

RT negativo.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo a partir del
ADNc, utilizando oligonucledtidos especificos para amplificar los genes que
codifican para las isoformas a1, a2 y a3 (Tabla Il) y para el gen de la B-actina
(Tabla II) la cual se utilizo como control interno. La reaccion se lleva a cabo bajo
las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacion durante 5 minutos a 95
°C, seguido de 30 ciclos (45 segundos a 95 °C, 45 segundos a 55°C y 1 minuto a
72 °C) para las isoformas a1, a2 y a3. Para la B-actina fueron 30 ciclos (45

segundos a 95 °C, 45 segundos a 59 °C y 1 minuto a 72 °C) y un paso final de 7
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minutos a 72 °C. Los productos de PCR se resolvieron por electroforesis en gel de

agarosa al 2 %.
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Tabla II. Oligonucleétidos especificos utilizados para analizar la expresion de las
subunidades a1, a2, a3 de la Na+/K+-ATPasa y para el gen de la B-actina de la especie
Rattus norvergicus.

Directo: 5’AGCGCTTCCGGTGTCCA3’
Reverso: 5GGCTGTGATCTCCTTCT3’

B-Actina 200pb

Directo: 5’AAGGACGCCTTTCAGAATGCCTY’
Reverso: 5TGACCATGATGACCTTAATCC3’

Isoforma-a 247pb

Directo: 5’CACCTACTTTGTAATACTGGC3’
Reverso:
5’ATCAGGATCTTGTTCTTCATGCC3’

Isoforma-a2 264pb

Directo: 5’GACCCCAATGACAACCGATA3’
Reverso: 5’ CATGGACATGAGACCCACGAAY’

Isoforma-a3 285pb

(Hao Wang, Wei-Qing Yuan, 2000)

V.9 ANALISIS ESTADISTICO
Se calcul6 la media y desviacion estandar de los datos obtenidos, se utilizd

la “t” de Student para determinar las diferencias entre los grupos y se considero
diferencia estadisticamente significativa a partir de un valor de P< 0.01. Para
calcular la “t” de Student y graficar los resultados se utilizé el programa Graph Pad
Prism V. 3.0. La cuantificacion de la expresién de los genes se realizo por
densitometria de los productos de amplificacion, la cual se realizé con el programa

Image J. 1.4 (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html)
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VI. RESULTADOS

V1.1 VALIDACION DEL MODELO DE RESTRICCION PROTEICO-
CALORICA (RPC)

Existe un gran numero de estudios que demuestran que las condiciones de
desnutricion en etapas tempranas del desarrollo afectan directamente al sistema
serotoninérgico y modifican las concentraciones de serotonina en el SNC, las dos
causas que se sabe que afectan la sintesis de serotonina en este modelo de
desnutricion son: 1) Existe una disminucion en la cantidad de albumina en el
organismo, si el triptéfano se encuentra en dos fracciones, una unida a la albumina
y la otra libre, la disminucién en la cantidad de albumina causa que se incremente
el triptéfano libre en relacion al triptéfano unido a la albumina, por lo que se
incrementa la cantidad de L-triptéfano que ingresa al SNC causando un
incremento en la concentraciones de serotonina, 2) se presenta una modificacion
en la actividad de la triptéfano 5-hidroxilasa, la cual muestra una mayor afinidad
por el sustrato, asi que esto aunado al incremento en la cantidad de triptéfano que
ingresa al cerebro causa el incremento en las concentraciones de serotonina a
nivel central (Herndndez, 1979; Hernandez, 1990; Manjarréz, 1988; Manjarréz,
1993; Manjarréz, 1998).

