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Una de las coenzimas que participan en el metabolismo del sistema nervioso central es el pirofosfato de
tiamina o cocarboxilasa. La disminucién de su sintesis producida por el decremento en el metabolismo
energético en condiciones patolégicas se relaciona con alteraciones neurolégicas como hipoxia neona-
tal, encefalopatias, ataxia, disminucién de los reflejos, convulsiones, demencia, esquizofrenia, retraso psi-
comotriz y depresion; estas manifestaciones disminuyen o desaparecen con la administracion intramus-
cular e intravenosa del pirofosfato de tiamina estable en solucién. En el presente trabajo se estudio el
efecto de la cocarboxilasa in vitro, sobre explantes de neuroepitelio rombencefalico rostral y del mesenceéfalo
de embriones de ratas Wistar, en los que se evalud tanto la formacion y el crecimiento de neuritas, como
la expresion de algunos neurotransmisores como serotonina, adrenalina, cido gama-aminobutirico y sus-
tancia P. Para ello, se utilizaron hembras con 14.5 dias de gestacion. De cada embrién se obtuvieron los
explantes del neuroepitelio rombencefalico rostral y del mesencéfalo. Los explantes se cultivaron en geles
de colagena, se incubaron por 48 horas en presencia de cocarboxilasa y luego se fijaron. Se realizé el
conteo de las neuritas, asi como la deteccidn inmunohistoquimica para identificar poblaciones neurales
positivas a serotonina, adrenalina, acido gama-aminobutirico y sustancia P. Las neuritas positivas fueron
contadas empleando microscopia de luz. Los resultados obtenidos indicaron que la presencia del piro-
fosfato de tiamina incrementé en ambas regiones significativamente el numero de neuritas positivas a
serotonina, adrenalina, acido gama-aminobutirico y sustancia P (p< 0.05). Con base en estos resultados
se concluyo que el pirofosfato de tiamina estable en solucion (X-2) modifica tanto la produccion como la
tasa del crecimiento de las neuritas en desarrollo.
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Introduccién

| pirofosfato de tiamina (PPT),
E también denominado cocarbo-

xilasa. interviene en el meta-
bolisma energético, debido a que
participa como coenzima de las en-
zimas piruvato deshidrogenasa
(PDH), u-cetoglutarato deshidroge-
nasa (a-CDH) vy la transcetolasa
{TC), segun se ha comprobado en
estudios realizados con ratas’? y en
cerdos® Los resultados obtenidos
en trabajos experimentales y clinicos
han mostrado que su administracién
terapeutica sirve para el tratamiento
de diferentes patelogias, como dia-
betes mellitus, comprobado en hu-
manos.*5 Ademas en una prepara-
cion in vitro de albumina de suero
bovino, ribonucieasa A y hemoglobi-
na de humano, se encontrd que el pi-
rofosfato es un inhibidor potente de
la formacion de los productos de
glucosilacion avanzada (AGE)® he-
patopatias, comprobado en ratas’ 8
y en humanos:® cardiopatias, traba-
jo realizado en ratas. ' en perros'y
en humanos;'? neumopatias. com-
probado en perros. 1! en palomas3y
en humanos. ' neurcpatia clinica’58
y en |la Encefalopatia de Wernicke in-
ducida en ratas por medio de un an-
tagonista de tiamina.'’ Las mejorias
observadas con el empleo del PPT
se atribuyen a su participacion como
cofactor en las enzimas antes men-
ciohadas (PDH .« -CDH, TC).1-3.18-20
En iarata la privacién cronica de tia-
mina produce danos neuropatolégi-
cos en las estructuras pontinas,
cuyos sintomas van acompafados
de la disminucion selectiva, de! orden
del 30%. en la actividad de la «-CDH,
en el nucleo vestibular lateral y en el
hipotalamo?C y un decremento en ia
produccidén de neurotransmisores
coma el GABA, glutamato.?® aspar-
tato!” y la acetilcolina 12! Ademas
provoca una disminucion de la acti-
vidad piruvato deshidrogenasa en el
cerebro medio de {a rata, pero ésta
se restablece también con la admi-
nistracion exdgena de la coenzima.20
Existen evidencias de gque el PPT
participa en ta conduccion del impui-
SO nervioso. en la conservacion e in-
tegridad de los tejidos neuraies, asi
como en la sintesis, liberacion y re-

