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RESUMEN

La deprivacion de aminoacidos indispensables en la alimentacidn influye de
manera importante en la concentracién de diversos neurotransmisores. Es el caso de
la serotonina (5-HT), cuyos niveles dependen directamente de la concentracién su
precursor el triptofano (Trp), de ahi que los procesos cognoscitivos se vean afectados
por una alimentacion deficiente en aminoacidos (aa) que involucra a sistemas de
neurotransmision como el colinérgico y serotoninérgico. Por lo que ia restriccion de
proteinas y Trp en la dieta que induce disminucién de 5-HT podria estar relacionada
con la actividad del sistema colinergico.

En el presente trabajo se determind si la alimentacidn a base de maiz,
restringida en proteinas y Trp, modula la neurotransmisién colinérgica en corteza
frontal e hipocampo, a los 14, 21, 30, y 60 dias de edad de las camadas de ratas
sujetas a 4 tipos de alimetacion : testige (T) e hipoproteica {H) con 23% y 8 % de
proteinas a base de alimento para roedores respectivamente, ( M ) a base de maiz y
(M-L) maiz suplementado con lisina (Lis). Se determiné la actividad de la colina
acetiltransferasa ( E.C. 2.3.1.6 ), y la unién de [’H]-QNB a receptores muscarinicos.

Los resultados muestran una significativa disminucion tanto del peso corporal
como cerebral en todos los grupos experimentales. Asi mismo se mostré un aumento
significativo (p<0.05) de la actividad de CAT ante la disminucion de proteinas en la
dieta, tanto en corteza como en hipocampo y una disminucion de ésta en los grupos
My M-L respecto al H, mientras que la unién de [ °H ]-QNB a receptores muscarinicos
se encontrd significativamente reducida en Cf ( p<0.05) en los grupos experimentales
en todas las edades estudiadas excepto a los 60 dias en el grupo My principalmente a
los 30 dias en Hp (p<0.05). La deficiencia de 5-HT asi como de proteinas afecta la
maduracion del sistema colinérgico a través del aumento en la sintesis dei
neurotransmisor AC y reduccién en el nimero de receptores muscarinicos. Esto puede

alterar las procesos de memoria de largo termino, asi como algunos aspectos en el
comportamiento.



 ABSTRACT

Protein and essential aminoacid deficiency could induced a serious damage in
the neurotransmission of the central nervous system, since the neurotransmitters levels
depend of their precursor as in case of serotonin (5-HT) directly related with tryptophan
(TRY) intake. On the other hard cognitive process are affected by the serotoninergic
and cholinergic system which seems to be related between them and to be sensitive to
malnutrition.

This study was performed to evaluate the cholinergic system throughout the
choline acetyltransferase (ChAc ) activity and the muscarinic receptors binding during
in development hippocampus and cerebral frontal cortex using a model of protein
restriction and corn, based food whose protein in TRY deficient and produces a
decrease in 5-HT brain levels.

The results obtained, showed a significant -decrease in bath body and brain
weight in all experimental groups studied, while ChAc activity was significant increased
all experimental groups compared control animals, beside the corn -fed groups showed
fess ChAc activity in the protein restricted groups .

The muscarinic receptor binding was found significantly decrease in
experimental groups compared control and at all ages studied except at 60 day old
with corn-fed animals. Protein deficiency as well as reduction of (5-HT) concentration
produced by less TRY intake in early life induced an increase in a acetylcholine
significantly and a reduction in muscarinic receptor, affecting the cholinergic system

maturation. It could modify long-term memory and some behavioral aspect.



INTRODUCCION

La nutricién adecuada es fundamental para el desarrollo éptimo de los
organismos. En América Latina se ha estimado que el 60 % de la poblacion de
nifilos entre el nacimiento y los cinco aflos de edad tienen graves problemas de
desnutricion. En el medio rural se ha encontrado que uno de cada tres nifios nacen
con bajo peso, debido a que la madre llevd una dieta insuficiente durante el
embarazo, diversos estudios han relacionado a la desnutricidbn como un agente
causal de diversos padecimientos, principatlmente en los infantes, en quienes se ha
encontrado una gran incidencia de infecciones gastrointestinales, asi como baja
resistencia a una gran diversidad de enfermedades ( anemias, gripes, cdlera, etc. ),
disminucion de peso y estatura, asi como deterioro en sus capacidades de
aprendizaje y memoria ( 1, 2) lo que no les permite enfrentarse en forma adecuada
a su entorno, debido a que crecen en un ambiente de ignorancia, insalubridad y
pobreza, y consumen dietas con bajo contenido de nutrientes, como sopas de
pasta, frijol y maiz. Estos productos son deficientes en contenido proteico y
principalmente en aminodcidos esenciales, como lisina y triptofano (Trp), este
ultimo es el precursor de la sintesis de serotonina (5-HT) cerebral, un
neurotransmisor y neuromodulador involucrado en la regulacion de la liberacion de
hormonas, y de factores de crecimiento asi como en la organizacién de algunos
procesos cognoscitivos (3 ).

Se ha reportado que cuando se consumen dietas deficientes en Trp se
ocasiona una disminucién de 5-HT, lo que da como resultado disturbios en las
funciones cerebrales mediadas por este neurotrasmisor. Del mismo modo, se ha
observado que la 5-HT muestra una interdependencia funcional con diversos
sistemas de neurotrasmisores tales como el gabaérgico y el colinérgico, en areas
como la corteza cerebral y el hipocampo, que reciben fibras serotoninérgicas de los
nucleos del rafe dorsal y medial y que se traslapan con la inervacion colinérgica
proveniente del rea septal, e incluso se ha observado que existen receptores a

5-HT sobre las terminales colinérgicas ( 4,5,6). Se ha sugerido que una lesién



farmacolégica del sistema serotoninérgico produce un efecto inhibidor sobre las
neuronas colinérgicas, e induce una disminucién en la sintesis de 5-HT y un
aumento de la liberacion de Acetilcolina lo que repercute en el comportamiento de
los organismos inducido por una inadecuada regulacion entre ambos sistemas,
este fendmeno afecta la expresién del ritmo teta (0) hipocampal necesario para la
consolidacion de {a memoria de largo plazo y la orientacion espacial en la rata (7,8,
9). De manera similar, se han realizado estudios relacionados con desnutricién pre-
y posnatal y se han descrito severas alteraciones en neuronas, desde una
reduccion en el numero, tanto de sus ramificaciones dendriticas como de sus
espinas asi como del nimero de sinapsis en las diversas regiones cerebrales, e
incluso modificaciones en el ritmo de division celular (10 ). En este estudio se
investigd si 1a restriccidn proteica, y de Trp, modulan la transmisién colinérgica a

través de la 5-HT en areas cerebrales donde estos dos sistemas establecen una
interaccion .



ANTECEDENTES

SISTEMA COLINERGICO

En el cerebro de los mamiferos, la informacion entre las neuronas se transmite
a través de una sustancia quimica denominada neurotransmisor, que se libera en las
sinapsis como respuesta a un estimulo especifico. El neurotransmisor secretado
actua en sitios receptores especializados y altamente selectivos que se localizan en
la célula postsindptica, lo que provoca cambios en el metabolismo de ésta, mismos
que modifican su actividad celular. Uno de los neurotransmisores involucrades en
este proceso es la acetilcolina (AC). Se calcula que del 5 al 10 % de las sinapsis en
el Sistema Nervioso Central (SNC) son de tipo colinérgico (11) . La AC se sintetiza
a partir de la colina, que se acumula en la neuronas colinérgicas mediante una

reaccién de la acetil CoA y bajo la influencia enzimatica de 1a colina acetiltransferasa
(CAT) (E .C.2.3.1.6).