La figura 18 muestra el peso corporal en gramos de los animales de
experimentacion, se puede observar que los animales con RPC mostraron una
disminucion estadisticamente significativa del peso corporal en la ultima semana
de gestacion y las dos ultimas semanas de lactancia en comparacién con el grupo

control.
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Figura 18. Peso corporal de las madres sometidas a experimentacion. (RPC) Restriccion
proteico-caldrica, (RN) recuperado al nacimiento. (A) Adaptacién, (G) Gestacion, (L) Lactancia,
cada barra representa la X £+ D.E. de 4 animales por cada grupo, se aplico la prueba de “t” de
Student, se comparo el grupo tratado contra el grupo control, * P< 0.01, *** P< 0.0001

En la figura 19 se muestra el consumo de alimento de las hembras que se
utilizaron en los tres esquemas experimentales (Control, RPC, RN). En esta figura
se observa que los animales recuperados al nacimiento (RN) presentan un
incremento en el consumo comparado con el grupo RPC, pero comparado con el
control es estadisticamente menor el consumo de alimento unicamente en las dos

primeras semanas de lactancia.
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Figura 19. Cantidad de alimento consumido por las madres. (RPC) Restriccion proteico-
caldrica, (RN) recuperado al nacimiento. (A) Adaptacion, (G) Gestacion, (L) Lactancia, X £ D.E. de
4 animales por cada grupo, se aplico la prueba de “t” de Student y se comparo el grupo tratado
contra el grupo control, * P< 0.01, ** P< 0.001, *** P< 0.0001.

La figura 20 muestra la longitud céfalo-sacra (LCS) de las crias de los
grupos control, RPC, RN y RD. En esta figura se puede observar que existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo RPC vy el grupo control en
todas las etapas, mostrando que la restriccion alimenticia durante la gestacion
causa un retraso en el desarrollo corporal, mientras que el grupo RN recupera por
completo su talla hasta alcanzar en su desarrollo a los animales control y no se
muestran cambios en la longitud céfalo-sacra comparado con el control. Por su
parte el grupo RD muestra una disminucion en la talla corporal en las tres etapas
que se evaluo el grupo experimental, esto muestra que la etapa de lactancia es

una etapa clave del desarrollo de un organismo.
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Figura 20. Analisis de la talla de las crias de los grupos control, (RPC) restriccion proteico-
caldrica (RN) recuperada al nacimiento, (RD) recuperado al destete. X + D.E. de 4 animales
por cada grupo, se aplico la prueba de “t” de Student para comparar el grupo tratado contra el
grupo control, * P< 0.01, ** P< 0.001, *** P< 0.0001.

En la figura 21 se muestra el analisis del peso corporal de los animales
control, el grupo en restriccion proteico-calérica (RPC), recuperados al nacimiento
(RN) y recuperados al destete (RD). En esta figura se puede observar que los
animales en RPC presentan un menor peso corporal en casi todas las etapas que
se evaluaron excepto en el dia 3 postnatal. Probablemente en esta etapa el
organismo de los animales en un intento por regular su peso aprovecha al maximo
los nutrientes y alcanza el peso de los animales control, sin embargo como los
animales continuan en restriccion durante las siguientes etapas no pueden
alcanzar el peso de los animales control. Por otra parte el grupo RD presenta una
disminucién estadisticamente significativa en su peso corporal comparado con el
control en las tres etapas que fue evaluado, mientras el grupo RN no muestra

cambios estadisticamente significativos comparados con el grupo control.
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Figura 21. Peso corporal de las crias de los grupos control, (RPC) restriccion proteico-
calérica (RN), recuperada al nacimiento, (RD) recuperado al destete. X + D.E. de 4 animales
por cada grupo, se aplico la prueba de “t” de Student para comparar el grupo tratado contra el
grupo control, * P< 0.01, ** P< 0.001, *** P< 0.0001.

En la figura 22 se muestra el consumo de alimento de los animales control y
de los animales con RPC a los cuales se les proporcion6 el 50% del alimento
consumido por el grupo control. Los grupos RN muestra un menor consumo de
alimento estadisticamente significativo comparado con el grupo control a partir del
dia 30 hasta el dia 60 postnatal, a pesar de que existe un menor consumo de
alimento del grupo RN este no muestra cambios en el peso corporal, esto se
correlaciona con otros estudios en los que se ha observado que las crias de
madres expuestas a desnutricion en su etapa gestacional son susceptibles de

desarrolla trastornos metabdlicos como la obesidad (Levin, 2008).