cambio de neurctransmisores.22-24

como por ejemplo ge ia acetilcolina ?°
Con base en estos antecedentes, en
el presente trabajos se muestra la ac-
tividad def PPT en cultivos de ex-
plantes de tejido nervioso en geles de
colagena, sobre la formacion de neu-
ritas embrionarias de rata mediante
el contec de ias que se produjeron,
en diferentes dosis. También se llevd
a cabo el analisis del efecto sobre las
poblaciones neurales positivas para
neurgtransmisores como serotonina,
adrenalina. GABA y sustancia P.

Materiales y métodos

Animales: se utilizaron hembras ges-
tantes de la cepa Wistar, de seis
meses a un afio de edad, con 14.5
dias de gestacion (E14.5). Las ratas
fueron sacrificadas mediante dislo-
cacion cervical e inmediatamente
después se extrajeron todos los em-
briocnes que fueron colocados en so-
fucién de Ringer fria (NaCl 0.1232 M,
CaCl,.2H,0 0.0015 M, KCI 0.0049 M,
pH 7.2). De cada embrion, a partir det
rombencéfalo rostral, se obtuvieron
las rombémeras 2y 3 (r2 y r3). Los
explantes del neurcepitelio fueron
obtenidos del mesencéfalo de acuer-
do a la metodologia establecida por
Varela y cols.?% Ambos tejidos fue-
ron censervados en solucién de
Ringer fria.

Cbtencion de colagena: la ex-
traccion de coldgena se realizod a par-
tir de 10 colas de rata congeladas a
-20° C. Para ello, las coias fueron
descongeladas a temperatura am-
biente y luego fueron colocadas en
etanol al 70% durante 10 minutos.
Las fibras de los tendones se aisla-
ron por accion mecanica empleando
pinzas quirargicas y luego se colo-
caron en una caja de Petri estéril (con
etanol al 70%) durante 15 minutos.
Se decanto el etanol y se agregd
acido acético al 0.1%. Se mantuvo en
agitacion lenta a temperatura am-
biente durante 24 horas para facilitar
ia disolucién de las fibras de colage-
na. La colagena obtenida se diluyd
con 300 ml de agua desionizada.
Luego, se realizé una centrifugaciéon
a 12,000 rpm durante 30 minutos. El
sobrenadante se recolectod y alma-
ceno a 4° .27

Preparacion de los geles de cola-
gena: fos geles de colagena se pre-
pararon siguiendo la metodologia
descrita por Guthrie y Lumsden 7
Brevemente, se partic de una mez-
cla contenlendo 300 Wl del medio de
cultivo DMEM. 100 ub de colagena
(recién obtenida), NaCl 0.036 M y
NaHCO, 0.021 M. La mezcla se
mantuvo en hielo hasta €l momento
de su uso. Se colocaron 30 ul de la
mezcla en cajas de cultive de cuatro
pozos, formandose discos de 6§ mm
de diametro. Luego se dejo solidifi-
car la colagena a 37° C por 15 mi-
nutos. Despueés de esto, se realizo el
cultivo de los explantes de neurce-
pitelio embricnaric en los geles de
colagena.

Incubacion con el PPT: |a prime-
ra etapa del estudio consistio en de-
terminar ia concentracion del PPT
(X-2, Laboratorio Investigaciones
Filosaficas y Cientificas S.A. de C V)
a utilizarse en los cultivos in vitro.
Para ello, se inicid con una concen-
tracion de PPT de 200 ug/mL del
medio de cultivo y se probaron con-
centraciones menores, hasta encon-
trar aguella gue permitiera obtener el
mejor crecimiento, que fue de 0.2
ug/mL. Para los experimentos pos-
teriores, los explantes fueron incu-
bados en presencia de PPT (G.2
ng/ml) durante 48 horas; después se
evalug el numerc de neuritas y se
comparg con el crecimiento de ague-
Has que no fueron incubadas cen el
PPT. Los analisis estadisticos fueron
realizados empieando la prueba de
I-student con un nivet de significan-
cia del .05 (n = 20).