+ 0 CAT © +
OH- CHy- CHz -N-(CHa)s + CH3C-5-CoA ¢=> CHy-C-O-CHz-CHp-N-(CH3)s + CoA-HS

COLINA ACETIL-CoA ACETILCOLINA

La CAT se localiza en el SNC especificamente donde tiene lugar la sintesis de
AC. La mayor actividad de la CAT se encuentra en el nucleo interpeduncular, el
nucleo caudado, la retina, el epitelio coronal, el hipocampo, la corteza cerebral y
las raices centrales de la medula espinal (12 ). Se sintetiza en el soma neuronal y
viaja a lo largo del axén, posiblemente unida a los neurotibulos que actdan como
transportadores, sin embargo también se ha sefialado |a sintesis de esta proteina en
los axones preterminales y botones terminales (13, 14 ). La CAT tiene un peso
molecular aproximado de 66 a 70 kd, con una constante de Michaelis (km) de 7.5
x 10%*M paralacolinayde 1.0 X 10 M para la Acetil CoA (15).

Existen al menos dos depdsitos de AC en las neuronas colinérgicas; uno de

ellos actda como reserva, y el otro lo constituye la AC lista para ser liberada. La



liberacion de AC depende del aumento de la concentracion de Ca ™ intracelular
que fluye al interior de la neurona en virtud de la depolarizacién de la membrana
presinaptica y la consecuente activacion de canales de Ca™ sensibles a voltaje. El
mecanismo por el cual este incremento en la concentracion de Ca™ induce |a
liberacion de AC se desconoce; sin embargo, es posible que se realice la
fosforilacion o activacién de proteinas de membrana que permiten la fusién de la
vesicula con la membrana neuronal de tal manera que el contenido de dichas
vesiculas se vacia hacia el espacio sindptico, y una vez liberada la sustancia
transmisora ésta, difunde a través del espacio intersinadptico y se une
selectivamente con moléculas receptoras que estan presentes en la membrana
postsinaptica. Lo anterior permite la induccién de cambios bioquimicos y eléctricos
en la célula postsindptica que dependen del tipo de receptor y de la forma en que
éste se encuentre sincronizado con los sistemas de transduccién (fig 1). Los
receptores de membrana cuya funcidén principal es la transduccién de sedales,
pueden dividirse en dos tipos : a) los receptores que permiten la apertura de canales
i6nicos, como los nicotinicos para AC, los GABA A y los de Glicina, que poseen un
sitio de unién para el neurotransmisor y contienen el canal iénico responsable de
transmitir la sefial hacia el interior de la célula y ; b) un segundo tipo de receptor que
interactla con proteinas unidas a nucledtidos de guanina (proteina G), como los
colinérgicos de tipo muscarinico (16). Estructuralmente, estos receptores estan
formados por cadenas polipeptidicas : dos de tipo alfa, responsables de reconocer
la AC y tres cadenas denominadas, beta, gama, y delta, respectivamente cuya

depresidn central provoca la entrada y salida de iones (fig2y 3 }(17).

Los receptores muscarinicos se puden clasificar, segun su afinidad por
pirenzepina, en dos tipos denominados como M1, que son de alta afinidad y
predominantes en el cuerpo estriado, el hipocampo y la corteza cerebral ; y los de
tipo M2 de baja afinidad localizados en el cerebelo y la corteza cerebral ( 18, 19, 20,
21). Por su parte los M3 han sido identificados mediante la utilizacién de [ * H}-4-
DAMP (22, 23). La autoradiografia de los M4 y M5 aun no ha sido desarrollada ; sin

embargo, se han realizado estudios de biologia molecular mediante los cuales se



han identificado al menos cinco genes diferentes denominados m1, m2, m3, m4 y m5
que codifican para receptores muscarinicos. Los subtipos m1 y m2 parecen coincidir
con los M1 y M2, caracterizados por su afinidad a pirenzepina. Los m3 y m5
presentan afinidad a [ °H ]4-DAMP, en tanto que el m4 es de alta afinidad a
pirenzepina (24, 25).

Muchas de las evidencias sobre la localizacidon de las vias colinégicas en el
cerebro han sido obtenidas por estudios histoquimicos de la acetil colinesterasa (
ACE ) .Sin embargo, esta enzima no solo se localiza en neuronas colinérgicas, por
lo que se han utilizado anticuerpos especificos para la CAT asi mismo, se han
aplicado técnicas immunohistoquimicas para la localizacion de estructuras
colinérgicas, asi ha sido posible desarrollar un mapeo sobre la distribucién de las
neuronas y fibras colinérgicas con un alto grado de precision (26 ). De esta manera,
para dar a conocer la localizacién de los nucleos neuronales y la organizacion de
las proyecciones colinérgicas en el encéfalo se introdujo una clasificaciéon que se
designa como “ch” y con numeros progresivos (ch1-ch6). Con base en ello las
neuronas colinérgicas localizadas en el cerebro frontal basal (ch1-chd)
proporcionan la mayor fuente de inervacién a la corteza cerebral, al hipocampo, a
la amigdala y al bulbo olfatorio ; mientras que las neuronas colinérgicas en el tallo
cerebral (chS-ch6) proporcionan la mayor fuente de inervacion hacia el talamo, el
hipotalamo y el cerebro anterior basal. Una importante aferencia ltega al nucleo
talamico reticular proveniente del cerebro frontal basal y del tallo cerebral. Las
proyecciones de las células colinérgicas que parten del tallo cerebral hacia el
cerebro frontal basal constituyen otras vias a través de las cuales estos pueden
actuar concertadamente ( 27 ) (fig 4).
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FIGURA. 1 TRANSMISION COLINERGICA.

1) Sintesis de AC bajo la accién de CAT; 2) Vesiculacién de AC ; 3) La liberacién de AC requiere de Ca™
extracelular, el cual entra a la neurona cuando ésta es despolarizada ; 4) Una vez en el espacio sindptico, la AC
interactda con el receptor postsinaptico, que puede ser de dos tipos: nicotinicos o muscarfnicos ; 5) £l
mecanismo de eliminacion de la AC de! espacio intersinaptico est4 relacionado con la actividad hidrolitica de la
ACE ; 8) Una vez hidrolizada la AC, aproximadamente de un 35 a 50 % de la colina libre es transportada de
regreso a la terminal presinaptica para ser reutilizada en ia sintesis de nueva AC,
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Figura 2. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES NICOTINICOS A ACETILCOLINA

Los receptores a acetilcalina estan constituidos por cinco subunidades, cada una incluye una regidn
hidrofilica con su amino terminal ( NHy) y cuatro segmentos membranales hidrof6bicos : M1, M2, M3 Y M4
formados por cadenas polipeptidicas : dos de tipo alfa (a), responsables de reconocer la AC y tres cadenas

denominadas., beta (B), gama (y) y delta (5), cuya depresién central provoca la entrada y salida de fones.
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Figura 3. RESPUESTAS BIOQUIMICAS MEDIADAS POR LLOS RECEPTORES MUSCARINICOS.
Fig A. Estimulacién de fosfolipasa C.

