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Resumen

Introduccion: La diabetes mellitus (DM) inhibe la biosintesis de serotonina cerebral mediante cambios en la actividad y ex-
presion de triptéfano-5-hidroxilasa (TPH). Objetivos: Determinar si los cambios en la expresion de TPH1 y TPH2 cerebral y
en el nimero de neuronas serotoninérgicas causados por la DM retornan a la normalidad en ratas con diabetes tratadas con
insulina. Métodos: Ratas con diabetes inducida con estreptozotocina se dividieron en dos grupos: uno tratado con insulina y
otro sin tratamiento. En el dia 14, se obtuvieron tallos cerebrales para cuantificar niveles de L-triptoéfano, 5-hidroxitriptamina y
la actividad de la TPH. La expresion de TPH1 y TPH2 fue mediante Western blot y el nimero de neuronas serotoninérgicas
por inmunohistoquimica. Resultados: En las ratas con diabetes se confirmé disminucion de los niveles de L-triptéfano, 5-hi-
droxitriptamina y la actividad de la TPH, asi como menor expresion de TPH1 y TPH2 y menor numero de neuronas serotoni-
nérgicas. Cuando las ratas diabéticas fueron tratadas con insulina, el L-triptéfano regresé a la normalidad, no asi la 5-hidroxi-
triptamina, la expresiéon de TPH ni el numero de neuronas serotoninérgicas. Conclusiones: La DM inhibe crénicamente la
sintesis de 5-hidroxitriptamina cerebral mediante modificaciones en la expresion de TPH1 y TPH2 y disminucién de las neu-
ronas serotoninérgicas, que persisten a pesar del tratamiento con insulina.

Diabetes mellitus. Insulina. Serotonina. Triptéfano-5-hidroxilasas. Neuronas serotoninérgicas.

Diabetes mellitus causes changes in brain tryptophan-5-hydroxylases activity and
expression and in the number of serotonergic neurons, which do not return to normal
with insulin treatment

Abstract

Introduction: Diabetes mellitus (DM) inhibits brain serotonin biosynthesis through changes in tryptophan-5-hydroxylase (TPH)
activity and expression. Objectives: To determine whether DM-induced changes in brain TPH1 and TPH2 expression and in
the number of serotonergic neurons return to normal in diabetic rats treated with insulin. Methods: Rats with streptozotocin-
induced diabetes were divided in two groups: one treated with insulin and the other without treatment. On day 14, brain stems
were obtained in order to quantify L-tryptophan and 5-hydroxytryptamine levels, as well as to determine TPH activity. The
expression of TPH1 and THP2 by Western blot, and the number of serotonergic neurons by immunohistochemistry. Results:
In diabetic rats, a decrease in the levels of L-tryptophan, 5-hydroxytryptamine and TPH activity was confirmed, as well as
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lower TPH1 and TPH2 expression and lower numbers of serotonergic neurons. When diabetic rats were treated with insulin,
L-tryptophan returned to normal, but not 5-hydroxytryptamine, TPH expression, or the number of serotonergic neurons. Con-
clusions: DM chronically inhibits the synthesis of brain 5-hydroxytryptamine through changes in TPH1 and TPH2 expression
and a decrease in the number of serotonergic neurons, which persist despite insulin treatment.

Diabetes mellitus. Insulin. Serotonin. Tryptophan-5-hydroxylases. Serotonergic neurons.

|ntroducci6n

Se han publicado varios estudios sobre la diabetes
mellitus (DM) y la serotonina cerebral (5-hidroxitripta-
mina, 5-HT)."Los resultados apuntan a una disminu-
cién de la biosintesis de la serotonina cerebral, lo que
se correlaciona negativamente con disminucion de la
fraccion libre de L-triptéfano en plasma®® y cerebro,?
junto con la inhibicién crénica de la actividad total de
la enzima triptéfano-5-hidroxilasa (TPH).>° La dismi-
nucion crénica de L-triptéfano (L-Trp) en el cerebro y
de la actividad de TPH en animales con DM, asi como
los cambios cinéticos de la TPH, consistentes en un
aumento de K _ para L-Trp, disminucion de V_, vy
menor capacidad de fosforilacién, donde los diversos
sistemas de fosforilacion son los mecanismos implica-
dos en la baja activacion de esta via metabdlica cere-
bral a causa de la DM.® La TPH es la enzima limitante
de la velocidad de la via biosintética de la seroto-
nina,'®'2 de la cual se han descrito dos isoformas:''

— TPH1, aparentemente localizada solo en tejidos

periféricos.”"

