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Abreviaturas:

a-KG: a-cetoglutarato

ADN: Acido desoxirribonucleico

AGBM: Agua grado biologia molecular.

ATP: Adenosin trifosfato.

Atp5j: Subunidad de tallo periférico F6 (gen).
Ala: Alanina

ARN: Acido ribonucleico

CGT: Enzima cerebroésido galactosiltransferasa
CNP: 2’,3’-nucledtido fosfodiesterasa

CS: Citrato sintasa.

CTE: cadena transportadora de electrones.
Cya3: Cianina 3.

Cyb: Cianina 5.

EA: Esclerosis amiotroéfica

Eno: Enolasa.

F4: Generacion F4

FAD": Flavin adenin dinucleétido, oxidado.

FADH:2: Flavin adenin dinucleétido, reducido.

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Km: Concentracion de sustrato a la cual la velocidad de la reaccion es la mitad de la

Vmax.

G6pc: Glucosa 6-fosfatasa (gen)
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G6pd: Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (gen)
GABA: Acido y-aminobutirico

Gad: Glutamato descarboxilasa (gen)

Galt: Galactosa 1-fosfato Uridililtransferasa (gen)
Gal: Galactosa

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Glc: Glucosa

Glu: Glutamato

GLUT: Transportador de glucosa

TGO/ASAT: Aspartato aminotransferasa
TGP/ALAT: Alanina aminotransferasa

HK: hexoquinasa

LDH: lactato deshidrogenasa

MAG: Glicoproteina asociada a la mielina

MAP: Proteina asociada a los microtubulos
MAS: Enzima mélica

MCT: Transportador de monocarboxilatos

MBP: Proteina basica de mielina

min: minutos

mg: miligramos

Mg?*: Magnesio ionizado

NADP*: Nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato, oxidada.

NAD*:Nicotinamida adenina dinucledétido, oxidada.
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NADPH: Nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato, reducida.
NADH: Nicotinamida adenina dinucledtido, reducida.
OAA: Oxalacetato.

PFKFB1: 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 1
Pfk: Fosfofructoquinasa (gen)

Phkg: Fosforilasa quinasa (gen)

PK: piruvato quinasa

PLP: Proteina proteolipidica

PPP: ruta de las pentosas fosfato (acrénimos en inglés)
Pyr: Piruvato

rno: Rattus norvegicus.

ROS: Especies reactivas de oxigeno

r.p.m: revoluciones por minuto.

S: segundos.

SD: Sprague-Dawley

Slc2a2: Transportado de solutos miembro 2.

Slc37A4: Transportador translocasa de glucosa-6-fosfato
SNC: Sistema nervioso central

TA: Temperatura ambiente

taiep: Acronimos en inglés para un modelo de tubulinopatias (tremor, ataxia,

immobility, epilepsy y paralysis).
TCA: ciclo de los acidos tricarboxilicos

Thr: Treonina
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Tubb 4: Tubulina beta 4
Vmax: Valor maximo al que tiende la curva experimental
°C: Grados Celsius

ML: Microlitros

Palabras clave:

taiep, SD, microarreglos, tubulinopatias, hipomielinizacion, desmielinizacion,
Reactome, Kegg, carbohidratos, tallo, cerebelo, metabolismo, astrocito, neurona,

oligodendrocito, mapas metabdlicos, bioinformatica.
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Antecedentes:

La rata taiep es un modelo animal que representa las enfermedades
hipomielinizantes-desmielinizantes, surge por endogamia selectiva, a través de la
cruza cosanguinea entre ratas Sprague-Dawley (SD). Esta rata fue obtenida y descrita
por Holmgren y cols., en 1989 en el Instituto de Ciencias Fisiologicas del Instituto de
Ciencias de la Universidad Autbnoma de Puebla, Pue. en México (Holmgren et al.,
1989). Las ratas presentan signos muy particulares y rasgos fenotipicos similares entre

los individuos a partir de la generacion 4 (F4).

Las ratas taiep recibe su nombre por el acrénimo de los signos que padecen,
engloba las alteraciones motoras que aparecen cronolégicamente, iniciando con
temblores (1° mes), seguidos por ataxia (4° mes), los episodios de inmovilidad (5° - 6°
mes), la epilepsia (3° - 8° mes) y paralisis progresiva (7° mes) (taiep) (Holmgren et al.,
1989; Duncan et al., 1992).

El modelo taiep se origina a partir de una mutacion autosomica recesiva, en el
gen de tubulina beta 4 (Tubb4, Ala302Thr) (Duncan et. al.,, 2017) que afecta el
citoesqueleto de los oligodendrocitos (Duncan et al., 1992; Lunn et. al.1995; Couve et
al.1997). Este defecto microtubular temprano se presenta en los 12-15 dias posnatales
(Couve et. al., 1997) caracterizado por la acumulaciéon progresiva de microtabulos
(Moller et. al., 1997) que conducen a la alteracidén en el transporte vesicular de las

proteinas (Duncan et al., 1992; Lunn et al., 1997).

La rata taiep es reconocida como un modelo animal que presenta
hipomielinizacion-desmielinizacion progresiva (Duncan et. al., 1992), lo cual
interrumpe la formacion y mantenimiento de la mielina en el sistema nervioso central
(SNC) (Duncan et. al., 1992, Couve et. at., 1997, Mdller et. al., 1997).

Los principales componentes afectados de la vaina de mielina son la proteina
proteolipidica (PLP), una de las mas abundantes de la vaina de mielina; la proteina

bésica de la mielina (MBP) que es sintetizada en ribosomas libres; y la glicoproteina

11
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asociada a la mielina (MAG) (O'connor et al., 1999, Trapp, 1990; Brophy et al., 1993;
Kalwy y Smith, 1994) y la proteina asociada a los microtubulos (MAP), todas ellas son
componentes estructurales que permiten la estabilizacién del citoesqueleto en los
oligodendrocitos (Duncan et al.,, 1992; Lunn et al., 1995; Fischer et al., 1990;
Vouyiouklis y Brophy, 1993).

Las vainas de mielina son estructuras multilaminares compuestas por mas de
40 lipidos por lo tanto su composicion total es del 70% a 85% e hidrofébica (Poitelon
et. al., 2020). Los tres lipidos principales comprender un 65%, de los cuales el 20%
corresponde a galactosilceramidas (GalC) y sulfato de cerebrdésidos (CBS) un derivado
sulfatado (Dicko et. al., 2003), por su parte el colesterol comprende un 40% y los
fosfolipidos el 40%, este enriquecimiento elevado de lipidos en las vainas de mielina
juega un papel importante en el recubrimiento axonal para mantener la comunicacion

neuronal por sefiales eléctricas (Schmitt et. al., 2015).

Schwann

llustracién 1.

Representacion esquematica estructural de la vaina de mielina comprendida por: (1) axén mielinizado,
(I) vaina de mielina concéntricas alrededor del axdn, (Ill) membrana, bicapa lipidica que muestra la
protéina proteolipidica (PLP) como proteina integral de varios pasos y la proteina basica de mielina
(PBM) de tipo periférica en el sistema nervioso central y POy PMP2 en el sistema nervioso periférico y

(IV) tipos principales de lipidos. Colesterol (Chl.), Galactosilceramida (Galc, cian), Plasmalégeno (PE,

12
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amarillo), Fosfatidilcolina (PC, azul oscuro), Esfingomielina (SM, azul claro) y otros fosfolipidos (PL, rojo)
(tomado de Schmitt et. al., 2015).

La reduccion progresiva en el calibre de los axones mielinizados esta
fuertemente asociada a la acumulaciéon de microtubulos y la cronologia de la rata
(Couve 1997, Mdller et. al., 1997). Duncan et al., reportan que la disminucion en la
concentracion de las proteinas de la vaina de mielina (Duncan et. al, 1992) esta
acompafado de una alteracion en el transporte vesicular (Duncan et al., 1992; Lunn
et. al., 1997).

La anomalia en el transporte vesicular agrava la disfuncién en el transporte de
los componentes de la mielina (Wilson y Brophy, 1989; Carson et al., 1997) y conduce
al incremento del dafio en el SNC (Moller et al., 1997, O'connor et al., 1999). Mdoller y
cols., demostraron que existe una correlacion entre la reduccion en los niveles de la
PLP y la MBP respecto a los niveles de CNP y MAG, (Mdller et. al., 1997), lo que
sugiere que la PLP y la MAG podrian estar asociadas con la acumulacién de los
microtubulos (O’Connor et. al., 1999) permitiendo concluir que existe un transporte de

proteinas deficiente en la rata taiep (O’connor €t. al., 1997, Chavez et. al., 2001).

El incremento del estrés nitrosativo y la astrocitosis reactiva progresiva
(Jouanne et. al., 2017) estan relacionados con la desestabilizacién de los microtubulos
y contribuye al aumento de la neurotoxicidad, neuroinflamacién y deterioro del SNC en
la rata taiep (Ledn-Chavez et. al., 2001, Lebén-Chavez et. al.,, 2003). Ademas, la
neuroinflamacion (Duncan et al.,, 1992; Lunn et al., 1995; Fischer et al., 1990;
Vouyiouklis y Brophy, 1993) incrementa la actividad de la 2’,3’-nucleétido
fosfodiesterasa (CNP), enzima relacionada con la degeneracion de la materia gris y

deterioro de los oligodendrocitos (Platt et. al., 2021).

Los oligodendrocitos son las ceélulas encargadas de la mielinizacion
(Tepavcevi'c V. 2021), un proceso que requiere una demanda metabdlica considerable
(DiNuzzo. et. al., 2019). Sin embargo, la acumulacion de microtubulos y la astrocitosis
reactiva son factores determinantes que conducen a la disrupcién de la mielinizacion
presente en el modelo taiep (Duncan et. al.,, 1992). Esto nos permite sugerir el

desarrollo de una alteracion en el metabolismo del SNC que podria potenciar la

13
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patologia de la rata taiep (Duncan et. al., 1992, Mdller et. al., 1997, Couve et. al.1997,
Chavez et. al., 2011), que a nivel celular podria estar afectando a oligodendrocitos,
astrocitos y neuronas (Tepavcevic V. 2021). La rata taiep presenta una
hipomielinizacion progresiva en direccion caudo-rostral, siendo la médula espinal, tallo

cerebral y cerebelo las mas afectadas al mes de edad (Moller et al., 1997).

El cerebelo esta dividido en tres secciones (superior, medio e inferior), formado
por foliculos contiguos, cuenta con una alta poblacion neuronal y guarda conexiéon e
interaccion con el proencéfalo y el tronco encefalico, este ultimo se encuentra sobre el
tallo o tronco cerebral (Delgado-Garcia, 2001). El cerebelo esta encargado del control
en la regulacion sobre funciones perceptivas, cognitivas y motoras generados en el
SNC (Ghez et. al., 2000). El cerebelo es estimulado por la activacién de receptores
sensoriales localizados en la corteza cerebral, que a su vez proyectan prolongaciones
hacia los centros motores del tronco del encéfalo y la corteza cerebral (Delgado-
Garcia, 2001).

El cerebelo estd conformado por astrocitos y neuronas como las células de
Purkinje, estrelladas, en cesta (localizadas en las capas superficial e intermedia) y las
células de Golgi (con dendritas en la capa superficial y somas en el interior) de
naturaleza inhibitoria (GABAérgicas) (Altman, 1982; Altman & Das, 1966; Takayasu et
al., 2006, 2009), salvo las células granulares (parte interna del cerebelo) que son
excitatorias (glutamatérgicas) (Delgado-Garcia, 2001), también se cuentan con fibras
paralelas dispuestas en la superficie, descritas como axones delgados provenientes
de las células granulares. La parte intermedia esta constituida por somas de las células
de Purkinje ordenada, sus axones representan la Unica via de salida hacia la corteza
cerebelar. La parte interior del cerebelo esta formada por las células granulares que
llegan a representar hasta la mitad de las neuronas en el SNC, en esta seccion también
se encuentran las células Lugaru y las células en cepillo, poco conocidas en aspectos

electrofisiologicos (Delgado-Garcia, 2001).