La acetilcolina interactiita con un subtipo de receptor para inducir una respuesta celular. Asl los M1, M2,
y M5 interactdan con la subunidad o de la protelna Gqqs unida @ GTP para activar la fosfolipasa C (FLCg ) y los
canales de K respectivamente.
Fig B. Regulacién de canales de K"y Ca"*

Los receptores M2y M4 regulan ciertos canales de iones a través de las protelnas G ¥y Go,

Mediadores intracelulares : {InsP3) inositol trifosfato ; { PIP2) fosfatidi! inositol bifosfato ; (PIP)fosfatidil inositol
monotosfato ; (P!) fosfatidil inositol
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Figura 4. PRINCIPALES VIAS COLINERGICAS EN EL CEREBRO DE LA RATA.

Las designaciones Ch1-Ch6 identifican grupos de neuronas colinérgicas contenidas dentro de varios
nucleos del cerebro anterior y tronco cerebrai. Abreviaciones : { AMG) amigdala ; (CB) cerebelo ; (CE) cuerpo
estriado; (CT) corteza ; (NLB) nucleo limbico horizontal de la banda diagonal de broca; {Hip) hipocampo;
(NTD} nacleo tegmental dorsolatera) ; (NMS) nicleo medio septal | (NBM) nicleo basal de Meynert ; ( BO) bulbo
olfatorio ; (NTP} nlicleo tegmental pendunculopontino; (TA) talamo; {NRT) nucleo reticutar taldmico; (NVDB})

nucleo limbico vertical de la banda diagonal de Broca .
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SISTEMA SEROTONINERGICO ( 5-HTérgico).

La (5-HT) actia como neurotrasmisor o neuromodulador y participa en la
regulacion de: los ciclos suefio-vigilia, la sensibilidad al dolor, la locomocién, la
transmision de informacién, y constituye un importante regulador hormonal. Este
neurotransmisor es sintetizado a partir del Trp; un aminoacido (a) indispensable
que se obtiene a partir de la ingesta de nutrientes que lo contienen y es fundamental
para el crecimiento asi como el adecuado funcionamiento de algunas vias
metabolicas. La reaccion de sintesis de 5-HT comienza con la hidroxitacién del Trp
por la enzima Trp-hidroxilasa, para formar 5-hidroxitriptofano (5-HTrp), seguida por
la descarboxilacion de éste uUltimo a S5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina, que
posteriormente es degradada a su metabolito final, que es el &cido-5-hidroxi-indol-
acético (5-HIAA) por medio de la enzima monoamina oxidasa (fig 5).

El Trp se encuentra en el torrente sanguineo. Del 10 al 20 % se encuentra
libre en sangre y el resto se une a la albUimina, transportador de aminoacidos (aa)
neutros. Sin embargo se ha sugerido que la concentracion de 5-HT se puede alterar
por diversos factores tales como baja concentracion de albumina, y altos niveles
de aminoacidos (aa) neutros (leucina, tirosina, valina, metionina ) en el plasma,
obtenidos por la ingesta de proteinas, que compiten con el Trp por el paso a través
de la barrera hematoencefalica al cerebro. Por otra parte, una elevada ingesta de
carbohidratos induce la liberacion de insulina la cual estimula la captura de aa
neutros para la sintesis de proteinas musculares ; consecuentemente el transporte
de Trp al cerebro se incrementa y hay una mayor cantidad disponible para la sintesis
de 5-HT, (28, 29).

Las neuronas 5-HTérgicas estan confinadas principaimente en los nucleos del
complejo del Rafé localizados en el tallo cerebral, de los cuales emergen
proyecciones ascendentes hacia diversas estructuras tales como el cerebelo, el
talamo, la formacion hipocampal, la sustancia negra, el hipotalamo, la neocorteza y
los bulbos olfatorios ; mientras que las proyecciones descendentes se dirigen
principalmente hacia la médula espinal (30, 31 ) {fig 6)
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Figura. 5. Describe las vias metabélicas que inducen a la sintesis de la 5-HT a partir del triptéfano, y fa
degradacién a su metabolito final, el 4cido 5-HIAA, asi como las enzimas que intervienen en cada caso.
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Figura 6. DISTRIBUCION DE LAS VIAS SEROTONINERGICAS EN EL SNC.

Representa la localizacién  de los principales cuerpos celulares que contienen serotonina. { Hp )
hipocampo ; (Ce) cuerpo estriado; (Tal) tdlamo ; (NR) nucleos del Rafé ; (Ct) corteza ; (BO} bulbo olfatorio ;
(Cb ) cerebelo.
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INTERACCION ENTRE LOS SISTEMAS COLINERGICO Y
SEROTONINERGICO

El sistema colinérgico y el serotoninérgico han sido el foco de atencion de
numerosos estudios neuroquimicos y neuropatologicos, mediante los que se ha
demostrado que algunas regiones inervadas por estos sistemas, como son el
hipocampo y la corteza cerebral, estdn involucradas de manera importante en

algunos procesos cognoscitivos (2 ).

Asi, la corteza cerebral frontal esta involucrada en muchas funciones
importantes tales como en la articulacion de lenguaje, en los movimientos
voluntarios de la musculatura esquelética, en e! pensamiento logico, y en la
organizacion del aprendizaje y la memoria. Tal informacién es organizada y
procesada por édreas especificas. Asi, en la corteza motora tiene células de
proyeccion llamadas células de Betz encargadas de controlar los movimientos
voluntarios. Delante de esta zona se encuentra el area premotora cuya funcion es
controlar los movimientos automatizados del cuerpo, a la cual llegan aferencias de la
regién piramidal y extrapiramidal. Rostralmente a esta Ultima se encuentra la regién
prefrontal, implicada en la integracién de informacién y en la organizacion de
memoria de corto plazo, y esencial en las funciones cognoscitivas involucradas en
la integracion de conceptos y acciones. A esta regién llega informacién procedente
de distintos sistemas sensoriales debido a que establece conexiones reciprocas con
diferentes areas tales como con los ntcleos dorsomedial del tadlamo, de las areas
limbicas, y de las de asociacién provenientes de los IGbulos parietal, occipital y
temporal (32, 33).

El  hipocampo, es una estructura que forma parte del sistema limbico,
funcionalmente esta involucrado en la organizacién del aprendizaje y memoria,
participa de manera importante en la integracién de la informacién que llega al
cerebro, y actlia como regulador de las respuestas motoras, Anatémicamente esta
constituido  por cuatro regiones : la primer region esta formada por el subiculo,
presubiculo y parasubiculo que se denomina complejo subicular ; la segunda regién
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esta constituida por la corteza entorrinal; la tercera es el Cuerno de Ammén el cual
estd formado por una hilera de células piramidales, a esta regién se le ha
subdividido en cuatro campos los CAt, CA2, CA3 Y CA4 ; |a cuarta regién es el
giro dentado, que contienen células granulares. El hipocampo esta interconectado
con muchas regiones, en él, concurren fibras aferentes que derivan de varias
fuentes, entre las que destaca la corteza temporal adyacente ; Una segunda fuente
emerge de la region septal, cuyas fibras septohipocampales penetran al hipocampo
a través del haz del fornix . Por otra parte las vias eferentes se originan en los
axones de las células piramidales del Cuerno de Ammdn que se proyectan a varias
estructuras cerebrales(34,35, 36).