43



30T

I Control
0 5 == RPC
9= 0l i+ @E@ERN
O o T
= & =3 RD
a ) . *kk
S E 1 .
O C_U 10"I** *kk
Bl [
D21 D30 D60
Dias

Figura 22. Consumo de alimento por las crias de los grupos control, (RPC) restriccion
proteico-caldrica, (RN) recuperada al nacimiento, (RD) recuperado al destete. X + D.E. de 4
animales por cada grupo, se aplico la prueba de “t” de Student para comparar el grupo tratado
contra el grupo control, * P< 0.01, ** P< 0.001, *** P< 0.0001.

V1.2 EXPRESION DE LAS ISOFORMAS a1, a2 Y a3 DE LA Na'/K'-
ATPasa

En la figura 23 se muestra un gel de agarosa al 2% en el que se observan
los productos de amplificaciéon del gen de la B-actina correspondiente a la talla
esperada de 200 pb. Este estudio se realizé con el objetivo de determinar si
existen cambios en la expresidon del gen de B-actina causados por el tratamiento
con L-triptéfano o la restriccion proteico-calérica (RPC) y valorar si se puede

utilizar el gen como un control de expresion.
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Figura 23. Productos de amplificacion del gen de B-actina de cerebelo de rata, separados
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, (RPC): Restriccion proteico-calérica,
(MM): Marcador de peso molecular, (pb): Pares de bases.

En la figura 24 se muestra la expresion relativa del gen de B-actina, al
aplicar la prueba de “t” de Student se observo que no hay diferencias significativas
en la expresion del gen en los grupos RPC y tratados con L-triptéfano comparados
con el control, por lo cual se puede concluir que el gen de la B-actina si se puede

usar como control interno de expresion en el presente estudio.

200001
o
[1+}
S
2
[ I Control
T ®©
o .2 B L-Trp
T 2 10000
8 ) — RPC
°
[1+}
S
[
=)

Grupo

Figura 24. Expresion relativa del gen de B-actina en cerebelo de ratas, medida en unidades
de densidad o6ptica, de los grupos control, L-triptéfano y (RPC) restriccion proteico-calérica. X +
D.E. de 4 animales por cada grupo, se aplico la prueba de “t” de Student para comparar el grupo
tratado contra el grupo control.

La isoforma a1 de la Na+/K+ ATPasa se encuentra expresada en casi todos
los tejidos humanos, pero de todos los tipos celulares que constituyen al SNC las
neuronas son las que expresan principalmente la isoforma a1 (Blanco y Mercer,

1998), en la figura 25 se muestra un gel de agarosa representativo con los
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productos de amplificacion del gen de la subunidad a1 correspondientes a la talla

esperada de 247 pb.
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Figura 25. Productos de amplificacion del gen de la subunidad a1 de la Na+/K+ ATPasa en
cerebelo de ratas tratadas con L-triptéfano y (RPC) Restriccién proteico-cal6rica. (MM)
Marcador de peso molecular, (pb): Pares de bases, (A (-)): Control negativo.

La figura 26 muestra los niveles de expresion relativa del gen de la
subunidad a1 de la Na*/K*-ATPasa de los grupos control, tratados con L-triptéfano
y en RPC, en la cual se puede observar que no existen cambios estadisticamente
significativos entre los grupos. Probablemente no se observan cambios en los
niveles de expresion debido a que esta isoforma se expresa principalmente en

neuronas, y la Na'/K'-ATPasa presente en las neuronas no es activada por

serotonina.
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Figura 26. Expresion relativa de gen de la subunidad a1 de la Na+/K+ ATPasa en cerebelo de
ratas tratadas con L-triptéfano, (RPC): Restriccion proteico-calorica. X + D.E. de 3
experimentos independientes, se aplico la prueba de “t” de Student para comparar el grupo tratado

contra el grupo control.
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En el presente trabajo se analizé la expresion del gen de la isoforma a2 en
homogeneizado de cerebelo obteniendo como resultado la amplificacion del gen
de la subunidad o2 en cerebelo de ratas tratadas con L-triptéfano,

correspondientes a la talla esperada de 264 pb.