— TPH2, presente solo en el sistema nervioso

central.’s®

Sin embargo, en un estudio reciente, nuestro grupo
reportd la presencia de TPH1 en el tallo cerebral de
ratas con diabetes, junto con la isoforma TPHZ2;
ambas mostraron una disminucién en su expresion en
el curso de la DM.2° Por otro lado, las ratas con dia-
betes sometidas a tratamiento con insulina mostraron
recuperacion completa del peso corporal, y el L-Trp
cerebral también retorné a la normalidad. A pesar de
la recuperacion fisica y biogquimica, la actividad total
de TPH y la expresion de las isoformas permanecie-
ron disminuidas en el tallo cerebral, junto con una
disminucion de los niveles de 5-HT durante el estado
diabético.?*%!

Estos hallazgos tienden a confirmar que, en ratas
con diabetes tratadas con insulina, el mecanismo de
inhibicion de la biosintesis de la serotonina cerebral
puede no deberse Unicamente a un cambio relacio-
nado con la concentraciéon de L-Trp. Existe la posibi-
lidad de que el resultado de las alteraciones en el

sistema serotoninérgico cerebral durante el estado
diabético se deba a cambios en el mecanismo de
regulacion molecular de la expresion y actividad enzi-
matica secundarios a la diabetes, con la posible parti-
cipacion del sistema molecular regulatorio de Pet-1,222%
con repercusiones negativas en la biosintesis y funcio-
nalidad de este importante neurotransmisor.

Considerando los resultados mencionados, la pre-
sente investigacion se propuso en un intento de obte-
ner mas informacién sobre los mecanismos
neurobioldgicos implicados en la persistencia de la
inhibicion crénica de la biosintesis de 5-HT en el
cerebro de ratas con diabetes, e investigar si la expre-
siéon de TPH1 y TPH2 y de las neuronas serotoninér-
gicas permanece disminuida o se normaliza tras la
administracion de insulina.

Métodos

Se utilizaron 80 ratas macho Wistar, cada una con
un peso corporal de 250 + 10 g, las cuales se man-
tuvieron durante dos semanas en las siguientes con-
diciones ambientales: temperatura 22 + 2 °C, ciclos
de luz/oscuridad de 12/12 horas, con ruido y manejo
minimo. Durante dicho periodo de adaptacion, los
animales fueron alimentados con dieta para roedores
(PMI Nutrition International, Brentwood, Missouri,
Estados Unidos) y agua ad libitum. Tras este periodo,
las ratas se dividieron en los siguientes grupos:

— Grupo con diabetes (D) inducida mediante la ad-
ministracion de 65 mg/kg de peso corporal por
via intramuscular de estreptozotocina (STZ, Sig-
ma Chemical Co., St. Louis, Missouri, Estados
Unidos), diluida en solucion amortiguadora de
citrato de 0.1 M, pH 4.5.

— Grupo control (C).

Ademas, algunas ratas del grupo C solo recibie-
ron la solucién amortiguadora y con ellas se in-
tegrd el grupo control con el vehiculo. Siete dias
después de la administracién de STZ, las ratas
con diabetes se dividieron en dos subgrupos:

— Grupo con diabetes tratado con insulina (DTI), de la
cual recibieron 10 unidades/kg de peso corporal.
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— Grupo que no recibi6 tratamiento.