Tanto el hipocampo como la corteza frontal estan inervados por diversos
sistemas de neurotransmisdn, entre los que se encuentran el serotoninérgico vy el
colinergico. A este ultimo se le ha relacionado ampliamente en procesos de
aprendizaje y memoria (37, 38 ). Existen evidencias en humanos, y en diversas
especies animales, de la participacién del sistema colinergico en estos procesos
cognoscitivos. Se ha demostrado por estudios clinicos que en aquellos pacientes
que padecieron el sindrome de Alzheimer mostraron una marcada reduccion de
aferencias colinérgicas provenientes de los nucleos basales de Meynert (NBM)
hacia la corteza cerebral, asi como una reduccidn de la actividad de ta CAT tanto
en el hipocampo como en el cuerpo estriado (39, 40, 41 ). De igual manera, se ha
demostrado que cuando se lesiona el sistema colinérgico o se administran
antagonistas a receptores a AC, se inducen tanto deficiencias en [a realizacion de
pruebas que requieren de aprendizaje y de la memoria como una reduccion de la
actividad de la CAT en diferente regiones cerebrales (42, 43 ).

Por otro lado, no solo el sistema colinérgico esta implicado en estos
desérdenes cognoscitivos, existen evidencias de la participacion del sistema
serotoninérgico en diversas funciones integrativas relacionadas con la expresion
conductual, sin embargo, aun son inconsistentes los datos que relacionan este
sistema con procesos de aprendizaje y memoria. Se ha reportado que la disminucion
de 5-HT después de la administracién de 5,7- dihidroxitriptamina (5-7-DHT) induce
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algunas deficiencias en pruebas que requieren aprendizaje en laberinto, sin ningin
efecto en los procesos de memoria espacial (44, 45) y con una mayor eficiencia
en aquellas pruebas de latencia de escape (46). Asi mismo con la aplicacién de
paraclorofenilalanina (PCPC) inhibidor de la sintesis de 5-HT se observan
alteraciones semejantes en diversas pruebas que requieran del aprendizaje y de la
memorialen ratas (47 ), ahora bien con un modelo de restriccidn de 5-HT inducida
por una deficiencia de Trp en la dieta, se ha mostrado deterioro en la realizacién de
pruebas de aprendizaje espacial (48 ) y correlativamente con ello se observd una
disminucion significativa en el numero de espinas dendriticas del area CA1 del
hipocampo (48). Sin embargo, animales sometidos al mismo esquema, en el
desempefio de una tarea que requiere memoria de corto plazo fueron mas eficientes
(50) correlativamente con un incremento en la longitud dendritica y en el nimero de

espinas de neuronas piramidales de corteza prefrontal (51).

Por otra parte, estudios clinicos han sugerido que la disminucién de la
concentracion de 5-HT, asi como de sus receptores, esta relacionada con algunas
neuropatologias tales como el sindrome de Alzheimer y la esquizofrenia (52), sin
embargo, no se ha establecido la relacion que tiene el sistema serotoninérgico en
estos procesos cognoscitivos. Su efecto se puede explicar con la interaccién
neuroquimica con otros sistemas de neurotrasmisores de los cuales se conoce su

participacion, tales como el sistema colinérgico.

Existen evidencias experimentales donde se han examinado los efectos de la
manipulacion farmacolégica simultanea de ambos sistemas de neurotrasmision y se
ha demostrado que cuando se lesiona Unicamente el sistema serotoninérgico se
provoca una reduccién en los niveles de 5-HT vy tiene poco 0 ninglin efecto en
pruebas conductuales, por otra parte al lesionar los ntcleo basal de Meynert (NBM)
y las vias septo-hipocampales se induce una marcada pérdida de la actividad de la
CAT en corteza cerebral e hipocampo respectivamente, asi como, una deficiencia
en la memoria espacial, sin embargo, al lesionar ambos sistemas de manera
simultanea, se observan deficiencias intensificadas (7, 53, 54). Por otra parte, las

deficiencias causadas por la lesion de los sistemas colinérgico y serotoninérgico,



16

se recuperan cuando se implanta tejido intra -hipocampal fetal proveniente del
complejo del Rafé o de la regién Septal (55, 56 ). Nilsson y col ( 57) demostraron
que cuando se implanta ambos tejidos simultaneamente hay una recuperacidon en
aquellas pruebas que requieren memoria de corto y largo plazo. También existen
evidencias que indican que la actividad electrocortical, el ritmo teta hipocampal, y el
control de aprendizaje y la memoria, se modulan por la interaccién entre los
sistemas serotoninérgico y colinérgico ya que cuando se bloquean ambos sistemas
simultaneamente se suprimen todas las actividades electroencefalograficas e
inducen severos dafios cognoscitivos en pruebas que requieren de aprendizaje y
memoria (58, 43). Asi mismo se ha demostrado que ante la lesién de las neuronas
serotoninérgicas se disminuye la sintesis de 5-HT y se eleva la AC en corteza
frontal y en el hipocampo (59), debido a que las neuronas colinérgicas reciben
contactos sinapticos de terminales serotoninérgicos (60, 61), incluso se ha
observado que existen receptores a 5-HT de tipo 5-HT. en [as terminales
colinérgicas (4) , asi mismo se ha reportado que la activacidn de los receptores tipo
5-HT1a inducen liberacién de AC en el hipocampo de ratones y cobayos (62).

De igual manera se ha demostrado que la deficiencia de aminoécidos en la
alimentacién influye de manera importante en la concentracion de diversos
neurotrasmisores, como son dopamina ( DA), noradrenalina y 5-HT, cuyos niveles
dependen directamente de los aminoacidos fenilalanina, tirosina y Trp
respectivamente (63 ), asi, se puede ver que [a disminucidn de estos elementos se
refleja en algunos efectos psiconeuronales en los individuos, relacionados con [as
alteraciones en el desarrollo y la neuroquimica del cerebro principalmente si esta
deprivacion ocurre durante la etapa de gestacion, y lactancia en las que el cerebro
tiene su crecimiento y desarrollo més acelerado (64, 65, 66).

El hipocampo es una de [as regiones mas vulnerables al efecto de la
restriccion de nutrientes. La neurogénesis de esta region ocurre en el mono rhesus
prenatalmente y posnatalmente eh algunas especies como la rata (67, 68). En esta
Ultima se ha encontrado que la desnutricion temprana induce reduccién en el
numero de células en las areas, CA1, CA3-, y CA4 y en giro dentado; asi como
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dafios en la potenciacion de largo plazo ( 69, 70). Cintra y col 1990 (71) observaron
que la malnutricion proteica crénica, induce atrofia del soma neuronal en la
arborizacién dendritica y en la densidad de espinas en las células granulares del
giro dentado, fendmeno similar a lo encontrado en l|as células piramidales de la
region CA3 del propio hipocampo (72 ).

Asi mismo, se han observado alteraciones en algunas enzimas involucradas
en las funciones cerebrales, entre las que se encuentran la ACE, enzima que
participa en la degradacion del neurotrasmisor AC. Se reportd que con una dieta
deficiente en su contenido proteico durante la gestacién, la lactancia y posdestete
se induce una disminucién de la ACE (73), sin embargo, Rocha y col. (74),
demostraron que la restriccion de alimento desde la gestacidn incrementd la
actividad de la enzima ACE en cerebelo, cuerpo estriado y el hipotalamo, sin ningin
cambio en el hipocampo, ni en la corteza motora.

A pesar de que la desnutricidon induce una sustancial reduccion en la
inervacion colinérgica hipocampal y en el nimero de neuronas colinérgicas ( 75).
No ha sido posible establecer generalizaciones sobre la forma en que operan
ambos sistemas en la organizacién de los procesos neuropsicologicos en los que
estan involucrados. Por lo que en este estudio se investigd la influencia que la 5-HT
ejerce sobre la neurotransmision colinérgica evaluado por la actividad de CAT y la
unién de [ °H ]-QNB a receptores muscarinicos mediante la restriccién proteica y de
Trp a lo largo del desarrollo posnatal.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema colinérgico se ha relacionado directamente con diversos aspectos
cognoscitivos tales como aprendizaje y memoria. Para la adecuada manifestacion de
dichos proces'os, es indispensable la interaccidn neuroquimica entre los diferentes
sistemas de neurotransmision. Ademas se ha demostrado que el sistema
serotoninérgico, esta involucrado en diversas funciones relacionadas con la
expresion conductual.