Control L-Triptéfano RPC A()

MM

Figura 27. Productos de amplificacion del gen de la subunidad a2 de la Na+/K+ ATPasa en
cerebelo de ratas tratadas con L-triptéfano y (RPC) Restriccién proteico-calorica. (MM)
Marcador de peso molecular, (pb): Pares de bases, (A (-)): Control negativo.

En la figura 28 se muestra la expresion relativa del gen de la subunidad a2
en cerebelo de rata, en la cual se puede observar que existe un incremento
estadisticamente significativo del 70% en la expresion del gen de esta isoforma en
el grupo de animales tratados con L-triptéfano comparado con el grupo control.
Por otra parte el grupo con RPC mostré un incremento del 24.7%. Con base en
estos resultados proponemos que la serotonina tiene efecto de regulacion a la alta
sobre la expresion de la subunidad a2 de la Na’/K'-ATPasa en cerebelo,
probablemente debido a que las células gliales expresan principalmente esta
isoforma, y se ha demostrado que la Na+/K+ ATPasa presente en las células

gliales incrementa su actividad al ser estimulada con serotonina.
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Figura 28. Expresion relativa de gen de la subunidad a2 de la Na+/K+ ATPasa en cerebelo de
ratas tratadas y en (RPC) Restriccién proteico-calérica, X + D.E. de 3 experimentos
independientes, se aplico la prueba de “t” de Student comparando el grupo tratado contra el grupo

control, ** P< 0.001.

Debido a que se observaron cambios en la expresion del gen de la
subunidad a2 de la Na*/K*-ATPasa se decidié evaluar este mismo gen en otros
dos modelos experimentales, un grupo de animales sometidos a RPC durante la
etapa gestacional y recuperado nutricionalmente al nacimiento (RN), y otro grupo
recuperado al término de la etapa de lactancia o recuperado al destete (RD), con
el objetivo de demostrar si la recuperacion nutricional modifica la expresion del

gen de la subunidad a2 de la Na*/K*-ATPasa.

En la figura 29 se muestra un gel representativo de los productos de
amplificacion del gen de la isoforma a2 de los grupos recuperados
nutricionalmente al nacimiento (RN) y al destete (RD) de cerebelo de ratas, los

productos corresponden a la talla esperada de 264 pb.
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200 pb

Figura 29. Productos de amplificaciéon del gen de la subunidad a2 de la Na+/K+ ATPasa en
cerebelo de ratas tratadas (RN) Recuperadas al nacimiento y (RD) Recuperadas al destete.
(MM) Marcador de peso molecular, (pb): Pares de bases, (A (-)): Control negativo.
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En la figura 30 se muestra la expresion relativa del gen de la subunidad a2
de los grupos control, RN y RD, en la cual se puede observar que existe un
incremento estadisticamente significativo (25.7%) en la expresion del gen de esta
isoforma en el grupo de animales RN comparado con el control. Por otra parte el
grupo RD mostré un incremento del 32.5%, con estos resultados se muestra que
la RPC durante la etapa gestacional causa un incremento en la expresion del gen
de la subunidad o2 de la Na*/K*-ATPasa, que estos cambios son permanentes y la
recuperacion nutricional no revierte el efecto causado por el estrés nutricional

sobre la expresion de la isoforma a2.

I Control
*kk kg = R.N.
I R.D.

i

Expresién relativa
(a2/B-Actina)
o
7

0.0-
GRUPO

Figura 30. Expresion relativa de gen de la subunidad a2 de la Na+/K+ ATPasa en cerebelo de
ratas, (RN) Recuperado al nacimiento, (RD) Recuperado al destete, se muestra X £ D.E. de 3
experimentos independientes, se aplico la prueba de “t” de Student para comparar el grupo tratado
contra el grupo control, *** P< 0.0001.

En la figura 31 se muestra un gel de agarosa representativo que muestra
los productos de amplificacion del gen de la subunidad a3 de la Na+/K+-ATPasa,

correspondientes a la talla esperada de 285 pb.
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Figura 29. Productos de amplificacion del gen de la subunidad a3 de la Na+/K+ ATPasa en
cerebelo de ratas tratadas con L-triptéfano y (RPC) Restriccién proteico-cal6rica. (MM)
Marcador de peso molecular, (pb): Pares de bases, (A (-)): Control negativo.