Todos los animales siguieron recibiendo el mismo
alimento y agua ad libitum. El dia 14 después de la
administracion de STZ, varias ratas de cada grupo se
anestesiaron con 40 mg de pentobarbital sddico/kg
de peso corporal. A continuacion, se perfundieron
intracardiacamente con solucion salina a 0.9 % y con
paraformaldehido (4 %) en soluciéon amortiguadora de
fosfato de 0.1 M, pH 7.4. Posteriormente, las ratas
fueron sacrificadas y sus tallos cerebrales fueron
disecados y colocados en paraformaldehido para su
analisis inmunohistoquimico. Ademas, se obtuvieron
otras muestras de tallos cerebrales de ratas de cada
grupo, las cuales se congelaron inmediatamente en
metilbutano y se mantuvieron a -80 °C para los ensa-
yos de Western blot de ambas isoformas de la TPH
y para las determinaciones de L-Trp, 5-HT y actividad
total de TPH.

Con el fin de disminuir las variaciones circadianas,
la diseccion del tejido cerebral se realizd siempre
entre las 09:00 y 11:00 horas. Las ratas Wistar fueron
suministradas por el bioterio del CINVESTAYV, Instituto
Politécnico Nacional. Todos los experimentos se lle-
varon a cabo siguiendo los lineamientos internaciona-
les y nacionales para el cuidado de animales de
laboratorio. El protocolo fue aprobado con registro
2013-785-050 el 31 de julio de 2013 por los comités
de investigacion y ética de la Coordinacion de
Investigacion en Salud del Instituto Mexicano del
Seguro Social, Ciudad de México, México.

Ensayos bioquimicos

Se utilizd cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) para la determinacion de 5-HT y L-Trp, siguiendo
el método de Peat y Gibb.?* La actividad total de TPH
en el tallo cerebral se evalué mediante la formacion de
5-hidroxitriptofano/mg de proteina/hora con deteccién
fluorométrica mediante HPLC.?®

Inmunohistoquimica para TPH

Los tallos cerebrales se colocaron en una solu-
cion de paraformaldehido a 4 % durante una semana
a 4 °C y luego se incluyeron en parafina para obte-
ner secciones de 4 um de espesor. Las secciones
se colocaron en portaobjetos electrocargados; pos-
teriormente, las secciones se desparafinaron y la
exposicion antigénica se llevé a cabo utilizando un
amortiguador de citrato de 01 M, pH 6.0

(Declere™-Cell Marque, Rocklin, California, Estados
Unidos) en un horno de microondas durante tres
ciclos de dos minutos. La actividad de la peroxidasa
enddgena se inhibié inmediatamente con peréxido
de hidrégeno a 5 %.

Después del lavado, las secciones se incubaron
con TPH1 especifico (anticuerpo monoclonal de
conejo [EP1311Y], C-term (nimero de catalogo GTX
61516, GeneTex, Inc., Irvine, California, Estados
Unidos) o TPH2 especifico (anticuerpo monoclonal de
conejo [EPR 19191], Abcam, Cambridge, Reino
Unido), a una dilucién de 1:500 en solucion PBS (0.1
M, pH 7.4), Triton X-100 a 0.3 %, con suero de caballo
a 3 % durante 18 horas a 4 °C. Al dia siguiente, los
cortes fueron lavados e incubados con el anticuerpo
secundario (anticuerpo biotinilado anti-IgG de cabra),
diluido en PBS y Triton X-100 a 0.3 % por 30 minutos;
posteriormente, los tejidos fueron incubados con el
complejo avidina-biotina por 15 minutos a temperatura
ambiente y lavados.

La inmunorreactividad se determiné con un kit
comercial (3,3"-diaminobencidina y perdxido de hidré-
geno) conforme al protocolo de Vector Laboratories.
Se tomaron fotomicrografias con una cdmara digital
(Infinity 1-Lumenera). El nimero de neuronas inmu-
norreactivas a TPH1 o TPH2 en el nucleo dorsal del
rafe, para cada grupo y en cada dia de tratamiento,
se determind en siete secciones de 4 um de espesor,
en un area de 83 um2. Se tomdé como referencia el
acueducto de Silvio, con objetivos 10, 20 y 40x,
empleando una camara Infinity 1-Lumenera, con la
ayuda de un microscopio Olympus.