Cultivo de explantes de neuroe-
pitelio embrionario; los explantes del
neuroepitelioc embrionario fueroen co-
locados en las placas de cuitivo con-
teniendo el gel de colagena. El ex-
cedente del liquido del explante fue
eliminado del gel mediante aspira-
cion. Los explantes fueron cubiertos
con 30 ub de la mezcia de colagena
mencionada, cuidando de hacer una
distribucion uniforme para cubrirlos
en su totalidad. Las placas de culti-
VO $& mantuviergn en la incubadora
durante 15 minutos para permitir {a
solidificacién del gel. Luego, se co-
locaron 700 ul del medio de cultivo



Opti-mix {Optimem al 70%. Gibco:
Nutrimix F12 al 23.5%, Gibco; suero
fetal bovino al 4.7%. Gibco y penici-
linafestreptomicina 1:100 al 0.5%,
Gibco) v las placas fueron incubadas
a 37° C durante 48 horas en una
atmosfera de CO, al 5%. Al térming
de la incubacion, los cultivos fueron
fijados y se realizaron los ensayos de
inmunchistoguimica.

Los grupos experimentales fue-
ron constituidos en la siguiente forma:
neuritas del mesencefalo tratadas
(T) y no tratadas (NT) con el PPT,
neuritas del rombencéfalo tratadas y
no tratadas con el PPT.

Ensayos de inmunohistoquimi-
ca: estos permitieron identificar por
separado las neuritas positivas a los
neurotransmisores de serotonina,
adrenalina, GABA y sustancia P. La
valoracion de estes neurotransmiso-
res fue realizada empleando anti-
cuerpos anti-triptéfano hidroxilasa
{Dako, MO758), anti-PNMT (Chemi-
con International Ing, AB110), anti-
GAD (SeroTec, AHP360) y anti-sus-
tancia P (Chemicon, AB1566), res-
pectivamente. Brevemente, los
cuftivos fueron fijados con p-formal-
dehido al 3.5% durante 2 horas.
Luego, fueron lavados cuatro veces
durante 15 minutos con solucién sa-
lina amortiguadora de fosfatos (PBS)
(NaCl 0.0014 M, KCI 0.0026 M,
Na.,HPO, 0.0042 M, KH,PCG, 0.0014
M, pH 7.3 conteniendo Tritén X-100
al 1%. Se realizaron otros tres lava-
dos. El primero, empleando la solu-
cion PBS/Tritén conteniendo H,0, al
0.1% durante 1 hora; el segundo, em-
pleando solo la solucion PBS/Tritén
durante 24 horas y el tercero, em-
pleando la solucién PBS/Tritdn adi-
cionada de suero de cabra (Acce-
solLab/GIBCO, 16210-072) al 10%
durante 3 horas a temperatura am-
biente. Se adicionaron los anticuer-
pos contra el neurotransmisor es-
pecifico y se dejo incubar durante 72
horas a 4° C; luego se realizd un la-
vado con solucién de PBS/Tritdn du-
rante 24 horas y, pasteriormente, se
adicioné el anticuerpc secundaric
relacionado con peroxidasa (Anti-
Rabbit, Jackson Immunoresearch
Labs Inc., 111-036-003), dejandolo in-
cubar 48 horas a 4° C. El anticuerpo

primario y el secundario fueron dilui-
dos en solucién de PBS/Tritéon, con-
teniendo suero de cabra al 10%.
Para retirar el exceso de anticuerpo
se volvid a lavar con solucidn
PBS/Tritdn durante 24 horas. La pre-
sencia del anticuerpo especifico se
puso de manifiesto incubando las
neuritas en una solucién que con-
tenia diaminobencidina y revelando
con H,0,. Despues de la inmunotin-
cién, los expiantes fueron montados
en laminillas junto con glicerol al
90%. Se cubrieron con cubreobjetos
y se sellaron con esmalte. Las lami-
nillas fueron observadas en micros-
copio optico, se contaron las neuri-
tas que crecieron hacia el gel y que
fuercn tefidas para cada neuro-
transmisor, comparando los resulta-
dos con los cultivos control.