En la figura 32 se muestra la expresion relativa de la subunidad a3 en los
grupos tratados con L-triptéfano y en RPC. Se observé que no existen cambios
estadisticamente significativos de la expresion de este gen entre los grupos. En el
SNC la subunidad a3 al igual que la subunidad a1 se expresa predominantemente
en las neuronas (Blanco y Mercer, 1998) razén por la cual proponemos no se
modifica su expresion, debido a que la Na+/K+-ATPasa presente en las neuronas

no es estimulada por serotonina.
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Figura 32. Expresion relativa de la subunidad a3 de la Na+/K+ ATPasa en cerebelo de ratas
tratadas con L-triptéfano y (RPC) Restriccién proteico-caldrica, se muestra X + D.E. de 3
experimentos independientes, se aplico la prueba de “t” de Student para comparar el grupo tratado
contra el grupo control.
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V1.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La administracion de serotonina y precursores serotoninérgicos causan un
incremento en la actividad de la Na+/K+-ATPasa (Hernandez et al., 1979), por lo
que se decidioé evaluar el efecto del L-triptéfano y la restriccion alimenticia en la
etapa gestacional sobre la actividad de la Na*’/K+- ATPasa. Los resultados se
muestran en la figura 33, se observé un incremento del 46.6% en la actividad de la
enzima en los animales tratados con L-triptéfano, ademas un incremento del 18%
en los animales con RPC, y un incremento del 10% en los animales RN. Estos
datos tienen correlacion con el incremento en la expresion del gen de la subunidad
a2 de la Na'/K*-ATPasa observado en estos modelos experimentales, lo cual
sugiere que el incremento en la expresion del gen puede traducirse en proteina y
causar un incremento en la actividad de la enzima como se observa en estos
resultados experimentales. Sin embargo, los animales RD no muestran cambios
en la actividad de la enzima en comparacion con su control, pero si en la
expresion del gen de la subunidad a2, esto puede deberse a que la restriccidon
proteico-caldrica causa también cambios en otros sistemas hormonales como el

de la insulina, que también regula la actividad de la enzima.
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Figura 30. Actividad especifica de la Na+/K+ ATPasa en cerebelo de ratas, (C) Control, (Trp)
L-triptéfano, (RPC) Restriccion proteico-calérica, (RN) Recuperado al nacimiento, (RD)
Recuperado al destete, se muestra X + D.E. de 4 experimentos realizados por triplicado. *** P<
0.0001.
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VII. DISCUSION

La Na+/K+-ATPasa es una enzima indispensable para las células animales,
por esta razén sus sistemas de regulacion tanto de la actividad como de la
expresion de la enzima son muy variados, este estudio fue enfocado en evaluar el
efecto de la estimulacion de la sintesis de serotonina sobre la expresion de los

genes de las subunidades a1, a2 y a3 de la Na+/K+-ATPasa en cerebelo de ratas.

Se han desarrollado modelos experimentales que permiten incrementar las
concentraciones de serotonina en el SNC, se sabe que la serotonina se sintetiza a
partir del aminoacido esencial L-triptéfano, a nivel periférico las células
enterocromafines llevan a cabo su sintesis y la serotonina que se sintetiza en esta
zona representa mas del 90% de la serotonina total de un organismo; sin
embargo, esta serotonina no ingresa al sistema nervioso central debido a que este
sistema se encuentra protegido por la barrera hematoencefalica, solo pueden
cruzar pequefias moléculas como acidos grasos de cadena corta y algunos
aminoacidos entre ellos el L-triptéfano, este aminoacido viaja a través del sistema
circulatorio en dos fracciones, una fraccion unidad a la albumina y la otra libre, es
a partir de la fraccion libre de L-triptéfano que ingresa al SNC que se sintetiza la
serotonina en los nucleos del Rafé, de tal manera que si se incrementa la cantidad
de L-triptéfano en el torrente sanguineo también se incrementa la cantidad del
aminoacido libre que ingresa al SNC y se estimula la sintesis de serotonina
incrementandose la concentracion de este neurotransmisor en el SNC
(Hernandez, 1979). Otro modelo experimental en el que se incrementa la sintesis
de serotonina es un esquema de restriccion proteico caldrica (RPC) en el que se
ha documentado ampliamente que se modifica la sintesis de serotonina en la
etapa adulta (Dia 60 postnatal), los datos experimentales muestran que la
triptéfano 5-hidroxilasa (TPH), enzima limitante en la biosintesis de serotonina,
tiene una mayor afinidad por el sustrato, ademas de que la RPC disminuye la
cantidad de albumina disponible por lo que existe poco triptéfano unido a la
albumina y una mayor cantidad libre, esta es la causa de que las concentraciones