Inmunotransferencia de TPH por Western
blot

Los tallos cerebrales se homogeneizaron durante
30 segundos a 4 °C en 50 mM de solucién Tris-HCI
(pH 7.4), mas inhibidores de proteasa (Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Estados Unidos). A continuacién, las muestras se
centrifugaron a 29 000 g durante 15 minutos a 4 °C.
La concentracion de proteina se cuantificd por el
método de Bradford. Posteriormente, se colocaron
50 ug de proteina en cada uno de los canales de
1 mm de espesor de un gel de poliacrilamida con SDS
a 12 %.

La electroforesis se llevd a cabo a 100 V durante dos
horas. Para la electrotransferencia de proteinas, el gel
se montd en una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad,
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Estados Unidos) y la corrida se realiz a 10 V durante
90 minutos en una camara semiseca. Las membranas
con las proteinas transferidas se colocaron en una
solucion de bloqueo (Millipore Chemiluminescent
Blocker, Millipore, Bedford, Massachusetts, Estados
Unidos) durante 30 minutos.

Las membranas se incubaron durante la noche con
un anticuerpo monoclonal primario especifico para
TPH1 (Rabbit monoclonal IgG, GeneTex, Inc., Irvine,
California, Estados Unidos) o TPH2 (Rabbit polyclo-
nal, Abcam, Cambridge, Reino Unidos), a una dilucién
de 1:500 en la misma solucién de bloqueo. Al dia
siguiente, las membranas se incubaron con anti-
cuerpo secundario anticonejo (Goat Anti-Rabbit, IgG
[H+L]-HRP conjugate, Bio-Rad, Estados Unidos) a
una dilucién de 1:5.000 en la misma solucién de blo-
queo. Después de lavar las membranas con PBS, se
revelaron con quimioluminiscencia con el sustrato
Luminata Forte Western HRP (Millipore, Estados
Unidos). Se utilizé gliceraldehido-3-fosfato deshidro-
genasa como control interno. Las bandas obtenidas
fueron analizadas y cuantificadas por densitometria.

Andlisis estadistico

Para comparar los resultados de la actividad sero-
toninérgica (L-Trp, actividad total de TPH y concentra-
cién de 5-HT), el nimero de neuronas inmunorreactivas
a TPH1 o TPH2 y las densidades Opticas relativas de
las bandas de TPH1 y TPH2 en el tallo cerebral que
se obtuvieron por Western blot. Primero se calcularon
promedios y desviaciones estandar y posteriormente,
los grupos fueron comparados con ANOVA y prueba
de Tukey. Se acept6 un valor de p < 0.05 como esta-
disticamente significativo.

Resultados

A partir del dia 7 de la administracion de STZ, la
glucemia aumentd significativamente en el grupo D
(p < 0.001) y, como era de esperar, el aumento fue
mas importante a partir del dia 14 de evolucién de la
DM (p < 0.001). Sin embargo, las ratas con diabetes
tratadas con insulina volvieron a la glucemia normal
el dia 7 posterior al tratamiento con insulina (Tabla I).
También se confirmd una disminucién significativa en
la concentracién de L-Trp, actividad total de TPH vy
5-HT en el tallo cerebral en las ratas diabéticas (p <
0.001), (Figura 1). En el grupo DTI, los niveles de L-Trp
en el tallo cerebral volvieron a valores normales siete
dias después del tratamiento; sin embargo, a pesar

Concentracion de glucosa plasmatica (mmol/L) en ratas
con diabetes con y sin insulina y control

1 520+0.11 536+0.15
7 550+0.11 556+0.15 18.10+0.33* 17.91+0.13"
14 5.66+0.23 5.94+0.22 33.00=+0.50" 5.95+0.20

Se presenta el promedio + desviacion estandar de 16 ratas en cada grupo. Todas las
determinaciones se realizaron en muestras por duplicado. Las diferencias entre grupos
se obtuvieron mediante ANOVA y prueba de Tukey (dia 7, C versus Dy C versus DTI,
*p < 0.001; dia 14, C versus D, **p < 0.001; y C versus DTI, 'no significativo.