Las células de Purkinje tienen tasas metabdlicas relativamente elevadas debido
a la restauracion del potencial de membrana de un alto nimero de dendritas después

de la activacién tonica para inhibir los nucleos motores en el cerebelo (Howarth et al.,

14
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2010, 2012; Connolly et al., 2007; Welsh et al., 2002). El metabolismo oxidativo en
cerebelo es mayor que en regiones del cerebro (Ferreira et. al., 2021, Melo et. al.,
2007), se conoce que el metabolismo de la corteza cerebelar es menor en

comparacion al mostrado en la corteza cerebral (Son et. al., 2012).

El tallo cerebral es la extensién inferior del cerebro que conecta a la médula
espinal y el cerebelo, esta compuesto por cuatro regiones, el diencéfalo, el
mesencéfalo, la protuberancia y el bulbo raquideo (Fernandez-Gil et. al., 2010). El tallo
alberga a la mayoria de los centros neurales responsables de la secrecién de los
principales neurotransmisores monoaminérgicos, como a la serotonina (en los nucleos

de rafe), dopamina y noradrenalina (Carandini et. al., 2021; Son et. al., 2012).

Por su parte, el metabolismo del tallo cerebral (tronco encefélico) ha sido poco
estudiado. Se ha reportado que el metabolismo de glucosa es menor en tallo cerebral,
especificamente en los nucleos de rafe, en comparacion con la corteza cerebral,
aunque existe una similitud entre el metabolismo de la corteza cerebelar y el tallo
cerebral (Son et. al., 2012).

Durante el desarrollo del tejido neural, el astrocito juega un papel clave para el
consumo de glucosa. El astrocito dirige el aporte metabdlico al biotransformar
eficientemente la glucosa y ceder sustratos tipo monocarboxilatos (lactato, piruvato,
acetoacetato y B-hidroxibutirato) a la neurona y al oligodendrocito (Tepavcevic V.
2021). Por su parte, la neurona y el oligodendrocito muestra eficiencia metabdlica, al
aceptar facilmente a los monocarboxilatos e incorporandolos a las respectivas rutas
metabdlicas para mantener el aporte bioenergético (DiNuzzo et. al., A. 2019). Mientras
gue, el oligodendrocito dirige a los monocarboxilatos como el acetoacetato o el -
hidroxibutirato hacia la sintesis de acidos grasos con la finalidad de mantener la

naturaleza lipidica de la vaina de mielina (DiNuzzo et. al., A. 2019).
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Esquema 1.

Metabolismo de la glucosa entre astrocito, neurona y oligodendrocitos (modificado de Brekke et. al.,
2015).

El metabolismo general de carbohidratos en el SCN y en tallo-cerebelo se

encuentra estructurado de la siguiente manera:

La entrada de glucosa depende del funcionamiento de mecanismos especificos
encargados de la incorporacién de carbohidratos al interior de la célula a través de
transportadores de glucosa (Glc), en el caso del SNC, existen dos variantes, los
cotransportadores dependientes de Na*® (SGLT) y tres transportadores facilitados
(GLUT1, GLUT2 y GLUTR3) en tallo-cerebelo (Yu et. al., 2013).

El GLUT1 en los astrocitos posee una alta actividad y afinidad, dado su
ubicacion permite el consumo alto de glucosa (Vannucci 1994). El transportador
GLUT3 muestra una mayor expresion en neuronas. Mientras que el GLUT2 dada su
baja afinidad por la glucosa es considerado un sensor de glucosa (Thorens, 2015).
Ademads, el astrocito cuenta con transportadores de monocarboxilatos (MCT) para el
consumo dependiente de moléculas como el lactato y piruvato. EIl GLUT1 tiene una

taza de expresion mayor durante etapas tempranas de maduracién neuronal, debido
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a la alta demanda energética (Tepavcevic V. 2021). Los cotransportadores
dependientes de Na*- SGLT, muestra mayor expresiéon en neuronas glutamatérgicas
del hipocampo y en células de Purkinje del cerebelo, aunque el peso de recaptura de
Glc a través de la barrera hematoencefélica continla dandose a través de los
transportadores GLUT (Yu et. al., 2013).

En el citosol de la célula, la Glc es modificada bioquimicamente a través de la
actividad de la familia de hexoquinasas, encargadas de fosforilar a diferentes
monosacaridos (manosa y fructosa) pero con preferencia por la Glc. La glucdlisis inicia
con la formacion de glucosa-6-P (G6P), y que ademas corresponde al primer sitio de
control en la glucdlisis (Dienel 2019, Brekke et. al., 2015). El segundo sitio de control
es la bifosforilaciéon de la fructosa—6-P (F6P) en fructosa—1,6-bifosfato (F1,6biP), esta
reaccion es catalizada por la fosfofructoquinasa 1, una enzima alostérica. La 6-
fosfofructo-2-cinasal/fructosa-2,6-bifosfatasa 1 (PFKFB) posee actividad bimodal pues
esta encargada tanto del aporte de fructosa-6P debido a que con actividad quinasa,
mientras que su actividad fosfatasa dirige degradacion de la fructosa-2,6-P. La PFKFB
regula la glucdlisis en periodos de demanda energética al participar activamente en la
isomerizacion reversible de la glucosa a fructosa, este ultimo metabolito muestra un
consumo preferencial en cerebelo y tallo. Cerca del final de la glucdlisis se lleva a cabo
la pérdida de una molécula de agua para continuar con el tercer y altimo sitio de control
en la glucdlisis que estd mediado por la enzima piruvato cinasa (PK), una enzima
alostérica que cataliza la formacion de piruvato, que puede ser biotransfomado a
lactato o alanina e incorporarse al ciclo de Krebs a través de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) o la piruvato carboxilasa (PC) en el caso del astrocito (Dienel,
2019).

El metabolismo de carbohidratos mantiene fuerte relacion con sitios
metabdlicos (Tepavcevi'c V. 2021). Por ejemplo, la participacion de la gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) colabora en el reciclaje de NAD™ ya sea a través
de la enzima malica (MAS) o de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) y que
al mismo tiempo puede participar en la regulacion del estado redox entre la mitocondria

y el citosol. Mientras que, en la ruta de las pentosas, el aporte de carbohidratos podria
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mantener el funcionamiento de un segundo sensor del estado redox celular a través
del reciclaje de NADP*/NADPH (Brekke et. al., 2015; DiNuzzo. et. al., 2019).

En la ruta de las pentosas se mantiene la homeostasis del carbono,
proporcionando precursores de nucledtidos y aminoacidos, dando resultado a
moléculas reductoras importantes en el anabolismo frente al estrés oxidativo. Esta ruta
se divide en una fase oxidativa, dando como resultado dioxido de carbono (CO2),
ribulosa-5-fosfato y NADPH; y una no oxidativa, donde se tienen como productos a
intermediarios glucoliticos (fructosa-6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato), azlcares
psedoheptulosa, ribulosa-5-fosfato requerido para sintetizar acidos nucleicos y

precursores de fosfatos para sintesis de aminoacidos (Stincone et. al., 2015).

El aporte energético es dado por diferentes monosacaridos; la galactosa es
considerado un discreto suministro de G6P a través de la ruta de Leloir (galactolisis),
ruta que guarda relacion con la sintesis de cerebrosidos. La alteracion de la galactolisis
repercute directamente sobre la produccion de glucosa-1-P y el mantenimiento de
UDP-galactosa (hexosas), requerido para el funcionamiento de enzima cerebrésido
galactosiltransferasa (CGT), que participa en la sintesis de galactolipidos vy

galactoproteinas (Lebea & Pretorius, 2005).

La G6P puede ser incorporada a la ruta de las pentosas fosfato, es utilizada
para la formacion de monosacaridos de diferentes esqueletos de carbono (3,4, 5,6y
7), donde las pentosas son pilares intermediarios en la formacion de desoxirribosa
utilizada para la formacién de desoxirribonucleétidos. La glucosa— 6-P deshidrogenasa
(G6PDH) es una enzima clave de la ruta de las pentosas, encargada del reciclaje de
dinucledtido de nicotinamida adenina fosfato (NADPH), un cofactor enzimético que
participa en la preservacion celular, actividad antioxidante (Dieniel, 2019) dirigida a la

eliminacion de especies reactivas (DiNuzzo, 2019, Psarra et. al., 1998).

El reticulo endoplasmatico representa un reservorio importante de G6P, es
transportada por un grupo de proteinas conocido como transportador translocasa de
glucosa-6-P (SLC37A4) (Marquardt et. al. 2020). La G6P es desfosforilada por
fosfatasas localizadas en el lumen endoplasmatico como un mecanismo de

desactivacion de la Glc. Las fosfatasas son expresadas en las células de Purkinje, en
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neuronas del tronco cerebral y las células piramidales de la corteza cerebral, esto
podria deberse a su alto contenido de reticulo endoplasmico rugoso y liso (Stephens
et. al., 1976). Estas enzimas regulan la homeostasis de la glucosa y guarda relaciéon
con la gluconeogénesis y la glucogendlisis glial, que pueden almacenar glucégeno que

no es equiparable al resguardo en érganos como el higado o el masculo (Dienel 2019).

El piruvato (Pyr) derivado de la glucolisis debe sufrir una serie de
transformaciones antes de ser incorporado al ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT)
en la mitocondria, para ello el piruvato debe translocarse hacia el interior de la
mitocondria en donde se encuentra con la PDH, complejo multienzimatico, que en una
serie de tres reacciones da como producto al acetil-CoA, existen dos reacciones mas,
gue devuelven al complejo multienzimatico al estado de mayor estabilidad (Dienel
2019).

El acetil-CoA en presencia de oxalacetato (OAA) inducen la activacion de la
citrato sintasa (CS) para producir citrato. Esta enzima es el primer punto de regulacion
en el CAT. El segundo sitio de regulacion es la isocitrato deshidrogenasa (IDH), una
enzima alostérica que cataliza la formacion de a—cetoglutarato (a-KG) y dinucleétido
de nicotinamida-adenina reducido (NADH). El tercer sitio de regulacion es el complejo
de la a—cetoglutarato deshidrogenasa (KDH) que permite la formacion de succinil-CoA
y NADH a partir de a-KG. La Unica reaccion de fosforilacion a nivel de sustrato del ciclo
es producida por la succinil-CoA sintetasa que utiliza como sustrato al succinil-CoA y
produce succinato y guanosina trifosfato (GTP), un importante transportador de
electrones generado es el dinucledtido de flavina-adenina (FADH2) donde a partir de
succinato y FAD+ produce fumarato y FADH: facilitado por la enzima succinato
deshidrogenasa (Dienel, 2019, Brekke et. al., 2015).

El CAT funge como ruta central, por ello no solo recibe aporte por parte del
metabolismo derivado de carbohidratos, también existe el aporte derivado del
metabolismo de lipidos, donde los acidos grasos y el glicerol aporta acetil-CoA, y del
metabolismo de proteinas que por derivados de aminoacidos se aporta acetil-CoA u
OAA al ciclo, de los cuerpos cetdnicos se puede tener aporte de derivados que se

integran sin problemas al CAT (Gostomska-Pampuch et. al., 2021).
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El CAT adquiere en gran parte al aporte considerable derivado de la glucdlisis,
sin embargo, la presencia de otros sustratos puede ayudar a mantener activo el ciclo
en condiciones de hipoglicemia, teniendo aporte de parte del metabolismo de
aminoacidos. Las transaminasas son enzimas encargadas de la transferencia de
grupos amino (NHs") entre un aminoéacido y un cetoacido para producir un segundo
cetoacido y un aminoacido. La alanina aminotransferasa (TGP/ALAT) y aspartato
aminotransferasa (TGO/ASAT) tienen un papel importante en la neuromodulacion de
etapas tempranas del neurodesarrollo al aportar sustratos como el Pyr, Ala, OAA y el
a-KG que pueden integrarse al CAT, como mecanismo de compensacion al
metabolismo e incluso en la sintesis de neurotransmisores (Glu y GABA) (Brekke et.
al., 2015). La TGP se encarga de la interconversion reversible de Pyr + Glu 2 a-KG +
Alayla TGO de OAA + Glu = a-KG + Asp (Yang et. al., 2015).