Resultados
Los resultados indicaron gue con la
dosis inicial de 200 pg/mL, el creci-
miento de las neuritas fue practica-
mente nulo, sélo 6% del crecimiento
control. La siguiente dosis estudiada
fue de 10 ug/mL, a esta concentra-
cidh comenzo a registrarse el creci-
miento neuritico, sin embargo, fue
menor en comparacian al crecimien-
to registrado en los cultivas control,
156% del control. Las concentraciones
de PPT de 2 y 5 ug/mL permitieron
alcanzar un crecimiento similar al
control, del 95%,; mientras gque con
0.5 yo/mi el crecimiento neuritico
fue 20% superior al control.
Finalmente, la concentracion de 0.2
Hg/ml permitié aicanzar el mayor nu-
mere de neuritas en los explantes del
neuroepitelio embrionario, del 656%
por arriba del cantrol en promedio.
Estos resuitados son intergsanies
pues muestran que e! PPT produce
un efecto dual en relacién con la con-
centracion en el medio de cultivo. Con-
forme la concentracion se fue dismi-
nuyendo hasta 0.2 pg/mL, la res-
puesta paso de ser inhibidora a es-
timular el crecimiento de neuritas en
todas las poblaciones estudiadas.
Por otro lado, para estudiar el
efecto del PPT en el numero de neu-
ritas de diferentes poblaciones neu-
rales de los explantes de mesencéfalo
y rombenceéfalo, se realizaron ensayos

de inmunohistoquimica empieando
anticuerpos especificos contra estos
neurctransmisores, serotonina, adre-
nalina, GABA y sustancia P.

La identificacion de las neuritas
positivas a serotanina se realizo em-
pleando anticuerpos anti-triptéfano
hidroxilasa. La triptéfana hidroxilasa
es la enzima gue participa directa-
mente en la sintesis dei neurotrans-
misor serotonina. Como se muestra
en los resultados del panel By F de
la figura 1, presentan un incremen-
to en et nurnero de neuritas positivas
al neurotransmisor serotonina en los
explantes de mesencéfalo y rom-
bencéfalo obtenidos en presencia
de PPT. Las flechas indican las re-
giones de los explantes donde es
mas visible ef incremento del nume-
ro de neuritas positivas al neuro-
transmisor. En el panel Ay E de ia fi-
gura 1 se muestran los explantes del
mesencéfalo y rombencéfaic que no
recibieron ningun tratamiento. Nétese
gue en el segundo caso. e nimero
de neuritas positivas a serotonina es
mucho menor. En el panel A de la fi-
gura 2 se muestra el numero de neu-
ritas positivas a serotonina entre los
grupos T y NT con la cocarboxilasa.
Cabe resaltar gue en los explantes
del mesencéfalo y del rombencéfalo
hay un incremento en el nimero de
neuritas positivas a serotonina en
presencia del PPT. En el mesence-
falo se registré6 un incremento del
62% con respecto al control en el nu-
mero de neuritas pesitivas al netro-
transmisor; en el rombencefalo el in-
cremento fue del 135% (figura 2,
panel A). Estos ultimos resultados in-
dican que la presencia del PPT en el
medio de cultivo estimula el creci-
miento de la poblacion de neuritas se-
rotonérgicas y especialmente a las
del rombencéfalo. Esto podria atri-
buirse a que la poblacion de neuro-
nas serotonergicas es mayor en el
rombencéfalo.