DPAE = dias posterior a la administracién de estreptozotocina; C: control; CV: control
con vehiculo; D: diabéticas no tratadas; DTI: diabéticas tratadas con insulina.

del tratamiento con insulina, la actividad total de TPH
y la concentracion de 5-HT permanecieron significa-
tivamente disminuidas y no regresaron a los valores
normales (p < 0.001), (Figura 1).

Las expresiones de TPH1 y TPH2 en el tallo cere-
bral se presentan en la Figura 2A. En las Figuras 2B
y 2C se observan comparaciones de la expresion de
ambas isoformas. El grupo D exhibié una disminucion
significativa en la expresion de TPH1 y TPH2 en com-
paracién con los grupos control (p < 0.001); sin
embargo, las expresiones de las isoformas en las
ratas diabéticas tratadas con insulina no alcanzaron
los valores de los grupos control (p < 0.001), (Figuras
2By 20).

Las Figuras 3 y 4 presentan las neuronas inmuno-
rreactivas a TPH1 y TPH2 en el nucleo dorsal del rafe
de todos los grupos. El grupo diabético mostré una
disminucion significativa en el nimero de neuronas
inmunorreactivas, asi como en las expresiones de
TPH1 y TPH2, en comparacion con las de los grupos
control (p < 0.001) (Figura 5). Sin embargo, resultd
interesante que las ratas con diabetes tratadas con
insulina demostraran un aumento en el numero de
neuronas inmunorreactivas que expresaban TPH1 y
TPH2 siete dias después del tratamiento, sin alcanzar
los valores de los controles (Figura 5).

Discusion

El presente trabajo confirma y amplia los resultados
reportados sobre la diabetes mellitus, la cual induce
importantes cambios neurobioquimicos en el sistema
serotoninérgico cerebral en el curso del desarrollo de
la enfermedad, consistentes en disminucion de la bio-
sintesis de 5-HT a causa de la disminucion de la
fraccion libre de L-Trp en plasma y cerebro, junto con
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Microfotografias de corte coronal del nucleo del rafe dorsal del tallo cerebral, donde se observan neuronas serotoninérgicas inmuno-
rreactivas a TPH1. Los cortes de tejido se incubaron con anticuerpo monoclonal especifico y la inmunorreactividad se detecté con el anticuerpo
monoclonal conjugado con peroxidasa y se reveld con 3, 3, diaminobencidina. Las flechas muestran la inmunorreactividad en cada grupo. Aq =
acueducto de Silvio; C: control; CV: control con vehiculo: D, con diabetes 14 dias después de la administracion de estreptozotocina (STZ); DIT:
con diabetes tratado con insulina, siete dias después de la administracién de STZ y siete dias con tratamiento con insulina. Escalas: A: 10%;

B: 20x; C: 40x.

inhibicion cronica de la actividad total de TPH en el
tallo cerebral, lo cual también afecta la funcién normal
de las neuronas serotoninérgicas.®*° Sin embargo,
cuando las ratas con diabetes fueron tratadas con
insulina, los niveles de L-Trp en el tallo cerebral vol-
vieron a la normalidad. Pero, a pesar del tratamiento,
la actividad total de TPH permanecid significativa-
mente disminuida, acompafada de una disminucion
de la concentracion de 5-HT en el tallo cerebral.20?!

En un articulo reciente, nuestro grupo también
informé que ambas isoformas de TPH (1 y 2) se
expresan en neuronas serotoninérgicas en el tallo
cerebral en ratas con diabetes y en ratas de control.2°
Cabe destacar que la intensidad de la inmunomarca-
cion resulto significativamente inferior en las neuro-
nas marcadas con el anticuerpo especifico anti-TPH1
y anti-TPH2 correspondiente en ratas con diabetes en
comparacion con las ratas de control. No obstante, a
pesar del tratamiento con insulina en las ratas con
diabetes, las expresiones de ambas isoformas perma-
necieron significativamente disminuidas y no volvie-
ron a los valores de los controles.