El Glu es un sustrato comun en el funcionamiento de ambas transaminasas y
en el cerebro ejerce su actividad como neurotransmisor. El Glu determina en gran
medida la maduracién neuronal al final de la neurogénesis, a través de la comunicacion
neuronal dependiendo del establecimiento de sinapsis glutamatérgicas funcionales. La
sobreestimulacion glutamatérgica en procesos patolégicos desencadena dafio
neuronal, donde las interneuronas se encargan de regular a estas sinapsis a través de
la liberaciéon de GABA, donde la glutamato descarboxilasa 2 (GAD2) es la enzima
encargada de la biotransformacién del Glu a GABA, que muestra regulacion neuronal

en etapas de sobreproduccion de glutamato (Dade et. al., 2020).

Por otra parte, el NADH y FADH:2 producidos en la glucdlisis, b-oxidacion y el
ciclo de los acidos tricarboxilicos seden sus electrones, iniciando la respiracion
oxidativa en la CTE, donde el ultimo aceptor de electrones es el oxigeno y se producen
32 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa metabolizada, gracias a la ATP
sintasa, enzima ensamblada por multiples subunidades, donde se tienen sitios

estéticos, rotatorios y de funcién catalitica (Dieniel, 2019).

Diferentes trabajos sugieren que en procesos neuroinflamatorios existe una

disfunciébn metabdlica que podria estar contribuyendo al inicio y progresion de
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procesos patolégicos como el desarrollo de convulsiones (Alvestad et al., 2011; Tan et

al., 2015), similar a lo ocurrido en el modelo taiep.

Actualmente, existen pocos trabajos dirigidos al estudio de la regulacion génica
del metabolismo de carbohidratos y su relacidon con patologias en el SNC en modelos
animales como la rata taiep. Estudios bioquimicos no publicados realizados
previamente por el Doctor Trevifio-Mora y cols, muestran las alteraciones encontradas
sobre los niveles de glucosa, HDL, creatinina, urea, bilirrubina total, lipasa, TGO, TGP

y en la enolasa neuronal.

Tomando en cuenta lo antes mencionados hasta el momento, podemos
considerar que dado los defectos microtubulares y el transporte anémalo de proteinas
(Couve et. al., 1997, Moller et. al., 1997, O'connor et. al., 1999), el metabolismo en el

SNC de la rata taiep se encuentra alterado al mes de edad.

El uso de herramientas bioinforméaticas ha facilitado el manejo y analisis de
conjunto de datos obtenidos a partir de microarreglos a través de los andlisis de mapas
(pathway analysis) (Curtis et. al., 2005). Una de estas plataformas bioinformaticas es
Reactome. Integra informacion y recre las redes de vias moleculares resumiéndolas
en mapas con el objetivo de obtener resultados puntuales durante la busqueda de
genes de interés. Reactome cuenta con un nivel de organizacidn jerarquico que
permite visualizar por estratos a las vias de transduccion de sefiales (Fabregat et. al.,
2015).

Kegg es otra herramienta bioinformatica, que al igual que Reactome, construye
las entradas en mapas bioquimicos, ademas de mostrar la relacién que existiria con
enfermedades (Kanehisa et. al., 2007), esto es util al momento de correlacionar los

resultados de una forma sencilla.

Los genes ingresados a las plataformas bioinforméticas parten de metodologias
gue arrojan informacién en masa obtenida a partir de microarreglos o chips de ADN.
Estos pueden ser fabricados con una base de vidrio, silicio o polimeros de plastico. La
importancia de esta metodologia en la investigacion radica en presentar a los genes

alterados en un organismo (Heller M. 2002). Los resultados son mostrados gracias a
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la decodificacién por software que utilizan herramientas estadisticas como Z-score,
dando resultados, en los que se llevé a cabo una normalizacion de los datos para
reducir la variabilidad experimental y conservar la variabilidad biologica (Hedge et. al.,
2000).

Ademas, los valores de Z-score obtenidos muestran relativa practicidad, donde
un Z-score de cero indica que no existen cambios en la regulacién génica, mientras
gue valores positivos indican un aumento de regulacion y valores negativos
representan regulacion baja. A partir de esto y considerando que la Z-score tiene una
distribucion hipergeométrica, lo que indica que aquella Z-score mayor o igual a 2 nos
dara una probabilidad del 95% de tener datos con significancia estadistica (P <0.005)
(Curtis et, al,. 2005).

Por ultimo, Cmaptools es una herramienta computacional para la elaboracion
de mapas conceptuales de facil manipulacién que tienen como objetivo expresar los
conocimientos de una manera practica y sencilla (Cafias et. al., 2004). Esta
herramienta fue utilizada para la elaboracion del mapa bioquimico propuesto mas

adelante (mapa 1).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La rata taiep presenta una variedad muy particular de signos propios de
enfermedades neurodegenerativas a lo largo de su vida, por ello se ha utilizado como
modelo animal que podria semejar las discapacidades motrices que presentan los
pacientes que cursan por alguna enfermedad hipo-desmielinizante. Hasta el momento
no se cuenta con informacion concreta acerca del papel del metabolismo de
carbohidratos en cerebelo-tallo de la rata taiep. Este trabajo se encuentra apoyado de
herramientas bioinformaticas que nos permitiran visualizar a lo los genes alterados, asi
como su comparacién con lo reportado en la literatura para dilucidar los defectos que

dichos genes podrian aportar de ser codificados como proteinas funcionales.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢, Qué ruta metabdlica de carbohidratos se encuentra alterada en cerebelo y tallo

en la rata taiep al mes de edad?

JUSTIFICACION:

La rata taiep posee una mutacion en el gen de la tubulina 8 4 (Tubb4a), la cual ha
sido propuesta como un factor etiolégico para desarrollar la hipomielinizacién-
desmielinizacion generando un cuadro de signos similar a la esclerosis multiple. En el
SNC, los astrocitos participan en el metabolismo energético, proporcionando sustratos
claves para que la neurona lleve a cabo sus funciones. Sin embargo, ante un proceso
inflamatorio, la funcionalidad del astrocito se encuentra alterada conduciendo al
incremento de la astrogliosis reactiva, aumento del estrés oxidativo y la
neuroinflamacién crénica. Se ha propuesto que, frente a condiciones nocivas, las
células del SNC podrian reprogramar su fisiologica activando mecanismos

compensatorios con la finalidad de preservar la homeostasis celular.

En este estudio decidimos trabajar con cerebelo y tallo de la rata taiep, ambas
regiones se encuentran afectadas al mes de edad, debido a que no muestran rasgos
evidentes de neurodegeneracion, lo que ayudaria a proporcionar informacion de las

afectaciones tempranas en ratas taiep.

Actualmente, no existen estudios sobre el metabolismo de los carbohidratos en la
rata taiep. En este trabajo utilizamos un perfil de regulacion de 5000 genes a través de
un microarreglo, o que nos permitio obtener informacion de las rutas metabdlicas

afectadas para ayudar a corregir o prevenir procesos neurodegenerativos.

Los microarreglos son un método de biologia molecular de alto rendimiento
utilizada en el mapeo génico, asi como en estudios que brindan informacién acerca de
la regulacién génica. El principio de los experimentos de microarreglos es el uso de

ARNmM o ARN total de células o tejidos. Los miles de secuencias de ARN se hibridan
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en paralelo con una gran cantidad de secuencias de ADN inmovilizadas en una
superficie sélida en una disposicién ordenada y posteriormente marcarlos a través del

uso de etiquetas fluorescentes (Schena et al. 1995).

Para tener informacién precisa los datos obtenidos de los microarreglos, esta
debe ser decodificada con la ayuda de una base de datos, para este estudio se optd
por el uso de Reactome, para obtener mapas bioquimicos que brindaran informacién

acerca de las alteraciones en el neurometabolismo.

Este trabajo es una investigacion bioinforméatica de tipo retrospectiva que busca

contribuir en el esclarecimiento del metabolismo taiep hasta ahora poco estudiado.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Analizar bioinformaticamente el metabolismo de carbohidratos en el perfil de

regulacion de genes de cerebelo y tallo en la rata taiep al mes de edad.

Objetivos particulares:

1. Identificar los genes alterados en las rutas metabdlicas de carbohidratos a partir
de un microarreglo.
2. Proponer un mapa bioinforméatico de las rutas metabdlicas de carbohidratos, para

encontrar los genes blancos afectados en la patologia taiep.

HIPOTESIS:

El perfil de regulacién de genes y la via metabdlica de carbohidratos de
carbohidratos del modelo de tubulinopatias se encuentran alterados al mes de edad

en tallo y cerebelo.
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DISENO DE LA INVESTIGACION

a. Tipo de estudio

Retrospectivo

b. Definicion del universo

Genes regulados positiva 0 negativamente obtenidos con la metodologia del

microarreglo.

c. Tamarfo de la muestra

Grupos experimentales de un pool con n =5, de cerebelo y tallo.

d. Tipo de muestreo

Aleatorio
e. Criterios de seleccion

i. Criterios de inclusion

- Se incluyeron a todas las ratas macho con patologia taiep y controles sanos
Sprague-Dawley (SD) de un mes de edad.

- Los genes considerados fueron aquellos que mostraron ambos fluoréforos, Cy3
y Cy5.

- Aguellos genes con una Z-score fuera del rango = +2 y < -2, con el valor de
significancia estadistica de P < 0.05. Esto es porque se busca identificar
cambios en la regulacion del andlisis estadistico, donde los valores estrictos

deben tenerse en consideracion (Curtis et. al., 2005).

ii. Criterios de exclusion

- Ratas hembra taiep o SD, menores o mayores a un mes de edad. Las ratas
hembra han mostrado tener neuroprotecciéon hormonal.

- Genes que solo dieron un solo marcaje, ya sea por Cy3 o Cy5.

26



METABOLISMO tallo-cerebelo MODELO taiep %

Facultad de Ciencias Quimicas BUAP

- Aguellos genes con un rango de Z-score >-2 y <+2.

iii. Criterios de eliminacién

» Ratas hembra, debido a que, aunque muestran la misma mutacién que el
macho, fenotipicamente ha mostrado a ser diferentes debido a un factor

hormonal.

» Ratas enfermas o con patologias distintas al modelo taiep

» Ratas que superan o no cumplen con la edad aceptada.

f. Definicion del grupo control

Ratas macho Sprague-Dawley (SD) de un mes de edad.

g. Variables y definicion de variables

Se trabajara con variables cualitativas, genes con regulacion positiva y negativa

involucrados en el metabolismo de carbohidratos de células neurales.

h. Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Resultados del microarreglo dados en valores de Z-score proporcionados por el
Instituto de fisiologia de la UNAM. Con un intervalo de confianza de 95% al considerar

valores = 2 <.

i. Aspectos bioéticos

La Norma Oficial Mexicana-NOM-062-Z00-1999, indica las especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Esta Norma
es aplicable a los bioterios y/o establecimientos que manejen: roedores (rata, raton,
cobayo, hamster y jerbo), lagomorfos (conejo), carnivoros (perro y gato), primates no
humanos y porcinos (NOM-062-Z00-1999, 2001).

j. Riesgos de la investigacién

No aplica.
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k. Carta de consentimiento informado

No aplica.

METODOLOGIA:;

» Estrategias

Microarreglo.

» Métodos y sus fundamentos

©

Facultad de Ciencias Quimicas BUAP

La construccion de microarreglos de ADN es un procedimiento multifacético que

implica la obtencion de secuencias de ADN o ARN, disefio de oligonucleétidos o

cebadores para generar una sonda para cada gen del ADN, seguida por la seleccién

y preparacion de una superficie de vidrio adecuada y para depositar la sonda de ADN

en su superficie.

Modelo taiep. Los animales destetados se mantuvieron en condiciones estandar,

alojados en jaulas de acrilico, en una habitacién con ciclos de 12 - 12 horas (luz-

oscuridad). Destetadas a los treinta dias postnatal, alimentados ad libitum con dieta

5008 (materno), hipercalérico para engorda, que tiene 4% de fibra, 23% de proteina

bruta, 6.5% de grasa bruta y agua ad libitum.

Flujo de trabajo.

Extraccion de tejido

Extraccion de ARN

Cuantificacion del
ARN

Integridad del ARN

Microarreglo
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» Métodos

1. Obtencion de muestras

Se usaron ratas SD y taiep de 1 mes de edad (pool, n =5) de las que se extrajo

el cerebelo y tallo, fueron almacenados inmediatamente en un tubo de recoleccion

estéril libre de ribonucleasas a -720C hasta su posterior uso.