Existen evidencias de la manipulacién farmacologica de los sistemas
colinérgico y serotoninérgico. Se ha demostrado que cuando se daia sélo el sistema
colinergico se inducen deficiencias en pruebas que requieren de aprendizaje y
memoria correlacionadas con una disminucidon de la actividad de colina
acetiltransferasa, éstas se intensifican al daflar ademas el sistema serotoninérgico,
y se recuperan al transplantar ambos tipos neuronales. Sin embargo, no se ha
establecido cuales son las modificaciones neuroquimicas que ejerce un
neurotransmisor sobre otro, ni la forma en que operan ambos sistemas en la
organizacién de los procesos neuropsicoldgicos en los que estan involucrados.

Por lo que es importante establecer si la restriccién de triptofano y por

consiguiente de serotonina cerebral influye en |a actividad del sistema colinérgico
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HIPOTESIS

LA DISMINUCION DE LA CONCENTRACION DE SEROTONINA CEREBRAL
INDUCIDA POR UNA DIETA DEFICIENTE EN TRIPTOFANO AUMENTA LA
ACTIVIDAD CEREBRAL DEL SISTEMA COLINERGICO.
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OBJETIVO GENERAL

CARACTERIZAR LAS ALTERACIONES EN LA ACTIVIDAD DE LA COLINA
ACETILTRANSFERSA (E.C.2316), Y LA CANTIDAD DE RECEPTORES
MUSCARINICOS INDUCIDOS POR LA DEFICIENCIA DE TRIPTOFANO EN LA
DIETA, EN DIFERENTES REGIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LA
RATA DUANTE SU DESARROLLO POSNATAL .

OBJETIVOS PARTICULARES

CUANTIFICAR LA ACTIVIDAD DE COLINA ACETILTRANSFERSA
(E.C2.3.1.6) EN LA CORTEZA FRONTAL Y EL HIPOCAMPO DE RATAS
SOMETIDAS A ALIMENTACION HIPOPROTEICA, A BASE DE MAIZ Y MAIZ-
LISINA; ALOS 14, 21, 30 Y 60 DIAS DE EDAD.

DETERMINAR LA UNION DEL LIGANDO QUINUCLINIDIL BENZILATO [*H)-
QNB A RECEPTORES MUSCARINICOS EN LA CORTEZA FRONTAL Y EL
HIPOCAMPO DE RATAS SOMETIDAS A ALIMENTACION HIPOPROTEICA, A
BASE DE MAIZ Y MAIZ-LISINA ; A LOS 14, 21, 30 Y 60 DIAS DE EDAD.
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MATERIAL Y METODOS
a).- ANIMALES DE EXPERIMENTACION :

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron ratas hembras adultas de la
cepa Wistar, de un peso aproximado de 250 gr; las cuales se mantuvieron con
acceso libre al agua y alimento, ciclos de luz-oscuridad de 12 x12 horas , humedad
relativa de 40 a 50 % Yy temperatura de 22 + 2°C.

b).- PREPARACION DE LA DIETA :

Los animales se alimentaron con diferentes dietas : testigo (T), con un 23%
de proteinas, una dieta con 8 % de proteinas a base de alimento para roedores ( H
), una dieta a base de maiz (M), y maiz suplementado con lisina (M-L) (tabla 1).Las
dietas fueron administradas desde 5 semanas antes del apareamiento, durante la
gestacidn y el desarrollo de las crias hasta el sacrificio de estas a los 14, 21, 30 y

60 dias de edad posnatal.

COMPOSICION DE LAS DIETAS
COMPONENTE
(gr / 100 dieta) CONTROL HIPOROTEICA MAIZ MAIZ- LISINA
HARINA DE MAIZ 86.00 86.00
ALIM. PARA ROEDORES 26.00 34.04
ACEITE 20 313 200 2,00
GLUCOSA 19.00
SACAROSA 20.10
DEXTRINA 1267
VITAMINAS 1.00 1.00 1.00
MINERALES 1.00 2.10 2.10
CELULOSA 906 890 8.50
LISINA 0.40
% DE PROTEINA 230 8.0 8.0 80
Kcat! 100gr 00 300 346.5 3465

TABLA 1. Muestra los elementos que constiuyen a las diferentes dietas : Testige (con un 23% de proteinas),
hipoproteica, maiz, y maiz-lisina (con un 8% proteinas). Los datos se expresan en grames por cada 100 gr del

componente
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c).- PREPARACION DEL TEJIDO.

Una vez que los animales cumplieron la edad preestablecida se
pesaron, se sacrificaron por decapitacion y sus cerebros se removieron en
frio (4°C ) para obtener las siguientes regiones : corteza frontal, e
hipocampo. El tejido se pesd en una balanza analitica y se homogeneizé
en 1mi de solucion de sacarosa 0.25M ; las muestras fueron congeladas
a -20 °C por un minimo de 48 horas y un maximo de 5 dias antes de

realizar los ensayos.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CAT.
La actividad de la CAT se determiné por el método de Fonnun 1975 (76), que

brevemente consistié en lo siguiente : para iniciar el ensayo, el tejido descongelado
se diluyé (1 :6) en sacarosa 0.25 M y posteriormente en una solucién de sacarosa-
triton X-100 al 0.2%. Para el ensayo se tomaron 15 pl de cada muestra de tejido y
en un tubo de ensaye (800ul de capacidad) se preincubd por 30 seg en un bafto
a 37 °C ala cual se agregaron 15 ul de la mezcla del sustrato que contenia [ °H
]-Acetil CoA (act. esp 1.920), KCI 2 M, cloruro de colina 200 mM, EDTA 4 mM ,
eserina 1 mM (inhibidor de acetil colinesterasa ), albumina de suero de bovino 10
mg/ml y amortiguador de fosfatos de sodio 200 mM, pH 7.4. Esta mezcla se
incubd nuevamente durante 20 minutos. Los testigos se realizaron con 15 pyl de
sacarosa 0.25 M en lugar del tejido a los cuales se les adicioné 15 pl de la mezcla
de sustrato. Una vez transcurrido el tiempo, las muestras fueron retiradas e
inmediatamente se lavaron con 2 ml de amortiguador de fosfato 10 mM pH 7.4 ,
para detener la reaccion. Finalmente, el contenido de los tubos se deposité en
viales que contenian 1 ml de kalignost/ acetronitrilo (250 mg /50 ml ) y se les
agregd 5 mi de tolueno puro para separar la mezcla en dos fases. A continuacion,
los viales fueron agitados durante 30 segundos para separar las dos fases , se
tomaron 2 mil de la fase organica (superior ) y se colocaron en otro vial al cual se

agregé 5 ml de liquido de centelleo para cuantificar la radiactividad en un
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contador de centelleo liquido Bekman LS 65000. La actividad de la CAT se expresé
en pMoles de acetilcolina por mg de proteina por hora. La cantidad de proteina
presente se determind a partir de la primera dilucién del tejido en sacarosa por el
método de Lowry y col 1951 ( 77). Para determinar la actividad especifica de la
CAT se utilizé una segunda dilucién del tejido para obtener la concentracién de

proteina requerida en la reaccién enzimética (sacarosa-tritén x-100 al 0.2% ).