de serotonina en el SNC se incrementen. Como ya se menciono, la zona de
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sintesis de serotonina en el SNC se lleva a cabo en los nucleos del Rafé, los
cuales tienen inervacion hacia la corteza cerebral y el cerebelo, de tal manera que
en estas dos regiones del sistema nervioso se incrementan las concentraciones de
serotonina (Hernandez, 1979; Manjarréz et al.,, 1988; Manjarréz et al., 1993;
Manjarréz et al., 1998). Estos dos modelos experimentales fueron utilizados en el
presente trabajo con el objetivo de incrementar las concentraciones de serotonina
en el SNC, para posteriormente evaluar la actividad especifica y la expresion del

gen de las subunidades a1, a2 y a3 de la Na’/K*-ATPasa en cerebelo de ratas.

Con respecto a la relacion funcional serotonina-Na*/K*-ATPasa existen un
gran numero de estudios que demuestran que la serotonina incrementa la
actividad de la Na'/K*-ATPasa (Midelton et al., 1990; Hernandez et al., 1979;
Manjarréz et al., 1998; Diaz et al., 1993) y que existe esta relacion funcional, se ha
observado que al evaluar la cinética enzimatica de Na*/K*-ATPasa en presencia
de serotonina se modifica la cinética en homogeneizado de corteza cerebral, pero
al aislar membranas gliales y neuronales se observdé que en las membranas
neuronales no se modifica la cinética, este incremento de la actividad de la enzima
solo ocurre en fracciones de membrana gliales (Mercado y Hernandez, 1992). Por
lo cual se puede inferir que los resultados del presente trabajo corresponden a la
respuesta de las células gliales ya que son las enzimas presentes en estas células
las que responden a la serotonina y la isoforma de la subunidad catalitica de la
bomba de sodio y potasio que expresan estas células es la a2. También se ha
observado que la expresion del receptor 5-HT1a en células HelLa incrementa la
actividad de la Na'/K*-ATPasa en un 38%, mostrando también un cambio en las
concentraciones de Ca* intracelular, estos estudios muestran claramente que la
serotonina tiene una relacién funcional con Na*/K*-ATPasa a través del receptor 5-
HTqa. Otros estudios han demostrado también la participacion de diferentes
receptores serotoninérgicos a través de los cuales se incrementa la actividad de
esta enzima, el uso de agonistas y antagonistas demostraron la participacion de
los receptores 5-HT4a en corteza cerebral, 5-HT, y 5-HTs en cerebelo de ratas
(Pefa et al., 1998).
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En este estudio se evaluaron los niveles de expresion del gen de la
subunidad a1, a2 y a3 de la Na+/K+-ATPasa, y aunque existe una isoforma a4 no
se determind su expresion debido a que las primeras tres isoformas son las que se
expresan en el SNC y la isoforma 04 se expresa unicamente en testiculo (Shamraj
y Lingrel, 1994). En relacién a la expresion de las distintas isoformas se ha
documentado que su expresion es tejido-especifica, en el sistema nervioso existen
varios tipos de células las cuales expresan también distintas isoformas a, las
neuronas expresan principalmente las isoformas a3 y a1 (Blanco y Mercer 1998),
mientras que las células gliales especificamente los astrocitos expresan
principalmente la isoforma a2 (Antonelli et al., 1997; Zhang et al., 2005, Peng et
al.,, 1977). Los datos experimentales de este trabajo muestran que solo se
presentan cambios significativos en la subunidad a2 pero no en la isoforma a1 ni
a3, relacionando los antecedentes con los resultados experimentales podemos
sugerir que el incremento en la expresién del gen de la isoforma a2 es debido a
que esta isoforma se expresa principalmente en los astrocitos pertenecientes al
grupo de células gliales del SNC, de las cuales se sabe que responde al estimulo

por serotonina (Mercado y Hernandez, 1992).