2. Extracciéon de ARN

Por cada 100 mg de tejido por cada muestra, se adicion6 1000 uL de TRizol y
se incubo6 5 min a temperatura ambiente (TA), después se agrego6 200 L de cloroformo
y se agité vigorosamente por 15 s, se dejé incubar los tubos por 5 min a temperatura
ambiente (TA). Pasado este tiempo, los tubos fueron centrifugados a 12500 rpm por
15 min a 4°C y la fase acuosa fue separada. Seguido a esto, se agrego 500 uL de
isopropanol y se mezclé por inversion, los tubos fueron incubadas por 10 min a TA.
Después los tubos fueron centrifugados a 12000 rpm por 10 min a 4°C vy el
sobrenadante fue desechado. Posteriormente, se agregaron 1000 uL de etanol (75%)
para lavar la pastilla en un golpe con vortex. Por altimo, los tubos fueron centrifugados
a 7500 rpm por 5 min a 4°C, decantando y dejando secar, para re-suspender las
pastillas de ARN con agua grado biologia molecular (AGBM) y colocar inmediatamente

en hielo hasta su uso.

3. Cuantificacion

La pureza del ARN fue verificada por espectrofotometria a través de la relacion
260/280 nm.

4. Integridad del ARN

La integridad del ARN fue corroborada por medio de electroforesis en gel de

agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
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llustracién 2

Electroforesis en gel de agarosa de la integridad de ARN.

5. Microarreglo
El microarreglo fue realizado en el departamento de microarreglos de ADN del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM)

(http://microarrays.ifc.unam.mx/) a cargo del Dr. Jorge Ramirez Salcedo. Se utilizaron

dos muestras con 30 ug de ARN extraido de cerebelo y tallo, una obtenida de 5 ratas
problema (taiep) y otra de 5 ratas control (SD), cada muestra fue marcada con un

fluoréforo diferente, Cy3 y Cy5, que después fue hibridado en el microarreglo.

Esta seccién experimental se realizé por duplicado y en ciego, es decir, que las
muestras se diferenciaron como uno y dos sin saber si se trataba del control o del
problema. Ademas, fueron marcadas intercaladamente con el fluoroforo y se hibridaron
en el microarreglo. Los microarreglos utilizados fueron el Rn5K 05 26 y el
Rn5K_05_ 27.
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llustracién 3.

Grafico de todos los resultados dados por el andlisis con el microarreglo.

6. Seleccion de genes
Dentro de los 5 mil genes analizados se obtuvieron 241 alterados respecto al
grupo control con valores de Z-score >-2 y <+2, de los cuales se cuentan con datos

como rno, symdesc y nombre de la proteina codificable, se procedié con la clasificacion

de rutas con la ayuda de la plataforma Kegg (https://www.keqgq.ip/), certificada por
Kanehisa Laboratories y desarrollada en colaboracién del Centro de Bioinformatica,
Instituto de Investigacion Quimica, Universidad de Kyoto y el Centro del Genoma
Humano, Instituto  de Ciencias  Médicas, Universidad de  Tokio
(https://Iwww.kanehisa.jp/).

Se seleccionaron a los genes que tienen participacion en el metabolismo global
de tallo-cerebelo del modelo taiep, considerando los valores de inclusion propuestos,
teniendo un total de 59 con sobre y baja regulacién, que fueron contemplados en el

analisis con apoyo de la plataforma Reactome.
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llustracién 4.

Grafico de discriminacion de valores < -2 y = +2.

7. Reactome
Para realizar la seleccion de los genes que tienen relacién con el metabolismo
de carbohidratos en tallo-cerebelo del modelo taiep ingresamos a la pagina web de la

plataforma Reactome (https://reactome.org/), funcionando bajo las licencias de

Creative Commons Public Domain (CCO0) License apply y Creative Commons
Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) License (Extraido de: Jassal et. al., 2020).

En la pagina principal se observan iconos (Pathway Browser, Analysis Tools,
ReactomeFIViz y Documentation) que hacen alusion a la funcién que ejecutan al
seleccionar sobre ellos, también se observa un buscador con ejemplos del tipo de
cbdigo que se puede introducir para realizar la busqueda (095631, NTN1, sisnaling by
EGFR, glucose), en nuestro caso contamos con los symdesc (nombre asociado) de
cada gen. Si en la pagina de inicio continuamos desplazandonos hacia abajo,
podremos encontrar otros apartados como noticias, Tweets, una descripcion breve de

la plataforma, la Gltima fecha de actualizacién, iconos de los mapas con los que cuenta,
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reacciones, proteinas, moléculas pequefias, farmacos y referencias bibliogréficas,
también se puede encontrar con iconos de apoyo para cualquier duda referente a la
plataforma y por dltimo se tiene una seccidon mas de iconos referentes a APl y acceso

de datos.

Para este estudio nos centraremos en el icono "Pathway Browser”, ubicado al
inicio de la pagina web, que permite interactuar y visualizar los mapas bioquimicos
bioldgicos, al seleccionar sobre dicho icono se nos presentara una pantalla con el
logotipo de la plataforma, en la que tendremos que esperar a que cargue y seguido a
esto se nos presenta una pantalla con diagramas de conexion entre algunos de los
muchos mapas presentes en la plataforma, se puede observar una seccion llamada
“"Event Hierarchy™ que en forma de lista muestra las vias que conforman a la interfaz
en la parte inferior central se puede tener informacién referente a la descripcion,
moléculas, estructuras, expresion, analisis y descargas, de rutas, proteinas, o
reacciones que seleccionemos. Se puede visualizar un buscador en el que se estaran

colocando los symdesc de los resultados.

Antes de iniciar a poner los genes, en el buscador, se debe seleccionar la
especie sobre la que queremos tener los mapas resultantes, para ellos se presenta un
icono llamado “Pathways for:” en donde se debe seleccionar "Rattus norvegicus™ con
esto, aseguramos que los mapas arrojados serdn homologados con la especie de la

cual tenemos los resultados del microarreglo.

En el buscador se colocaron los symdesc uno por uno, o datos en conjunto (aqui
la plataforma puede arrojar resultados erroneos si un gen esta mal escrito o si las siglas
son similares a otros genes, por ello es mejor realizar la busqueda de uno en uno), es
importante resaltar que si el gen de busqueda no tiene relacién con la ruta en la que
se estd visualizando la pantalla, no se arrojaran resultados en "This diagram”,
normalmente los resultados de todas las rutas en donde se tiene participacion del gen
se veran reflejadas en "All diagrams”. Una consideracion extra, es que, la plataforma
no mostré a los genes con baja o sobrerregulacion, solo muestra a los genes
recalcados en color diferente (rosa), la reaccion en la que estan involucrados, asi como

todas las rutas en las que estan participando, por ello se debe considerar el analisis
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por separado, es decir, analizar por pasos solo a los de baja regulacion y después a

los de alta regulacion.

Al colocar el gen en el buscador se muestra una descripcion de las rutas en que
la proteina para la que codifica el gen se encuentra participando, en ese caso, si tiene
relacion con el metabolismo de carbohidratos, como lo es el caso del gen Hk2, que
codifica para la Hexoquinasa 2 y fosforila a la glucosa en citosol, en esos casos se
selecciona sobre el mapa de interés. Al seleccionar el mapa bioquimico, se observé la
ubicacion de la proteina, funcién, reaccion en la que participa, metabolitos requeridos,

productos de la reaccién y localizacion en la célula.

El algoritmo de la plataforma arrojé los mapas metabdlicos en los que estan
involucrados cada uno de los genes. A partir de estos se seleccionaron 9 que participan
en el metabolismo de carbohidratos o guardan una conexién inmediata con esta ruta
(Extraido de: Jassal et. al., 2020).

De forma similar se decidi6 integrar 3 genes mas, uno para la sobrerregulacién
y dos para la baja regulacion, que muestran cercania con los valores de inclusion y
contribuyen a la discusioén de resultados, por ello al final se optd por la integracion de

12 genes en total.

8. CmapTools
Se utilizé la aplicacion para PC Cmaptools, herramienta utilizada para la
elaboracién de mapas conceptuales, y en este caso utilizando ese concepto se elabord
el mapa propuesto para el metabolismo de carbohidratos en tallo-cerebelo del modelo

taiep (mapa 1).

Para trabajar desde CmapTools, primero se debe descargar el software

(https://lcmaptools.softonic.com/), el programa cuenta con un menu que muestra la

seccion "archivo™ al seleccionar se procede a "nuevo Cmap” e iniciar la construccion

del mapa conceptual.

El cambio de color de los recuadros, tamafio de letra, direccion de las flechas,
entre otras funciones puede realizarse desde la pantalla emergente “Estilos”, que tiene

apartados para la fuente, objeto, linea y Cmap.
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Sobre la pagina en blanco se fueron generando cuadros unidos mediante
flechas, en cada recuadro se colocé el metabolito relevante y entre cada recuadro se
coloco la enzima que cataliza la reaccion involucrada, esto se realizd para cada ruta
de interés hasta plasmar a todos los 12 genes de trabajo, dando contorno en color
verde para los genes que muestran una sobrerregulacion, también se incluyé un
cuadro extra con la leyenda “Up”, para los genes en baja regulacién el contraste del
cuadro fue en color rojo agregando un recuadro extra con la leyenda "Down”, de esta

manera se busca hacer mas rapida la localizacion de los genes de interés.

9. Kegg
Kegg es una plataforma bioinformatica que utiliza como base algoritmos para
dar la integracion de los resultados dentro de mapas relacionados a enfermedades. La
plataforma permite la busqueda especifica por especies al introducir los genes en
digitacion para Rattus Norvegicus (rno), con esto aseguramos que los genes
resultantes sean Unicamente los del organismo de interés y no otros que pudiesen

resultar parecidos en digitacion.

Para trabajar con Kegg debemos ingresar a la pagina web de la plataforma

(https://www.genome.jp/kegag/), donde se muestra la interfaz de buUsqueda con
descripcion breve de la plataforma, apartados que describen a los iconos de la seccién
superior "Kegg~, "Databases”, "Mapper”, "Auto annotation” y "Kanehisa lab”, para la
integracion por rutas debemos seleccionar sobre el icono "Mapper” y a continuacion
se mostraran nuevas frases debajo del icono de la plataforma, aqui debemos

seleccionar sobre "Search™.

En este punto tendremos un recuadro grande en color blanco, en el cual van
colocados nuestros genes en codigo rno, para que la plataforma pueda identificarlos
como tal debemos escribir “rno” en el recuadro en color blanco ubicado delante de

“other org".

Para encontrar la relacion con enfermedades se colocaron primero a todos los

genes con sobrerregulacién y después a los de baja regulacion, sobre el recuadro
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grande en color blanco, y se seleccion6 " Include same as objects” e " Include aliases

(for hsa and other org modes)” y a continuacion "Exec’.

El algoritmo de Kegg arrojara los resultados de genes relacionados a
enfermedades, en donde se puede visualizar cuantos y cuales son los genes
relacionados, de los seis genes introducidos en algunos casos mostraba la relacion
con una enfermedad en la que solo participaban dos 0 mas genes, en algunas otras
enfermedades solo aparecia un gen de los seis introducidos, de esta manera se pudo
seleccionar los articulos de interés que mostraron relacion con el metabolismo de

carbohidratos en tallo-cerebelo.

En este punto, los genes de interés involucrados fueron ubicados en las
respectivas rutas metabdlicas, un proceso similar a lo realizado en Reactome. Una
ventaja del uso de Kegg, es que proporciona la participacion de estos genes en rutas

bioquimicas de enfermedades.

> Control de calidad

De forma general:

Transporte adecuado del ARN a la unidad de microarreglos de la UNAM.
Evitar contaminacion.

Sin datos del control calidad del microarreglo.
» Medidas de seguridad
Extraccién de tejidos y ARN:

Uso adecuado de equipos y reactivos, utilizando equipo de proteccion.
Del microarreglo:

Sin datos otorgados.
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RESULTADOS:

Las rutas metabdlicas de carbohidratos trazadas en las plataformas
bioinformaticas (Reactome) que tienen relacion con la glucdlisis son la ruta de las
pentosas fosfato, ruta de Leloir, glucogendlisis, glucogenogénesis, transaminacion,
ciclo de los &cidos tricarboxilicos y cadena transportadora de electrones de cerebelo-
tallo. Con lo que se propone el siguiente mapa metabdlico (mapa 1) que engloba tanto
a genes regulados negativa y positivamente dados por el microarreglo de cinco mil
genes Rn5K_05 26 y Rn5K_05_27.