Para el neurotrasenisor adrenali-
na se uso el anticuerpo Anti-PNMT,
que reconoce a la enzima N-metil-
transferasa de la feniletanclamina;
esta enzima es la responsable de la
sintesis del neurotransmisor adre-
natina. Los resultados también mos-
traron un incremento significative en



Figura 1. La cocarboxilasa incrementa significativamente el niimero de neuritas positivas a los neurotransmisores.
Micrografias de los explantes de mesencéfalo (A, B, C, D, I, J, K, L) y rombencéfalo (E, F, G, H, M, N, O, P). Los explan-
tes fueron inmunotefiidos con anticuerpos anti-triptéfano hidroxilasa (serotonina; A, B, E y F), anti-PNMT (adrenalina;
I, J, My N), anti-GAD (GABA; C, D, G y H) y anti-sustancia P (sustancia P; K, L, O y P). Los explantes de los paneles A,
C, E, |, K, M y O no recibieron ningtn tratamiento; los explantes de los paneles B, D, F, H, J, L, N y P fueron tratados

con la cocarboxilasa.

el numero de neuritas positivas que
crecian hacia el gel de colagena (fi-
gura 1, panel |, J, My N). En este
caso, se registré un incremento con
respecto al control del 56% en el nu-
mero de neuritas marcadas en los ex-
plantes del mesencéfalo y del 122%
en el rombencéfalo (figura 2, panel B).

Para localizar el neurotransmisor
GABA se empled el anticuerpo Anti-
GAD. Este anticuerpo reconoce a la

glutamato descarboxilasa, enzima
responsable de la produccion de
GABA a partir del acido glutamico.
Los resultados se muestran en el
panel C, D, Gy H de la figura 1. Asi
las neuritas positivas a GABA mos-
traron un aumento del 90% en los ex-
plantes del mesencéfalo y un au-
mento del 65% en el rombencéfalo
cuando fueron cultivadas con PPT (fi-
gura 2, panel C).

Finalmente, las neuritas positivas
a la sustancia P, muestran incre-
mentos del 47 y 65% en los explan-
tes del mesencéfalo y rombencéfalo,
respectivamente (figura 2. panel D).
Las micrografias de los explantes
tefidos para sustancia P. se muestran
en el panel K, L, Oy P de la figura
1y en éstos los resultados son si-
milares a los obtenidos para los
demas neurotransmisores.



r 7B+ KAl

e

W10 274 .

100 |

Numero de neuritas
9]

NT T NT T

Grupos experimentales

Figura 2. Proporciones de las neuritas positivas a los neurotransmisores en
ios explantes del mesencéfalo y del rombencéfaio. A. Neuritas positivas a la
sgrotonina; B. Neuritas positivas a la adrenalina; C. Neuritas positivas a
GABA; D. Neuritas positivas a la sustancia P. Los explantes del mesencéfalo
{a) y del rombencéfalo (b) fuercn tefiidos con los anticuerpos correspondien-
tes. * Significancia al 0.05,

NT - No tratadas con la cocarboxiiasa.
T - Tratadas con la cocarboxilasa.

Discusién
Se ha determinado que el PPT es
una coenzima gue participa amplia-
mente en el metabolismo energético
y contribuye de multiples formas para
mantener la homeostasis en el or-
ganhismo. De manera especifica, se
ha reportade que esta coenzima esta
vinculada con la respiracién celular y
por consiguiente en la formacion de
ATP, asi como en el metaboiismo de
carbohidratos*® y algunos de sus de-
rivados intervienen en la sintesis de
proteinas en bacterias.'® Los estu-
dios realizados han proporcionado
evidencias de una notable mejoria
clinica en los pacientes diabéticos tra-
tados con el PPT.55 2830 por otrp
lado, se ha demostrade gue esta co-
enzima produce una remision del
proceso isquémico cardiaco y dismi-
nuye las secuelas det infarto al mio-
cardio en perros y conejos,10-12

La tiamina y su forma fosforilada
(PPT) participan activamente en la
sintesis de neurotransmisores como
por ejemplo en los derivados de la
glucosa: acetilcolina, GABA y gluta-
mato en el cerebro de ratas tratadas
con el antagonista del PPT, la piri-
tiamina. 29