Los resultados experimentales muestran la validacion del modelo
experimental de restriccion proteico-caldrica evaluando la longitud céfalo-sacra, el
consumo de alimento y el peso corporal. Estos datos muestran diferencias
estadisticamente significativas en la longitud céfalo-sacra de los animales RPC
comparados con su control, mostrando que la RPC tiene un efecto directo sobre el
desarrollo de los animales, datos que coinciden con los de otros investigadores
(Manjarréz et al., 1988; Manjarréz et al., 1993; Manjarréz et al., 1998). La
investigacion de la RPC ha mostrado mas datos en los que se ha observado que
no solo se disminuye la talla de los animales cuando sufre desnutricion durante la
gestacion, sino que también se afecta el desarrollo del sistema nervioso, se han
observado cambios morfolégicos y funcionales en ratas que fueron sometidas a
este estrés nutricional durante etapas tempranas del desarrollo, y una de las
estructuras mas afectadas del SNC es el cerebelo (Levitsky et al., 1995). En
cuanto a los cambios funcionales causados por la condicion de RPC se han
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identificado  modificaciones en los niveles de sintesis de algunos
neurotransmisores principalmente dopamina y serotonina, ademas muchos de
estos cambios son permanentes (Shoemaker y Wurtman, 1973), En cuanto al
consumo de alimento de las crias de madres en RPC en su etapa gestacional los
resultados experimentales muestran diferencias significativas entre el RPC vy el
grupo control debido a que el RPC recibio 50% de la cantidad de alimento
consumido por el grupo control, pero los grupos en los que se recuperaron
nutricionalmente los animales (RN y RD) muestra datos importantes en cuanto al
consumo de alimento, estos dos grupos RN y RD muestran un disminucién
significativa en la ingesta de alimento comparado con el grupo control, sin
embargo se observa un incremento significativo en el peso corporal, lo cual tiene
relacion con la hipotesis del fenotipo ahorrador (Villares y Serra, 2001). En esta
hipdtesis varios investigadores muestran que la condicion de desnutricion en la
etapa gestacional genera un fenotipo que aprovecha al maximo los nutrientes y los
almacena, de tal manera que aunque el consumo de alimento sea menor que el
control el aprovechamiento sera mayor causando también una mayor acumulacion
de nutrientes en el organismo, un aumento en el peso corporal (Woods y
D’Alessio, 2008) y el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas como la
diabetes mellitus e hipertension (Levin, 2008; Ashton, N. 2000).

El grupo de ratas con RPC no mostro modificaciones en la expresion del
gen de las isoformas a1 y a3; sin embargo, la expresién de la isoforma a2 se
encuentra incrementada en un 24.7%, la actividad enzimatica de la Na'/K*-
ATPasa muestra también un incremento del 18.2% en homogeneizado de
cerebelo, se sugieres que es debido a que la RPC causa un incremento en las
concentraciones de serotonina en el SNC y la serotonina incrementa la expresion
del gen de la subunidad a2 lo cual causa un incremento en la actividad de la
Na'/K*-ATPasa (Hernandez, 1979). Con el objetivo de evaluar si la recuperacion
nutricional restablece los niveles de expresion de este gen se estudiaron dos
grupos de ratas adicionales. El grupo RN, el cual mostré también un incremento
estadisticamente significativo en la expresion del gen del 25.7%, y un incremento
del 10.9 % en la actividad enzimatica, por otro lado el grupo RD muestra un
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incremento del 32.5% en la expresion del gen de la subunidad a2 de la Na'/K"-
ATPasa; sin embargo, en este grupo no se observan cambios estadisticamente
significativos en la actividad enzimatica, probablemente es debido a que la RPC
durante la lactancia afecta sistemas hormonales los cuales también regulan la
actividad de la Na*/K*-ATPasa (Ewart y Klip, 1995, Bergel et al., 1998, Omatsu y
Kitasato, 1990, Hill, 2011).