En conjunto, los resultados apoyan el hecho de que
la diabetes mellitus provoca alteraciones significativas
en el metabolismo de la serotonina en el cerebro y un
posible cambio en el mecanismo de regulacién mole-
cular de la expresion y actividad de TPH.*2° Sin
embargo, se observo la presencia de un menor
numero de neuronas serotoninérgicas que expresa-
ban TPH1 y TPH2 en las ratas con diabetes, lo cual
concuerda con la disminucion de la expresion pro-
teica en cada isoforma, que no se normaliza con el
tratamiento con insulina. Lo anterior sugiere que los
cambios metabdlicos que ocurren durante el estado
diabético pueden dar lugar a un cambio epigenético,
inhibiendo la expresion de la TPH, cuyos mecanismos
no son claros hasta la fecha.

En resultados preliminares, observamos que la DM
induce la apoptosis de las neuronas serotoninérgicas
en el nucleo dorsal del rafe del tallo cerebral (datos
no mostrados). Asi, los presentes hallazgos permiten
proponer que la diabetes mellitus puede influir profun-
damente en la biosintesis de la 5-HT cerebral, 491621
a través de mecanismos dependientes de genes que
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rreactivas a TPH2. Los cortes de tejido se incubaron con anticuerpo monoclonal especifico y la inmunorreactividad se detecté con el anticuerpo
monoclonal conjugado con peroxidasa y se revelo con 3, 3, diaminobencidina. Las flechas muestran la inmunorreactividad en cada grupo. Aq
= acueducto de Silvio; C: control; CV, control con vehiculo; D: con diabetes 14 dias tras la administracion de estreptozotocina (STZ); DIT: con
diabetes tratado con insulina, siete dias después de la administracién de STZ y siete dias con tratamiento con insulina. Escalas: A: 10%; B:

20x%; C: 40x.
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Numero de neuronas serotoninérgicas inmunorreactivas a TPH1 y TPH2 en el nucleo del rafe dorsal del tallo cerebral. Cada barra
corresponde a los valores promedio + desviacién estandar de siete ratas en cada grupo. La diferencia entre grupos se obtuvo mediante prueba
de ANOVA y prueba de Tukey: TPH1, dias 7y 14, C versus D y DTI, *p < 0.05. TPH2, dias 7 y 14, C versus D y DTI, *p < 0.05). C: control; CV,
control con vehiculo; D: con diabetes 14 dias tras la administracion de estreptozotocina (STZ); DIT: con diabetes tratado con insulina, siete dias
después de la administracion de STZ y siete dias con tratamiento con insulina.

codifican las proteinas enzimaticas y la apoptosis de
las neuronas serotoninérgicas que, a su vez, son cau-
sados por el intenso estrés inducido por la diabetes
mellitus, el cual puede influir en la biosintesis de 5-HT
cerebral.2627 Alternativamente, otros mecanismos que
también pudieran explicar la disminucién de la expre-
si6n de las isoformas TPH1 y TPH2 en ratas

diabéticas podrian ser la exposicion de las enzimas a
condiciones de oxidacion,?® hiperglucemia,® o dismi-
nucion de las actividades de las proteina cinasas A 'y
C,%" las cuales inducen cambios en la funcion cata-
litica de la TPH.

En conclusion, las presentes observaciones permi-
ten confirmar que la diabetes mellitus produce
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cambios importantes en la sintesis cerebral de 5-HT
mediante modificaciones en la expresién de las iso-
formas TPH1 y TPH2 y la disminucién de las neuro-
nas serotoninérgicas. Dichos cambios no se
normalizaron en las ratas con diabetes tratadas con
insulina, lo cual sugiere que estas modificaciones,
producidas por el intenso cambio metabdlico y mole-
cular provocado por la diabetes mellitus, estarian rela-
cionadas en mayor medida con cambios epigenéticos
en los genes de la triptéfano-5-hidroxilasa.
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