Se ha comprobado que la defi-
ciencia en la ingesta de tiamina ge-
nera alteraciones neurologicas, como
es el caso del sindrome de Wernicke-
Korsakoff en pacientes con alcoho-
fismo cronico.’20 Debido a que el
PPT participa en el metabolismo neu-
ronal 2224 en el presente trabajo se
estudid el efecto in vitro de la admi-
nistracién de PPT en tejidos embrio-
narios y especificamente, su in-
fluencia en la formacion de neuritas.
El disefio experimental utllizado en
este estudio ha demostrado ser una
herramienta muy versatil y adecua-
da para evaluar el efecto de ciertas
sustancias sobre fa formacion de fas
neuritas. Los resultados sugirieron
que la presencia del PPT en el medio
de cuitivo aumenta de manera nota~
ble la tasa de formacion de las neu-
ritas {figura 1 y 2), observandose pa-
ralelamente un incremenio en el
namerc de neuritas positivas para los
neurotransmisores serotonina, adre-
nalina, GABA y sustancia P. Llama la
atencidn que el rombencéfaio re-



gistro un mayor numero de neuritas
positivas a serotonina: lo anterior
podria deberse a que en esta region
cerebral estan presentes los centros
de organizacién que producen las

sefiales Shh (Sonic hedgehog),
FGF8 y FGF4 gue promueven la di-
ferenciacion de las neuronas sero-
tonérgicas !

El efecto en ef aumento en el nu-

mero de neuritas sugieren que el PPT
podria permitir un funcionamiento
mas eficaz de las rutas metabdlicas
en las que participa. Se ha reporta-
do que esta coenzima participa en la
sintesis de neurotransmisores,’ 1’
por lo que es probable que en &l mo-
delo de estudio del presente trabajo
también tenga un efecto similar. No
se cuenta con datos al respecto, ya
que en este estudio sdlo se evaiud
el nimero de neuritas en crecimien-
to, pero mas adelante se realizaran
los estudios correspondientes que
permitan conocer la relacion neuro-
transmisor/neurita, para pader evi-
denciar un incremento en la cantidad
de los neurotransmisores por efecto
de la cocarboxilasa. También resul-
ta interesante la respuesta produci-
da por la concentracién del PPT en
el medio de cultivo,

Con base en estos resultados, se

cancluye que el PPT o cocarboxila-
sa estable en solucion (X-2) aumen-
ta el nimero de las neuritas en cul-
tivo entre 47 a 122%. Si el PPT es
capaz de mejorar las condiciones
metabdlicas en los explantes del
neuroepitelio en cultivas i vitro, tam-
hién podria mejorar las condiciones
metabolicas, en aquellos estados fi-
sioibgicos alterados de manera na-
tural (envejecimiento) y en estados
patoldgicos. Por tanto, se propone va-
lorar el efecto de esta coenzima en
arganismos seniles y enfermos,
donde las condiciones fisiclogicas
pueden no ser ias dptimas. B
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Summary
The PPT (cocarboxylase),
coenzymatic thiamin form, Jjs an
important coenzyme in the SNC. A
decreasing synthesis is associated
with neurological alterations as
neonatorum hipoxia,
encephalopathies, ataxia, reflex
diminishes, corvuisions, dementia,
schizophrenia, retardation,
depression and insanity, which
diminish or disappear by the
administration of cocarboxylase.

Because its importance in neuronal

function, we studied the effect in
vitro of cocarboxylase on

exprassion of serotonin, adrenaline,

GABA and substance I in
embryonic neurites from fetus of

Wistar rats. Matenals and Methods:

Pregnant Wistar rats were used
with 14.5 days of gestation. The
rats were sacrificed by cervical
disiocation and the embrygs were
placed in Ringer cald solution.
From each embryo the
neurocepithelivm explants {rostrai
rhombencephalon and
mesencephalon) were obtained;
they were placed in a collagen gef
and incubated with diferent
cocarboxylase concentrations
during 48 h. Finally, the cullures
were fixed and carried out
immunohistochemistry for identify
positive neural populations to
sarotonin, adrenaline, GABA and
substance P The marked neurites
were counted by light microscopy.
Resuits: The obtained values
indicated that the number of
positive neurites for serotonin,

adrenaline, GABA and substance P

{p<0.08} were more high in those
neyrites that were incubated with
cocarboxylase. Canclusion: The
resulfs indicated the importance of
thiamine pyrophosphate stable in
solution (X-2) wich modifies the
production, as welf as the growth
greate rate of the neurites in vitro,