CUANTIFICACION DE RECEPTORES MUSCARINICOS POR UNION A [ °H J-QNB.

El tejido obtenido se descongel6 y resuspendié en sacarosa 0.25 M, se
centrifugd a 22,000 Xg durante 20 min, enseguida se homogeneizo el sedimento en
1 ml de solucion amortiguadora de fosfatos, 50 mM, pH 7.4. Posteriormente, se
centrifugd de nuevo por 20 min a 22,000 Xg para la obtencion de la fraccién
membranal, nuevamente se deseché el sobrenadante. El sedimento se homogeneizé
en 1mi de la solucién amortiguadora, a partir de [a cual se realizaron diferentes
diluciones, para preparar dichas diluciones ; se tomé en cuenta la cantidad en
gramos de tejido presente en el homogeneizado y se considero la variacidn en el
contenido de proteinas de acuerdo a la edad ( 2 a 6%), a fin de mantener una
concentracion aproximada entre 90-100 ug de proteinas por cada 200 pl de tejido.
Una vez realizadas las diluciones se preparé la mezcla de reaccion para incubacién
que contenia 200 ul de tejido, 20 ul de solucidon amortiguadora de fosfatos o sulfato
de atropina ( P.M 289.4) que se utilizé como inhibidor competitivo de receptores
muscarinicos, y 20 ul de [’H ]-QNB (actividad especifica 44.9 ci/mmol), preparado
previamente con etanol a una concentracion de 8nM para determinar la unién de
ligando-receptor. Todo lo anterior se prepard y se mantuvo en hielo hasta agregar el
[’H}-QNB, entonces se colocd el tubo de reaccién en un bario de agitacién a 25 °C
donde se incubd por 1 h; la reaccién se detuvo por lavados y filtracion en un
sistema con vacio. Se realizaron 3 lavados con 2.5 ml cada uno de la solucién
amortiguadora, que fueron depositados en el sistema de filtracion de 12 vias
(Mannifold ). Inmediatamente, los filtros fueron recuperados y depositados en viales

con 5 ml de liquido de centelleo. La radiactividad retenida por los filtros se cuantifico
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en un contador beta Backman LS 65000. Se tomaron controles de las diluciones del
[’H]-QNB 20 ul para verificar la preparacién, asi como la estabilidad del compuesto.
La unidn especifica de [°H]-QNB a receptores muscarinicos se definido como la unién
total menos la unidn inespecifica obtenida en presencia de suifato de atropina en
una concentracion de 100 mM. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado. La concentracidn de proteinas se determind en alicuotas de las
membranas en suspension utilizadas en el ensayo por el método de Lowry y col
1951 (77). Los datos de unién se expresaron como Fmol de [H}-QNB unidos
especificamente por mg de proteinas por hora de incubacién.( 78)

ESTADISTICA :

L.os resultados se compararon mediante un andlisis de varianza (ANOVA), t- student.
El nivel de aceptacion fue de p<0.05



DIAGRAMA EXPERIMENTAL

RATAS WISTAR DE 60 DIAS

DIETAS : TESTIGO (23%ProT), HIPOPROTEICA (8% ROT),
MAIZ 8% PROT), Y MAIZ -LISINA (8% PROT)

Y

ALIMENTADAS
5 SEMANAS ANTES

Y

APAREAMIENTO

Y

SACRIFICIO DE LAS CRIAS
14, 21, 30 Y 60 DIAS DE EDAD

Y

DISECCION DE CORTEZA E HIPOCAMPO

y

]
ACTIVIDAD DE CAT (E.C.2.3.1.6) Y UNION DE °*H-QNB
A RECEPTORES MUSCARINICOS

ANALISIS ESTADISTICO|

25



26

RESULTADOS

PESO CORPORAL Y CEREBRAL.

Los resultados obtenidos mostraron una importante disminucién (p< 0.05) dei
peso corporal en todas la edades estudiadas y en todos los grupos experimentales
en relacion al grupo 1, mientras que al comparar el grupo H con los grupos M-Ly M
unicamente este ultimo fue menor ( p<0.05) (fig 7 ).

El peso cerebral fue menor en los grupos H, M-L y M en relacién al grupo T
en todas las edades estudiadas (p< 0.05) (fig 8 ), asi mismo los grupos M-L, y M fue
menor con respecto al H a partir de los 21 hasta los 60 dias de edad (p< 0.05) {fig
8).

Respecto al consumo de alimento entre los grupos estudiados, no hubo
diferencias significativas, T = 16.87 +0.41 gr/dia; H=16.59 £1.14 gr/dia, y M=
14. 75 + 1.86. gr/dia.

ACTIVIDAD DE COLINA ACETILTRANSFERASA (E.C. 2.3.1.6)

CORTEZA FRONTAL

Los resuitados mostraron que la actividad de CAT en el grupo H fue
significativamente mayor a los 21 y 30 dias de edad en relacién al grupo T (p<0.05)
(fig 9). En el grupo M esta elevacién se observd en todas las edades estudiadas
respecto al grupo T (p< 0.05) ( fig 9), mientras que el grupo M-L mostré una
disminucion en la actividad de la CAT en todas las edades respecto tanto al grupo T
como al M (p<0.05) (fig 9), en cambio en relacidon con el grupo H, esta solo fue
menor a los 21 y 30 dias de edad ( p<0.05) fig 9).
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HIPOCAMPO

En esta regiéon los resultados mostraron una mayor actividad de CAT a los
14, 21 y 60 dias de edad en el grupo H respecto al T ( p<0.05)(fig10), mientras que
el grupo M-L mostré una reduccion significativa en la actividad de la enzima en
relacion al grupo T en todas las edades estudiadas ( p< 0.05) (fig 10 ). En el grupo
M se cbservé un incremento significativo a los 21 dias de edad respecto al T
(p<0.05), mientras que los 30 y 60 dias de edad, fue significativamente menor (p<
0.05) (fig 10 ), sin embargo a los 14, 21 y 30 dias de edad la actividad de |la enzima
fue significativamente mayor en el M respecto al grupo M-L (p< 0.05) (fig 10 ) y a los
60 dias de edad el grupo M mostré menor actividad de CAT respecto al M-L (p<0.05)
(fig 10), asi como a los 21 y 60 dias respecto al H (p< 0.05) (fig 10).

CUANTIFICACION DE RECEPTORES MUSCARINICOS POR UNION [*HJ-QNB

CORTEZA FRONTAL.

Los resultados obtenidos en esta region (fig 11) muestran una reduccion
estadisticamente significativamente en la unién de [°H]-QNB a receptores en todos
los grupos experimentales y edades estudiadas, en relacion al grupo T (
p<0.05),excepto a los 60 dias en el grupo Hy M ( fig 11'). Al comparar el grupo H
con el M-L, se observé disminuido a los 21 dias , efecto similar a los 30 en el
grupo M-L respecto al M ( p<0.05). El patrén de unidn de [ *H)-QNB en los grupos
experimentales se mostré con un retardo durante |la segunda a la tercera semana, y
alcanzo la unién méaxima de [°H}-QNB alrededor de los 30 dias de edad, mientras

que el desarrollo del grupo T se observé constante desde los 14 dias de edad (fig
11).
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HIPOCAMPO.