En total se obtuvieron 107 genes con una regulacibn mayor a la del grupo
control (SD) y 134 con baja regulacion, dando un total de 241 genes ubicados entre <
-2 'y =2 +2 (Z-score) dados en el analisis con el microarreglo, estos fueron agrupados

en el rubro de metabolismo.

El total de genes analizados agrupados para el metabolismo taiep, con una Z-
score de < -2y = +2 fueron 59, de los cuales 27 de ellos correspondieron a genes con
baja regulacion y 32 a genes con sobrerregulacion. Los 59 genes fueron introducidos
en la plataforma Reactome, que proporciono los mapas metabdlicos en los que se
encuentran involucrados cada uno de los genes, obteniendo un total de 9 genes
alterados y asociados al metabolismo de carbohidratos, donde 5 mostraron una mayor
regulacion respecto al grupo control (SD) y 4 una menor regulacion de acuerdo con los

criterios de inclusion.

De los mapas arrojados por la plataforma Reactome, se construy6é el mapa
metabdlico bioinformatico (Mapa 1) representativo para el metabolismo en cerebelo-
tallo del modelo taiep. Para realizar dicho mapa se utilizd la aplicacion CmapTools,
aplicaciéon que permite elaborar mapas conceptuales y de facil manipulacién. Los
genes descartados no guardan conexién inmediata con el metabolismo de

carbohidratos (datos no mostrados).

Los genes considerados para la elaboracion del mapa metabdlico propuesto
fueron 12, esto se debe a que se consideraron 3 genes que no estan dentro de los

valores de Z-score propuestos, pero que guardan una conexion con el metabolismo de
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carbohidratos taiep y permiten esclarecer las alteraciones encontradas, de los cuales
6 se encontraron regulados positvamente (tabla 1) mientras que los 6 restantes
pertenecen a una regulacion negativa (tabla 2). Este andlisis nos proporciond un
panorama del metabolismo de carbohidratos, aunque se decidié incluir a un
transportador de glucosa, una fosfatasa, transaminasas y genes involucrados en la
cadena transportadora de electrones, debido a la conexion directa con el metabolismo

y a que muestran una sobre o baja regulacion (Mapa 1).

Dentro de los 6 genes con regulacion positiva se encuentra la aldolasa de tipo
A (AldoA) y la enolasa 3 (Eno3) que en el metabolismo de carbohidratos participan en
la glucdlisis, a la par, se encontré el incremento de la regulacion de la 6-fosfofructo-2-
cinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 1 (Pkfbf), una enzima bifuncional que mantiene estable
los niveles de fructosa—6P. Por parte de la ruta de las pentosas se encontrd a la
glucosa—6P deshidrogenasa (G6pd) con inmediata conexion a la glucdlisis. Nuestros
resultados nos muestran a dos genes que expresan para transaminasas, elevados, la
alanina aminotransferasa 1 (Tgp) y aspartato aminotransferasa 2 (Tgo2), también se
encontrd la sobreexpresion del gen de la glutamato descarboxilasa 2 (Gad2), que al

ser expresado interviene en la sintesis del neurotransmisor GABA.

Uno de los genes que mostraron regulaciéon negativa es el transportador de
solutos 2 (Glut2) que permite el acceso de glucosa a la célula, ademas se tiene una
baja regulacion en el gen que codifica para la hexoquinasa 2 (Hk2), enzima que se
ubica al inicio de la glucolisis. En la degradacion del glucégeno (glucogendlisis) se
tiene regulacién negativa del gen que expresa a la subunidad catalitica Gamma 2 de
la fosforilasa quinasa (Phkg2), que tiene una estrecha relacion con la subunidad
catalitica 1 de la Glucosa-6-fosfatasa (G6pc) mostrada también con regulaciéon
negativa, esta enzima da pauta a la formacidbn de glucosa en el reticulo
endoplasmético. Una enzima mas con regulacion a la baja codifica para una subunidad
gue participa en la cadena transportadora de electrones, perteneciente a la ATPasa,
lo que podria predisponer a alteraciones con la sintesis de ATP en cerebelo-tallo del

modelo taiep.

38



METABOLISMO tallo-cerebelo MODELO taiep

o

Facultad de Ciencias Quimicas BUAP

Las siguientes tablas muestran a los genes alterados dentro del metabolismo

cerebelo-tallo con las rutas en las que tiene participacion y los lugares en que catalizan

las reacciones del modelo de estudio.

Genes en sobrerregulacion en el metabolismo cerebelo-tallo del modelo taiep

Tabla 1.

Symdesc | RNO Nombre Participacion Sitio de Rx | Z-score
Eno3 25438 Enolasa 3/2-fosfo-d- Glucolisis Citosol 2.04
glicerato hidrolasa
Gépd 24377 GIucqsa-B-fosfato Ruta de las Citosol 287
deshidrogenasa pentosas fosfato
Glutamato . Sinte;is y )
Gad2 24380 Descarboxilasa 2 liberacion de Citosol 2.10
GABA
TGO?2 25721 _ Aspartato Transaminasa Citosol- 5.49
aminotransferasa 2 Mitocondria
TGP 81670 Alanina Transaminasa Citosol 1.72
aminotransferasa 1 )
6-Fosfofructo-2- bh!i Eilirgr?al
Pfkfbl 24638 | Quinasa/Fructosa-2,6- ! Citosol 2.32
: homeostasis de
Bifosfatasa 1 o
la glucdlisis

Se debe considerar el punto en el que nos ubicamos y ese es en la traduccion

de genes, es decir el ensamblaje de proteinas aun no esta dado y la funcionalidad real

de la proteina para este estudio podria tornarse incierta, a pesar de esto podemos

tener nocién basada en fuentes bibliograficas de lo que podria ocurrir si la baja o alta

regulacion de los genes mostrados llegasen a ser reproducibles en la sintesis de

proteinas del modelo de estudio u otros de enfermedades con afectaciones a nivel de

SNC.
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La tabla 2 nos ayudd a resumir la alteracion que podria presentarse en el
metabolismo, si la sintesis de proteinas es directa a la transcripcion, dada desde la
entrada de glucosa al citosol, su biotransformacion en la glucdlisis, asi como la relacién
con otras rutas como la galactdlisis, los problemas en el almacenamiento y
degradacion del glucégeno y termina por presentar a posible deficiencia en el
funcionamiento de la cadena transportadora de electrones en la sintesis de ATP. Por
otro lado, la tabla 1 da indicios de una posible compensacion de la glucdlisis, del estrés
oxidativo y de la sintesis de neurotransmisores, que podrian tratar de solventar los

defectos de los genes en baja regulacion.

Tabla 2.

Genes en haja-regulacion en el metabolismo cerebelo-tallo del modelo taiep

enes Do
Symdesc | RNO Nombre Participacion Sitio de Rx Z-score
Atp5j 94271 | ATP sintasa subunidad | Cadena de | Membrana -1.96
de tallo periférico F6 electrones mitocondrial
G6pc 25634 | Glucosa-6-fosfatasa Glucosa en el | Lumen de RE -2.05
Subunidad catalitical | RE
Galt 298003 | Galactosa-1-fosfato Metabolismo Citosol -2.16
uridiltransferasa de galactosa
Hk2 25059 | Hexogquinasa 2 Glucdlisis Citosol -2.48
Phkg2 140671 | Fosforilasa quinasa Glucogendlisis | Citosol -1.94
Subunidad catalitica
Gamma 2
Slc2a2 25351 | Familia de portadores | Transportador | Membrana -2.61
de solutos 2 Miembro | de glucosa 2 celular
2

El andlisis bioinformatico de los genes regulados positiva y negativamente fue
la base para la construccién del mapa del metabolismo de carbohidratos afectados

obtenidos por el microarreglo en la rata taiep de 1 mes de edad (Mapa 1).
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Metabolismo tallo-cerebelo modelo taiep
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Mapa 1. Mapa propuesto para el metabolismo de carbohidratos,
tallo-cerebelo, con participacion de la glucdlisis, ruta de las pentosas
fosfato, glucogendlisis, glucogénogesis, transaminasas,
ciclo de Krebs y cadena transportadora de electrones, en el modelo taiep .

GLUCOLISIS

CADENA TRANSPORTADORA
DE ELECTRONES

Mt i

f
-

n ] ]
Aconitasa ~ ADF-F
fy‘k—”l

o B . —
Aconitasa { %) 1
= /

ATP sintasa




METABOLISMO tallo-cerebelo MODELO taiep %

Facuitad de Ciencias Quimicas BUAP

DISCUSION:

Este estudio nos proporciona un perfil transcripcion de los ARNm de los genes
relacionados con el metabolismo de la glucosa, donde el microarreglo debe ser
confirmado con métodos mas cuantitativos como es la PCR en tiempo real o punto
final. Ademas, existen mecanismos de regulacion post-transcripcional y traduccional
gue afecta la sintesis de proteinas y su actividad. Cabe mencionar que en la rata taiep
existe una alteracion en el transporte de proteinas y ARNm en los oligodendrocitos,
incluso teniendo a la proteina ensamblada no se puede asegurar que esta sea
funcional, o que no sufra degradacién por parte de proteosomas (Cramer 2019, Hobert
2008).

La rata taiep mostrd la regulaciéon negativa de los genes Glut2, Hk2, G6pc,
Phkg2 y Atp5j en el microarreglo de cerebelo y tallo cerebral al mes de edad. El analisis
bioinformético sugiere que en ambas regiones cerebrales se estaria presentando una
baja biodisponibilidad en la reserva de glucosa proveniente del reticulo endoplasmico
en la ruta de la glucogendlisis a través de la actividad de la glucosa 6-fosfatasa, por lo
gue la fosforilacion de la glucosa mediada por la hexoquinasa 2, codificada por el gen
HK2, también podria estar limitada y con ello disminuir el rendimiento glucolitico, sin
embargo, la fosforilacion de la glucosa es mediada principalmente por la hexoquinasa
de tipo 1, que muestra expresion constitutiva y mayor afinidad hacia la glucosa (Zheng
et. al., 2016).

Los resultados permiten sugerir que la alteracién de la dindmica mitocondrial
repercutiria en la patologia taiep, por lo que una via metabdlica alterna podria ser
activada. La modificacion en el metabolismo de carbohidratos del sistema nervioso
central podria contribuir al inicio del deterioro fisico en la rata taiep al mes de edad.
Los resultados muestran la regulacion negativa del gen Slc2a2, que estaria codificando
para el transportador de glucosa 2 (GLUT2). EI GLUT2, ensamblado y funcional,
muestra una baja afinidad por la glucosa y principalmente trabaja como un sensor de
glucosa, por lo que su funcién en el metabolismo podria ser prescindible, debido a que
otros transportadores GLUT1 y GLUT3 no mostraron alteraciones. Tampoco podemos

descartar la importancia del GLUT2 (Leturque et. al., 2009), de ser codificado, pues se
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ha reportado que en la enfermedad de Alzheimer y la diabetes este se encuentra
alterado, con baja expresion (Koepsell 2020), mostrando asociacion entre la
intolerancia a la glucosa y el desarrollo de la diabetes tipo 2 (Thorens 2015), lo que
podria contribuir a la neurodegeneracion mostrada en etapas avanzadas de la
patologia debido a que el metabolismo de glucosa en la materia gris, cerebelo y tallo

se encuentra disminuido (Finnsson et. al., 2019).

El GLUT1 es el encargado de capturar la glucosa en el astrocito que
posteriormente es interconvertida en una serie de sustratos por actividad de diferentes
enzimas hasta llegar a la formacion de piruvato (Zheng et. al., 2016). La utilizacion de
la glucosa en el citosol se lleva a cabo a través de diferentes enzimas como la HK1
gue tiene similitud con otras (paralogas), en el analisis no se encontré alterada su
regulacion, siendo la principal enzima encargada de realizar la fosforilacion de glucosa
en el tallo-cerebro (Zheng et. al., 2016). El patron de regulacién diferencial de su
paralogo HK2, se encontraria ligado al proceso de maduracién celular (Zheng et. al.,
2016). La regulacion negativa de la Hk2, en otros modelos, ha sido asociada a la
induccion neuroprotectora para contrarrestar la neuroinflamacion (Li et. al., 2018), y en
procesos inflamatorios y tumorales se observa la induccion de hiperglucélisis que
agrava la severidad de ambos estados patologicos (Hitosugi et al. 2009; Patra et al.
2013).