Al evaluar los niveles de expresion en cerebelo de los genes de las
isoformas a1, a2 y a3 en el grupo de animales tratados con L-triptéfano, se
demostré que no ocurren cambios de expresion en las isoformas a1 y a3; sin
embargo, el gen de la isoforma a2 muestran un incremento estadisticamente
significativo del 70% comparado con el grupo control. Al determinar la actividad
especifica de la Na+/K+-ATPasa se observo un incremento en la actividad de la
enzima del 46.6% en los animales tratados comparados con su control, estos
resultados concuerdan con los de otros investigadores (Pefa et al., 1998; Mercado
y Hernandez, 1992), con estos datos experimentales se propone que es la
serotonina la que causa las modificaciones en los niveles de expresion de los
genes y la actividad enzimatica, debido a que se sabe que la administracion del L-
triptéfano estimula al sistema serotoninérgico, pero no se tienen reportes de que
este modelo experimental modifiquen otros sistemas de neurotransmision u
hormonales que son las principales moléculas que regulan la actividad y expresion
de la Na*/K*-ATPasa.

En otros estudios se ha observado también incremento en la expresién del
gen de la isoforma a2 y en la actividad de la Na*/K*-ATPasa en homogeneizado
de corteza cerebral de ratas sometidas a las mismas condiciones experimentales
a las realizados en el presente trabajo (Bautista, 2012). Sin embargo, comparando
la expresion del gen de la isoforma a2 entre el cerebelo y la corteza cerebral, se
observa un mayor incremento tanto de la expresién del gen como de la actividad
de la Na*/K*-ATPasa en el cerebelo. Se sugiere que esto puede deberse a que el
cerebelo lleva a cabo principalmente funciones motrices (Yeganeh et al., 2011;
Manto y Jessendi, 2012), mientras que la corteza cerebral desempefia en gran
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parte de funciones cognitivas, auditivas y gustativas entre otras (Luhman et al.,
2002). Las funciones que desempefia el cerebelo se ven afectadas en trastornos
como el déficit de atencion e hiperactividad, patologias que estan relacionadas con
un incremento en la sintesis de serotonina (Halmoy et al., 2010; Xu et al., 2009)
como en el caso de la estimulacion de la sintesis de serotonina tanto aguda como

cronica que se utilizo en el presente trabajo.

Con los resultados experimentales proponemos que la estimulacién de la
sintesis de serotonina incrementa los niveles de expresion del gen de la subunidad
a2 de la Na'/K'-ATPasa que posteriormente es traducido a proteina, la cual
también incrementa el numero de la enzima en la membrana plasmatica de la
célula. De tal manera que la actividad de la enzima se encuentra incrementada. La
serotonina lleva a cabo su funcion a través de receptores serotoninérgicos, de los
cuales se sabe que los astrocitos expresan el 5-HT,s y la estimulacion de este
receptor causa un incremento en la concentraciones intracelulares de Ca*?
(Sanden et al., 2000), el cual podria activar factores de transcripciéon dependientes
de calcio que induzcan el incremento en la expresion del gen de la subunidad a2 y

el incremento en su actividad (Fig. 34).
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Figura 31. Propuesta del mecanismo de regulaciéon de la subunidad a2 de la Na+/K+ ATPasa
por serotonina, en la que se muestra la unién de la 5-HT al receptor serotoninergico 5-HT, y dos
segundos mensajeros; IP3, Fosfatidil inositol 3- fosfato, DG; Diacil glicerol, también se muestra un
modelo esquematico del nucleo que en su interior contiene ADN; Acido desoxirribonucleico, en la
region citoplasmatica se indica con lineas azules al ARNm; Acido ribonucleico mensajero, en el
circulo de color verde con la letra R; Ribosoma y también se muestra la Na‘/K*-ATPasa.

58



VII.1 CONCLUSION

El estrés nutricional incrementa la expresion de la subunidad catalitica a2 de la

Na+/K ATPasa en glia de cerebelo de ratas.
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