En esta regidn se observé una reduccién en la unién de[ *H]-QNB en todos los
grupos experimentales en relacion al grupo T a las edades de 14 y 21 dias (p<0.05)
(fig 12). A los 30 dias el grupo H mostré una unién significativamente mayor en
relacion a los grupos T, M y M-L ( p<0.05), mientras que a los 60 dias el patron de
union fue mayor en el grupo M en relacion al T (p<0.05) (fig 12)
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Actividad de CAT (E.C. 2.3.1.8.), (expresada en pmol/mg prot/hr) en el hipocampo de ratas

alimentadas con diferentes dietas ; testigo(T), hipoproteica (H), maiz (M), y maiz- lisina( M-L), en las

diterentes edades estudiadas. Los resultados representan la media £ la desviacién estdndar. Las

determinaciones fueron por triplicado de 4-6 experimentos.
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Unidn de [3 H]-QNB a receptores muscarinicos, (expresada en fmol/mg prot/hr) en corteza
frontal de ratas alimentadas con diferentes dietas ; testigo(T), hipoproteica (H), maiz (M), y maiz-

lisina¢ M-L), en las diferentes edades estudiadas. Los resultados representan la media % la desviacion

estandar. Las determinaciones fueron por triplicado de 4-8 experimentos.
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Union de * H-QNB a receptores muscarinicos, (expresada en fmol/mg prot/hr) en hipocampo
de ratas alimentadas con diferentes dietas ; testigo (T), hipoproteica (H), maiz (M), y maiz- lisina ( M-
L), en las diferentes edades estudiadas. Los resultados representan la media t la desviacion
estandar. Las determinaciones fueron por triplicado de 4-6 experimentos.
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DISCUSION

La disminucién significativa en el peso corporal y cerebral que se encontré en
los grupos experimentales, desde el nacimiento de las camadas, refleja los efectos
de la desnutricion. A pesar de que la madre sujeta a restriccidn de nutrientes
mantiene con sus reservas a los productos, éstos se ven afectados tanto en su peso
como en el desarrollo de los diferentes sistemas. La disminucién del peso corporal
en los grupos experimentales es una respuesta a la restricciéon de proteinas y al
alto contenido en carbohidratos en las dietas administradas, al tomar en cuenta
que el requerimiento minimo de proteina en la rata es de un 12% (79 ) y en este
caso solo se administré el 8% de proteina, con un 20% més en el contenido de
carbohidratos, esto podria estimular la liberaciéon de insulina, y favorecer la captura
de aa para |a sintesis de proteinas musculares. Al disminuir los aa en el suero, el
organismo tiende a obtenerlos por degradacion del tejido corporal e inducir
disminucion de peso corporal en ratas jovenes y pérdida de proteinas en las adultas
(80). La disminucion de los aa esenciales Lis y Trp en la alimentacion a base de
maiz en nuestro estudio, induce retardo en el crecimiento, a pesar de que este tipo
de alimentacion aporta 25 mg de Lis y 6 mg de Trp por gramo de proteina en la
dieta y el requerimiento minimo de estos aa en la rata es de 21 y 7 mg/gr de
proteina en la dieta respectivamente (81), al parecer no existe una verdadera
deficiencia de aa que condicione una disminucién en la sintesis de proteinas,
aunque debe considerarse que, mientras la dieta T, aporta un 0.28% de Trp, las
dietas H y M aportan solamente el 0.1 y 0.048% respectivamente (82).

Por otro lado, la disminucién de Trp en la dieta, reduce la secrecién de la
hormona del crecimiento y la sintesis de proteinas en el higado (80, 8 3) lo que se
refleja en la diminucién de peso observado en estos animales. Del mismo modo, se
ha reportado que !a restriccién de alimento y a restriccidn de proteinas, inducen un
retardo en el periodo de division celular y en la sintesis de proteinas que provoca

una disminucién en el desarrollo de los 6rganos en estos animales (84 ), entre los
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que se encuentra el cerebro en donde se han inducido una amplia variedad de
disfunciones que pueden Ilegai’ a ser permanentes tales como retardo en el
crecimiento del cerebro, dafo neuronal y glial que repercuten en la formacion de
circuitos entre las neuronas, asi como efectos en la sintesis, captura y liberacidn de
diversos neurotransmisores por una deficiencia de aa precursores en la dieta
(33,85,86,87 ). Lo que demuestra la importancia de contenido proteico en la
alimentacién. En nuestro estudio no hubo diferencias significativas en el consumo

de alimento en los grupos experimentales H, M y M- , respecto al T.

Ahora bien, tanto el tiempo de aplicacion de la desnutricion como el tipo de
restriccién que se aplica en los animales, es de gran importancia para que se vean
afectados de manera diferenciada, regiones cerebrales especificas o sistemas de
neurotransmisién particulares. En este sentido los resuitados del presente trabajo
mostraron un aumento significativo de la actividad de la CAT ante |la disminucion de
proteinas en la dieta tanto en la corteza frontal como en el hipocampo, mientras que
la deficiencia de TRP en ia dieta de maiz disminuyo la actividad de la enzima en
relacién al grupo H, y se mantuvo significativamente sobre los niveles del grupo T
principalmente en corteza. Estos resultados nos sugieren que el aumento en la
actividad de CAT puede estar relacionado con una desinhibicion de las neuronas
colinérgicas sobre la sintesis de AC, inducida por los diferentes niveles de 5-HT,
ya que se ha demostrado que la restriccion proteica eleva los niveles de 5-HT

cerebrales y la alimentacion a base de maiz disminuye la sintesis de este
neurotrasmisor (88, 89, 90).

Asi mismo se ha demostrado que las fibras serotoninergicas tienen un
efecto inhibidor sobre las terminales colinérgicas tanto septales como sobre
aquellas procedentes del nucleo basal magnocelular aferentes al hipocampo y a la
corteza cerebral respectivamente (8, 4), y se ha demostrado que cuando se lesiona
del sistema serotoninérgico, disminuye la 5-HT y se eleva significativamente la
sintesis de AC tanto en la corteza frontal y en el hipocampo (59, 91). Samarin y
col.{ 92) demostraron que al aplicar agonistas a 5-HT, se indujo un incremento de

AC en hipocampo y cuerpo estriado. De manera similar se ha demostrado la
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interaccion entre ambos sistemas en la mediacion de la excitacion electrocortical y
en el ritmo teta (B) hipocampal (58) y si se bloquean ambos sistemas
simultdéneamente se inducen severos dafios en el aprendizaje en pruebas que

requieren de memoria de corto y largo plazo (93).

Por otra parte se ha reportado que la activacion de los receptores tipo 5-
HTia localizados en hipocampo y corteza cerebral inducen la liberacion de AC en
el hipocampo de ratones y cobayos (62), y que los 5-HTsla inhiben (94). Asi mismo
al bloquear los receptores 5-HT, se induce un aumento en la liberacién de AC,
ahora bien este aumento no se observa si ademas se dafian las vias
dopaminérgicas( 91 ). De manera similar se ha observado que la 5-HT enddgena
facilita la liberacion de AC a través de la activacion de los receptores 5-HTg en
corteza frontal, (95) y se ha demostrado que la activacién de los receptores 5-HTa
estimula la liberacién de Dopamina ( DA), la cual actia sobre los receptores D, que

a su vez estimula |a liberacién de AC en corteza frontal (96 ).

Esto sugiere la importancia de los niveles adecuados de 5-HT sobre la
regulacion del sistema colinérgico a través de activaciéon de los diferentes subtipos
de receptores serotoninérgicos estimulando o inhibiendo la actividad de este
sistema. Sin descartar la posibilidad de que la 5-HT pueda actuar indirectamente
sobre interneuronas colinérgicas, a través de la activacion con otros sistemas de
neurotransmisores tales como DA.