Las diferentes regiones del cerebro muestran preferencia en el consumo celular
entre glucosa y fructuosa al ser region-dependiente para el mantenimiento
bioenergético. EI GLUT2 y la HK2, al ser expresados, son importantes reguladores
primarios en el metabolismo de la glucosa, por lo que, de darse la baja expresion de
ambas proteinas, conduciria al inicio de estados hipoglucémicos promoviendo la
disrupcion en la neurocomunicacion entre diferentes regiones cerebrales (Pénicaud et.
al., 2002). El transportador GLUT2 tiene relativa expresion en el tronco encefalico
(Alvarez et. al., 2005), areas limbicas, especialmente en oligodendrocitos, tanicitos,

astrocitos, neuronas y tejido (Arluison et. al., 2004, Thorens 2015).

La astrocitosis reactiva, aunado a la baja regulacion de la Hk2 y Glut2, podria

causar un déficit en el consumo de glucosa potenciado por la neuroinflamacion que
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incrementaria el dafio celular en el cerebelo y tallo cerebral reportada en la rata taiep
(Leon-Chavez et. al., 2001). Sin embargo, Hk1, Glut 1, Glut3 y SGLT no mostraron
diferencias con la rata control, por lo que nos sugiere que el metabolismo esta

compensado.

Las células de Purkinje en el cerebelo pueden consumir eficientemente a los
acidos grasos ante una deficiencia de glucosa (Funari et. al., 2005). Sin embargo, se
ha reportado una deficiencia de lipidos en el cerebro relacionado con la
hipomielinizacion en la rata taiep (Eguibar et. al., 2012) que podria estar relacionada
con la disfuncién y la muerte celular en edades posteriores (Soto-Rodriguez et al.,
2012). Los circuitos nerviosos en el tallo cerebral en conjunto con el hipotalamo son
centros importantes para el control en la ingesta de alimento, particularmente de
glucosa y acidos grasos (Pénicaud et. al., 2002), lo cual estaria asociado a una
deficiencia en la ingesta de alimento aunado a la presencia del problema locomotor en

etapas tempranas y adulta (Vargas-Castro et al., 2021).

Lo anterior podria conectar con la ruta de Leloir que aporta sustratos al
mantenimiento de la glucdlisis y la sintesis de cerebrésidos, mediada por la galactosa
gue es otro metabolito de aporte energético. Los resultados mostraron que el gen Galt
esta regulado negativamente, donde se estaria guardando una conexion directa con
la glucdlisis, génesis de cerebrosido y la reduccién en la formacién de glucosa-1P
derivada de la galactosa, también podria presentarse una desregularizacion sobre la
sintesis del UDP-galactosa, un pilar esencial en la sintesis de cerebrésidos como los

galactolipidos (Lebea & Pretorius, 2005).

El UDP-galactosa es el metabolito requerido por la enzima cerebrdosido
galactosiltransferasa (CGT) (Lebea y Proterius 2005), de este modo se estaria
afectando la sintesis de galactosilceramida, un sustrato en la mielina compactada y
sus derivados sulfatados (sulfatidas), con mayor presencia en mielina no compactada
(Maier et. al., 2008), ambos altamente enriquecidos en la membrana plasmética de los

oligodendrocitos en tallo-cerebelo (Lebea y Proterius 2005).

Los galactocerebrésidos como la galactoceramida (que contribuye a la

formacion y estabilidad de la mielina) y glucocerebrésidos como la glucosilceramida,
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son los productos principales de la CGT, estos productos abundan en las membranas
celulares de varios tejidos a nivel de sistema nervioso central, ademas de que los
galactoesfingolipidos son fundamentales para el mantenimiento de neuronas
(Ishibashi et. al, 2002). La reduccion en la expresion de la Galt podria contribuir a los

procesos de hipomielinizacion-desmielinizacion mostrados en la rata taiep.

La galactosilceramida no es esencial dado que su ausencia es compensada
parcialmente por glucosilceramida (Aggarwal et. al., 2011; Saadat et. al., 2010), en
este caso se estarian afectado el metabolismo de ambos lipidos compuestos, solo si
es comprobable la deficiencia en los niveles de UDP-galactosa, dichos defectos son
evidentes en la reduccion del calibre de la vaina de mielina, de acuerdo con lo
reportado en modelos con deficiencia de lipidos (Coetzee et. al., 1996; Bosio et. al.,
1996).

Por otro lado, el gen PHKG2, que codifica para la fosforilasa cinasa 2 guarda
relacion con la sintesis y degradacién del glucégeno, dicha enzima esta encargada de
la activacion de la glucogeno fosforilasa, por lo que, la deficiencia de dicha enzima
estaria directamente asociada a un defecto en el almacenamiento de glucégeno. El
PHKG1 no muestra alteracion en su regulacién siendo este el gen principal, lo que

podria contrarrestar el efecto metabdlico de la baja regulacion de su paralogo Phkg2.

Otro gen afectado y asociado a defectos en el almacenamiento de glucégeno
es el G6pc que codifica para la Glucosa-6-fosfatasa, que, al ser expresado, permite
tener glucosa en el lumen del reticulo endoplasmético. La G6PC cataliza la
desfosforilacion de Glc—6P a Glc, siendo clave en la homeostasis de la glucosa al
participar en la gluconeogénesis y glucogendlisis. El decremento en la actividad de la
G6PC aunado a episodios de hipoglucemia tendrian estrecha relacién con problemas
en el almacenamiento de glucégeno (Froissart et. al., 2011, Banka y Newman, 2013),
solo si realmente se tiene a la enzima codificada y funcional. La glucosa-6-fosfatasa
se encuentra expresada en todo el cerebelo, en neuronas grandes del tronco cerebral,
en las células de Purkinje del cerebelo y las células piramidales de la corteza cerebral
(Stephens et. al., 1976). En cerebelo-tallo, el defecto del almacenamiento de

glucégeno, de no existir la expresion de la fosforilasa quinasa 1, podria contribuir a la
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modificacion de la demanda y manteamiento energético en astrocitos (Psarra et. al.,
1998).

La aparente baja disponibilidad de glucosa podria ser compensada por el uso
de la reserva energética cerebral, sin embargo, la regulacién negativa de los genes
Phkg2 y G6pc sugiere que la glucogendlisis podria no tener impacto en el cerebelo y
tallo de la rata taiep al mes de edad debido a la compensacion dada por enzimas como
la PFKFB1, G6PD y por las transaminasas en la etapa inicial de las alteraciones del
modelo. Aunque, la concentracion de glucogeno tiene valores por debajo de los niveles
fisiolégicos en el cerebro respecto a higado o masculo esquelético (Nelson et, al.,
1968). La PHK y la G6PC son enzimas encargadas de la hidrdlisis del glucégeno
(Marandel et. al., 2017). La deplecion del gen Phkg2 y deficiencia del gen G6pc
(Froissart et. al., 2011) podria estar directamente asociados a la baja actividad
enzimatica y por lo tanto, relacionados con un defecto en el almacenamiento y uso del
glucdgeno (Gibson et. al., 2021) aunque es importante tener presente que el Phkg2 es
solo un paralogo del Phkg1l. El déficit de glucogeno tisular muestra un comportamiento
diferencial en funciéon del estatus glicémico y la actividad neuronal de la region

necesario en aporte bioenergético en el cerebelo y el tallo cerebral (Matsui 2021).

Por otro lado, los genes Pfkfb, Eno3, Tgp, Gad2, G6pd y Tgo2 muestran una
regulacion positiva en la rata taiep de 1 mes de edad. Por lo que, si se presenta una
reduccion en el consumo y fosforilacion de glucosa, o una baja disponibilidad de la
reserva de glucégeno se estaria conduciendo a la activacion de otras rutas
metabalicas con la finalidad de mantener el flujo metabdlico en tallo-cerebelo de la rata

taiep.

Una ruta alterna para la obtencion de monosacaridos podria ser a través de
derivados de la fructosa. La consideracion del metabolismo primario de la glucosa con
aumento en la regulacion de los genes de algunos puntos de la glucélisis nos permite
considerar la existencia de compensaciones que permitirian la formacion de piruvato
en la glucdlisis. Esto podria ser explicado gracias a la sobrerregulacion de Pfkfb1, gen
gue estaria codificando para la 6-fosfofructo-2-cinasal/fructosa 2,6-bifosfatasa 1

(Pfkfb), la cual es una enzima reguladora de la homeostasia de la glucosa, y que de
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forma basar es la encargada de mantener los niveles adecuados de fructosa—6P ante
una demanda por parte del metabolismo glucolitico (Minchenko et. al., 2003). La
regulacion positiva de Pfkfb, podria dar el incrementa de los niveles de fructosa-2,6-
bifosfato y con esto llevaria a la conservacion y activacion de la glucdlisis en tallo-
cerebelo. Esta alza podria también promover la actividad enzimatica de reacciones
siguientes, como la mediada por la aldolasa que en condiciones basales cataliza la
interconversion de fructosa-1,6 di-P hacia gliceraldehido—3P y dihidroxicetona—3P,
esto podria se modulada si se presenta una sobre actividad por parte de la enzima
PFKFB (Alvarez et. al., 2021) a pesar de no haberse encontrado alteracion en este

gen, o no al menos dentro de los criterios de inclusion.

El gen Eno3 podria estar codificando la enzima enolasa 3, que utiliza el 2—
fosfoglicerato para llevar a cabo la formacion del fosfoenolpiruvato. La
sobrerregulacién de Eno3 podria indicar que la formacién de piruvato mantiene el flujo
metabdlico en tallo-cerebelo, aunque no se considera como la principal enolasa dado
gue muestra expresion en regiones definidas. La enolasa 3 es expresada
exclusivamente en los astrocitos cerebelares (Langley & Ghandour 1981) y en el tallo
cerebral (Francis et. al., 1983). Particularmente, en condiciones inflamatorias (Hirai
2017) como astrocitosis reactiva (Francis et. al., 1983) similar a la reportada en la rata
taiep desde edades temprana en ambas regiones cerebrales, lo que podria representar
un aporte metabdlico constante relacionado con la reactividad inmunolégica. La
actividad de la enolasa no especifica de neurona (enolasa 3) cambian por la enolasa
especifica de neurona (la isoforma 2 sobre la 1) en funcion del estado de desarrollo
tisular y de la expresion diferencial entre el cerebelo y el tallo cerebral (Marangos et.
al., 1980).

Uno de los destinos del piruvato es la formacién de a-KG a través de la alanina
aminotransferasa 1 (TGP). En el presente estudio se encontro la sobrerregulacion del
gen Gtp, lo que supondria el incremento en la sintesis de la aminotransferasa que
promoveria la degradaciéon de compuestos aminados a través de la formacion de
alanina. Mientras que el gen Tgo2 que codifica para la aspartato aminotransferasa

podria ceder oxalacetato en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, ademéas se podria
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considerar cierta interaccion con el funcionamiento de la malato deshidrogenasa al
permitirse la activacion de la lanzadera malato-aspartato buscando el mantenimiento
de los niveles de NAD" y con ello la participacién de forma indirecta en la glucdlisis
(Yang et. al., 2015). Por otro lado, los genes Tgp y Tgo2 podrian participar de manera
activa en la sintesis de glutamato, mientras que el gen Gad2 estaria siendo el
responsable en la sintesis de GABA a partir del glutamato, considera asi, dado el
aumento en el tono glutamatérgico demostrado por Fuenzalida y colbs en el2009.
También se ha reportado que, en ratas de un mes de edad, el incremento del
metabolismo oxidativo favorece la sintesis de neurotransmisores en el cerebelo en
condiciones fisiolégicas (Melo et. al., 2007), tomando esté idea, se podria considerar
gue la sobrerregulacion de estos genes esta por encima de los estados basales del
grupo control y se estaria buscando la compensacién de las anomalias fenotipicas en

las primeras etapas mostradas en la patologia taiep.

El cerebelo y el tallo cerebral dependen del funcionamiento del ciclo a-
KG/glutamato/GABA participando en la neuroplasticidad y comunicacion entre ambas
regiones (Amore & Bonavita, 1965; Arckens et. al., 2000), permitiendo participar en el
control de habilidades motoras (Sanchez-Campusano et. al., 2009; Manto et. al.,
2012). Asi la sobrerregulacion de los genes TGP, Gad2 y TGO2, de codificar para sus
respectivas enzimas, podrian tener una interrelacién directa sobre la regulacion en el
metabolismo de glutamato/a-KG/GABA en la neurona y el astrocito en una etapa
temprana del desarrollo cerebral. Lo que podria estar dando el incremento de las
transaminasas (GTP y TGO) y con ello se promoverian la interconversion del
glutamato a a-KG que estaria manteniendo el aporte bioenergético (Benuck et. al.,
1972; Benuck & Lajha 1975). Ademas, en conjunto con la GAD2 se podria colaborar
en la sintesis de GABA (MacDonnell & Greengard., 1974). Algunos estudios han
indicado que en la rata taiep existe un incremento del tono glutamatérgico (Fuenzalida
et. al., 2009), por lo que la actividad de TGOZ2 podria estar incrementada al considerar

dichos estudios.

La rata taiep comienza a mostrar afecciones motoras al primer mes de edad

relacionadas con el incremento de la neuroinflamacion (Soto-Rodriguez et. al., 2015)
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lo que permite la alteracién motora que la rata presenta a lo largo de su vida (Cortés
et. al., 2005). La desregulacion en el metabolismo del glutamato causa lesiones
cerebrales por excitotoxicidad (Mohebiany & Schneider, 2013), mientras que el tallo
cerebral es susceptible a dafio por asfixia y a modificaciones en su metabolismo (Peng
et. al., 1994). El incremento en la actividad de las transaminasas (TGP y TGO) ha sido
relacionado tanto a la astrocitosis reactiva como a la proliferacién requerida por la

demanda energética (Francis et. al., 1983).

En la ruta de las pentosas encontramos un aumento en la regulacion del gen
G6pd que podria estar codificando a mayor concentracion de la glucosa—6-P
deshidrogenasa y con ello catalizar la conversion de glucosa—6P hacia glucono-1,5-
lactona 6-P, al mismo tiempo siendo capaz de sobre generar NADPH, importante
cofactor que participa en detener el estrés oxidativo. Las células inmaduras pueden
activar programas metabolicos que les ayuden a definir su destino y estadio celular
(Shyh-Chang et. al., 2013). La activacion de rutas alternas a las clasicas como lo
podrian indicar los resultados del microarreglo en el cerebelo y tallo cerebral. Asi la
G6pd podria colaborar como un centro de control para la activacion de la via de las
pentosas. La enzima G6PD, de ser expresada correctamente y funcional, estaria
actuando como sensor redox, encargado de producir NADPH para contribuir en el
rendimiento del sistema glutation peroxidasa-glutation reductasa y a la proteccion del
ADN (Arese et. al., 2012), sugiriendo su participacion en la defensa antioxidante
durante la proliferacion neuronal en la rata taiep al mes de edad. La G6PD ejerce un
papel protector ante el dafio oxidativo en las células de Purkinje y en diferentes
regiones del tallo cerebral, lo cual podria retrasar la pérdida de las habilidades motoras
(Loniewska et. al., 2020; Mejias et. al., 2006).

La ruta de las pentosas también muestra relacion con la sintesis de ribosa que
se integra como aminoacidos y sensor en la produccion de bases nitrogenadas,
durante este proceso se obtienen derivados como la fructosa-6-fosfato y el

gliceraldehido-3-fosfato que estarian incrementados e integrados a la glucdlisis.

Por ultimo, en la ruta final del metabolismo energético, la ATP sintasa podria

disponer de una alteracién. El microarreglo nos muestra la regulacién negativa del gen
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Atp5j, que codifica para la subunidad F6 del tallo estatico FO, ademas este es blanco
mitocondrial relacionado con enfermedades neurodegenerativas (Hu et. al., 2020, Pei
& Wallace et. al., 2018). La baja regulacion de este gen en la cadena transportadora
de electrones se podria estar correlacionando con una disminucién en la traduccion de
los componentes de la ATP sintasa (Maier et. al., 2009; Vogel & Marcotte et. al, 2012)
confiriendo inestabilidad y posiblemente alteraciones en la produccion de ATP en
etapas posteriores de la vida taiep, lo que podria estar contribuyendo a la muerte

celular inducida por la caspasa 3 (Soto-Rodriguez et. al., 2012).

Resultados previos no publicados, de pruebas bioquimicas realizadas al primer,
tercer y sexto mes de edad, a cargo de Trevifio-Mora y cols., demuestran el aumento
de glucosa, en la actividad de TGO y TGP, de estas transaminasas se encontraron los
transcriptos regulados positivamente por lo que se sugiere que estarian codificando
para dichas proteinas de acuerdo al microarreglo, con mayor Z-score para TGO y
menor Z-score para la TGP, también se reporté un aumento en la Enolasa de tipo
neuronal, de la que se tiene una regulacién positiva para la Eno3. Estos resultados
estarian apoyando lo obtenido con el microarreglo donde el tejido cerebral estaria
proporcionando otros metabolitos derivados de otras vias metabdlicas para mantener
el aporte energético. Ademas, el ciclo glutamato-glutamina-GABA juega un papel
importante en el desarrollo cerebral, asi como en cerebelo-tallo, incrementando la
comunicacion y maduracion neuronal. Sin embargo, el incremento de este mecanismo
podria proporcionar a largo tiempo un dafio por excitoxicidad, desencadenando el dafio
cognitivo-motor observado previamente (Vargas-Castro et al., 2021), debido a la
liberacion asincrénica de glutamato a las edades P7-P30, por una conexion aberrante

de contactos sinpticos (Fuenzalida et, al., 2009).
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Evaluacion Bioquimica en la rata taiep, resaltando el aumento de la concentracion de glucosa, TGO,

TGP, urea, bilirrubina toral y enolasa neuronal, con decrementos en lipasa, HDL y creatinina.

Es necesario llevar a cabo mas experimentos que ayuden a dilucidar el papel
de cada uno de los genes y el impacto que llegarian a tener sobre el metabolismo taiep
mostrado en tallo-cerebelo, para ello los genes analizados en este trabajo pueden ser
propuestos como blancos moleculares de la patologia. Asi mismo se recalca que los

genes mostrados podrian no estar representados proteicamente igual, aunque por los
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datos bibliogréaficos recopilados tampoco se puede descartar la importancia de todos

ellos para estudios posteriores.

Para mas informacién acerca de los genes mostrados con alteracion en la ruta
de carbohidratos de tallo-cerebelo y cercanos a la glucdlisis, se puede consultar el

"ANEXO |. Definiciones”, ubicado antes de la bibliografia.

CONCLUSION

Con el andlisis bioinformético del metabolismo de carbohidratos en el perfil de
regulacion de genes en tallo-cerebelo de la rata taiep al mes de edad, se propone un
mapa bioinformatico de las rutas metabdlicas de carbohidratos y vias alternas, a partir

del mismo se resaltaron lo genes afectados en la patologia taiep.

Los resultados sugieren que la regulacion negativa de Glut2 conllevaria a una falla
en la regulacion de glucosa extracelular, produciendo un incremento de esta, donde el
sistema de regulacion positiva de Pfkfb1l compensaria la afectacion involucrada en el
proceso de glucolisis y de la G6pc en la glucogendlisis. Los resultados de las
transaminasas sugeririan que el metabolismo muestra direccion hacia el aporte
energético, pero mas hacia la formacién de glutamato, respaldado por autores y
estudios bioquimicos internos. Sin embargo, la regulacion negativa de Atp5j podria
afectar la sintesis de ATP, que en cierto momento podria contribuir a la activacion de
caspasa-3 y muerte celular observado desde etapas tempranas (Soto-Rodriguez et.al.,
2012). La mutacién de la tubulina beta4 que presenta la rata taiep podria contribuir a

la variacion en la regulacion de carbohidratos.

La hipomielinizacion en la rata taiep estaria causando un desorden en el aporte
energético, que podria contribuir al aumento de los niveles de glucosa y metabolitos
como glutamato, glutamina, GABA, piruvato, alanina, oxalacetato y alfa-cetoglutarato
a nivel de ciclo de Krebs, sugiriendo que contribuye a la compensacion en el
metabolismo energético o a la alteracion neuroquimica en etapas tempranas del

modelo taiep.
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PERSPECTIVAS

1.

Realizar un analisis bioinformatico de las vias metabdlicas de lipidos y
aminoécidos.

Validar los transcriptos a través de una PCR tiempo real

Realizar un seguimiento de los transcriptos de los genes afectados a lo largo de
la vida

Evaluar los niveles de proteinas a través de ensayos inmunolégicos (ELISA,
Wester Blot e inmunohistoquimicos) o actividades enzimaticas los genes

afectados.

5. Analizar los niveles de ADP-ATP por medio de HPLC o kits

Evaluar los niveles de Glutamato, GABA,Glutamina, piruvato, alanina,
oxalacetato y alfa-cetoglutarato
Evaluar la Galactosa 1 fosfato Uridililtranserasa en donde correlacionaria con la

sintesis de galactolipidos que impactan estructuralmente sobre la mielina
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ORGANIZACION

Recursos humanos

D.C. Bertha Alicia Leon Chéavez
M.C. Alejandro Gonzalez Vazquez
M.C. Ana Karina Aguilar Peralta
pQ.F.B. Emmanuel Oth6n Higuera
pQ.F.B. Melissa Alejandra Grajales Santiago

Recursos materiales
Ratas taiep
Chip de microarreglos
Computadora

Recursos financieros

Apoyos de proyectos VIEP (en el inicio del proyecto).

APENDICES

e Cédula de recoleccion de datos
No aplica

e Tablas
No aplica

e Esquemas
No aplica

e Insertos

No aplica
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ANEXO I. Definiciones

- Descripcion de los genes evaluados

Los genes (symdesc) enlistados y descritos a continuacion participan en el

metabolismo tallo-cerebelo del modelo taiep y mostraron alteracion en el estudio :

Atp5j. ATP sintasa subunidad de tallo periférico F6, Mitocondrial.

La ATP-asa, formada por los complejos de multisubunidades, F1 y FO, tiene
participacion en la respiracion oxidativa, donde sintetiza ATP en la mitocondria. La
unidad FO esté asociada a la membrana mitocondrial (estatica), utiliza un gradiente de
protones generado a partir de los componentes de la cadena respiratoria (complejo I,
I, 111, 1V, ubiquinona y citocromo c), este gradiente electroquimico impulsa la rotacion
del tallo central (F1) (Vantourout et. al., 2010), comprende al canal de protones y
consta de nueve subunidades a, b, ¢, d, e, f, g, F6 y 8, el gen Atp5j codifica la subunidad
F6 del complejo FO, esta unidad es necesaria para las interacciones FO y F1 (Collison
et. al., 1994), la unidad F1 (parte soluble) corresponde al nacleo catalitico que funciona
de manera rotatoria, tomada del gradiente de concentracion obtenido de la cadena
respiratoria y consta de 5 subunidades, alfa, beta, gamma, delta y épsilon,
ensambladas 3 alfa, 3 beta (rotatoria-sintética) heterodimeros que cambian su
conformacion llevando a la sintesis de ATP a partir de ADP y un solo representante de

las otras 3 (rotatoria) (Engeleen-Leen et. al., 2016, Collison et. al., 1994).
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llustracién 6.

ATPasa  mitocondrial, fracciones F1FO,
complejo constituido por 16 subunidades, donde
las subunidades a 3 corresponden a la actividad
sintética de ATP (amarillo-rojo), v, ©, € y el anillo
¢ dan la accion rotatoria (naranja) y la parte fija
corresponde alas subunidades a, e, f, g, A6L, b,
F6, d y OSCP (verde) (Extraido de Vantourout
et. al., 2010).

Matrix

Intermembrane space Protons flux

C10

Eno3. Enolasa 3, 2-fosfo-d-glicerato hidrolasa.