Ahora bien, el aumento de |a actividad de CAT que se observé en los grupos
H y M en relacién al T durante el desarrollo, podria ser un refiejo de cambios
plasticos estructurales de interneuronas colinérgicas, en el afan de mantener su
estabilidad funcional, asi se ha demostrado en un modelo animal, que la restriccion
de Trp en la dieta, induce mayor eficiencia en pruebas que requieren memoria de
corto plazo (30), correlativamente con un incremento en la longitud dendritica y en

el numero de espinas de neuronas piramidales de corteza prefrontal (51).

Por otra parte se ha demostrado que el transportador de AC se encuentra

elevado en las etapas embrionarias, alcanzando sus valores maximos a los 14
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dias postnatales y desciende a partir de los 35 a los 60 dias de edad (97) . Asi
mismo la actividad de CAT se encuentra baja durante las primeras etapas del
desarrollo embrionarias y se incrementa en las primeras cuatro semanas posnatales
(98,99), efecto similar al observado en el presente estudio en los grupos testigos.
Sin embargo a pesar de que se observa este mismo patrén de desarrollo en los
grupos experimentales, éstos mostraron un incremento en la actividad de CAT en
corteza frontal, mientras que en el hipocampo el desarrollo de la actividad de Ia

enzima se observdé mas temprano enel grupo H, enrelacion al grupo T.

Estudios realizados por Represa y col (100}, observaron un retardo en la
actividad de la CAT en CA1, CA3 y giro dentado en hipocampo durante el desarrollo
de ratas previamente sujetas a retardo en el crecimiento intrauterino, por otra parte
Wiggins y col (86), describieron que la actividad de la CAT disminuye
significativamente en bulbo olfatorio, hipotalamo y principalmente en tallo cerebral
en los animales desnutridos durante {a lactancia sin que se recupere su actividad al
administrar una dieta normal. Rocha y col ( 74) demostraron que la restriccién de
alimento desde la gestacidn induce un aumento en la enzima ACE en cerebelo
cuerpo estriado e hipotalamo. Sin embargo, al administrar una dieta restringida en
proteinas se observd por un lado disminucién de la actividad de la ACE en corteza

frontal y por otro un incremento de la misma en tallo cerebral (101).

Ahora bien, cuando a la dieta de maiz se le administra lisina la actividad de
la CAT mostro un desarrollo semejante al grupo T durante todo el estudio en
ambas regiones, lo que nos podria sugerir que al equilibrar el contenido de aa
para la sintesis de la enzima, ésta trata de mantener su funcién normal, sin llegar a
recuperarse totalmente, posiblemente por el efecto de la deficiencia proteica
inducida desde la gestacion. Ademas se ha demostrado que Ila lisina es
importante para la sintesis de la enzima ya que contiene 6 % de esté aminodcido y
solo 0.05% de TRP{ 102 ).

Por otra parte se ha demostrado que la induccién de dafio a las neuronas

colinérgicas ya sea farmacolégicamente o por desnutricion, altera tanto la actividad
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de CAT como los sitios de unién de receptores muscarinicos (103 ). Este tipo de
receptores se encuentran disminuidos al nacimiento e incrementan durante las
primeras 4 semanas de edad en corteza frontal y en el hipocampo de las ratas
(104), Aubert y col. (97) demostraron que la densidad de receptores M1 y M3 es
alta durante la 3er. y 5ta semana posnatal, mientras que los M2 asi como los sitios
de captura de colina de alta afinidad aparecen después de la Sta. semana posnatal.
Sin embargo a pesar de que se observa este mismo desarrollo en los grupos
experimentales, estos mostraron una menor cantidad de sitios de unidn a
receptores muscarinicos. Lo que sugiere que posiblemente hay un retraso en el
desarrollo del sistema colinérgico relacionado con una disminucion en el numero de
células asi como en las conexiones sinapticas inducido por la desnutricién
impuesta desde la etapa gestacional y durante el desarrollo postnatal, pues se ha
demostrado que la neurogénesis del sistema colinérgico inicia en la etapa
embrionario y después de una semana posnatal se establecen los contactos

sinapticos, etapa en la cual inicia la maduracion de este sistema ( 99 ).

Asi mismo, se ha demostrado que la restriccidn proteica pre y posnatal induce
un retraso en la ontogenia de estos receptores en corteza frontal y una disminucion
en la densidad de M2 tanto en la etapa de lactancia como en la edad adulta (105,
106), al igual que una reduccién en la unidn de receptores muscarinicos en el
hipocampo (100), cuerpo estriado e hipotalamo (86), corteza motora y
somatosensorial (104). Asi las alteraciones en la actividad de CAT y los sitios de
unién de receptores muscarinicos, se han puesto de manifiesto al inducir dafio a las
neuronas colinérgicas, ya sea farmacoldgicamente 6 por desnutricion, si ésta se
aplica en etapas tempranas de la vida.

Al analizar ambos marcadores colinérgicos en nuestro estudio, se observo
una respuesta inversamente proporcional, ya que, cuando la actividad de CAT
aumentaba en los grupos restringidos, la unidn de receptores disminuia, tanto a
través del desarrollo como por efecto de la dista en ambas regiones estudiadas.
Este hecho, permite pensar en una disminucién de la poblacién neuronal colinérgica

ya que el aumento en la actividad de CAT inducirfa a una elevacion de AC gue no
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podria ser captada por un numero elevado de receptores. Estos hechos aunados a
los resultados obtenidos en este estudio, permiten mostrar que las alteraciones
producidas en los niveles de serotonina cerebral, afectan tanto el comportamiento
bioquimico como fisioldgico del sistema colinérgico, ya que se ha determinado que
la restriccion de Trp en la alimentacidn, modifica la actividad de la enzima que
sintetiza al neurotransmisor AC, reduce el nimero de sitios de unién del receptor,
hechos que se relacionan con alteraciones en la forma y nimero de espinas
dendriticas en hipocampo y se correlacionan con alteraciones en el desarrollo de
pruebas de aprendizaje ( 49, 50, 51).

-Por lo que los cambios observados en la actividad de CAT en los diferentes
grupos estudiados podria ser una respuesta temporal a la capacidad enzimatica 6
bien a un aumento de la afinidad de la enzima por el sustrato, lo que seria

interesante demostrar con estudios posteriores.
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CONCLUSIONES

1.- Tanto la restriccibn proteica como de ftriptofano en la dieta reducen

significativamente el peso corporal y cerebral.

2.- La restriccidn proteica induce un aumento en la actividad de Colina
acetiltransferasa lo que sugiere un reflejo de mecanismos plasticos involucrados en

una mayor transmision sinaptica

3.- El aumento en la actividad de Colina acetiltransferasa inducida por la deficiencia
de triptofano en el grupo alimentado con la dieta de maiz, sugiere una desinhibicién

en la regulacion de la actividad del sistema colinérgico.

4 - La regulacién en la actividad de la Colina acetiltransferasa observado en el
grupo alimentade con la dieta de maiz, suplementada con lisina indica la

importancia del contenido de este aminoéacidos para la sintesis de la enzima.

5.- La disminucién de la unién del [’H]-QNB a receptores muscarinicos observados

en los grupos hipoproteicos indica una menor concentracion de receptores.

6- La disponibilidad de triptofano, y por consiguiente de serotonina cerebral,
modifica el patron de la actividad de Colina acetiltransferasa y la cantidad de
receptores muscarinicos a las edades de 14, 21, 30 y 60 dias de edad en corteza

frontal y en el hipocampo.
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