La enolasa forma parte de una familia de enzimas que tiene tres isoenzimas. La
enolasa 1 tiene una conformacion aaq, la 2 una conformacién aff y la enolasa 3 una 3,
por lo que esta ultima también es conocida como enolasa B (Muller et. al., 2012,
Peshavaria y Day, 1991). La enolasa 3 (Eno3) se puede encontrar en tejidos
neuronales, neuroendocrinos, pero principalmente en mauasculo, participa en la
glucdlisis (Ho et. al., 2010). La enolasa 3 se localiza en el citosol y cataliza la formacion
de fosfoenolpiruvato (PEP), un sustrato con elevado potencial de transferencia del
grupo fosforilo, a partir de la deshidratacion del 2 — fosfoglicerato, durante la reaccion

existen un intermediario (endlico) que es estabilizado por Mg2™ (Nelson & Cox 2009).

G6pc. Glucosa-6-fosfatasa Subunidad catalitica 1.

El gen G6pc codifica a la Glucosa-6-fosfatasa subunidad 1, forma parte de la

familia de las fosfatasas. Es una enzima clave en la homeostasis de la glucosa, se
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encuentra formada una subunidad catalitica (G6pc, G6pc2 o G6pc3). Esta es una
proteina transmembranal del reticulo endoplasmatico (RE) con el sitio activo dirigido a
la luz del reticulo endoplasmaético, participa en la glucogendlisis y gluconeogénesis
(Froissart et. al., 2011), puede generar glucosa a partir de glucosa—6P teniendo
actividad a la par de un conjunto con transportadores transportadores de glucosa-6P
(SLC37A4) y transportadores de glucosa (GLUT2) (Vander-Kooi et. al., 2005). La
glucosa-6-fosfatasa muestra poca especificidad por lo que puede hidrolizar ésteres
fosféricos y pirofosfato (Arion et. al., 1975; Burchell & Waddell, 1991), es inhibida por
glucosa 6-P y pirofosfato (PPi) (van Schaftingen & Gerin et. al., 2002).

GLUCOSA e N )G:“? < /
« L] on - p
N glucosa-6-fosfatasa
oo
< w 4 GLUCOSA6-P SLC37A4 < J

‘| hexosafosfato isomerasa

was © reticulo endoplasmico

llustracién 7.
Funcion de la glucosa 6-fosfatasa ubicada en el lumen del reticulo endoplasmatico

(Extraido de Rigalli 2016).

G6pd. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6pd) es una enzima citoplasmatica,
puede degradar glucosa o pentosas, participa en la fase oxidativa de la ruta de las
pentosas-fosfato en el citosol, con la cual es considerada como una enzima limitante
en el funcionamiento de esta ruta metabdlica (Pacheco et. al., 2015). Esta enzima
catalizando la formacion de glucono-1,5-lactona 6-P a partir de glucosa — 6P,
predisponiendo el inicio de la ruta con la produccién de dos NADPH, un proceso

necesario para activar mecanismos antioxidantes (Warburg y Walter 1932).
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Gad?2. Glutamato Descarboxilasa 2.

Este gen codifica para la enzima citosdlica glutamato descarboxilasa 2 (GAD2),
solo hay dos miembros de esta enzima (Dade et. al., 2020). La GAD2 cataliza la
formacion de acido gamma-aminobutirico (GABA), un neurotransmisor inhibidor, a
partir del &cido L-glutdmico (Glutamato), neurotransmisor excitador (Brinschwitz et. al.,
2010). La GAD2 puede asociarse a la membrana plasmatica y a membranas
vesiculares permitiendo el empaquetamiento de GABA en la sinapsis neuronal (Jin et.
al., 2003). Es altamente expresada en etapas postnatales y es responsable de la
sintesis subita de GABA requerida para la transmision sinaptica (Daif et. al., 2018),
tiene mayor presencia en las vesiculas que en el citosol (Solimena et. al., 1993), por
lo que se expresa mayormente en los extremos presinapticos de terminales nerviosas
(Dade et. al, 2020)..

llustracién 8.

Acoplamiento de  sintesis 'y
transporte de GABA donde Gad2
(Gad65) se ancla a las vesiculas
sinapticas a través de un complejo
formado por chaperonas (HSC70),
proteina de cadena de cisteina
(CSP), transportador vesicular de
GABA (VGAT) y la proteina quinasa
calcio/calmodulina (CaMKIll)
(Extraido de Dade et al., 2020).
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TGO2. Aspartato aminotransferasa 2 (AST).

Este gen codifica a una de las dos transaminasas mas conocidas, la aspartato
aminotransferasa 2 (TGO2) o transaminasa glutamico-oxaloacética, participa en la
transferencia de un grupo amino usando un par de cetoacidos y dando la formacion de
2—oxoglutarato y aspartato a partir de oxalacetato y glutamato. La TGOZ2 se ubica tanto
en citosol como en la mitocondria, participa como una especie de puente para
mantener el equilibrio redox (NADH) intracelular a través del funcionamiento de la
malato deshidrogenasa (MDH) y la lanzadera malato-aspartato, logrando tasas
glucoliticas estables (Yang et. al., 2015). La TGO2 participa en la absorcion de acidos

grados libres de cadena larga (Van Karnebeek et. al., 2019).

Pancreatic Adjacent Cell \—.lec

2
llustracién 9. ﬁ
. ., Q
Lanzadera Malato-Aspartato, en participaciéon con
TGO2y MDH

(Extraido de Yang et. al., 2015).

Galt. Galactosa-1-Fosfato Uridililtransferasa:

Durante la ruta de Leloir (galactdlisis) se da la Unica interconversion biol6gica
de galactosa y glucosa (Lebea & Pretorius, 2005), esto en el segundo paso de la
galactdlisis que es catalizada por la galactosa-1-fosfato uridililtransferasa, enzima
homodimérica con dos sitios activos (fraccion UMP) (Verdino et. al., 2021), aunque
para algunos autores este es el tercer paso, en donde se da la conversion de UDP-
glucosa y galactosa-1-fosfato a glucosa-1-fosfato y UDP-galactosa, los defectos en
este gen pueden resultar en galactosemia a nivel sistémico debido a la acumulacion
de galactosa y galactosa-1-fosfato (Verdino et. al., 2021), algunos de los sintomas a

largo plazo son ataxia y coeficiente intelectual bajo (Lebea & Pretorius, 2005), esta
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enzima pertenece a la superfamilia de la triada de histidina por lo que funciona como

hidrolasa o transferasa de nucleétidos (Holden et. al., 2003).

Galactosemia » GALE

(Type 1)

UDP-Glucose UDP-Galactose
(Carbohydrate
p-D-galactose— a-D-galactose —» Galactose-1-P Glucose-1-P ---» ;
metabolism)
GALM GALK GALT
Galactosemia Galactosemia Classic Galactosemia
(Type IV) (Type 1) (Typel)

10.1. Enfermedades asociadas a defectos mostrados en las enzimas marcadas

(extraido de Verdino et. al., 2021).

Glycoconjugates

e ™

4
UDP-gal «—————— UDP-glc

2o C L

E !

Lactose ==——> [-Galactose —— wo-Galactose Glc-6-P
YN l
Glucose
Galactonate Galactitol

10.2. Destinos del metabolismo de la galatosa (extraido de Coelho et. al., 2015)

llustracién 10.1. y 10.2

Via Leloir (Galactélisis) en donde la enzima Galt participa en la tercera o segunda (dependiendo del
autor) reaccion dando formacion a la glucosa-1-fosfato.

TGP. Alanina aminotransferasa 1 (ALAT):

El gen Gtp es responsable de la codificacion de la transaminasa Alanina
aminotransferasa 1, también conocida como glutamato-piruvato transaminasa, se
localiza en el citosol y mitocondrias. La GTP cataliza la formacion reversible de
glutamato y piruvato a partir de 2-oxoglutarato y alanina, formando parte del

metabolismo intermedio de glucosa y aminoacidos (Sakagishi, 1995). Esta
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transaminasa aumenta en condiciones asociadas a la gluconeogénesis y al

catabolismo, mientras que se ve disminuida en procesos anabdlicos (Vedavathi et. al.,

2004).

Hk2. Hexoquinasa 2.

El gen Hk2 codifica a la hexoquinasa 2 localizada en la membrana externa de

las mitocondrias, la regulacion de este gen es dependiente de insulina, el paralogo de

esta enzima es la hexoquinasa 1 (Hk1l). En el ser humano se encuentran cuatro

isoformas diferentes (I — 1) donde la isoforma IV es una glucosidasa (Tan y Miyamoto,

2015) y muestra mayor preferencia por el ATP intramitocondrial (Arora & Perdensen,

1998). Las cuatro enzimas son de tipo citosoélicas solubles, tienen amplia distribucion

y estan encargadas de la fosforilacién de una amplia variedad de monosacaridos como

la glucosa, manosa o fructosa, su cofactor enzimatico es el Mgz*, se forma el complejo

MgATP? (sustrato) para llevar a cabo la reaccion irreversible por lo que es un sitio de

control de la glucdlisis (Nelson & Cox 2009).
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llustracion 11.

La sobrerregulacion de
HK2 promueve la
sintesis de Acetil-CoA
dando la  posterior
acetilacién de histonas 'y
activacion de la
interleucina (IL1-B
resultando en procesos
inflamatorios en la
hipoxia cerebral
(Extraido de Li et. al.,
2018).
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Pfkfb1. 6-Fosfofructo-2-Quinasa/Fructosa-2,6-Bifosfatasa 1.

La 6-Fosfofructo-2-Quinasa/Fructosa-2,6-Bifosfatasa 1 es una enzima bimodal,
funciona como un activador de la glucdlisis pues activa a la fosfofructoquinasa e
inhibidor de la gluconeogénesis, inhibiendo a la fructosa-1,6-bifosfatasa, por lo que se
puede considerar como un regulador de la homeostasis de la glucosa (Cosin-Roger et.
al., 2013). Esta enzima se localiza en el y citosol participa en la formacion de fructosa—
2,6—bifosfato, este metabolito tiene un papel critico, pues al tener un aumento favorece
al flujo glucaolitico (Lee et. al., 2003), la enzima al tener sitios cataliticos independientes
también da formacion de la fructosa—1,6—bifosfato que se integra a la glucdlisis
(Minchenko et. al., 2003).

Phkg2. Fosforilasa quinasa Subunidad catalitica Gamma 2.

La fosforilasa quinasa (PHK) es una holoenzima que activa a la glucégeno
fosforilasa. La PHK esta conformada por cuatro subunidades (a, B, y y 6) codificadas
por los genes Phka2, Phkb, Phkg2 y Phkal. La subunidad y otorga la funcién a la
enzima que participa en la predisposicion celular ante problemas en el
almacenamiento de glucégeno, codificadas por (Waheed et. al., 2020). El gen Phkg2
codifica para la subunidad gamma, dicha subunidad alberga el sitio activo de la enzima
y para que se lleve a cabo la primera reaccion de la glucogendlisis el complejo de la
fosforilasa estd formada por las subunidades alfa, beta, gamma y delta lo que le
permite ser activamente funcional. EIl gen paralogo es el Phkgl (Fosforilasa quinasa
Subunidad catalitica Gamma 1) (Li et. al., 2018).

Slc2a2. Familia de portadores de solutos 2 Miembro 2.

El gen SIc2a2 codifica para el transportador integral de glucosa tipo 2 (GLUT2)
presente en la membrana plasmatica. Es un transportador de glucosa de tipo
bidireccional, con baja afinidad y alta capacidad a la glucosa por lo que se sugiere
como un sensor de glucosa (Thorens, 2015) sensible a altas concentraciones glucosa,

fructosa y galactosa (Leturque et. al., 2009), con un Km (50 mmol/L) y Vmax elevados.
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Este transportador no es insulinodependiente (Sandoval-Muiiz et. al., 2015) sin
embargo es el Unico que permite una produccion normal de insulina en respuesta a la
glucosa (Hughes et. al., 1993). El transportador SLC2A2 contribuye a la deteccion de
glucosa (Thorens 2001), de esta forma no solo contribuye a las rutas metabdlicas sino

también a desencadena sefializacion de proteinas (Leturque et. al., 2009).
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